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文题释义： 

近日节律基因：是对维持生物体昼夜节律起关键性作用的节律基因，受生物钟控制，且表达量随昼夜循环而

发生节律性变化，通过振荡器系统形成反馈调节环路而调控生物节律。近日节律基因控制着一系列生理活动，

包括觉醒周期、内分泌、心血管活动、体温、胃肠道蠕动以及能量代谢等。 

Rev-erbα：由甲状腺受体 α(TRα)的反义链编码，是重要的近日节律基因，将昼夜节律与新陈代谢通路的转录

调控联系起来。Rev-erbα 是一种强大的转录抑制因子，在哺乳动物的核心分子节律中发挥重要作用，同时也

是肝脏和棕色脂肪组织等代谢组织中钟基因输出的关键调节因子。 

 

摘要 

背景：孤儿核受体 Rev-erbα 已被证明在骨代谢过程中发挥着重要作用，但其在调节骨髓间充质干细胞成骨分

化过程中的具体机制尚不明确。 

目的：研究孤儿核受体 Rev-erbα 是否参与小鼠骨髓间充质干细胞成骨分化能力的调节。 

方法：以全骨髓贴壁法进行小鼠骨髓间充质干细胞的分离培养，构建携带 Rev-erbα 基因的慢病毒载体并转染

至体外培养的第 3 代骨髓间充质干细胞，转染后 48 h 采用 Real Time PCR 法检测 Rev-erbα 基因水平的表达。

实验分为 3 组：实验组骨髓间充质干细胞转染过表达 Rev-erbα 基因及 EGFP 基因的慢病毒载体，阳性对照

组骨髓间充质干细胞转染含 EGFP 基因的空病毒载体，设立不含病毒原液的阴性对照组，分别进行成骨诱导并

在第 0，7，14 天采用 Real Time PCR 法检测成骨分化相关指标碱性磷酸酶、骨桥蛋白、骨钙素的表达变化。 

结果与结论：①携带 Rev-erbα 基因的慢病毒成功转染到骨髓间充质干细胞中并稳定表达；②随着成骨诱导时

间延长，成骨相关指标碱性磷酸酶、骨桥蛋白表达增加，但组间差异无显著性意义，骨钙素表达增加，但实

验组明显低于阳性对照组和对照组(P < 0.05)；③结果表明，Rev-erbα 转染后骨髓间充质干细胞成骨分化能

力降低，成骨晚期标志物骨钙素的表达受抑制，说明 Rev-erbα 在骨髓间充质干细胞成骨分化的晚期阶段有重

要作用。 
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Abstract 

BACKGROUND: The orphan nuclear receptor Rev-erbα has been demonstrated to play important roles during 

bone metabolism. However, the specific mechanism underlying osteogenic differentiation of bone marrow 

mesenchymal stem cells (BMSCs) is still unclear. 

文章特点— 

(1)构建携带 Rev-erbα 基因的慢病毒
载体，成功转染至小鼠骨髓间充质
干细胞中并稳定表达； 

(2)Rev-erbα 转染后骨髓间充质干细
胞成骨分化能力降低，成骨晚期标
志物骨钙素的表达受抑制，说明
Rev-erbα 在骨髓间充质干细胞成
骨分化的晚期阶段有重要作用。 

4 周龄 SPF 级雄性
C57BL/6 小鼠 

全骨髓贴壁法
分离培养骨髓
间充质干细胞 

构 建 携 带
Rev-erbα基因
的慢病毒载体
并转染骨髓间
充质干细胞 

(1)转染后 Real Time PCR 检测
Rev-erbα 的表达； 

(2)成骨诱导分化不同时间点采用
Real Time PCR 检测碱性磷酸
酶、骨桥蛋白、骨钙素的表达。 
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OBJECTIVE: To explore whether the orphan nuclear receptor Rev-erbα participates in the osteogenesis process 

of BMSCs in mice. 

METHODS: Mouse BMSCs were isolated and cultured by the whole bone marrow adherence method. And the 

lentivirus vector carrying the Rev-erbα gene was constructed and then transfected into the BMSCs. Real-time 

PCR was conducted to detect the mRNA level of Rev-erbα at 48 hours after transfection. There were three groups 

in the experiment: an experimental group with BMSCs transfected with lentiviral vectors containing overexpressed 

Rev-erbα gene and EGFP gene, a positive control group with BMSCs transfected with empty lentiviral vectors 

containing only EGFP gene, and a negative control group. Then the BMSCs were induced to differentiate into 

osteoblasts after the transfection and we detected the mRNA level of alkaline phosphatase, osteopontin, and 

osteocalcin using real-time PCR at 0, 7, and 14 days after induction. 

RESULTS AND CONCLUSION: The lentivirus vector carrying Rev-erbα gene was successfully transfected into 

BMSCs, and expressed stably. An increase in the mRNA levels of alkaline phosphatase and osteopontin was 

detected in each group when cultured in osteogenic medium; however, there was no significant difference 

between groups. The mRNA level of osteocalcin was also increased in each group, and moreover, the mRNA level 

in the experimental group was significantly lower than that in the two control groups (P < 0.05). These results 

indicate that Rev-erbα transfection reduces the osteogenic ability of BMSCs, and the expression of osteocalcin, a 

late-stage osteogenic marker, is inhibited, indicating that the late-stage osteogenesis of BMSCs may be influenced 

by Rev-erbα. 

Key words: bone marrow mesenchymal stem cells; osteogenesis; lentivirus; Rev-erbα; nuclear receptor 
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0  引言  Introduction 

骨髓间充质干细胞(bone marrow mesenchymal stem 

cells，BMSCs)具有自我更新和多向分化潜能，可以分化

为成骨细胞、脂肪细胞、内皮细胞和软骨细胞[1-2]。骨髓间

充质干细胞在正常骨代谢中发挥着关键作用，其成骨能力

下降所导致的骨质疏松症已成为影响世界范围内人口生活

质量的全球性健康问题。哺乳动物的骨形成是一个复杂而

精细的过程，需要协调成骨细胞和破骨细胞的活性以维持

骨稳态[3-4]。成骨细胞功能障碍是骨质疏松症发病机制的重

要因素，但其机制尚不清楚[5-6]。骨髓间充质干细胞分化为

成骨细胞是由多个转录因子严格控制的。尽管已经报道过

许多因子，包括转录因子、细胞因子和miRNA通过调节成

骨细胞和破骨细胞活性来促进骨形成，但是在分子水平上

严格控制骨平衡的机制仍然是未知的[7]。 

核受体(NRs)是一类配体依赖和独立的转录因子，参与

激素(雌激素、甲状腺)、维生素(D和A)、代谢物(膳食脂类、

胆汁酸、外源性药物、药物)和其他细胞内信号的转录过  

程[8-9]。核受体与相应的配体相互作用，调控众多靶基因的

表达，在机体的生长发育、新陈代谢、细胞分化及体内许

多生理过程中发挥重要作用。维生素D受体和雌激素受体

对于钙稳态和维持骨密度具有明确的重要性，糖皮质激素

对骨骼有直接和间接的影响，是导致骨质疏松的重要因  

素[10-14]。还有一些以前被认为与骨代谢无关的核受体，例

如雌激素相关受体以及过氧化物酶体增殖激活受体，已被

证实对骨形成有作用[15-17]。研究发现，过氧化物酶体增殖

激活受体γ(PPAR-γ)是调节成骨的关键，Rev-erba是过

氧化物酶体增殖激活受体γ的靶基因 [17]。不仅如此，

Rev-erba还能够直接调控核心生物节律基因Bmal1的表 

达[18]，Bmal1与骨髓间充质干细胞的增殖与成骨分化过程

紧密相关。最近有研究证实在骨髓间充质干细胞成骨分化

过程中孤儿核受体Rev-erbα的表达呈下降趋势[19]，以上均

提示Rev-erbα在骨髓间充质干细胞成骨分化过程中可能发

挥了一定的作用，由此作者推测Rev-erbα可能参与了骨髓

间充质干细胞成骨分化过程。为进一步了解Rev-erbα在骨

髓间充质干细胞成骨分化过程中的作用，设计了该实验。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  细胞对照观察实验。 

1.2  时间及地点  2018年1月至2019年8月在西南医科大

学口颌面修复重建与再生实验室完成。 

1.3  材料 

1.3.1  实验动物  4周龄SPF级雄性C57BL/6小鼠10只，

体质量(20±5) g，由西南医科大学动物实验中心提供，合

格证号：SYXK(川)2013-065。 

1.3.2  实验试剂  α-MEM培养基、胎牛血清(Hyclone，美

国)；胰蛋白酶、EDTA、β-磷酸甘油酸钠(Gibco，美国)；

地塞米松(Gibco，美国)；维生素C(Sigma，美国)；Trizol 

(Invitrogen，美国)；Real-time SYBR试剂盒、引物(Takara，

日本)；Western Marker(Fermentas，美国)；SDS-PAGE

变性蛋白上样缓冲液、SDS-PAGE凝胶配制试剂盒(碧云

天，中国)；Rev-erbα单克隆抗体(Abcom，美国)；GAPDH

抗体(Bioworld，中国)；病毒转染所用试剂：T4连接酶、小

量抽提试剂盒、大量抽提试剂盒、凝胶回收试剂盒、限制

性内切酶、200 bp ladder(上海汉恒生物公司)。 

1.3.3  实验仪器   OLYMPUSIX70倒置相差显微镜、

SANYO高压蒸汽消毒器(日本)；连续波长多功能读数系

统、超净工作台(Thermo，美国)；FC204电子分析天平(精

确度0.1 mg，上海)；BINDER CO2细胞培养箱(德国)；流

式细胞仪(Beckman Coulter，德国)；ABIPRISM 7300 

RT-PCR System(ABI)；PCR仪、SDS-PAGE及Western 

blot相关仪器、稳压DNA电泳仪、数码凝胶处理系统

(Bio-Rad公司)；细菌摇床、细菌培养箱(上海一恒实验设备

有限公司)；PCR仪(Eppendorf)；Positive clone测序(美季

生物技术)；Gilson移液器(Gilson公司)；高速离心机(日立
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公司)；核酸电泳仪(TOYOBO公司)。 

1.3.4  细胞来源  获取C57BL/6小鼠胫骨及股骨原代骨髓

间充质干细胞悬液，以全骨髓贴壁法培养和纯化小鼠骨髓

间充质干细胞，取体外培养的第3代细胞进行实验[19]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4  方法 

1.4.1  表达Rev-erbα基因慢病毒载体的构建及检测  表

达Rev-erbα基因慢病毒载体的构建过程包括编码慢病毒颗

粒的重组病毒质粒的制备、病毒的包装浓缩。 

(1)目的基因片段的获取与PCR扩增：从DNA文库中调

取Rev-erbα基因片段，引物的合成如下——Forward 

Primer：5'-TCT CGA GGC CTG GAA TCC TGA TT-3'；

Reverse Primer：5'-GGG ATC CAG AGG CTC ATC TTG 

GAA TA-3'。以Rev-erbα基因片段为模板行PCR扩增，反应

条件如下：95 ℃预变性5 min，95 ℃变性30 s，60 ℃退火

30 s，68 ℃延伸2 min，循环30次；68 ℃再延伸10 min。

扩增的DNA片段行琼脂糖凝胶电泳之后切胶回收提纯。 

(2)慢病毒载体线性化与酶切：用XhoⅠ和BamHⅠ对

Rev-erbα目的基因和pLVX-IRES-ZsGreen进行双酶切，回收

获得Rev-erbα克隆片段和pLVX-IRES-ZsGreen质粒片段。 

(3)重组克隆的制备：取酶切好的质粒DNA与载体片

段，共同加入TOYOBO高效连接试剂中，4 ℃连接过夜。

用氯化钙制备新鲜的大肠杆菌感受态细胞，线性化慢病毒

载体转化大肠杆菌感受态细胞，将转化后的菌液在      

20 mmol/L MgSO4和氨苄青霉素抗性的SOB琼脂培养基

上均匀涂布，并在37 ℃下倒置培养16 h，形成阳性克隆后

进行PCR鉴定，PCR反应体系及循环条件同目的基因片段

的PCR扩增。小量抽提质粒送上海桑尼生物技术有限公司

测序鉴定。构建好的慢病毒载体需经过大量抽提，质量浓

度大于1 g/L，A260/280在1.7-1.8之间方可用以包毒。 

(4)质粒转染及扩增：将生长状态良好的293T细胞用

0.25%胰酶消化，重悬接种于含10 mL 10%DMEM培养基

的T75瓶中，待细胞密度达到80%-90%时，将重组慢病毒

质粒plvx-IRES-Zsgreen和包装质粒共转染至293T细胞

中，转染后6 h换新鲜培养液。 

(5)病毒的包装与浓缩：转染后24，48 h分别2次收集

病毒上清(24 h收集后置换新鲜培养液)，以0.45 μm滤器过

滤，于40 mL超速离心管中，4 ℃ 72 000×g/min离心   

120 min；500 μL PBS重悬病毒沉淀，1周内使用则置于

4 ℃冰箱保存，长时间存放则置于-80 ℃保存。用上述相

同方法获得阴性对照慢病毒颗粒。 

1.4.2  慢病毒转染骨髓间充质干细胞  取体外培养的第3

代骨髓间充质干细胞制成细胞悬液，调整细胞密度至

2×10
4
/cm

2接种于6孔板中，以含体积分数为10%胎牛血清

的α-MEM培养基培养，约24 h后根据细胞贴壁情况进行换

液，每孔加入1 mL含体积分数为10%胎牛血清的α-MEM培

养基，40 μL含Rev-erbα基因的慢病毒原液(实验组)或   

40 μL仅含EGFP基因的空病毒原液(阳性对照组)，并设立

不含病毒原液的阴性对照组，各孔加入转染增强剂

polybrene 8 μL(终质量浓度为8 mg/L)，感染复数MOI=30，

4 h后补齐培养基至正常体积，24 h后换液，36-48 h荧光

显微镜下观察荧光表达情况。 

1.4.3  慢病毒转染后目的基因的检测   慢病毒转染后  

48 h采用Real Time PCR法与Western blot法分别检测骨

髓间充质干细胞中Rev-erbα在基因水平及蛋白水平的表

达。采用以下方法计算实验组及阳性对照组相对于阴性对

照组的基因相对拷贝数： 

(1)用目的基因的Ct值减去对应内参基因的Ct值，得到

各组的ΔCt，求平均值及其标准差。 

(2)以阴性对照组为参照，实验组和阳性对照组的ΔCt

平均值及其标准差减去阴性对照组的ΔCt平均值及其标准

差，得到ΔΔCt值及标准差。 

(3)计算出2
-ΔΔCt值，得到各组相对于阴性对照组的一个

倍数关系，即相对定量。统计各组间的差异性，即求取P

值用ΔCt即可。 

1.4.4  慢病毒转染后成骨诱导并检测成骨分化相关指标

的变化  慢病毒转染后48 h换为成骨诱导液(α-MEM完全

培养基+10 mmol/L β-甘油磷酸钠+50 mg/L维生素C+  

10
-7

 mol/L地塞米松)继续培养，换诱导液的时间记为第0

天，采用Real Time PCR检测成骨诱导第0，7，14天时碱

性 磷 酸 酶 (alkaline phosphatase ， ALP) 、 骨 桥 蛋 白

(osteopontin，OPN)、骨钙素(osteocalcin，OCN)的表达，

引物序列见表1。 

1.4.5  慢病毒转染后成骨诱导及茜素红染色  慢病毒转

染后 48 h 换为成骨诱导液继续培养，成骨诱导 21 d，吸

弃培养液，PBS 清洗 2 次，用体积分数为 95%乙醇固定

30 min，吸弃乙醇，PBS 清洗 3 次，加入 0.1%茜素红溶

液室温染色 30 min，双蒸水清洗数次，倒置显微镜下观察。 

1.5  主要观察指标  ①PCR 扩增目的基因产物、阳性克隆

PCR 鉴定及测序结果；②转染后荧光表达及目的基因检测

结果；③转染后成骨相关指标碱性磷酸酶、骨钙素、骨桥蛋

白 mRNA 的表达；④转染后的成骨诱导及茜素红染色结果。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 20.0对Real Time PCR等方

法所获得的基因表达水平进行方差分析及 SNK 法进行两两

比较，P < 0.05 为差异有显著性意义。 

骨髓间充质干细胞的培养及鉴定 

细胞来源： C57BL/6 小鼠胫骨及股骨的全骨髓 

原代培养方法： 全骨髓贴壁培养法 

基础培养基： α-MEM 培养基 

添加材料： 体积分数 10%胎牛血清、体积分数 1%青-链霉素 

原代培养时间： 原代细胞接种 24 h 后更换全量完全培养基，以后每两三天

换液 1 次 

细胞传代： 约 7 d 后贴壁细胞融合达 80%-90%时用含 0.02%EDTA 胰

酶消化 2 min，以 1∶2 进行传代，5-7 d 传 1 代，细胞传代

至第 3 代 

细胞鉴定： 采用形态观察法、成骨诱导分化、成脂诱导分化及表面标志

物鉴定 

伦理学批准： 该实验经过西南医科大学动物实验伦理学委员会批准 
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2  结果  Results  

2.1  PCR扩增目的基因产物、阳性克隆PCR鉴定及测序结

果  PCR扩增目的基因产物琼脂糖凝胶电泳结果见图1A，

阳性克隆PCR鉴定琼脂糖凝胶电泳结果见图1B，N代表阴

性对照，P代表阳性对照，结果显示14个菌落中3个为阳性

克隆。阳性克隆的测序结果显示完全匹配。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  转染后荧光表达及目的基因检测结果  慢病毒转染

后48 h荧光表达见图2A，可见感染率达到80%以上。实验

组Rev-erbα mRNA水平为阴性对照组的(10.73±1.61)倍，

可见转染后Rev-erbα基因转录明显增强，见图2B。实验组

REV-ERBα条带明显深染，而阳性对照组与阴性对照组蛋

白条带较弱，可判断转染成功，见图2C。 

2.3  转染后成骨相关指标碱性磷酸酶、骨钙素、骨桥蛋

白mRNA表达  在成骨诱导后第0，7，14天分别用Real 

Time PCR检测成骨相关标志物碱性磷酸酶、骨桥蛋白、

骨钙素mRNA水平。碱性磷酸酶表达随成骨诱导时间延长

逐渐增加，但实验组与阳性对照组及阴性对照组间比较差

异无显著性意义(P > 0.05)，见图3。骨桥蛋白表达在第7

天较高，而第14天表达减少，但组间比较差异仍无显著性

意义(P > 0.05)，见图4。骨钙素表达随成骨诱导逐渐增加，

但实验组骨钙素表达明显低于阳性对照组及阴性对照组

(P < 0.05)，说明过表达Rev-erbα抑制了骨钙素的表达，

见图5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  转染后成骨诱导及茜素红染色结果  在慢病毒转染

48 h后经成骨诱导液持续培养21 d，实验组与对照组茜素

红染色均可见红色矿化结节，但实验组中矿化结节表达明

显少于阳性对照组及阴性对照组，见图6，证实Rev-erbα

能够抑制骨髓间充质干细胞的成骨分化。 

表 1  各基因引物序列 

Table 1  Primer sequences of target genes    

目的基因 引物 序列 片段大小 

碱性磷酸酶 Forward 

Primer 

5'-CCC CCC GTG GCA ACT 

CTA TCT T-3' 

272 bp 

Reverse 

Primer 

5'-GTA GTT CTG CTC GTG 

GAC GCC G-3' 

骨桥蛋白 Forward 

Primer 

5’-CAC ATG AAG AGC GGT 

GAG TCT-3’ 

95 bp 

Reverse 

Primer 

5’-CCC TTT CCG TTG TTG 

TCC TG-3’ 

骨钙素 Forward 

Primer 

5’-GAC CTC ACA GAT GCC 

AAG CC-3’ 

214 bp 

Reverse 

Primer 

5’-TGC GTT TGT AGG CGG 

TCT TC-3’ 

GAPDH Forward 

Primer 

5’-AGG TCG GTG TGA ACG 

GAT TTG-3’ 

123 bp 

Reverse 

Primer 

5’-TGT AGA CCA TGT AGT 

TGA GGT CA-3’ 

 

100 bp    Rev-erbα                 200 bp    Rev-erbα 

Marker                             marker 

 

 

N                           P 

 

A 

 

B 

 

图注：图中 A 为扩增的 Rev-erbα 片段行琼脂糖凝胶电泳结果；B 为

阳性克隆后 PCR 鉴定结果，显示 14 个菌落中 3 个为阳性克隆。N

代表阴性对照，P 代表阳性对照 

图 1  PCR 扩增产物及阳性克隆筛选 

Figure 1  PCR products and positive clonal screening 

图注：图中 A 为转染后 48 h 荧光显微镜下观察荧光表达，可见感染

率达到 80%以上(×100)；B 为转染后 48 h Rev-erbα mRNA 相对表达

(与阳性对照组和阴性对照组比较，a
P < 0.05)；C 为转染后 48 h 

Rev-erbα 在各组的蛋白条带图(80 kD) 

图 2  慢病毒转染后荧光图片及 Rev-erbα 表达 

Figure 2  Fluorescence image and the expression changes of 

Rev-erbα after lentiviral transfection 

图 3  各组骨髓间充质干细胞成骨诱导过程中碱性磷酸酶(ALP) 

mRNA 相对表达 

Figure 3  Relative expression level of alkaline phosphatase mRNA 

during osteogenesis of bone marrow mesenchymal stem cells 
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图 4  各组骨髓间充质干细胞成骨诱导过程中骨桥蛋白(OPN)mRNA

相对表达 

Figure 4  Relative expression level of osteopontin mRNA during 

osteogenesis of bone marrow mesenchymal stem cells 
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3  讨论  Discussion 

该实验成功将Rev-erbα基因转入小鼠骨髓间充质干细

胞基因组中并稳定表达，Real Time PCR证明实验组

Rev-erbα mRNA表达为对照组的11倍左右。慢病毒毒性

小、安全性高、转染后表达稳定的目的基因，是一个很好

的转染工具[20-24]。慢病毒转染具有亲嗜性广、炎症反应弱、

目的基因可在许多种组织中持续表达等优点[25-27]，并且常

携带有EGFP荧光，易于观察转染效率。 

以往关于Rev-erbα的研究主要集中在其对脂肪生成的

影响，关于Rev-erbα和成骨的研究却很少。研究表明，当

Rev-erbα过表达时对脂肪生成有积极作用，Rev-erbα在脂

肪生成过程中表达增加[28]。而在骨髓中骨髓间充质干细胞成

脂能力增加总是伴随着成骨能力的降低，这可能与Rev-erbα

表达增加有关。研究人员发现Rev-erbα作为近日节律基因，

负调控生物钟基因Bmal1的表达，而Bmal1已被证实与骨髓

间充质干细胞的增殖与成骨分化关系密切[28-29]。这些结果均

提示核受体Rev-erbα可能在骨代谢过程中发挥着重要作用。

作者前期研究证实在骨髓间充质干细胞成骨分化过程中，

Rev-erbα mRNA及蛋白水平均呈逐渐降低的趋势[19]。因此

设计此实验，通过慢病毒转染使Rev-erbα在骨髓间充质干细

胞中过表达，然后观察成骨分化相关标志物的改变。 

成骨分化过程大致可以分为3个阶段：细胞增殖、细胞

外基质分泌、矿化成熟。碱性磷酸酶是一组与骨形成和组

织钙化有关的磷酸单酯水解酶，存在于成骨细胞表面以及

矿化形成细胞释放的基质小泡中，与骨的形成及代谢过程

相关。碱性磷酸酶能通过水解磷酸酯、ATP及焦磷酸盐，

促进Ca
2+和无机物结晶沉积而促进矿化过程，是反映细胞

分化成熟和成骨能力的早期标志之一[30]。骨桥蛋白是一种

高度磷酸化和糖基化的分泌蛋白，可由多种细胞如骨细胞、

成骨细胞及破骨细胞等分泌，存在于各种硬、软组织和体

液中，尤其在骨骼中含量特别丰富，是生理和病理钙化的

关键调节因子[31-33]。骨桥蛋白已被证明在多种细胞参与骨

重塑过程中发挥着重要作用[34]。在骨重塑过程中，骨桥蛋

白主要是在骨形成早期表达，诱导和促进骨髓间充质干细

胞的分化和矿化组织的重建。骨钙素是由成熟成骨细胞合

成并特异性分泌的非胶原蛋白，占人体总蛋白的1%-2%，

与成骨分化及骨代谢密切相关。作为成骨分化的晚期标志

物，绝大多数骨钙素都沉积在骨基质中，参与骨矿物沉积

和转移的调控，促进成骨细胞分化成熟及骨细胞的形成[35]。

在该实验中，选取碱性磷酸酶、骨桥蛋白及骨钙素作为判

断骨髓间充质干细胞成骨能力的指标。 

实验结果显示Rev-erbα基因成功转入小鼠骨髓间充质

干细胞基因组，在整个成骨分化过程中Rev-erbα的表达较

为稳定，与对照组相比Rev-erbα呈高表达状态。在成骨分

化过程中，Real Time PCR结果显示碱性磷酸酶、骨桥蛋

白的表达随着成骨分化的发生逐渐增加；骨桥蛋白的表达

在第7天时较高，第14天时有所降低，这与以往众多的研

究结果一致。碱性磷酸酶、骨桥蛋白mRNA的表达在组间

差异无显著性意义，说明单独过表达Rev-erbα并不能调控

成骨早期标志物碱性磷酸酶、骨桥蛋白的表达。过表达

Rev-erbα后实验组骨钙素基因mRNA的表达量较对照组明

显减少，表明Rev-erbα对成骨分化的调控可能作用于成骨

晚期阶段。在成骨诱导后茜素红染色显示实验组与对照组

相比红色矿化结节表达减少，表明Rev-erbα在骨髓间充质

干细胞成骨分化过程中为负性调控作用。结合骨髓间充质

干细胞成骨分化过程中Rev-erbα的表达呈逐渐降低的现

象，提示Rev-erbα可能作为骨髓间充质干细胞成骨分化负

性调节因子参与了成骨分化的晚期阶段。 

Rev-erbα是昼夜节律的关键调节因子，并以昼夜节律

的方式表达。研究发现Rev-erbα配体：内源性卟啉配体、

亚铁血红素，以及最近报告的第1个Rev-erb合成配体

GSK4112/SR6452能够调节Rev-erbα表达活性[36]。骨髓间

充质干细胞成骨分化是一个复杂的、多基因多种通路共同

调控的结果，其机制仍需进一步的深入研究。但Rev-erba

作为细胞代谢的重要生理调节因子，可能为治疗骨代谢相

关疾病的药物治疗提供一个新的方向。 

综上所述，实验通过慢病毒基因增强转染的方法将小

鼠Rev-erbα基因全片段转入骨髓间充质干细胞基因组中并

稳定表达，获得了研究Rev-erbα基因功能的一个体外模型。

Rev-erbα转染入骨髓间充质干细胞后，能使成骨晚期标志

物骨钙素的表达受抑制，经成骨诱导后茜素红染色显示骨

图注：与阳性对照组和阴性对照组比较，a
P < 0.05 

图 5  各组骨髓间充质干细胞成骨诱导过程中骨钙素(OCN) mRNA

相对表达 

Figure 5  Relative expression level of osteocalcin mRNA during 

osteogenesis of bone marrow mesenchymal stem cells 

图注：图中 A 为慢病毒转染后成骨诱导 21 d，实验组茜素红染色后

显微镜下可见少量红色矿化结节；B 为阳性对照组显微镜下可见大量

红染矿化结节；C 为阴性对照组显微镜下可见大量红染矿化结节 

图 6  慢病毒转染后骨髓间充质干细胞成骨诱导结果(×100) 

Figure 6  Osteogenesis of bone marrow mesenchymal stem cells 

after lentiviral transfection (×100) 
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髓间充质干细胞成骨分化能力下降，说明Rev-erbα在骨髓

间充质干细胞成骨分化的晚期阶段有重要作用。基于以上

结果，后期研究将进一步设计实验探索Rev-erbα调控骨钙

素表达的具体分子机制，为Rev-erbα在骨髓间充质干细胞

成骨分化过程中发挥的作用提供进一步的实验证据。 
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