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　　摘　要：目的　探讨犛犗犡９慢病毒载体感染兔骨髓间充质干细胞（ＭＳＣ）并诱导其向髓核样细胞的分化。方法　构建犛犗犡９

基因慢病毒载体并感染 ＭＳＣ，将 ＭＳＣ分为未转导组、空转导组及ＳＯＸ９转导组。采用流式细胞仪检测 ＭＳＣ的感染率及凋亡率，

ＭＴＴ检测 ＭＳＣ的增殖情况，ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及免疫荧光染色检测 ＭＳＣ中犛犗犡９、Ⅱ型胶原及Ａｇｇｒｅｃａｎ在ｍＲＮＡ及蛋白

水平的表达情况。结果　成功构建犛犗犡９基因慢病毒载体并感染 ＭＳＣ，感染率为１００％。慢病毒载体感染对３组 ＭＳＣ的增殖及

凋亡无明显影响；感染２周后，ＳＯＸ９转导组 ＭＳＣ中犛犗犡９及Ⅱ型胶原在ｍＲＮＡ及蛋白水平的表达均明显高于未转导组与空转

导组（犘＜０．０１），ＡｇｇｒｅｃａｎｍＲＮＡ及蛋白仅在犛犗犡９转导组 ＭＳＣ中表达；ＳＯＸ９转导组 ＭＳＣ中Ⅱ型胶原及 Ａｇｇｒｅｃａｎ荧光染色

呈阳性，而空转导组及未转导组 ＭＳＣ均呈阴性。结论　犛犗犡９慢病毒载体感染的 ＭＳＣ可被诱导向髓核细胞分化。
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　　骨髓间充质干细胞（ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，

ＭＳＣ）具有多向分化潜能以及自我更新能力，是细胞移植治疗

椎间盘退变中最有前景的种子细胞。但是，如何诱导 ＭＳＣ向

髓核样细胞分化而发挥其修复作用还存在一定的争议。

犛犗犡９基因是调控 ＭＳＣ向软骨类细胞分化的一个关键因

子［１３］，犛犗犡９基因不仅能维持软骨细胞表型，还能增加Ⅱ型胶

原及聚集蛋白聚糖（Ａｇｇｒｅｃａｎ）基因的表达水平
［４５］。本研究通

过构建犛犗犡９慢病毒载体并感染兔 ＭＳＣ，旨在诱导其向髓核

样细胞分化，为探索椎间盘退变的生物学治疗奠定基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器　主要试剂：限制性内切酶犅犪犿ＨⅠ、

犈犮狅ＲⅠ购自日本 ＴａＫａＲａ公司；包装细胞 Ｔ４ 连接酶、ＫＯＤ

Ｐｌｕｓ高保真酶购自日本 ＴＯＹＯＢＯ公司；ＲＮＡ抽提试剂盒、

ＤＮＡ凝胶回收试剂盒购自美国Ａｘｙｇｅｎ公司；高效克隆犈．犮狅犾犻

ＤＨ５感受态细胞购自北京博大泰克生物基因技术有限责任公

司；Ｔｒｉｚｏｌ、胎牛血清、胰蛋白酶购自上海生工生物工程有限公

司；抗ＣＤ４４、ＣＤ２９抗体购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；抗 ＣＤ４５、

ＣＤ３４抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；抗犛犗犡９、Ⅱ型胶原、Ａｇ

ｇｒｅｃａｎ抗体和异硫氰酸荧光素山羊抗兔ＩｇＧ购自 Ａｂｃａｍ公

司。慢病毒载体由苏州大学附属第一医院骨科实验室构建。

慢病毒载体系统是由质粒ｐＲｓｖＲＥＶ、ｐＭＤｌｇｐＲＲＥ、ｐＭＤ２Ｇ

及ＰｗｐｘｌＭＯＤ２组成的第３代慢病毒载体，其中载体质粒

ＰｗｐｘｌＭＯＤ２能表达绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，

ＧＦＰ）。主要仪器：倒置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）、电泳仪

（美国ＢｉｏＲａｄ公司）、垂直板电泳装置（美国ＢｉｏＲａｄ公司）、

Ｃｈｅｍｉｄｏｘ化学发光成像仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）、荧光显微镜

（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）、ＰＣＲ仪（美国ＰＥ公司）、凝胶成象系统

（美国ＡｌｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈ公司）。

１．２　犛犗犡９基因慢病毒载体的构建及鉴定
［６］

１．２．１　目的基因片段的获取　以人 ＨｅｐＧ２肝癌细胞的

ｃＤＮＡ为模板，加入带酶切位点的犛犗犡９基因的上、下游引物，

采用ＲＴＰＣＲ扩增出目的基因，经琼脂糖凝胶电泳分离、回
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收，获得犛犗犡９基因片段。

１．２．２　慢病毒载体ＰｗｐｘｌＭＯＤ２／犛犗犡９的构建及鉴定　慢

病毒空载体ＰｗｐｘｌＭＯＤ２与ＰＣＲ的回收产物分别用犅犪犿Ｈ

Ⅰ和犈犮狅ＲⅠ进行双酶切，再用Ｔ４ 连接酶将双酶切载体和目的

基因片段进行连接反应。取５μＬ连接产物感染ＤＨ５感受态

细胞，在含氨苄西林的琼脂平板上于３７℃培养过夜。经 ＰＣＲ

及犅犪犿ＨⅠ和犈犮狅ＲⅠ双酶切鉴定后筛选出正确的阳性克隆，

大量提取质粒，用于测序及后续试验。

１．２．３　重组慢病毒的包装及滴度检测　制备慢病毒包装系统

中的４种质粒ＤＮＡ溶液，用磷酸钙法感染２９３Ｔ细胞。收集

感染７２ｈ的２９３Ｔ细胞上清液，４℃，４０００×ｇ离心１０ｍｉｎ；再

将上清液以０．４５μｍ 滤器过滤，于 ４ ℃，７２０００×ｇ离心

１２０ｍｉｎ；以５００μＬＰＢＳ重悬病毒沉淀制成浓缩液，４℃溶解

过夜，－７０℃储存。将高滴度的慢病毒浓缩液感染２９３Ｔ细胞

后，采用流式细胞仪检测病毒滴度。用相同的方法包装空慢病

毒载体。

１．３　ＭＳＣ的培养与鉴定　取１只２月龄新西兰大白兔，体质

量１．５～２．０ｋｇ，麻醉后，在无菌操作下抽取骨髓４～６ｍＬ（针

管内含３０００Ｕ／ｍＬ肝素０．２ｍＬ）与５ｍＬＤＭＥＭ 培养基充

分混合。采用Ｐｅｒｃｏｌｌ法分离骨髓单个核细胞，用０．０１ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ洗涤细胞２次，加入５ｍＬ内含１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ

青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素的 ＤＭＥＭ 培养基，以２．０×１０
５／

ｃｍ２ 的细胞密度接种于４０ｍＬ培养瓶内。当原代培养细胞融

合达７０％～８０％，按１∶３比例进行传代培养，倒置显微镜观

察细胞的形态和生长状态并拍照。取第３代 ＭＳＣ制成单细胞

悬液，采用流式细胞仪行ＣＤ２９、ＣＤ３４、ＣＤ４４和ＣＤ４５鉴定。

１．４　分组与转导　取第３代生长状态良好的 ＭＳＣ，分为未转

导组、空慢病毒载体转导组（空转导组）及ＳＯＸ９慢病毒载体转

导组（ＳＯＸ９转导组）。当细胞达到７０％～８０％融合时（此时细

胞密度约为５×１０５／ｃｍ），更换细胞培养液，过夜。ＳＯＸ９转导

组及空转导组加入犛犗犡９慢病毒载体及空的慢病毒载体，感染

复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为３０，轻轻混匀，置于５％

ＣＯ２、９５％空气、３７℃、饱和湿度的培养箱，４８ｈ后荧光显微镜

观察ＧＦＰ的表达。更换培养液后并继续在单层条件下培养，

每２天换液１次，２周后检测指标。未转导组作为空白对照。

１．５　检测方法

１．５．１　ＭＴＴ检测　分别收获对数生长中期生长状态良好的

３组 ＭＳＣ，用细胞培养基制成单细胞悬液，每孔接种７．０×

１０３ 个细胞。每组设８个平行孔。分别在第２～６天采用ＭＴＴ

检测细胞生长情况。每天取出１块培养板，向每孔加入新鲜配

制的 ＭＴＴ液（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，继续培养４ｈ，小心吸弃孔内

培养基，每孔加入二甲基亚砜１５０μＬ，振荡１０ｍｉｎ，待结晶物

充分溶解后，在酶联免疫检测仪上于５７０ｎｍ波长处检测光密

度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。以时间为横轴，ＯＤ值为纵轴绘制

生长曲线。

１．５．２　流式细胞仪检测　分别收集３组悬浮细胞于１０ｍＬ

离心管中，将每组细胞密度调为５．０×１０６／ｍＬ，离心、洗涤。用

１００μＬ标记溶液重悬细胞，室温下避光孵育１０～１５ｍｉｎ，再离

心、洗涤。加入荧光（ＳＡＦＬＯＵＳ）溶液于４℃下避光振动孵育

２０ｍｉｎ。流式细胞仪检测时激发光波长为４８８ｎｍ，用波长为

５１５ｎｍ的通带滤器检测异硫氰酸荧光素，波长大于５６０ｎｍ的

滤器检测碘化丙啶。

１．５．３　ＲＴＰＣＲ检测　感染４８ｈ后收集细胞，检测３组细胞

犛犗犡９目的基因的表达情况。细胞培养到２周后分别检测

犛犗犡９、Ⅱ型胶原、犃犵犵狉犲犮犪狀ｍＲＮＡ的表达。利用引物设计软

件Ｐｒｉｍｉｅｒ５．０设计引物（表１），委托上海生工生物技术有限公

司合成。提取３组细胞总 ＲＮＡ，行 ＲＴＰＣＲ，β犪犮狋犻狀为内参。

ＰＣＲ产物用２％琼脂糖凝胶电泳进行鉴定。实验均重复３次。

凝胶成像系统成像拍照，灰度扫描进行结果分析。

表１　　ＲＴＰＣＲ引物

基因 引物序列 片段大小（ｂｐ）

犛犗犡９ ５′ＴＴＣＡＴＧＡＡＧＡＴＧＡＣＣＧＡＣＧＡＧＣＡＧ３′ ５０２

５′ＡＣＴＴＧＴＡＡＴＣＣＧＧＧＴＧＧＴＣＣＴＴＣＴ３′

Ⅱ型胶原 ５′ＴＣＴＧＡＡＣＡＧＣＣＡＡＡＧＧＡＣＣＣＡＡＧＴ３′ ２９７

５′ＧＴＧＴＴＴＧＡＣＡＣＧＧＡＧＴＡＧＣＡＣＣＡＴ３′

犃犵犵狉犲犮犪狀 ５′ＴＣＴＧＴＧＧＡＡＴＴＣＡＧＴＧＧＣＴＴＣＣＣＴ３′ ２２７

５′ＡＧＴＣＣＡＣＴＧＣＴＧＴＣＡＡＡＣＡＣＴＣＣＴ３′

β犪犮狋犻狀 ５′ＡＧＡＴＧＴＧＧＡＴＣＡＧＣＡＡＧＣＡＧＧＡＧＴ３′ １３３

５′ＴＣＴＣＧＴＴＴＣＴＧＣＧＣＣＧＴＴＡＧＧＴＴＴ３′

１．５．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　取感染４８ｈ后的 ＭＳＣ细胞，检测

ＳＯＸ９蛋白的表达水平。细胞用ＰＢＳ重悬后加入蛋白裂解液

提取总蛋白。蛋白样品９５℃水浴变性后，１０％聚丙烯酰胺凝

胶电泳，然后将凝胶中的蛋白电转移至聚偏氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉ

ｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜，脱脂奶粉封闭，加入第一抗体，４℃过

夜，用含吐温２０ 的 Ｔｒｉｓ缓冲液（Ｔｒｉｓｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅｗｉｔｈ

Ｔｗｅｅｎ２０，ＴＢＳＴ）洗膜，加入第二抗体，室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ再

次洗膜。ＰＶＤＦ膜在 ＯｄｙｓｓｅｙＩｎｆｒａｒｅｄＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ 中扫

描。然后用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５．１分析灰度值，计算灰度系数

比。感染２周后检测ＳＯＸ９、Ⅱ型胶原、Ａｇｇｒｅｃａｎ的表达水平，

操作步骤同前。

１．５．５　免疫荧光染色检测　３组 ＭＳＣ培养２周后行常规爬

片，４％多聚甲醛固定、０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００透化处理、１０％的羊

血清封闭，行Ⅱ型胶原、Ａｇｇｒｅｃａｎ免疫荧光染色，荧光显微镜

下观察结果。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，组间比较采用方差分析，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　犛犗犡９基因慢病毒载体的构建及鉴定

２．１．１　目的基因片段的获取　从ＲＴＰＣＲ产物中取５μＬ进

行琼脂糖凝胶电泳，结果显示电泳条带大小约为１５６０ｂｐ，与

理论预期值一致，见图１。

　　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１、２：犛犗犡９基因片段。

图１　　犛犗犡９基因的琼脂糖凝胶电泳

２．１．２　慢病毒载体ＰｗｐｘｌＭＯＤ２／犛犗犡９的构建及鉴定　将

构建的慢病毒载体ＰｗｐｘｌＭＯＤ２／犛犗犡９用犅犪犿ＨⅠ／犈犮狅ＲⅠ

双酶切，取１０μＬ酶切产物进行鉴定。测序结果进一步证实克

隆的序列完全正确。

２．１．３　重组慢病毒的包装及滴度检测　慢病毒载体感染

２９３Ｔ细胞１２ｈ后，在倒置显微镜下见细胞明显增大，呈球形；

细胞核变大、变圆；细胞贴壁能力下降，易脱落。高滴度慢病毒

浓缩液感染２９３Ｔ 细胞后，流式细胞仪检测其病毒滴度为

６．０×１０７ＴＵ／ｍＬ。感染４８ｈ后，在倒置荧光显微镜下观察，

犛犗犡９慢病毒载体感染的２９３Ｔ细胞可见ＧＦＰ的表达。
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图２　　慢病毒空载体感染的 ＭＳＣ（荧光显微镜 ×５０）

图３　　犛犗犡９慢病毒载体感染的 ＭＳＣ（荧光显微镜 ×５０）

２．２　ＭＳＣ的分离、培养及鉴定　原代细胞培养２ｄ后，部分

细胞贴壁，细胞形态逐渐变成短梭形，细胞核较大，呈扁圆形；７

ｄ后，贴壁细胞数目明显增多，细胞形态多为长梭形，排列呈漩

涡状或栏栅状；此后，细胞集落迅速增多，融合成片；１２～１４ｄ

单层细胞长满瓶底。传代 ＭＳＣ在１ｄ内贴壁，呈纺锤形，散在

均匀分布，１０ｄ左右长满瓶底。流式细胞仪检测细胞ＣＤ４４、

ＣＤ２９表达阳性，而ＣＤ４５、ＣＤ３４表达阴性（数据未显示）。

２．３　经慢病毒载体感染的ＭＳＣ形态　转染后４８ｈ，在倒置显

微镜下ＭＳＣ呈梭形、多角形，细胞质呈伪足样伸展，相互交错；

在荧光显微镜下 ＭＳＣ呈多角形，细胞体增大、细胞质伸展相

互交错，细胞质内充满绿色荧光物质，见图２、３。感染４８ｈ后，

流式细胞仪测定转导组细胞的ＧＦＰ阳性率为１００％。

图４　　未转导组、空转导组及ＳＯＸ９转导组

ＭＳＣ的生长曲线（ＭＴＴ）

２．４　慢病毒载体感染对 ＭＳＣ增殖与凋亡的影响　ＭＴＴ结

果显示，未转导组、空转导组及ＳＯＸ９转导组细胞的生长曲线

基本一致，见图４。统计分析表明３组细胞增殖的差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。流式细胞仪检测３组 ＭＳＣ的凋亡率分别

为２．３％、３．４％及３．１％，３组 ＭＳＣ凋亡率两两比较，差异无统

计学意义（犘＞０．０５），见图５。

图５　　未转导组（左）、空转导组（中）及ＳＯＸ９转导组（右）ＭＳＣ的凋亡率（流式细胞仪）

２．５　慢病毒载体感染后 ＭＳＣ中犛犗犡９、Ⅱ型胶原、犃犵犵狉犲犮犪狀

ｍＲＮＡ的表达情况　ＲＴＰＣＲ检测显示，转染后４８ｈ，与空转

导组、未转导组 ＭＳＣ相比，ＳＯＸ９转导组 ＭＳＣ的犛犗犡９表达

显著增强，见图６；２周后，３组细胞中ＳＯＸ９转导组Ⅱ型胶原

ｍＲＮＡ明显增强，而犃犵犵狉犲犮犪狀仅在ＳＯＸ９转导组有条带出

现，在未转导组和空转导组中均未见表达，见图７。

　　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：未转导组；２：空转导组；３：ＳＯＸ９转导组。

图６　　慢病毒载体感染 ＭＳＣ中犛犗犡９的表达（ＲＴＰＣＲ）

２．６　慢病毒载体感染后 ＭＳＣ中ＳＯＸ９、Ⅱ型胶原、Ａｇｇｒｅｃａｎ

蛋白的表达情况　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，慢病毒载体感染

４８ｈ后，未转导组、空转导组、ＳＯＸ９转导组细胞ＳＯＸ９蛋白的

相对表达量分别为０．１５６±０．０１９、０．１６１±０．０２３及０．３６１±

０．０２３；２周后，上述３组细胞ＳＯＸ９蛋白的相对表达量分别为

０．１６６±０．０１４、０．１７３±０．０１９及０．４１８±０．０３３。在上述２个

时间点，ＳＯＸ９转导组细胞ＳＯＸ９蛋白的表达均明显高于未转

导组与空转导组（犘＜０．０１）；与４８ｈ相比，２周后ＳＯＸ９转导

组细胞ＳＯＸ９蛋白的相对表达量明显升高（犘＜０．０５）。慢病

毒载体感染２周后，未转导组、空转导组、ＳＯＸ９转导组细胞Ⅱ

型胶原的相对表达量分别为０．１５４±０．０２２、０．１６６±０．０１９及

０．４２０±０．０３８，ＳＯＸ９转导组细胞Ⅱ型胶原的表达明显高于未

转导组与空转导组（犘＜０．０１）；Ａｇｇｒｅｃａｎ蛋白仅在ＳＯＸ９转导

组细胞中表达，而在未转导组及空转导组细胞中均无表达。未

转导组与空转导组 ＭＳＣ比较，在ＳＯＸ９、Ⅱ型胶原及Ａｇｇｒｅｃａｎ

蛋白表达方面的差异无统计学意义（犘＞０．０５），见图８、９。

２．７　慢病毒载体感染后 ＭＳＣ中Ⅱ型胶原、Ａｇｇｒｅｃａｎ的荧光

染色情况　感染２周后，ＳＯＸ９转导组ＭＳＣ中Ⅱ型胶原及Ａｇ

ｇｒｅｃａｎ荧光染色呈阳性，见图１０，而空转导组及未转导组 ＭＳＣ

均呈阴性（资料未显示）。
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　　１：未转导组；２：空转导组；３：ＳＯＸ９转导组。

图７　　慢病毒载体感染 ＭＳＣ中Ⅱ型胶原、

犃犵犵狉犲犮犪狀ｍＲＮＡ的表达（ＲＴＰＣＲ）

　　１：未转导组；２：空转导组；３：ＳＯＸ９转导组。

图８　　ＭＳＣ中ＳＯＸ９的表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，感染４８ｈ）

　　１：未转导组；２：空转导组；３：ＳＯＸ９转导组。

图９　　ＭＳＣ中ＳＯＸ９、Ⅱ型胶原及Ａｇｇｒｅｃａｎ的表达

（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，感染２周）

图１０　　ＭＳＣ中Ⅱ型胶原（上）、Ａｇｇｒｅｃａｎ（下）的

表达情况（荧光显微镜 ×２００）

３　讨　　论

ＭＳＣ是一类存在于骨髓中，具有多向分化潜能的细胞。

在一定诱导条件下，ＭＳＣ能够分化为不同的细胞类型，包括椎

间盘中类软骨细胞及髓核样细胞［７９］，而且具有自我更新能力，

是目前椎间盘生物学治疗中应用较为广泛的种子细胞。采用

ＭＳＣ治疗椎间盘退变的关键问题是如何将 ＭＳＣ诱导分化为

髓核样细胞而发挥其修复作用。体外诱导ＭＳＣ向髓核细胞分

化的方法主要有：共培养技术、细胞因子刺激、基因修饰及三维

条件下培养［１０］。Ｒｉｓｂｕｄ等
［１１］运用三维水凝胶培养体系，在低

氧状态下结合转化生长因子β成功地将大鼠 ＭＳＣ向髓核样细

胞诱导。Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ等
［８］发现，将人的 ＭＳＣ与髓核细胞共培

养，培养的 ＭＳＣ可表达软骨特异性基因，这提示 ＭＳＣ能够向

髓核样细胞分化。Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ等
［９］将人 ＭＳＣ种植在壳聚糖磷

酸甘油水凝胶上培养，也可诱导 ＭＳＣ向髓核样细胞分化。上

述体外诱导的方法虽然能够有效促进 ＭＳＣ向软骨细胞表型

分化，但将其运用到体内而发挥修复椎间盘的作用还存在诸多

问题，如三维培养体系会限制细胞的大量扩增［１２］，不能满足细

胞移植治疗时对细胞数量的需求；ＭＳＣ经藻酸盐微球包裹后，

细胞的释放技术要求高，难以掌握；各种支架材料的长期应用

对细胞活力的影响还未明确等。总之，调控 ＭＳＣ向软骨类细

胞分化的确切机制目前还不十分清楚，对最优诱导方法的认定

还存在争议。

ＳＯＸ９是软骨分化的必需转录因子，是维持软骨表型的主

要调控基因。研究显示，过表达犛犗犡９基因在琼脂平板或藻酸

盐培养基中均能促进骨、关节及软骨细胞的再分化。Ｓｉｖｅ

等［１３］发现成人椎间盘髓核细胞中有犛犗犡９基因表达，而这类

表达犛犗犡９基因的细胞呈软骨样表型，根据这一研究结果推

测，如果上调犛犗犡９基因在 ＭＳＣ中的表达水平，则可能诱导

ＭＳＣ向髓核样细胞表型分化。由于椎间盘细胞没有特异性的

表面分子标志，通常把椎间盘细胞称为“软骨样细胞”或“椎间

盘样细胞”。尽管椎间盘细胞和软骨细胞之间有很大的区别，

但二者均为间充质来源细胞，某些表型特征相同［１４１５］。ＳＯＸ９

已被证实为软骨细胞表型的主要调控者［１６］，Ⅱ型胶原与 Ａｇ

ｇｒｅｃａｎ是软骨细胞的特征性表面标志，因此，本实验选用

犛犗犡９、Ⅱ型胶原及Ａｇｇｒｅｃａｎ作为 ＭＳＣ向髓核样细胞分化的

特征指标。

慢病毒可感染分裂期与非分裂期细胞，具有转移外源性目

的基因片段的容量较大，目的基因表达时间长，不易诱发宿主

免疫反应等优点［１７］，因此，本研究选择慢病毒作为载体。通过

ＲＴＰＣＲ获得人犛犗犡９基因编码区片段，将该片段克隆入质粒

ＰｗｐｘｌＭＯＤ２中获得 ＰｗｐｘｌＭＯＤ２／犛犗犡９，用磷酸钙沉淀法

将 质 粒 ＰｗｐｘｌＭＯＤ２／犛犗犡９、ｐＲｓｖＲＥＶ、ｐＭＤｌｇｐＲＲＥ、

ｐＭＤ２Ｇ共感染至２９３Ｔ细胞，获得携带目的基因犛犗犡９的重

组慢病毒载体，采用ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测目的基因和蛋

白质的表达，慢病毒载体感染第３代 ＭＳＣ的感染复数为３０，

经荧光显微镜观察到ＧＦＰ的表达，流式细胞仪检测感染率达

１００％。ＭＴＴ显示病毒感染对细胞生长没有影响，流式细胞仪

检测表明３组细胞凋亡率的差异无统计学意义，说明慢病毒载

体对 ＭＳＣ的生物学行为无明显影响。

本实验证实，慢病毒载体感染第３代 ＭＳＣ，后者在单层培

养条件下，保持了继续分化的能力。感染４８ｈ后，经ＲＴＰＣＲ

及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测到目的基因犛犗犡９的表达；２周后，ＳＯＸ９

转导组细胞ＳＯＸ９蛋白的表达明显增高，并开始出现过表达效

应，ＳＯＸ９转导组细胞Ⅱ型胶原及 Ａｇｇｒｅｃａｎ在蛋白及 ｍＲＮＡ

水平的表达明显高于空转导组及未转导组。同时，ＳＯＸ９转导

组细胞Ⅱ型胶原及Ａｇｇｒｅｃａｎ的免疫荧光染色阳性，而空转导组

及未转导组均为阴性。以上实验结果提示经犛犗犡９基因修饰的

ＭＳＣ能够分泌合成ＳＯＸ９、Ⅱ型胶原及Ａｇｇｒｅｃａｎ，具有了椎间盘
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髓核细胞的功能，从而实现了向髓核样细胞表型的分化。
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２１ 重庆医学２０１３年１月第４２卷第１期




