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"#在软骨内成骨过程中所起的作用$本研究针对梅花鹿
H-%

*

基因设计筛选
!

条高分
=B21

靶序列#在
<%AB2

连接酶的作用下分别与慢病毒载体质粒
S

-750J

连接#形成重

组质粒
P!&

S

-750J

(

P;&

S

-750J

&
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筛选阳性克隆并测序鉴定$用
?1

S

(.845,J1+8!"""

介导
P!&

S
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(

P;&

S

-750J

#

S

/W_N*G\#$

#

S

WA!O

三质粒共转染
!#;<

细胞$结果显示'转染
!%0

后#观察到表达荧光蛋白的
!#;<

细胞$收

集培养液后进行
$"""

!

离心
HJ1+

#所得上清液含有重组慢病毒的组分$

P!&

S

-750J

(

P;&

S

-750J

上清液中病毒滴

度分别达到
#K#El$"

F

<6

(

?

和
FK$Gl$"

F

<6

(

?

$以此病毒感染梅花鹿角柄骨膜细胞#并进行微粒体培养#

F!0

后

出现肉眼可见的白色微团#该细胞团有荧光表达$本试验成功地构建了针对梅花鹿
H-%

*

基因的慢病毒载体#为

了研究
/(-

*

蛋白在鹿茸角骨化中的作用奠定了基础$
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软骨内成骨是骨形成过程中的重要步骤!其主

要包括间质细胞的快速增殖并分化为前成软骨细

胞!前成软骨细胞进一步分化为软骨细胞!当软骨细

胞发育到一定的成熟阶段开始变得肥大时!便开始

大量表达十型胶原纤维蛋白"

/(-

*

#+因此!

/(-

*

蛋白是软骨内成骨过程中肥大型软骨阶段的一种可

靠标志!弄清
/(-

*

蛋白在成骨过程中的作用对成

骨机理的探索具有重要的理论和实际意义+

研究表明在哺乳动物的关节软骨与韧带的结合

处!及牙齿釉质基质中均有不同程度的
/(-

*

蛋白

表达!在禽类的长骨及胫骨生长板中也发现
/(-

*

蛋白的表达)

$&H

*

+

/(-

*

蛋白在软骨内成骨过程中

的作用一直存在争议!有研究者推测其为一种发育

调控蛋白!但是也有人认为它仅是一种普通的结构

蛋白+

=15,

等)

E

*建立了一个
H-%

*

基因缺失型小鼠

模型!结果发现这只缺失型小鼠长骨的生长发育在

形态学和组织学上与正常小鼠无大异常!生活也很

正常且能生育+但是也有报道称!人的
H-%

*

基因

突变可导致干骺端软骨发育异常+在
/(-

*

蛋白不

足型小鼠模型中!小鼠的生长板静息区厚度减小!并

且出现了与人系统性肥大细胞病表现类似的髋内

翻)

F

*

+另外!

/(-

*

蛋白表达的差别很可能与人椎

间盘的退变发展有关)

G

*

+

先前的
/(-

*

的研究主要以小鼠及禽类为研究

模型!但是制作基因缺失型动物模型在实验成本-周

期-及动物福利方面都有很不便之处+另外!

/(-

*

蛋白主要在软骨组织中表达!因此在上述模型中取

材也不是十分的便利+近年来对鹿茸的研究逐渐受

到关注!鹿茸是良好的生物医学模型)

#

*

+鹿茸是哺

乳动物中唯一能完全再生的器官!鹿茸每年再生的

过程中包含了完整的软骨内成骨过程)

$"

*

+在此过

程中!间质细胞增殖分化成软骨细胞!然后发育成为

肥大软骨细胞!最后血管侵入并带入成骨细胞前体!

导致软骨内成骨,,,软骨组织,,,完全由新生骨替

代)

$$

*

+鹿茸的再生又与低等生物"如蝾螈#的割处

再生有本质区别+它是基于干细胞的!这种干细胞

被称之为生茸干细胞+生茸干细胞定位于鹿生茸区

骨膜及角柄骨膜中)

$!&$;

*

+生茸区骨膜细胞在体外可

以分化为多种成体细胞!例如软骨细胞和脂肪细胞

等!在体外的微粒体培养中还能形成连续的软骨

柱)

#

*

+组织学研究表明!这些软骨柱中含有肥大的

软骨细胞+

=B21

"

=B21+58*.8*8+48

#技术是近年来发展

起来的研究内源性基因功能和信号转导途径强有力

的研究工具+特别是基于慢病毒载体的
=B21

!可

以对内源基因进行长期而有效的沉默+本研究旨在

探索鹿茸干细胞的微粒体培养!将其作为研究

/(-

*

蛋白在骨化过程中作用的理想的离体模型!

并建立梅花鹿
H-%

*

基因的
=B21

慢病毒系统!为

活体鹿茸试验打下基础+

'

!

材料与方法

')'

!

材料

'K'K'

!

包装细胞与病毒载体

细胞株$人胚肾细胞
!#;<

!由吉林大学宋宇博

士惠赠+菌株$菌株
ARH

&

!由本 实验 室保藏+

@-750J

-

S

/W_&=NGK#$

和
S

WA!O

慢病毒
;

个质

粒系统由北京大学医学部刘国庆教授惠赠"此处慢

病毒的三质粒系统中$

S

-750J

质粒中含有
R$

启动

子!能在宿主细胞中持续表达
90=B2

!同时该质粒

能表达由
I>$

启动子驱动的
O>@

(

S

/W_N*GK#$

质

粒能编码病毒主要的结构及调控蛋白(

S

WA!O

提

供病毒的
_P_O

蛋白外壳#+

'K'K(

!

试剂

限制性内切酶
H%/

"

-

<7&

"

-

A5-=

"

-

E()

"

-

J

4

;

"

"

B8aI+

3

-,+N

公司!中国#(

<%AB2

连接酶

"

B8aI+

3

-,+N

公司!中国#(小量质粒提取试剂盒

"

<*,+9

3

8+

公司!中国#(大量质粒
AB2

提取试剂盒

"

D1,

3

8+

公司!美国#(琼脂糖凝胶回收试剂盒

"

D1,

3

8+

公司!美国#(

$""X

S

-

$[XAB2 W,*[8*

"

<1,+

3

8+

公司!中国#(

AWIW

-标准胎牛血清-胰蛋

白酶-

?1

S

(.845,J1+8!"""

"

Q+715*(

3

8+

公司!美国#+

')(

!

方法

'K(K'

!

能持续表达梅花鹿
H-%

*

90=B2

的重组慢

病毒载体的构建及鉴定

根据
2+

3

8-,

)

$%

*等的筛选法则设计
!

条针对东

北梅花鹿
H-%

*

"

O8+8C,+[

3

1I>$";$GF

#基因的高

分
90=B2

寡核苷酸序列!

P!

正 义 链$

HT&

3

4

3

54444O<2<2/2OO<O/2

<2<2O2554,,

3

,

3

,</<2<2<O/2//<O<2<2

/55555

33

,,,5&;T

(

P;

正 义 链$

HT&4

3

4

3

544442/2O/2<<2<O2

///22O2554,,

3

,

3

,</<<OOO</2<22<O/<

O<55555

33

,,,5&;T

"下划线为
H%/

"

和
<7&

"

酶切位

点#+

上述
P!

-

P;

正义链及对应的反义链于上海生

";
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期 褚文辉等$梅花鹿
H-%

*

基因的
=B21

重组慢病毒载体的构建及鉴定

工生物工程有限公司合成+经退火形成双链
Y-1

3

(

AB2

!与经
H%/

"

-

<7&

"

双酶切后形成的
S

-750J

载体连接!转化
ARH

&

大肠杆菌扩增+挑选的重组

阳性克隆菌株
<*,+9

3

8+

小提试剂盒小量提取质粒

后!按如下引物对进行
@/=

鉴定$

上游
HT&45

333

,,,54,44,5,,,4

3

&;T

"

)

S

#

下游
HT&55,55444,5

3

4

3

,4

33

5,5&;T

"

N(a+

#

对
@/=

鉴定阳性的质粒进行测序鉴定"上海生

工生物工程有限公司#+

使用
D1,

3

8+

大量质粒提取试剂盒大量制备

S

/W_&=NGK#$

和
S

WA!O

以备后用+

'K(K(

!

重组慢病毒包装

胰酶消化
!#;5

细胞并计数!接种于
$"4J

细胞

皿中!

$"J?AWIW

添加其中!含
$"̀

"质量分数!

F

#标准胎牛血清"

>CP

#不含抗生素!使
!#;5

细胞在

转染日融合度达到
#"̀

以上+使用
$KHJ?

无血清

AWIW

稀 释
!%

$

3

AB2

"

3

"

S

-750J

#

b 3

"

S

/W_N*GK#

#

b3

"

S

WA!O

#的比为
!b$KHb

"\FH

#+同时将
E"

$

??1

S

(.845,J1+8!"""

稀释于

$\HJ?

无血清
AWIW

中于室温下孵育
HJ1+

+混

合稀释的
AB2

和稀释的
?1

S

(.845,J1+8!"""

!于室

温下孵育
;"J1+

+去除细胞皿中上清!将复合物加

到细胞培养皿中!轻轻摇动培养皿以混匀+

;F]

!

H̀

"体积分数!

%

#的
/Y

!

!孵箱孵育
E0

!然后后更

换完全培养基+倒置荧光显微镜下!检测
O>@

表达

情况以确定转染效率+转染后
%G0

收集细胞培养

皿中上清于
H"J?

离心管中+

$"""

!

离心
HJ1+

!

弃去细胞碎片沉淀+

"\%H

$

J

滤器过滤上清液!滤

液
$\HJ?I@

管分装!,

!"]

保存+

'K(K-

!

重组慢病毒滴度测定

取
H"

$

?

病毒上清液!倍比稀释于
E

个
I@

管

中+于
#E

孔板中!每孔接种含
!K#l$"

%的
!#;5

细

胞+每孔加入
!"

$

?

病毒稀释液于
AWIW

细胞混

合液中!使其最终体积为
$""

$

?

+混匀后孵箱孵育

%G0

+

%G0

后去除上清!加入
$""

$

?AWIW

重悬

细胞+在细胞计数板上的计数荧光细胞数百分数+

按如下公式计算滴度$

<158*

"

5

$

%

$

?

#

jEl@

%

$""l

Kl$

%

>

!"

EjO>@

表达细胞百分比!

@j

每孔原始

接种细胞数!

Kj

接种病毒液体积!

>j

稀释倍数#

'K(K/

!

梅花鹿角柄骨膜细胞培养

取材于
F

岁龄雄性梅花鹿!由中国农业科学院

特产研究所实验动物站提供+局部严格消毒后取出

约
$

3

角柄骨膜!使用
AWIW

"

>CP&

双抗
k

#清洗!

在灭菌的一次性平皿中!用消毒后的眼科剪将其剪

绞至
$ JJ

! 的碎块+使用
H J? AWIW

液"含

$;\%6

%

J?/(--,

3

8+

"

酶#!

;F]

水浴中震荡消化

约
$0

!以大多数组织块周围出现毛边为宜+用枪

头吸取消化产物均匀涂于培养瓶底部添加适量培养

基!

;F]

-

H̀

"

%

#

/Y

!

孵育
FN

后观察细胞生长!细

胞生长合适后冻存以备后用+

'K(K3

!

重组慢病毒感染角柄骨膜细胞及微粒体培养

消化并重悬一定的角柄骨膜细胞!确定其最终

浓度为
$"

F

48--

%

J?

+取
$""

$

?

细胞重悬液!加样于

E

孔板每孔中央+孵箱孵育
;0

后!每孔添加
!J?

微粒体诱导培养液
AWIW

"含
<O>&

(

$\$"+

3

%

J?

#+其中实验组加入
H"

$

?P!&

S

-750J

病毒上

清!阴性对照加入等量的
@CP

液!

F!0

后观察细胞

生长状况+

(

!

结
!

果

()'

!

重组阳性载体质粒
6

<NLSE

的
&.#

鉴定结果

@/=

鉴定结果显示!阴性对照中"图
$

!

$

号泳道#

扩增片断靠近
$""X

S

W,*[8*

而阳性克隆"图
$

!

!

-

;

号泳道#扩增片断略小于
!""X

S

W,*[8*

!与实验预

期$空白质粒
S

-750J

扩增片段大小为
$"HX

S

!阳性克

隆为
$F!X

S

"插入片段为
EFX

S

#相符!表明挑选的阳

性克隆正是实验所需+测序结果最终确定阳性克隆

中正确插入了所需的
90=B2

!即
=B21

靶位点序列!

!

种阳性质粒分别命名为
P!&

S

-750J

-

P;&

S

-750J

+

!

W

$

AB2 W,*[8*

(

!

$

$空白质粒阴性对照(

!

!

$重组阳性克隆
P!&

S

-750J

(

;

$重组阳性克隆
P;&

S

-750J

图
'

!

重组质粒
6

<NLSE

阳性克隆
&.#

鉴定

>1

3

K$

!

@/=*89)-59(.508*84(JX1+,+5

S

(9151784-(+89(.

S

-750J

B(58

$

=84(JX1+,+5

S

(915178

S

-,9J1N9(.

S

-750Ja8*84(+.1*J8N

X

:

@/=

$

508

S

(9151784-(+89

!

P!,+NP;&

S

-750J

!

a8*808,718*50,+

508+8

3

,51784(+5*(-N)85(5081+98*51(+(.90=B2K

$;
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重组慢病毒包装及滴度测定结果

!#;5

细胞中进行
?1

S

(.845,J1+8!"""

介导的

P!&

S

-750J

%

P;&

S

-750J

-

S

/W_N*GK#$

和
S

WA!O

三

质粒共转染
!%0

后!在可见光下观察!

!#;5

细胞生

长旺盛紧密排列!细胞呈圆粒型!无死细胞或细胞碎

片漂浮于上清中"图
!&,

#!倒置荧光显微镜下观察到

大量的
O>@

荧光!荧光均匀分布于视野中!明暗交

替呈无规则状"图
!&X

#+表明质粒成功共转染
!#;5

并包装成慢病毒颗粒+根据
O)95,7(

等)

$H

*公布的

方法测定培养液上清中的病毒滴度!在非超速离心

浓缩的情况下
P!&

S

-750J

%

P;&

S

-750J

分别达到
#K#E

l$"

F和
FK$Gl$"

F

<6

%

?

+

!!!

"

,

#倒置相差显微镜下
!#;5

细胞生长情况 "

X

#倒置荧光显微镜下
!#;5

细胞生长情况
!!

图
(

!

重组慢病毒
-

个质粒系统共转染
(/S

后$

(O-L

细胞生长情况

>1

3

K!

!

O*(a50(.508!#;548--9!%0()*9,.58*4(&5*,+9.8451(+

B(58

$

2.58*!%0()*4(&5*,+9.8451(+

!

508!#;548--9

3

*8aa8--

!

.-)(*8948+484()-NX8(X98*78N)+1.(*J-

:

!

()-

!

梅花鹿角柄骨膜细胞培养结果

骨膜组织消化块呈絮状飘浮于培养基中!部分

组织块粘附于细胞培养瓶底部!培养液中有些许的

亮点悬浮其中为消化发散的细胞和细胞碎片+

FN

后观察细胞的生长情况!培养基颜色略黄+培养瓶

底部贴附的是零散组织块!其四周发散状生长着骨

膜细胞!在靠近组织块的中央地区细胞排列极其紧

密!紧密程度依次向四周递减+在无组织块贴附的

区域!只有零散的细胞生长+培养液中游离着丝状的

透明物质!怀疑是骨膜组织发散细胞后遗留的纤维组

织+原代培养细胞在一次传代后长势良好!细胞排列

紧密呈梭状!其中央黑色区域为细胞核"图
;

#+

()/

!

重组慢病毒感染梅花鹿角柄骨膜细胞及微粒

体培养结果

高浓度细胞重悬液孵育
;0

后!形成一肉眼可

见的淡粉色圆形沉淀圈!在添加诱导培养基后沉淀

圈并不浮起或漂移+

F!0

后沉淀圈消失!培养基中

出现一肉眼可见的白色微球+在光学显微镜下该微

球表现为黑色的不透光椭圆形沉淀物!原沉淀圈区

域细胞消失!仅在其边缘有一环形的残余细胞带+

实验组在倒置荧光显微镜下!整个沉淀通体呈绿色

半透明状!表达绿色荧光的细胞如岛屿般点缀其中!

其中边缘地区的亮度明显高于中央地区"图
%

#+阴

图
-

!

梅花鹿角柄骨膜细胞生长情况!第
(

代"

>1

3

K;

!

O*(a50(.,+5-8*

S

8*1(958)J48--9

"

<08984(+N

3

8+8*,51(+

#

!

性对照未见到荧光表达+

-

!

讨
!

论

$

#鹿茸角是哺乳纲鹿科动物中雄鹿的第二性

征!是非常难得的器官再生研究模型!同时它又是一

个天然的骨化研究模型+鹿茸再生及骨化的机制的

探明!将为动物同体及异体器官的移植!特别是为人

体断肢的再生提供可借鉴的理论依据+目前!从分

子水平上研究鹿茸的再生过程及机理成为新的切入

点+

/(-

*

蛋白在成熟肥大软骨细胞中表达!在鹿

!;
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期 褚文辉等$梅花鹿
H-%

*

基因的
=B21

重组慢病毒载体的构建及鉴定

图
/

!

重组慢病毒感染梅花鹿角柄骨膜细胞团荧光图

>1

3

K%

!

W14*(J,994)-5)*8(.5081+.8458N

S

8N14-8

!! !

S

8*1(958,-958J48--9

"

>-)(*8948+48(.508

S

8--85

#

B(58

$

<0848--+(N)-8a,9.(*J8NF!0()*9,.58*1+.8451(+X

:

-8+5171*,-P!&

S

-750J7845(*9,+N8V

S

*8998N95*(+

3

.-)(*8948+5O>@

!

茸角钙化的前期可以被明显检测到)

$E

*

!可以作为肥

大软骨细胞的特有标记+

=)4[-1N

3

8

)

$F

*等应用分子

原位杂交证实在人股骨生长板软骨成熟层内有该蛋

白的基因表达+

Za,+

等)

$G

*把大鼠调控
/(-

*

蛋白

合成的基因去除!发现大鼠的股骨发育出现严重障

碍+但是!在鹿茸这一骨化研究模型中进行
/(-

*

蛋白及其基因的研究却鲜有报道+本研究首次针对

梅花鹿
H-%

*

基因的
=B21

技术展开对鹿茸再生中

骨化过程的研究!并在离体条件下使用重组慢病毒

载体介导
90=B2

进入生茸干细胞!为在活体上使

用该技术研究
/(-

*

蛋白在成骨中所起的作用他下

了基础+

!

#在一定的筛选法则下)

$%

*

!从大量的
=B21

靶

序列中挑选了
!

条高分序列!并通过
B/CQ

%

X-,95

工

具去除
(..5,*

3

85

的情况!将其化学合成后插入载体

质粒形成重组慢病毒载体!并在
RIZ!#;5

细胞中

包装成慢病毒+重组质粒共转染
%G0

后!

!#;5

细胞

大量表达绿色荧光蛋白!培养液上清中游离着包装

细胞分泌的病毒粒子+经过病毒滴度测定重组慢病

毒
P!&

S

-750J

%

P;&

S

-750J

的滴度分别达到
#K#El

$"

F

<6

%

?

!

FK$Gl$"

F

<6

%

?

可以用于病毒载体对组

织的感染+为了便于后期的活体实验!对角柄骨膜

进行了组织取样和骨膜细胞的原代培养+培养的角

柄骨膜干细胞的长势良好!细胞外形规整核质分明

均呈长条梭状!无其他特异细胞的存在!说明取材成

功无其他非目标组织的摄取!这样就保证了获取细

胞的专一性避免了其他细胞污染!可以进行下一步

病毒感染和微粒体培养+

;

#骨化的研究长期使用鸡胚和小鼠胚胎等动物

模型!离体研究一直以来以骨髓间质细胞为主)

$#&!$

*

+

2+15,

等)

!!

*将人骨髓间质细胞在软骨诱导培养基和

骨化诱导培养基中进行连续的微粒体培养!观察了

间质细胞软骨内成骨及其骨化的过程!在软骨形成

期
"

型胶原和骨涎蛋白大量表达于软骨小球的外

周!在纵切面上表现为一环形带状区+而鹿的生茸

骨膜干细胞在体外的微粒体培养环境中!也能形成

连续软骨柱+因此!我们将靶向梅花鹿
H-%

*

基因

的
=B21

重组慢病毒添加到角柄骨膜细胞培养基中

进行微粒体培养!

F!0

后形成了肉眼可见的椭圆形

白色微球其直径达到
;K#FJJ

+在倒置荧光显微

镜下可见到整个微团有较强的绿色荧光的表达!且

边缘地区稍亮于中央形成一条亮带+慢病毒更易感

染非原代细胞)

!!

*

!所以亮带的形成可能是由于边缘

地区细胞率先进行了分化!便于慢病毒粒子的入侵+

白色微球及荧光的出现说明!该慢病毒载体成功构

建!其对生茸干细胞也有一定的敏感性+

/

!

结
!

论

本实验成功构建了用于
=B21

干扰的!针对梅

花鹿
H-%

*

基因的重组慢病毒载体并建立其包装系

统+在微粒体培养中!

P!&

S

-750J

病毒成功感染梅

花鹿角柄骨膜细胞!说明重组慢病毒载体构建成功!

可以用于下一步鹿茸活体中
H-%

*

基因的沉默!以

进一步研究
/(-

*

蛋白在成骨过程中的功能+

参
!

考
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文
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