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　　［摘　要］　目的　建立稳定分化大鼠骨骺软骨细胞株，为细胞替代治疗和基因治疗小儿生长发育迟缓提供稳
定的细胞来源。方法　利用脂质体介导的基因转染技术将含有猿肾病毒４０大Ｔ抗原（ｓｉｍｉａｎｖｉｒｕｓ４０ｌａｒｇｅＴａｎｔｉ
ｇｅｎｇｅｎｅ，ＳＶ４０ＬＴａｇ）基因的质粒ｐＥＧＦＰＩＲＥＳ２ＳＶ４０ＬＴａｇ转染原代培养的新生大鼠骨骺软骨细胞，Ｇ４１８筛选，抗
性克隆扩大培养传代。应用ＩＩ型胶原、Ｘ型胶原和ＳＶ４０ＬＴａｇ抗体进行细胞鉴定，体外检测其分化能力，观察细胞
的形态及其生长状况，绘制细胞生长曲线。用ＲＴＰＣＲ、Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ和免疫细胞化学法鉴定ＳＶ４０ＬＴａｇ在转染细胞
中的表达。结果　转染后获得了阳性细胞克隆，免疫细胞化学证实为具有较强增殖能力和多分化潜能的骨骺软骨
细胞。经Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹杂交证实，ＳＶ４０ＬＴａｇ已稳定转染入骨骺软骨细胞，表达ｍＲＮＡ及其蛋白。结论　 ＳＶ４０ＬＴａｇ
导入可诱导骨骺软骨细胞稳定分化，为细胞替代治疗和基因治疗小儿生长发育迟缓等疾病提供稳定的细胞来源。
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　　生长发育迟缓是儿科中较常见的疾病［１］，目前

对它的治疗手段有限，效果欠佳，因此，必须寻找新

的研究切入点。本实验试图从骨骺软骨细胞生长方

面作为突破口，运用细胞替代治疗和基因治疗，探索

和寻找治疗生长发育迟缓的新途径。但由于骨骺软

骨细胞来源有限，并且增殖能力低，代谢缓慢，体外

培养增殖传代次数有限，因此，建立永生化骨骺软骨

细胞系，是软骨细胞库建立及软骨细胞工程必须解

决的前提。在本研究中，我们拟将猿肾病毒４０大 Ｔ
抗原基因（ｓｉｍｉａｎｖｉｒｕｓ４０ｌａｒｇｅＴａｎｔｉｇｅｎｇｅｎｅ，
ＳＶ４０ＬＴａｇ）转染至原代培养的大鼠骨骺软骨细胞，
以期建立永生化骨骺软骨细胞株（ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄ
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ｅｐｉｐｈｙｓｉｓｃａｒｔｉｌａｇｅｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ）。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　出生２４ｈ内的ＳＤ新生大鼠，
由华中科技大学同济医学院实验动物中心提供。

１．１．２　主要试剂　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、脂质体
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００和 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒购自 ＧＩＢＣＯ
公司；胎牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；Ｇ４１８、维生素 Ｃ
（Ｌａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ）购自 Ａｍｒｅｓｃｏ公司；逆转录酶
ＭＭＬＶ、琼脂糖、核酸分子量 ＤＮＡｍａｒｋｅｒ购自美国
ｐｒｏｍｅｇａ公司；ｄＮＴＰ、ＯｌｉｇｏｄＴ、ＲＮＡ酶抑制剂、ＤＥＰＣ、
ＢａｍＨＩ、ＥｃｏＲＩ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶，购自 ＭＢＩＦｅｒｍｅｎｔａｓ
公司；兔抗鼠 ａｎｔｉｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅＩＩ、ｔｙｐｅＸ抗体购自美
国Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司、ＳＶ４０抗体购自 ＮｅｏＭａｒｋｅｒｓ公
司；ＤＡＢ免疫组化试剂盒购自北京中杉金桥公司。
质粒ｐＥＧＦＰＩＲＥＳ２ＳＶ４０ＬＴａｇ由协和医院儿科实验
室自行构建。

１．２　方法
１．２．１　原代骨骺软骨细胞的分离与培养　　无菌
分离新生ＳＤ大鼠股骨和胫骨，去除软组织，锐性分
离骨骺与骨干之间膨大、半透明组织，参考 Ｂｏｙａｎ
等［２］的方法并做适当改良，分离骨骺软骨细胞并制

成单细胞悬液，台盼蓝染色后细胞计数，于每培养瓶

中（２５ｃｍ２培养瓶）加入１×１０５个细胞，应用１０％
ＦＢＳ、５０μｇ／ｍＬ维生素 Ｃ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中，
置３７℃，５％ＣＯ２，１００％湿度培养箱中培养，２４ｈ后
换液，以后每 ７２ｈ换液一次，细胞融合至 ７５％ ～
８０％时０．２５％胰蛋白酶消化传代。取第４代细胞
鉴定和后续实验［３］。

１．２．２　Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ介导的转染　　按 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂盒说明书步骤操作。转
染２４ｈ前将骨骺软骨细胞传至１２孔板中并将培养
基换成无抗生素培养基。在２个 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中各
加入１００μＬＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，然后分别加入脂
质体和真核表达质粒 ｐＥＧＦＰＩＲＥＳ２ＳＶ４０ＬＴａｇ混
匀，室温下 ５～１０ｍｉｎ。轻轻混合两管，置 ３７℃
３０ｍｉｎ，加入骨骺软骨细胞中置３７℃、５％ＣＯ２培养
箱中转染６ｈ后换正常培养基。
１．２．３　转染细胞的筛选及扩大培养　　细胞转染
后２４ｈ，按照预实验结果，以 Ｇ４１８３００μｇ／ｍＬ进行
压力筛选１２～１４ｄ，荧光显微镜观察细胞生长状况，
并照相，抗性克隆以含 Ｇ４１８２００μｇ／ｍＬ的 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培养基扩大培养。按常规方法进行细胞的传代、

冻存和复苏，采用“慢冻、快融”的方法定期液氮冻存、

复苏细胞，复苏后行台盼蓝染色，计算活细胞率。

１．２．４　转染细胞的鉴定　　贴壁生长的细胞采用
多聚甲醛固定，应用 ＳＶ４０Ｔａｇ抗体、骨骺软骨细胞
的特异标志物 ＦＧＦＲ３抗体，软骨细胞的标志 ＩＩ型
胶原和Ｘ型胶原抗体［４，５］进行 ＦＩＴＣ／ＴＲＩＴＣ细胞免
疫荧光方法进行鉴定，ＨＲＰ／ＤＡＢ法检测转染细胞
的分化情况。

１．２．５　细胞的生长曲线分析　　将第８代、第１２
代和第３０代稳定分化骨骺软骨细胞（Ｔｈｅｉｍｍｏｒｔａｌ
ｉｚｅｄｅｐｉｐｈｙｓｉｓｃａｒｔｉｌａｇｅｃｅｌｌ）按１×１０４个／孔接种于
２４孔板，每隔２４ｈ常规消化３孔细胞并计数，取平
均值绘制生长曲线，按以下公式计算细胞群体倍增

时间（ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｄｏｕｂｌｉｎｇｔｉｍｅ，ＰＤＴ）：ＰＤＴ＝［Ｌｇ２／
（ＬｇＮｔＬｇＮ０）］×ｔ，其中Ｎｔ和Ｎ０分别代表接种后和
培养ｔ小时后的细胞数。
１．２．６　Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹杂交　　用蛋白酶 Ｋ法分离
制备原代骨骺软骨细胞和第３０代稳定分化骨骺软
骨细胞的基因组ＤＮＡ，ＢａｍＨＩ和ＥｃｏＲＩ进行酶切。
１％琼脂糖凝胶电泳后，将ＤＮＡ转移至硝酸纤维素膜
上，按常规法进行预杂交、杂交、洗膜、放射自显影。

１．２．７　ＲＴＰＣＲ　　Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒提取原代骨骺软
骨细胞和第 ３０代稳定分化的骨骺软骨细胞的
ＲＮＡ，进行逆转录，质粒ｐＣＭＶＳＶ４０Ｔ／ＰＵＲ作阳性对
照。根据 ＳＶ４０ＬＴａｇ基因序列设计引物，上游：５′
ＴＡＴＧＴＴＴＣＡＧＧＴＴＣＡＧＧＧ３′，下游：５′ＴＧＧＡＡＴ
ＡＧＴＣＡＣＣＡＴＧＡＡＴＧ３′，产物为 ５５８ｂｐ大小片段。
反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，然后９４℃ ３０ｓ，５２℃
４５ｓ，７２℃６０ｓ，３０个循环，７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产
物以１％琼脂糖凝胶电泳分析。

２　结果

２．１　形态学观察
体外培养的稳定分化骨骺软骨细胞的形态以梭

形或三角形为主，有两到三个短的突起。与原代培

养的骨骺软骨细胞相比，细胞胞体较小，胞核较大，

呈圆形，胞质较少。可见到细胞的分裂相和增殖细

胞，并可观察到细胞迁移现象。实验观察骨骺软骨

细胞的转染效率，一般约１５％ ～２０％左右，细胞表
达的ＧＦＰ强弱不等（图１Ａ）。一般５～６ｄ传代 １
次，细胞经消化传代后，以单个细胞形式贴壁继续培

养。传代、复苏和冻存不改变细胞的形态及增殖能

力，复苏存活率约８０％～９０％，第３０代稳定分化骨
骺软骨细胞表达ＧＦＰ比较均一稳定（图１Ｂ）。
·２５·
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　　图１　形态学观察　　Ａ：原代骨骺软骨细胞转染４８ｈ后，表达ＧＦＰ强弱不等，转染效率不高（１００×）；Ｂ：经筛选传代，第３０
代稳定分化骨骺软骨细胞，表达ＧＦＰ均一稳定（４００×）；Ｃ：第３０代稳定分化骨骺软骨细胞 ＦＧＦＲ３抗体免疫细胞化学鉴定染色

（２００×）；Ｄ：第３０代稳定分化骨骺软骨细胞免疫细胞化学鉴定，ＩＩ型胶原表达于胞浆，胞核呈空泡状（２００×）；Ｅ：第３０代稳定分化

骨骺软骨细胞免疫细胞化学鉴定，Ｘ型胶原表达于胞核，胞浆不着色（２００×）；Ｆ：第３０代稳定分化骨骺软骨细胞ＳＶ４０Ｔａｇ抗体免疫

细胞化学鉴定表明转染筛选后细胞ＳＶ４０ＬＴａｇ表达为阳性（１００×）。

２．２　免疫细胞化学检测
免疫细胞化学检测可见细胞呈 ＦＧＦＲ３染色阳

性，细胞染色部位主要在胞膜，而胞核着色很淡呈空

泡状（图１Ｃ）；ＴＲＩＴＣ标记免疫荧光显示 ＩＩ型胶原
表达在胞浆中，胞核不着色（图１Ｄ）；而Ｘ型胶原表
达在胞核，胞浆不着色（图１Ｅ）；证实贴壁培养的细
胞为 ＦＧＦＲ３阳性骨骺软骨细胞，同时细胞
ＳＶ４０ＬＴａｇ表达均为阳性（图１Ｆ）。
２．３　ＲＴＰＣＲ和Ｓｏｕｔｈｅｒｎ分析

应用ＳＶ４０ｃＤＮＡ为探针，对稳定分化骨骺软骨
细胞进行Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹分析，结果显示经ＢａｍＨＩ和
ＥｃｏＲＩ酶切后电泳杂交，稳定分化骨骺软骨细胞在
２．３ｋｂ处出现阳性杂交信号，而原代细胞无杂交信
号，表明ＳＶ４０ＬＴａｇ已成功转导入稳定分化骨骺软
骨细胞基因组中。对第３０代稳定分化骨骺软骨细
胞提取 ＲＮＡ进行 ＲＴＰＣＲ，结果显示在约５５８ｂｐ处
有一特异性扩增条带，与阳性对照条带相同，而未转

染的原代细胞未见条带，说明稳定分化骨骺软骨细

胞中存在ＳＶ４０ＬＴａｇ在转录水平的表达（图２）。
２．４　细胞生长曲线

正常培养条件下，原代和稳定分化骨骺软骨细

胞的生长曲线均呈“Ｓ”形，第３０代稳定分化骨骺软
骨细胞的增殖速度明显快于第８和第１２代骨骺软
骨细胞。原代骨骺软骨细胞第１０代后增殖速度明
显变慢、停止，细胞出现衰老现象（图３）。
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　　图２　ＲＴＰＣＲ检测培养细胞ＳＶ４０ＴａｇｍＲＮＡ的表达
１原代骨骺软骨细胞；２质粒ｐＥＧＦＰＩＲＥＳ２ＰＴＨｒｐ；３第３０代稳定分

化骨骺软骨细胞。
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图３　大鼠稳定分化骨骺软骨细胞与原代细胞的生长曲线。
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３　讨论

细胞替代治疗是指向机体组织中植入同种或异

种细胞，或者激活内源性细胞再生功能以达到治疗

的目的。长骨的干骺端有一层软骨，为骺软骨；骨骺

软骨细胞不断分裂增殖，形成新的软骨，而靠近骨干

部位的软骨形成了骨组织，这样骨骼就逐渐变长，人

的身体也就不断地长高［６，７］。如骨骺完全被骨组织

所代替，骨骺与骨干完全融合，骨骼即不再增长。当

这种替代过程发生过早，即可导致身材矮小。如果

我们能够在体外建立稳定分化的骨骺软骨细胞株，

再通过细胞替代治疗的方法将稳定分化的骨骺软骨

细胞植入体内，有望重新刺激骨骺生长，成为治疗身

材矮小一种新的尝试。

近年来细胞永生化技术的不断发展和成熟使建

立永生化的骨骺软骨细胞成为可能。永生化骨骺软

骨细胞在体外培养中能够自我更新和无限扩增，可

以为细胞移植提供大量表型、基因型稳定的骨骺软

骨细胞，且报告基因和治疗基因更加易于在细胞内

稳定表达，这必将为骨骺软骨细胞实验研究提供一

种全新的方法和技术。ＳＶ４０ＬＴａｇ基因是目前较为
常用且有效的体外永生化细胞的基因片段之一［８］。

本研究利用脂质体介导的基因转染技术将含有

ＳＶ４０ＬＴａｇ的质粒转染体外培养的大鼠骨骺软骨细
胞，经 Ｇ４１８筛选后挑选阳性克隆扩大培养并连续
传代，建立了稳定分化的大鼠骨骺软骨细胞株。获

得的ＦＧＦＲ３阳性的骨骺软骨细胞，具有骨骺软骨
细胞的基本特性，常规培养下未观察到明显的分化

现象。ＩＩ型胶原和 Ｘ型胶原免疫细胞染色法证实
所培养的细胞具有骨骺软骨细胞的自我更新能力和

多向 分 化 潜 能。经 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印 迹 杂 交 证 实，
ＳＶ４０ＬＴａｇ已稳定转导入稳定分化骨骺软骨细胞基
因组中，并检测到转录水平和蛋白水平的表达。这

些结果说明ＳＶ４０ＬＴａｇ能成功的介导体外培养骨骺
软骨细胞的永生化，提高原代细胞成系的效率。同

时我们的结果已经证实，ＳＶ４０ＬＴａｇ基因的导入除提
高转化细胞的生长速率外，仍能使细胞保留其原始

细胞的许多分化表型。

ＳＶ４０是上世纪６０年代初发现分离的猿肾细胞
病毒，为５．２ｋｂ双环状的 ＤＮＡ病毒。其基因组分
为早期基因（包括大Ｔ抗原及小ｔ抗原）和晚期基因
（包括ｖｐ１，ｖｐ２，ｖｐ３基因）前者编码转录活化因子
（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｏｒｓ），刺激病毒和宿主细胞的转

录与增殖；后者负责编码病毒的结构蛋白，然后包装

病毒的基因组，并形成病毒颗粒。近年来，ＳＶ４０介
导细胞永生化的机制得到了广泛的研究。目前的研

究结果证实 ＳＶ４０ＬＴａｇ可以通过与生长抑制因子
ｐＲＢ、ｐ５３和ＳＥＮ６相互作用，使细胞周期中老化期
（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ）机制失效，延长细胞寿命，并使细胞最
终度过危机期（ｃｒｉｓｉｓ）实现永生化［９］。

本研究证实利用 ＳＶ４０ＬＴａｇ诱导原代大鼠骨骺
静止区的骨骺软骨细胞的永生化是一种可行的、可

重复的方法，通过这种方法建立的永生化骨骺软骨

细胞株保留了原代骨骺软骨细胞的基本特性，不仅为

骨骺软骨细胞的基础研究提供了大量的细胞模型，而

且为身材矮小患儿的细胞移植治疗以及作为外源基

因载体所进行基因治疗提供了稳定的细胞来源。
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