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［摘　要］目的：探讨生长分化因子５（ＧＤＦ５）基因转染对大鼠骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）增殖分化的影响。
方法：采用密度梯度离心法分离培养大鼠ＢＭＳＣｓ，ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒转染大鼠 ＢＭＳＣｓ后，利用免
疫荧光法、聚合酶链式反应（ＰＣＲ）法检测ＧＤＦ５蛋白及ｍＲＮＡ的表达，利用３ＨＴｄＲ检测细胞ＤＮＡ合成，采用流
式细胞仪检测细胞生长周期比例；利用甲苯胺蓝染色、阿辛蓝染色及ＰＣＲ法检测Ⅱ型胶原的表达。结果：ｐｃＤ
ＮＡ３．１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒转染大鼠ＢＭＳＣｓ后可以稳定表达，转染ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒的ＢＭＳＣｓ
ｃｐｍ值明显高于未转染ＢＭＳＣｓ组（Ｐ＜０．０５）；转染ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒的ＢＭＳＣｓ的 Ｇ１期和Ｇ２期
细胞的比例下降，Ｓ期细胞的比例上升；转染ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒的ＢＭＳＣｓ的Ⅱ型胶原的表达水平
增高。结论：ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒可以成功转染大鼠 ＢＭＳＣｓ，促进 ＢＭＳＣｓ增殖并诱导其向软骨细
胞分化。
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ｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

　　生长分化因子 ５（ｇｒｏｗｔｈ／ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ
５，ＧＤＦ５）又称软骨形态发生蛋白 １（ｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅ
ｒｉｖｅｄｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ１，ＣＤＭＰ１），属于转化
生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）超
家族成员，在软骨形成、骨骼发育过程中发挥重要

的调节作用［１－４］。有实验表明外源性 ＧＤＦ５可刺
激成熟软骨细胞增殖，促进软骨细胞合成蛋白多糖

和Ⅱ型胶原，并能维持软骨细胞的生物学特性［５］，

同时研究还发现在骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒ
ｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）中加入外源性
ＧＤＦ５可促进其增殖［６］。为了进一步研究ＧＤＦ５在
体内的作用，本研究将 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ｈＧＤＦ５重
组质粒通过ＦｕＧＥＮＥ６转染入大鼠 ＢＭＳＣｓ，并探讨
ＧＤＦ５的表达情况及对ＢＭＳＣｓ增殖分化的影响。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒由本实验组

前期构建，健康 ＳＰＦ级 ４周龄雌性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ８
只，体质量（８５±７）ｇ，由西安交通大学医学院实验
动物中心提供。抗ＧＤＦ５抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈ，
德国），细胞周期检测试剂盒（ＢＤ公司，美国），转
染试剂 ＦｕＧＥＮＥ６（Ｒｏｃｈｅ公司，德国），胎牛血清
（杭州四季青公司），ＴＲＩｚｏｌ液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美
国），逆转录试剂盒试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，立陶
宛），ＰＣＲ引物（上海生工生物工程技术服务有限
公司，中国）及 ＰＣＲ试剂（宝生物工程 （大连）有
限公司）。

１．２　方法
１．２．１　大鼠 ＢＭＳＣｓ的分离、培养　采用２５ｍｇ
氯胺酮和０２５ｍｇ甲苯噻嗪腹部注射麻醉大鼠，无
菌切取股骨和胫骨，剪断骨骺段，用 ＤＭＥＭ培养液
冲洗骨髓腔，收集的冲洗液经１２５μｍ网孔过滤膜
过滤，１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后弃上清，加入ＰＢＳ
２０ｍＬ制成单细胞悬液，加入密度为 １０７３的
Ｐｅｒｃｏｌｌ４０ｍＬ后２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集中
间乳白色的单个核细胞层，用 ＰＢＳ洗２次，按１×
１０６个细胞接种于直径为１０ｃｍ的培养皿中，加入
１０ｍＬ的ＤＭＥＭ培养液（含１０％ ＦＣＳ＋１％ Ｐ／Ｓ＋

两性霉素Ｂ０２５ｍｇ／Ｌ），３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养
箱中培养５ｄ后更换培养液，弃掉全部未贴壁的细
胞，继续培养且每周更换培养液２次。１２～１４ｄ后
细胞基本生长至８５％融合后传代，以５×１０８／Ｌ密
度接种于直径为１０ｃｍ的培养皿中。此细胞记作
Ｐ１，重复以上操作，选用Ｐ２细胞进行后续实验。
１２２　ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒转染转
染大鼠ＢＭＳＣｓ　 ＢＭＳＣｓ接种于直径为１０ｃｍ的培
养皿中，１２ｈ后换新鲜培养液（ＤＭＥＭ＋１０％ＦＣＳ
＋１％Ｐ／Ｓ），４０ｍｉｎ后进行转染。转染液包括：
３５０μＬＤＭＥＭ（不含ＦＣＳ及Ｐ／Ｓ）、１０μＬＦｕＧＥＮＥ６
及ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒３５μｇ，将转
染液均匀滴于培养液中。培养皿放于３７℃、５％
ＣＯ２细胞培养箱中培养，６ｈ后换新鲜培养液。转
染后４８ｈ更换含有４００ｍｇ／ＬＧ４１８的培养基，培
养１周后改为２００ｍｇ／ＬＧ４１８，继续培养２周至阳
性克隆形成，去除 Ｇ４１８培养基，加入 ＤＭＥＭ＋
１０％ＦＣＳ＋１％Ｐ／Ｓ培养液扩大培养，待细胞出现
约８０％融合时Ｔ／Ｅ液收集细胞用于后续实验。
１２３　ＧＤＦ５蛋白表达　采用免疫荧光法检测，
基因转染ＢＭＳＣｓ培养４８ｈ后利用 ＰＢＳ洗涤２次
细胞后加入甲醇固定５ｍｉｎ；加入 ＰＢＳ液洗涤３次
细胞，加入１∶４的山羊血清室温下封闭３０ｍｉｎ；加
入ＰＢＳ液洗涤３次细胞，加入１∶１００的 ＧＤＦ５抗
体，室温下孵育６０ｍｉｎ；ＰＢＳ液洗涤３次细胞后加
入ＦＩＴＣ标记的二抗，室温下避光孵育６０ｍｉｎ；加入
ＲｏｔｉＨｉｓｔｏｌｉｔｔ后，荧光显微镜下观察并拍照。
１２４　ＧＤＦ５ｍＲＮＡ的表达　采用 ＰＣＲ法检测，
收集１×１０６个 ＢＭＳＣｓ，加入 Ｔｒｉｚｏｌ１０ｍＬ提取细
胞总ＲＮＡ，利用逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ第１链，
按照试剂盒说明操作。采用 Ｐｒｉｍｅｒ５０软件设计
ＧＤＦ５引物，上游引物 ５′ＣＡＧＡＧＣＧＧＧＣＣＴＴＡ
ＡＴＣＴ３′，下游引物 ５′ＣＧＴＧＧＴＣＡＧＧＡＡＧＣＡＧＡＧ
３′，扩增产物长度为４４３ｂｐ，２０μＬＰＣＲ反应体系
包括ＰＣＲ反应缓冲液１０μＬ、上下游引物各１μＬ、
模板１μＬ及双蒸水７μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃
５ｍｉｎ预变性，９４℃ ４５ｓ、５０℃ ４５ｓ、７２℃ ４５ｓ，３０
个循环；７２℃延伸６ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物经１５％
琼脂糖凝胶电泳后紫外线分析仪下观察，并用计算

机图像分析系统拍摄像片。

１２５　细胞 ＤＮＡ合成　采用３ＨＴｄＲ检测，取生
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长良好ＢＭＳＣｓ，各按１×１０４／孔接种于９６孔培养
板（培养液为 ＤＭＥＭ＋５％ＦＣＳ＋１％Ｐ／Ｓ），每个样
本设５个复孔。３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱内培养
１２ｈ，ＤＭＥＭ＋１％Ｐ／Ｓ饥饿培养 １２ｈ，再换用
ＤＭＥＭ＋１％ＦＣＳ＋１％Ｐ／Ｓ培养。细胞生长至对数
生长期时，吸出培养液，每孔加含３７×１０４Ｂｑ３Ｈ
ＴｄＲ的无血清 ＤＭＥＭ５０μＬ培养；２４ｈ后每孔加
０１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ１００μＬ，２４ｈ后收集裂解液入闪
烁瓶；加８μＬ闪烁剂、３μＬ反淬灭剂，暗适应３ｈ，
液体闪烁计数器检测各孔每分钟计数（ｃｐｍ）值。
１２６　细胞生长周期　采用流式细胞仪检测，取
生长良好的转染 ｈＧＤＦ５重组基因和未转染 ＢＭ
ＳＣｓ，各按１×１０６／孔接种于直径为１０ｃｍ的培养皿
中，３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱内 ＤＭＥＭ＋５％ＦＣＳ
＋１％Ｐ／Ｓ培养 １２ｈ，ＤＭＥＭ＋１％Ｐ／Ｓ饥饿培养
１２ｈ，再 ＤＭＥＭ＋１％ＦＣＳ＋１％Ｐ／Ｓ培养。细胞生
长至对数生长期时，Ｔ／Ｅ液消化，离心重悬为单细
胞悬液。每个测试管中放入１×１０９／Ｌ细胞，加入
反应体系ＤＮＡ低渗缓冲液，静置１０ｍｉｎ，混匀上
机检测。

１２７　甲苯胺蓝染色　生长良好的转染 ｈＧＤＦ５
重组基因ＢＭＳＣｓ，按１×１０５／孔接种于６孔培养板
中，弃细胞培养液，ＰＢＳ冲洗，４％多聚甲醛室温下
固定３０ｍｉｎ；蒸馏水冲洗，１５％甲苯胺蓝２００μＬ
室温下染色２ｍｉｎ；蒸馏水冲洗，５０％乙醇冲洗，倒
置显微镜下观察。未转染细胞做对照，每个样本设

３个复孔。
１２８　阿辛蓝染色　生长良好的转染 ｈＧＤＦ５重
组基因ＢＭＳＣｓ，按６×１０４／孔接种于２４孔培养板，
每个样本设５个复孔，ＰＢＳ冲洗后，ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋
１％ＦＣＳ＋１％Ｐ／Ｓ培养，并分别添加浓度为 ０、１、
１０、１００、１０００μｇ／Ｌ的 ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重
组质粒。细胞培养 １４ｄ，每周更换培养液 ３次。
４℃的ＰＢＳ冲洗２次，－２０℃甲醇固定２ｍｉｎ；蒸
馏水清洗，０１％ 阿辛蓝室２００μＬ温下染色１２ｈ；
蒸馏水清洗３次，加６ｍｏｌ／Ｌ盐酸胍１５０μＬ室温
孵育８ｈ，在酶标仪（波长６２０ｎｍ）上比色，读取吸
光度值。未转染的细胞作为对照。

１２９　Ⅱ型胶原ｍＲＮＡ表达　采用ＰＣＲ法检测，
取生长良好转染 ｈＧＤＦ５重组基因的 ＢＭＳＣｓ，按１
×１０５／孔接种于６孔培养板，每孔设３个复孔，培
养２１ｄ，分别于１、３、５、７、１０、１４、１８及２１ｄ收获细
胞，－２０℃保存待测。未转染细胞做对照。加入
的Ｔｒｉｚｏｌ１ｍＬ提取细胞总 ＲＮＡ，利用逆转录试剂

盒合成ｃＤＮＡ第１链，按照试剂盒说明书操作。采
用Ｐｒｉｍｅｒ５０软件设计Ⅱ型胶原引物，上游引物５′
ＧＣＣＴＣＧＣＧＧＴＧＡＧＣＣＡＴＧＡＴＣ３′、下游引物 ５′
ＴＧＧＧＧＣＡＣＣＧＴＣＴＣＴＡＣＣＴＣ３′，产物长度为２６８ｂｐ；
内参ＧＡＰＤＨ上游引５′ＡＴＣＡＣＴＧＣＣＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＣ
３′、下游引物５′ＡＡＣＣＣＣＣＡＧＴＴＧＣＴＣＴＴＡＡ３′，产
物长度为 ４４３ｂｐ，ＰＣＲ２０μＬ反应体系包括 ＰＣＲ
反应缓冲液１０μＬ、上下游引物各１μＬ、模板１μＬ
及双蒸水７μＬ；ＰＣＲ反应条件为：９４℃５ｍｉｎ预变
性；９４℃ ４５ｓ、５０℃ ４５ｓ、７２℃ ４５ｓ，３０个循环；
７２℃延伸６ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物经１５％琼脂糖凝
胶电泳后紫外线分析仪下观察，并用计算机图像分

析系统拍摄相片。

１３　统计学处理
所有数据均采用 ＳＰＳＳ１７０软件进行统计学

分析，计量资料采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，两
组之间比较采用ｔ检验，Ｐ＜００５认为差异有统计
学意义。

２　结果

２１　ＢＭＳＣｓ形态学改变
ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒转染 ＢＭＳＣｓ

后，细胞外形变化不大，４８ｈ内生长良好。更换
４００ｍｇ／ＬＧ４１８培养基后，细胞均发生不同程度的
胞膜皱缩，细胞生长迟缓或停止，约５０％ ～６０％细
胞在１周内裂解死亡，见图１Ａ、Ｂ。改换２００ｍｇ／Ｌ
Ｇ４１８培养基后，残存细胞生长有所恢复，并缓慢分
裂，在２周内形成大小不同的细胞克隆，见图１Ｃ。
当培养液为 ＤＭＥＭ＋１０％ＦＣＳ＋１％Ｐ／Ｓ时，细胞
生长快速，双核分裂细胞增加明显，３～５ｄ内达到
融合，整个培养期细胞均为梭形或多角形，见图

１Ｄ。未转染细胞组经４００ｍｇ／ＬＧ４１８培养后，细
胞均死亡，无存活细胞。

２２　ＢＭＳＣｓ中ＧＤＦ５蛋白表达
ＦｕＧＥＮＥ６介导 ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组

质粒转染 ＢＭＳＣｓ４８ｈ后 ＧＤＦ５蛋白免疫荧光显
示，约４０％的 ＢＭＳＣｓ出现绿色荧光，虽然不强烈，
这表明外源基因已进入细胞，并产生相应蛋白质。

在随后的Ｇ４１８筛选中，阳性细胞克隆仍有荧光出
现，但非常弱。见图２Ａ、Ｂ、Ｃ。

Ｇ４１８筛选的纯化转染ＢＭＳＣｓＧＤＦ５蛋白免疫
荧光显示，在培养７ｄ时，细胞核分裂活跃，绿色荧
光强烈；１４ｄ时细胞仍然活跃，绿色荧光强烈；２１ｄ
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时绿色荧光有减弱，这表明转染的外源 ｈＧＤＦ５基
因２１ｄ内均存在于 ＢＭＳＣｓ，并能稳定产生相应蛋

白质，未转染 ＢＭＳＣｓ２１ｄ内未出现绿色荧光。见
图２Ｄ、Ｅ、Ｆ。

注：Ａ、Ｂ为Ｇ４１８培养基培养１周时散在阳性细胞，Ｃ为Ｇ４１８培养基培养２周时阳性细胞克隆，Ｄ为扩大培养的阳性细胞

图１　转染ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒后的ＢＭＳＣｓ形态学改变（１００×）
Ｆｉｇ．１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＢＭＳＣｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｐｃＤＮＡ３．１

（＋）／ｈＧＤＦ５ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ（１００×）

注：Ａ为转染４８ｈ，Ｂ为转染４８ｈ后与ＤＡＰＩ复合染色，Ｃ为Ｇ４１８培养１周后染色，Ｄ为筛选后Ｔ／Ｅ液消化收集的纯化转
染ＢＭＳＣｓ培养１周后染色，Ｅ为纯化转染ＢＭＳＣｓ培养２周后染色，Ｆ为纯化转染ＢＭＳＣｓ培养３周后与ＤＡＰＩ复合染色

图２　转染ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒后ＢＭＳＣｓ中ＧＤＦ５表达（免疫荧光，×２００）
Ｆｉｇ．２　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＢＭＳＣｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｐｃＤＮＡ３．１

（＋）／ｈＧＤＦ５ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ（２００×）
２３　ＢＭＳＣｓ中ＧＤＦ５ｍＲＮＡ表达

ＦｕＧＥＮＥ６介导 ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组
质粒转染ＢＭＳＣｓ４８ｈ后ＰＣＲ检测结果显示，转染
后的ＢＭＳＣｓ表达 ＧＤＦ５基因，凝胶中出现明显相
应条带，而未转染的 ＢＭＳＣｓ不表达 ＧＤＦ５ｍＲＮＡ，
凝胶中未出现相应条带，表明 ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧ
ＤＦ５重组质粒已成功转入部分 ＢＭＳＣｓ，并产生活
性。见图３Ａ。Ｇ４１８筛选的纯化转染 ＢＭＳＣｓＲＴ
ＰＣＲ结果显示，在培养的７、１４、２１ｄ转染细胞均表
达ＧＤＦ５ｍＲＮＡ，出现明显的泳带，表明转染的
ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒２１ｄ内均存在于
ＢＭＳＣｓ，并稳定表达 ｍＲＮＡ。未转染 ＢＭＳＣｓ２１ｄ
内未出现电泳条带。见图３Ｂ。

注：Ａ为转染４８ｈ后结果，Ｍ为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，１、４为转染
细胞，２、３为未转染细胞，Ｂ为筛选纯化转染细胞培养７、
１４、２１ｄ结果，１、３、５为转染细胞，２、４、６为未转染细胞

图３　转染ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质
粒后ＢＭＳＣｓ中ＧＤＦ５表达（ＰＣＲ）

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧＤＦ５ｍＲＮＡｉｎ
ＢＭＳＣｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｐｃＤＮＡ３．１（＋）／

ｈＧＤＦ５ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ
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２４　转染 ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒对
ＢＭＳＣｓ增殖的影响
２４１　甲苯胺蓝染色结果　转染及未转染 ｐｃＤ
ＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒 ＢＭＳＣｓ经过甲苯胺
蓝染色后４～６ｈ完全贴壁，开始伸出突起；更换无
血清培养液后，细胞停止生长；更换为１％ＦＣＳ培
养液后，细胞又缓慢恢复生长。未转染 ｐｃＤＮＡ３１
（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒的 ＢＭＳＣｓ生长缓慢，分裂
细胞少，第６天后细胞生长稍增快，第１０天时细胞
约占培养皿面积４５％，见图４Ａ、Ｂ；转染ｐｃＤＮＡ３１
（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒的ＢＭＳＣｓ生长较快，第３～
７天为细胞快速生长期，在第１０天细胞达到９５％
以上融合。两组细胞均未见细胞形态明显改变，但

转染后期有明显细胞聚集，见图４Ｃ、Ｄ。
２４２　对 ＢＭＳＣｓ中 ＤＮＡ合成的影响　３ＨＴｄＲ
检测结果显示，转染 ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组
质粒的ＢＭＳＣｓ组ｃｐｍ为（２６１７４５±３１０４７），明显
高于未转染的 ＢＭＳＣｓ组 ｃｐｍ（１１５２３７±１５２１３），
差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。
２４３　对ＢＭＳＣｓ细胞生长周期的改变　流式细
胞仪检测显示，未转染 ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重
组质粒的 ＢＭＳＣｓ组 Ｇ１期的细胞为 ７１２％，而 Ｓ
期细胞仅占４６％；而基因转染的ＢＭＳＣｓ组的１期
和Ｇ２期细胞比例呈现不同程度的下降，Ｓ期细胞
的比例上升至３５１％，差异具有统计学意义（Ｐ＜
００５），见表１；提示转染转染 ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧ
ＤＦ５重组质粒后 ＢＭＳＣｓ的 ＤＮＡ合成及增生活动
增强。

表１　ＢＭＳＣｓ的细胞周期分布（％）
Ｔａｂ．１　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｉｎＢＭＳＣｓ

组别 Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２期
转染细胞组 ４７３（１） ３５１（１） １７５
未转染细胞组 ７１２ ４６ ２４０
（１）与未转染细胞组比较，Ｐ＜００５

２５　转染 ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒对
ＢＭＳＣｓ分化的影响
２５１　甲苯胺蓝染色结果　在诱导培养液中，ｈＧ
ＤＦ５重组质粒转染 ＢＭＳＣｓ可逐渐向软骨细胞分
化，７ｄ内细胞数量增加，增殖明显；７ｄ后接近融
合的细胞由单层向复层生长，出现细胞聚集趋势；

１２ｄ后细胞聚集明显，１４～２１ｄ聚集的细胞形成
很多细胞小结；细胞形态在７ｄ内主要为梭形，８ｄ
后融合的细胞逐渐由梭形变为圆形；１４～２１ｄ形

成细胞小结过程中细胞大多仍保持圆形，部分细胞

为多角形。未转染细胞组细胞生长较缓慢，约第９
天时融合，后呈旋涡状生长，部分复层生长，无细胞

小结形成；２１ｄ内细胞主要为梭形。甲苯胺蓝染
色在转染 ＢＭＳＣｓ组细胞小结区明显，细胞聚集区
次之，而细胞小结及聚集区外弱；在未转染 ＢＭＳＣｓ
组，染色很弱，见图５。
２５２　阿辛蓝染色结果　未转染 ｐｃＤＮＡ３１
（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒的 ＢＭＳＣｓ在分化诱导培养
液中培养，２１ｄ内均未见阿辛蓝染色；转染 ｐｃＤ
ＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒的 ＢＭＳＣｓ在相同培
养液中培养，从第１０天左右开始出现浅而散在的
蓝色，随时间染色深度和密度增加，第２１天时较明
显的染色约占培养皿面积的５０％。显微镜下见阿
辛蓝染色主要为细胞聚集区和细胞小结区，而单层

非密集区，即使细胞圆形染色亦淡，见图６。
２５３　对Ⅱ型胶原 ｍＲＮＡ表达的影响　转染
ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒及未转染的 ＢＭ
ＳＣｓ用特殊培养液培养２１ｄ，分别于１、３、５、７、１０、
１４、１８、２１ｄ收获细胞进行ＰＣＲ扩增，见图７。结果
显示在培养第７ｄ转染 ＢＭＳＣｓ表达Ⅱ型胶原 ｍＲ
ＮＡ，出现２６８ｂｐ电泳条带，后随时间延长，该带越
来越明显。而未转染 ＢＭＳＣｓ同样培养液中培养
２１ｄ，未出现２６８ｂｐ条带。

３　讨论

ＢＭＳＣｓ来源丰富易分离，对供体影响小，且能
在一定条件下转化为软骨细胞，是关节软骨损伤修

复基因治疗的常用靶细胞［７］，研究证实多种生长

因子可以促进 ＢＭＳＣｓ的增殖分化，Ｇｕｏ等［８］通过

脂质体将ＴＧＦβ１基因转入大鼠ＢＭＳＣｓ，发现ＴＧＦ
β１基因的转入能诱导 ＢＭＳＣｓ从 Ｇ０／Ｇ１期到 Ｓ１
期，调节 ＤＮＡ的复制，增加细胞 Ｓ１期的 ＤＮＡ含
量，从而有效促进 ＢＭＳＣｓ的增殖。此外生长因子
做为诱导因子在ＢＭＳＣｓ定向分化为软骨细胞的过
程中发挥非常关键的作用，多种生长因子如 ＴＧＦ
β、骨形态发生蛋白２（ＢｏｎｅＭｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ
２，ＢＭＰ２）和 ＢＭＰ９等在适当的培养液中均能诱
导ＢＭＳＣｓ分化成软骨细胞。国内外多项研究证实
多种基因已被成功转入 ＢＭＳＣｓ［９－１１］，Ｇｕｏ等［１２］将

大鼠全长ＴＧＦβ１ｃＤＮＡ通过脂质体介导转入ＢＭ
ＳＣｓ，转基因细胞的 ＴＧＦβ１表达明显上调，且持续
超过４周，ＢＭＳＣｓ向软骨细胞分化，分泌Ⅱ型胶
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注：Ａ为未转染细胞（６ｄ），Ｂ为未转染细胞（１０ｄ），Ｃ为转染细胞（６ｄ），Ｄ为转染细胞（１０ｄ）

图４　ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒转染对ＢＭＳＣｓ增殖的影响（２００×）
Ｆｉｇ．４　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＢＭＳＣｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｐｃＤＮＡ３．１

（＋）／ｈＧＤＦ５ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

注：Ａ为未转染细胞９ｄ（２００×），Ｂ为未转染细胞２１ｄ（１００×），Ｃ为转染细胞９ｄ（２００×），Ｄ为转染细胞
１２ｄ（２００×），Ｅ为转染细胞１５ｄ（１００×），Ｆ为转染细胞２１ｄ（１００×）

图５　分化培养ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒转染的ＢＭＳＣｓ（甲苯胺蓝）
Ｆｉｇ．５　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＢＭＳＣｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｐｃＤＮＡ３．１

（＋）／ｈＧＤＦ５ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

注：Ａ为转染细胞，Ｂ为未转染细胞

图６　ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒转染对
ＢＭＳＣｓ分化培养的影响（２１ｄ，×阿辛蓝１００）
Ｆｉｇ．６　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＢＭＳＣｓ
ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ｈＧＤＦ５

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄａｔ２１ｄａｙｓ

注：Ａ为ｈＧＤＦ５基因转染ＢＭＳＣｓ组，Ｂ为未转染对照组，
Ｍ为ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，１～２１数字代表培养天数，４４３ｂｐ

为ＧＡＰＤＨ片段，２６８ｂｐ为Ⅱ型胶原片段

图７　ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒转染对
ＢＭＳＣｓ中Ⅱ型胶原 ｍＲＮＡ表达的影响

（ＰＣＲ扩增，培养２１ｄ）
Ｆｉｇ．７　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎⅡｍＲＮＡ
ｉｎＢＭＳＣｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｐｃＤＮＡ３．１（＋）／

ｈＧＤＦ５ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄａｔ２１ｄａｙｓ

２０２１

贵 州 医 科 大 学 学 报　 ４１卷　



原。Ｐａｌｍｅｒ等［１３］通过腺病毒将 ＴＧＦβ１和 ＢＭＰ２
基因转入人 ＢＭＳＣｓ，转染细胞聚集培养，７ｄ内可
以分泌 ＴＧＦβ１和 ＢＭＰ２，甲苯胺蓝染色阳性，Ⅱ
型胶原基因免疫组化染色阳性，但 ＩＧＦ１基因同样
的导入未能使ＢＭＳＣｓ向软骨细胞分化。Ｋａｗａｍｕｒａ
等［１４］将 ＴＧＦβ１导入人 ＢＭＳＣｓ，转染细胞离心成
细胞球培养，１０ｄ后可以表达Ⅱ型胶原基因。

ＧＤＦ５是机体软骨形成及骨骼发育的重要调
节因子之一，在软骨形成初期可以促进间充质软骨

前细胞的黏附、聚集和分化［１５，１６］，有实验研究也发

现外源性ＧＤＦ５可促进 ＢＭＳＣｓ的增殖［６］。为了进

一步研究 ＧＤＦ５的作用，本实验通过新型脂质体
ＦｕＧＥＮＥ６将 ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒转
入ＢＭＳＣｓ，转染效率约为 ４０％，同时 ＢＭＳＣｓ外形
变化不大，生长良好；ｈＧＤＦ５基因在ＢＭＳＣｓ中可以
表达超过 ２１ｄ，细胞合成ＧＤＦ５蛋白。在细胞合成
ＤＮＡ的过程中，胸腺嘧啶脱氧核苷（ＴｄＲ）是必需
的成分，将 ＴｄＲ用３Ｈ标记后，用液体闪烁计数仪
可间接测量到细胞摄取３ＨＴｄＲ的数量，从而能在
ＤＮＡ水平了解细胞的增生能力。ｈＧＤＦ５重组基因
转染ＢＭＳＣｓ组的３ＨＴｄＲ利用率明显高于未转染
ＢＭＳＣｓ组，说明外源基因转染 ＢＭＳＣｓ的增殖及合
成能力增强。流式细胞检测细胞周期发现 ｐｃＤ
ＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒转染 ＢＭＳＣｓ组较未
转染ＢＭＳＣｓ组的Ｓ期细胞数量明显增多，而Ｇ１期
和Ｇ２期细胞数量减少，表明外源基因转染 ＢＭＳＣｓ
的ＤＮＡ合成及增殖加强，这些实验结果均表明
ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒转染可促进 ＢＭ
ＳＣｓ的增殖。本研究还利用甲苯胺蓝染色、阿辛蓝
染色及ＰＣＲ法检测发现基因转染 ＢＭＳＣｓ的Ⅱ型
胶原的表达，提示基因转染的 ＢＭＳＣｓ可逐渐向软
骨细胞分化，这为应用 ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重
组质粒转染的ＢＭＳＣｓ修复软骨损伤奠定了良好的
基础。

综上所述，ｐｃＤＮＡ３１（＋）／ｈＧＤＦ５重组质粒
通过 ＦｕＧＥＮＥ６转染入大鼠 ＢＭＳＣｓ后，可以促进
ＢＭＳＣｓ增殖并向软骨细胞分化，但其具体作用机
制有待于进一步研究，随着研究的不断深入将为

ＧＤＦ５基因转染的 ＢＭＳＣｓ用于治疗软骨损伤提供
理论基础。
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３０２１

　１０期 杨　治等　生长分化因子５转染对大鼠骨髓间充质干细胞增殖分化的影响



测苗药头花蓼还可能通过影响尿素酶基因的转录，

降低Ｈ．Ｐｙｌｏｒｉ尿素酶的生成量。
综上所述，推测苗药头花蓼除了通过抑制尿素

酶活性降低其催化效率外，还可能通过影响尿素酶

基因的转录，降低 Ｈ．Ｐｙｌｏｒｉ尿素酶的生成量，进而
降低Ｈ．Ｐｙｌｏｒｉ在胃内的生存能力。
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　１０期 张　岚等　头花蓼对幽门螺杆菌尿素酶活性及基因表达的影响


