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腺病毒转染骨髓间充质干细胞对其向软骨分化的影响

王月田,

!崔
!

颖8

#

!潘欣宇,

!姚
!

梅,

!张
!

本8

!李
!

谌8

"

,*

辽宁医学院!辽宁锦州
,8,##,

(

8*

辽宁医学院附属第一医院!辽宁锦州
,8,##,

#

!!

摘
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要"目的
!

探讨人软骨源性形态发生蛋白
,

"

&X_Z,

#基因转染对骨髓间充质干细胞"

$_9&;

#增殖及分化的影响$方法

!

采用腺病毒转染方法将重组人
&X_Z,

"

F&X_Z,

#基因转入体外培养的兔
$_9&;

!用免疫印迹法"

dC;ECIAR21E

#检测
F&X_Z,

蛋白质的表达!并通过检测细胞增殖能力"
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法#)

%

型胶原"

&12

%

#以及蛋白多糖的表达!分析转染
F&X_Z,

对
$_;&;

增殖)

分化的影响$结果
!

F&X_Z,

蛋白在基因转染细胞内得到正确表达(

F&X_Z,

基因转染组和对照组相比!

&12

%

)蛋白多糖表达

水平显著增高"

$

%

#*#<

#!而细胞增殖能力无明显变化"

$

&

#*#<

#$结论
!

外源基因转染可以使
$_9&;

表达有生物活性的
F&B

X_Z,

!高表达的
F&X_Z,

可以促进
$_9&;

向软骨表型分化!但对细胞增殖无明显影响$

关键词"骨形态发生蛋白质类(骨髓(间质干细胞(软骨发生(转染

>1?

!

,#*=)!)

"

@

*?;;A*,!/,B(="(*8#,8*,!*##"

文献标识码"

7

文章编号"

,!/,B(="(

"

8#,8

#

,!B,</#B#8

D++"#5(*+%1"&*0$;I!G,53%&(+"#5'*&*&'&:'53*#$*&13*

E

"&'#1'++"3"&5'%5'*&

*+3%77'57*&")%33*=)"("&#$

-

)%/(5")#"//(

1*!

&

)(%6#*!

,

#

+(#)#!

&

8

#

#

$*!2#!

'

(

,

#

.,*!

&

I%!

8

#

"#+,%!

8

$

,K"#*0!!#!

&

@%=#:*9+099%

&

%

#

,8,##,

#

+,#!*

(

8KD#3;6F

//

#9#*6%=G0;

5

#6*90

/

"#*0!#!

&

@%=#:*9+099%

&

%

#

,8,##,

#

+,#!*

%

67(53%#5

!

87

9

"#5':"

!

51?ANC;E?

M

'ECEFCCGGCHE;1G

M

CACEI'A;G'HE?1AP?EFFQ0'AH'IE?2'

M

CB>CI?NC>01I

K

F1

M

CACE?H

K

I1EC?A,

$

&X_Z,

%

1AEFC>?GGCICAE?'E?1A'A>

K

I12?GCI'E?1A1GI'RR?ER1AC0'II1P0C;CAHF

J

0'2;EC0HC22;

$

$_9&;

%

*!"5$*1(

!

$_9&;PCIC
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K

F1
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CACE?H
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(
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(

0C;CAHF

J

0'2;EC0HC22;

(

HF1A>I1

M

CAC;?;

(

EI'A;GCHE?1A

!!

目前选用何种生长调节因子以及如何保证其持续高效的

刺激作用在诱导骨髓间充质干细胞$

R1AC0C;CAHF

J

0'2;EC0

HC22;

#

$_9&;

%向软骨分化的研究中还处于探索阶段,研究已

证明转化生长因子)骨形态发生蛋白)生长分化因子等在诱导

$_9&;

向软骨分化的过程中发挥着重要的调节作用&

,

'

,软骨

源性形态发生蛋白
,

$

H'IE?2'

M

CB>CI?NC>01I

K

F1

M

CACE?H

K

I1EC?A

,

#

&X_Z,

%是近年来发现的一种多肽生长因子#具有特异的软

骨诱导能力#可在异位诱导形成软骨&

8

'

,近年来有关
&X_Z,

对
$_9&;

的诱导作用的研究多数是重组因子的直接刺激作

用#但细胞因子在体内代谢快#持续时间短#诱导效率低,通过

基因工程技术将外源
&X_Z,

基因导入
$_9&;

#使其持续)稳

定)高效表达目的基因是解决上述问题的一种措施,

>

!

材料与方法

>*>

!

主要试剂
!

胎牛血清)

3BX_6_

培养基)青霉素)链霉

素)胰蛋白酶)台盼蓝)淋巴细胞分离液)

7>B&_WB&X_Z,B

\L69BC[cZ

)

7>B&_WBC[cZ

)甲基噻唑基四唑$

0CEF

J

2EF?'B

S12

J

2ECEI'S12?Q0

#
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%试剂盒)免疫组化试剂盒)

%

型胶原蛋

白多克隆抗体及甲苯胺蓝(兔抗人
&X_Z,

单克隆抗体由辽宁

医学院耳鼻咽喉头颈外科实验室提供,清洁级新西兰白兔购

自辽宁医学院动物中心,

>*?

!

$_9&;

的分离和培养
!

取
,

月龄左右的健康新西兰白

兔#无菌条件下分离双侧股骨#分别剪开股骨两端#不含血清的

3BX_6_

冲洗骨髓腔#

"

号针头反复吹打冲出的骨髓液#

,##

目筛网过滤#参照文献&

=

'进行细胞的分离和培养,

>*@

!

腺病毒介导重组人
&X_Z,

转染
$_9&;

>*@*>

!

取第
=

代兔
$_9&;

以
<a,#

<

"孔的密度接种于
!

孔细

胞培养板#常规培养
8"F

#待细胞贴壁后吸去上清,按照公式

感染复数$

0Q2E?

K

2?H?E

J

1G?AGCHE?1A

#

_:\

%

.

$蚀斑形成单位"

03

%

a

所取病毒液体积"待转染的细胞数#取腺病毒病毒液以

_:\<#

)

,##

)

8##

)

=##

四个值转染
_9&;

#留下
8

孔作为阴性

对照,

=/`

孵育
=F

#换成完全培养基常规培养
"(

#

/8F

#荧

光倒置显微镜下检测增强型绿色荧光蛋白$

CAF'AHC>

M

ICCA

G2Q1IC;HCAE

K

I1EC?A

#

6[cZ

%#以不引起明显细胞病变效应$

H

J

E1B

K

'EF?HCGGCHE

#

&Z6

%的最大
_:\

作为腺病毒的最佳
_:\

值,

>*@*?

!

实验分组
!

取第
=

代生长状态良好的
$_9&;)

瓶#待

细胞生长至约
(#-

汇合#随机分为
=

组,各种病毒液以最佳

_:\

值分别转染
$_9&;

#

"(

#

/8F

在荧光倒置显微镜下观察

转染效果,实验组!转染
7>B&_WBF&X_Z,B\L69BC[cZ

(对照

组!转染
7>B&_WBC[cZ

(阴性组!未转染病毒,

>*A

!

&X_Z,

基因转染后
$_9&;

的增殖和分化

#/<,

重庆医学
8#,8

年
!

月第
",

卷第
,!

期



>*A*>

!

甲苯胺蓝染色及免疫组化方法检测细胞蛋白多糖基

质)

%

型胶原的表达
!

取上述
=

组细胞爬片$每组
,#

张%#丙酮

固定#行
%

型胶原免疫组化和甲苯胺蓝染色,医学图像分析系

统测定染色的吸光度,

8##

倍镜下切片随机选取
=

个阳性视

野测量吸光度#取其平均值代表该标本的蛋白表达强度,结果

以
B+;

表示,

>*A*?

!

_55

比色法检测细胞增殖活力#绘制细胞生长曲线
!

取上述
=

组细胞制备细胞悬液#调整细胞密度为
,a,#

<

"

03

#

接种于
)!

孔培养板,第
,

#

)

天每天同一时点#每组随机选
=

孔#按照
_55

试剂盒说明进行操作,

>*A*@

!

dC;ECIAR21E

检测
F&X_Z,

多肽的表达
!

取上述
=

组

适量细胞#用
Z$9

洗涤
=

遍#以
,<#

!

3

裂解液裂解细胞#收集

上清液#用
L\Z7

裂解缓冲液$

L\Z72

J

;?;RQGGCI

%稀释#进行十

二烷基磺酸钠
B

聚丙烯酰胺凝胶电泳#蛋白转至硝酸纤维素膜

上#用兔抗人
&X_Z,

单克隆抗体标记,膜经彻底洗涤后#用

过氧化物酶标记的羊抗兔
\

M

[

进行二抗标记,膜上加
,03

化学发光剂及增强剂的混合液#暗室反应
,0?A

#

]

光胶片曝

光#显影#照相,

>*B

!

统计学处理
!

应用
9Z99,/*#

软件进行统计分析#采用

单因素方差分析,以
$

%

#*#<

为差异有统计学意义,

?

!

结
!!

果

?*>

!

细胞培养
!

$_9&;

刚分离接种时#其内有血细胞混杂#

不易分辨成分,可见贴壁细胞呈三角形)多角形或短梭形#在

部分区域有细胞的小集落形成#数个至数十个不等,

/>

后贴

壁细胞体积增大#细胞形态基本一致#呈典型的成纤维细胞形

态,

,#

#

,8>

后贴壁细胞体逐渐增多并连接成片#呈鱼群状排

列,传代培养细胞比原代细胞成分纯净#含少量的混杂细胞,

8>

后大部分细胞贴壁#细胞形态较舒展#

=

#

">

可见细胞增

殖#呈典型的长梭形#细胞数明显增加#

/

#

(>

长满瓶底,

?*?

!

感染后
$_9&;

增殖活力的检测
!
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比色检测结果!

实验组细胞在第
=

天进入对数生长期#第
!

天进入平台期#第

(

)

)

天生长开始减慢#生长曲线和对照组基本相似,实验组吸

光度$

7

</#

%值在各时点均高于对照组和阴性组#但差异无统计

学意义$

$.#*/)"

%,

?*@

!

&X_Z,

基因修饰后的表达
!

感染后
8"F

实验组和对照

组细胞在荧光显微镜下均可见到少量绿色荧光#

"(F

明显增

多#

/8F

可见到大量绿色荧光#荧光与细胞轮廓一致#转染率

为
)#-

以上#持续
,">

以上$封
8

图
,

%,阴性组细胞无绿色荧

光,

dC;ECIAR21E

结果!实验组出现相对分子质量约
<<*!a

,#

= 的明显的电泳条带#而对照组和阴性组则未显示$封
8

图
8

%,

?*A

!

基因修饰后细胞外基质的检测
!%

型胶原免疫组化结果

显示#实验组细胞质出现较明显的棕色颗粒$封
=

图
=

%#而对

照组和阴性组显色较弱,甲苯胺蓝染色显示#实验组细胞质呈

深蓝紫色#而对照组和阴性组显色较弱,经计算机图像分析#

实验组)对照组及阴性组
%

型胶原表达$以积分光密度
\:X

表

示#下同%

\:X

分别为!

=<*,/+,*#/

)

,#*=8+,*#,

)

,#*8"+

#*)#

,实验组与对照组)阴性组比较#差异有统计学意义$

$

%

#*#<

%,实验组)对照组及阴性蛋白多糖表达
\:X

分别为!

=(*="+,*8(

)

,,*""+,*#)

)

,#*"<+,*,,

,实验组与对照组)

阴性组比较#差异有统计学意义$

$

%

#*#<

%,

@

!

讨
!!

论

创伤和疾病引起的头颈部软骨缺损的修复是耳鼻咽喉科)

头颈外科医师面临的难题,软骨组织工程为解决这一临床难

题带来了新的思路和方法,种子细胞作为软骨组织工程三要

素之一&

"

'

#应具有!来源稳定)取材方便)体外培养增殖能力强)

细胞表型稳定)耐机体免疫性高)无致瘤性等优点&

<

'

,

$_9&;

是源于中胚层和外胚层的一类多能干细胞#因具有自我更新)

多向分化)造血支持)促进干细胞植入和免疫调控的特点#成为

目前公认的理想的种子细胞&

!

'

,常用的分离
$_9&;

的方法

有全骨髓培养法和密度梯度离心法,马林祥等&

/

'选用全骨髓

培养法和密度梯度离心法二者结合的优化方案#可以得到较纯

净的
$_9&;

,实验采用优化方案#经原代培养获得
$_9&;

可

在体外传
8#

代以上#在数量上能够满足组织工程种子细胞的

需要,

&X_Z,

也即生长分化因子
<

#是转化生子因子
B

'

超家族

的成员#也是骨形态发生蛋白家族中的新亚型&

(

'

,

&X_Z,

是

一种分泌的信号分子#在人体骨骼的发育和增长中起关键作

用&

)

'

#在软骨形成的初期主要是促进间充质前软骨细胞的黏

附)聚集和分化#后期则显著促进软骨细胞的成熟和肥大,

&X_Z,

基因突变或缺失导致软骨细胞黏附)增殖能力下降#

使机体在发育阶段不能形成正常软骨而致肢体畸形,

随着组织工程和基因工程的发展#细胞治疗和基因治疗对

损伤修复产生了深远影响&

,#

'

,基因疗法是一种控制功能蛋白

质及其过程的时空表达有效的方法#可能按照一种生理性释放

调整&

,,

'

,有人用脂质体成功将
F&X_Z,

基因转染
$_9&;

并

诱导成软骨细胞#但脂质体转染效率低,目前病毒载体是其最

有效的方法#通常采用的病毒载体有腺病毒)逆转录病毒)腺相

关病毒和单纯疱疹病毒本载体#腺病毒载体对于瞬时转染是有

用的&

,8

'

#但安全性尚未确定#基因表达的可控性有待提高,

本实验采用腺病毒携带
F&X_Z,

基因成功导入
$_9&;

#

dC;ECIAR21E

等方法证实目的基因得到了稳定表达#为以后运

用该 技 术 将
F&X_Z,

用 于 基 因 治 疗 提 供 了 实 验 基 础,

F&X_Z,

基因转染未引起
$_9&;

的过度增殖或抑制#保持了

细胞原有的生长状态,

%

型胶原和细胞蛋白多糖是软骨细胞

的特征性标志,基因转染后
$_9&;

合成细胞外基质的能力

增强#实验组
%

型胶原和细胞蛋白多糖基质表达水平与对照组

比较#均显著提高#提示
F&X_Z,

有诱导
$_9&;

向软骨表型

分化的作用,所以#将
F&X_Z,

基因转染的
$_9&;

用于体外

构造工程化软骨#或将其和生物降解材料相结合移植体内修复

软骨缺损#促进了基因加强软骨工程的更大发展,
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出明确的神经保护作用#这也与他人的研究结果相一致&

<

'

,

\[cB,

是一种有效的神经保护剂#在成熟脑组织中有广泛的低

水平表达#它可以调节神经细胞的生长和分化#抑制细胞凋亡#

对细胞受损后的恢复也有重要作用&

!

'

,流式细胞仪检测发现

外源性给予
\[cB,

#可以有效抑制缺血)缺氧神经元的凋亡率#

并且
dC;ECIAR21EE?A

M

检测证实与下调
K

Bf̂ %

)

K

BZ=(

的表达

及抑制
&';

K

';CB=

的活性有关,

7[,#8"

是
\[cB,

受体抑制

剂#可以明显抑制
\[cB,

对缺血)缺氧神经元的保护作用#证实

了
\[cB,

的神经保护作用#且该保护作用与调节
f̂ %

)

Z=(

信

号途径有关,

丝裂原活化的蛋白激酶$

0?E1

M

CA'HE?N'EC>

K

I1EC?AO?A';C

#

_7Z%

%是一类由脯氨酸介导的丝氨酸"苏氨酸蛋白激酶#通过

*

区域双位点的磷酸化而活化#

_7Z%

超家族包括细胞外信

号调节激酶$

CDEI'HC22Q2'I;?

M

A'2IC

M

Q2'EC>O?A';C;

#

6L%;

%)

K

=(

_7Z%

$

K

=(0?E1

M

CA'HE?N'EC>

K

I1EC?AO?A';C

%)

f̂ %

和应激活

化蛋白激酶$

;EIC;;'HE?N'EC>

K

I1EC?AO?A';C;

#

97Z%;

%等信号转

导途径,缺血)缺氧脑损伤可通过一系列信号途径转导至细胞

核#启动相关基因表达#引起神经元凋亡,有研究表明#缺血)

缺氧脑损伤可激活
f̂ %

)

K

=(

信号途径&

/

'

,在本实验中#发现

缺血)缺氧细胞模型中#

K

Bf̂ %

与
K

=(

水平升高#

\[cB,

对其有

抑制作用,同样#在诱导细胞凋亡的分子机制中#

&';

K

';C

家

族起着关键作用#它是一组在细胞凋亡过程中起着关键作用的

酶,

&';

K

';C

为半胱氨酸天门冬氨酸蛋白#是一组具有相似的

氨基酸顺序和二级结构的半胱氨酸蛋白酶#与真核细胞凋亡密

切相关#还参与细胞因子的成熟)细胞生长和分化,在
&';

K

';C

家族成员中#

&';

K

';CB=

对凋亡的进程起着决定性作用&

(

'

,

&';

K

';CB=

被认为是细胞凋亡的执行者#是蛋白酶级联反应的

关键环节,本次研究发现#缺血)缺氧细胞模型中
&';

K

';CB=

的活性升高#说明
&';

K

';CB=

参与了神经细胞的凋亡#给予

\[cB,

后#

&';

K

';CB=

的活性有明显改变,其可能的机制是#缺

血)缺氧诱导神经元增加了
K

Bf̂ %

与
K

=(

的表达#从而启动内

源性途径激活
&';

K

';C

家族#致使
&';

K

';CB=

活性增高#最终神

经元凋亡发生#而
\[cB,

可干预该途径#最终达到抑制神经元

凋亡的作用,

综上所述#尽管
\[cB,

抑制神经元凋亡的调控机制尚未完

全阐释清楚#可能还存在许多未知的信号途径和调控基因在发

挥作用#但随着对
\[cB,

与细胞凋亡研究的不断深入#

\[cB,

有可能被作为靶点为
Y\$X

的治疗开辟新的途径,
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