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构建ＦＧＦＲ３基因沉默慢病毒载体及其对ＡＴＤＣ５细胞增殖和分化的影响
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　　［摘要］　目的　通过构建慢病毒介导的ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ，观察ＦＧＦＲ３对小鼠前软骨细胞系ＡＴＤＣ５增殖和分化的影响。
方法　 针对ＦＧＦＲ３基因的有效靶序构建ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ慢病毒载体，并转染２９３Ｔ细胞进行病毒包装。用包装成功的慢病
毒转染ＡＴＤＣ５细胞，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＴＤＣ５中ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ效率，细胞计数及ＭＴＴ检测ＡＴＤＣ５的增殖
变化，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＡＴＤＣ５中软骨分化相关分子Ⅱ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ，ＣｏｌⅡ）、Ⅹ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅩ，ＣｏｌⅩ）和基
质金属蛋白酶１３（ＭＭＰ１３）的表达与变化。结果 　ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ慢病毒载体构建成功，并包装出相应的慢病毒，滴度为
５×１０８ＴＵ／ｍＬ。ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ慢病毒转染ＡＴＤＣ５后ＦＧＦＲ３ｍＲＮＡ水平分别较空白组和阴性对照（ＮＣ）组下降了６５．２％和
６８．８％（Ｐ＜０．０１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与空白组和ＮＣ组相比，ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ组ＦＧＦＲ３蛋白水平显著降低（Ｐ＜０．０１）。
细胞计数及ＭＴＴ检测结果显示，ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ组细胞增殖能力较空白组和ＮＣ组增强（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
结果显示，经向软骨诱导分化后，ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ组细胞中ＣｏｌⅡ、ＣｏｌⅩ和 ＭＭＰ１３的表达水平较空白组和 ＮＣ组显著增加
（Ｐ＜０．０１）。结论　 成功包装的ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ慢病毒能有效降低ＡＴＤＣ５细胞中ＦＧＦＲ３基因的表达。ＦＧＦＲ３表达水平降
低后对ＡＴＤＣ５细胞增殖和分化的抑制作用明显减弱。
　　［关键词］　 ＦＧＦＲ３；ＲＮＡｉ；慢病毒；ＡＴＤＣ５；增殖；分化
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５×１０８ＴＵ／ｍＬ．ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅＦＧＦＲ３ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｂｙ６５．２％ ｉｎＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｌｏｗｅｒｂｙ６８．８％ ｔｈａｎ
ｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（Ｐ＜０．０１）．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＧＦＲ３ｗａｓａｌｓｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｄｉｎＦＧＦＲ３ＲＮＡｉｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｔｈａｎｔｈｅｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（Ｐ＜
００１）．ＣｅｌｌｃｏｕｎｔａｓｓａｙａｎｄＭＴＴａｓｓａｙｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔＦＧＦＲ３ＲＮＡｉｖｅｃｔｏｒｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｓｔｒｏｎｇｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄ
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　　成纤维细胞生长因子受体（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＦＧＦＲｓ）是一类跨膜受体，属于酪氨酸激酶受
体家族，由ＦＧＦＲ１～４组成，在血管形成、胚胎发育和
肿瘤发生等方面发挥重要作用［１－２］。ＦＧＦＲ３是ＦＧＦＲｓ
家族成员之一，广泛参与骨骼发育尤其是软骨发育过

程的调控［３］。ＦＧＦＲ３的功能增强型点突变可引起软
骨发育不全（ａｃｈｏｎｄｒｏｐｌａｓｉａ，ＡＣＨ）、季肋发育不全
（ｈｙｐｏｃｈｏｎｄｒｏｐｌａｓｉａ，ＨＣＨ）和致死性骨发育不全
（ｔｈａｎａｔｏｐｈｏｒｉｃｄｙｓｐｌａｓｉａ，ＴＤ）等疾病［４］。以往研究表

明，ＦＧＦＲ３信号主要通过 ＳＴＡＴ１和 Ｉｈｈ抑制软骨细胞
的增殖［５－６］，并通过调控ＥＲＫＭＡＰＫｉｎａｓｅ通路抑制软
骨细胞分化［７］。我们的前期研究发现，ＦＧＦ／ＦＧＦＲ３通
路与其他信号通路的交互作用在 ＦＧＦＲ３对软骨细胞
增殖和分化的影响中发挥重要作用。为进一步明确

ＦＧＦＲ３对软骨细胞发育分化的调控作用和机制，我们
构建了ＦＧＦＲ３基因的 ＲＮＡｉ慢病毒载体，包装相应的
慢病毒，并用小鼠前软骨细胞系 ＡＴＤＣ５软骨模型［８］，

观察 ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ慢病毒对 ＦＧＦＲ３基因表达及对
ＡＴＤＣ５细胞增殖、分化的影响。

１　材料与方法

１．１　实验材料与试剂
　　前软骨细胞系ＡＴＤＣ５由美国纽约大学医学中心整形外科
刘传聚教授惠赠，慢病毒包装细胞 ＨＥＫ２９３Ｔ和 ＤＨ５α大肠杆
菌由本实验室保存。ＤＭＥＭ高糖培养基、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、
胎牛血清和胰蛋白酶均为 ＨｙＣｌｏｎｅ公司产品。慢病毒载体系
统含ＧＶ２４８载体、ｐＨｅｌｐｅｒ１．０载体和ｐＨｅｌｐｅｒ２．０载体，由上海
吉凯基因化学技术有限公司提供，其中ＧＶ２４８载体上含有能够
持续表达小 ＲＮＡ的元件，同时也表达绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）。
ｐＨｅｌｐｅｒ１．０载体和ｐＨｅｌｐｅｒ２．０载体含有慢病毒包装所必需的
所有元件。抗ＦＧＦＲ３抗体、ＨＲＰ标记的山羊抗小鼠和山羊抗
兔二抗购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，β肌动蛋白抗体、二甲亚砜
（ＤＭＳＯ）和噻唑蓝（ＭＴＴ）购自 Ｓｉｇｍａ公司，内切酶 ＥｃｏＲⅠ、
ＡｇｅⅠ 和Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自ＮＥＢ公司，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒、
ＥＣＬ化学发光试剂盒为 Ｐｉｅｒｃｅ公司产品，Ｔｒｉｚｏｌ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司，ＲＮＡ反转录试剂盒、荧光定量ＰＣＲ反应试剂盒（ＳＹＢＲＴＭ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭＫｉｔ）购自ＴａＫａＲａ公司。
１．２　慢病毒质粒的构建、转染及包装
　　根据ＧＶ２４８载体特点，针对ＦＧＦＲ３基因的有效靶序列５′
ＣＣＧＴＧＡＡＧＡＴＧＣＴＧＡＡＡＧＡ３′，设计合成引物针对 ＦＧＦＲ３的
ＲＮＡｉ序列，ＦＧＦＲ３１：５′ＣＣＧＧＡＧＣＣＧＴＧＡＡＧＡＴＧＣＴＧＡＡＡＧＡ
ＣＴＣＧＡＧＴＣＴＴＴＣＡＧＣＡＴＣＴＴＣＡＣＧＧＣＴＴＴＴＴＴＧ３′，ＦＧＦＲ３２：５′
ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＧＣＣＧＴＧＡＡＧＡＴＧＣＴＧＡＡＡＧＡＣＴＣＧＡＧＴＣＴＴＴＣ

ＡＧＣＡＴＣＴＴＣＡＣＧＧＣＴ３′。同时针对小鼠基因组序列，设计合成
不含任何同源性的序列作为阴性对照，ＮＣ１：５′ＣＣＧＧＴＴＣＴＣ
ＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＴ
ＴＴＴＴＧ３′；ＮＣ２：５′ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ
ＴＣＴＣＴＴＧＡＡＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡ３′。将合成的寡核苷
酸退火形成带黏性末端的双链ＤＮＡ，与经ＥｃｏＲⅠ和ＡｇｅⅠ酶切
的ＧＶ２４８载体进行连接，连接产物经转化 ＤＨ５α大肠杆菌后，
挑取转化子行 ＰＣＲ及测序鉴定，阳性克隆标记为 ＧＶ２４８ＦＧ
ＦＲ３ＲＮＡｉ和ＧＶ２４８ＮＣ（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）用于后续的转染及病
毒的包装。

　　用 ＧＶ２４８ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ或 ＧＶ２４８ＮＣ载体、ｐＨｅｌｐｅｒ１．０载
体和ｐＨｅｌｐｅｒ２．０载体共转染２９３Ｔ细胞，病毒质粒的转染流程
参见Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书。转染８ｈ后，弃去培养基，以
２０ｍＬ的ＰＢＳ液洗涤细胞１次，再加入完全培养基２５ｍＬ，继续
培养４８ｈ。
１．３　慢病毒的收集和浓缩
　　收集转染后４８ｈ的２９３Ｔ细胞上清液。于４℃，５０００×ｇ
离心１５ｍｉｎ，保留上清，以除去细胞碎片。然后用０．４５μｍ的
滤器过滤上清液于超速离心管中，即为病毒粗提液。将病毒粗

提液加入到过滤杯中，盖上盖子，并将过滤杯置于滤过液收集

管中。５０００×ｇ离心约１５ｍｉｎ，至需要的病毒浓缩体积。离心
结束后，取出离心装置，将过滤杯和滤过液收集杯分开，然后将

过滤杯倒扣在样品收集杯上，离心力小于 １０００×ｇ，离心
２ｍｉｎ。样品收集杯中的液体即为病毒浓缩液。将病毒浓缩液
分装后保存在病毒专用管中，放于 －８０℃可长期保存。取出
其中１支进行病毒生物学滴度测定。
１．４　慢病毒的滴度测定
　　测定前１ｄ，取对数生长期的２９３Ｔ细胞接种于９６孔板中，
每孔为４×１０４个细胞，体积１００μＬ。根据预期的病毒滴度，准
备８～１０个灭菌 ＥＰ管。在每个 ＥＰ管中加入９０μＬ的无血清
培养基。取病毒原液１０μＬ加入到第１个 ＥＰ管中，充分混匀
后，再取１０μＬ加入到第２个 ＥＰ管中。继续相同的操作至最
后１管。选定转染的细胞孔，吸弃９０μＬ培养基，并加入９０μＬ
已经稀释好的病毒溶液，放入培养箱中继续培养。２４ｈ后，每
孔加入完全培养基１００μＬ。４ｄ后，观察细胞中荧光表达情况，
并进行滴度测定。

１．５　细胞培养及药物浓度筛选
　　ＡＴＤＣ５细胞培养于含５％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，
按４×１０５个／孔接种至１２孔培养板，每孔按１μｇ／ｍＬ的浓度递
增加入嘌呤霉素，范围为０～１０μｇ／ｍＬ，以５ｄ末正好全部杀死
细胞的药物浓度为筛选的最适浓度，本实验筛选出的最适浓度

为４μｇ／ｍＬ。
１．６　病毒转染ＡＴＤＣ５细胞
　　取对数生长期的ＡＴＤＣ５细胞接种于１２孔板中，待细胞生
长融合度约为７０％时进行转染。分为空白组、阴性对照（ＮＣ）
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组和 ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ组。转染条件为：ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养基，
８μｇ／ｍＬＰｏｌｙｂｒｅｎｅ，感染复数（ＭＯＩ）值为２０，转染１２ｈ后弃去
培养基，ＰＢＳ清洗２次，加入１ｍＬ完全培养基，４８ｈ后更换为
含有４μｇ／ｍＬ嘌呤霉素的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养基，嘌呤霉素
筛选培养３周后更换为ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养基。
１．７　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测慢病毒对 ＡＴＤＣ５细胞内源

性ＦＧＦＲ３的干扰作用
　　嘌呤霉素筛选后的 ＡＴＤＣ５细胞以４×１０５／ｍＬ接种于１２
孔板中，待细胞融合度至９０％后收集细胞抽提总ＲＮＡ，行Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ检测ＦＧＦＲ３基因的表达，同时以ＣｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎＡ作为内
参。扩增引物序列如下［９］：ＦＧＦＲ３上游：５′ＴＧＧＴＣＣＡＧＡＧ
ＣＡＧＣＧＡＧＴＴＧＴ３′；ＦＧＦＲ３下游：５′ＣＴＴＣＧＴＧＧＧＡＧＧＣＡＴＴＴＡＧ
ＣＡ３′；ＣｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎＡ上游：５′ＣＧＡＧＣＴＣＴＧＡＧＣＡＣＴＧＧＡＧＡ３′；
ＣｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎＡ下游：５′ＴＧＧＣＧＴＧＴＡＡＡＧＴＣＡＣＣＡＣＣ３′。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＴＤＣ５细胞中ＦＧＦＲ３的表达
　　嘌呤霉素筛选后的 ＡＴＤＣ５细胞以４×１０５／ｍＬ接种于１２
孔板中，待细胞融合度至９０％后收集细胞提取蛋白，ＢＣＡ法测
定蛋白浓度，免疫印迹法检测ＦＧＦＲ３的表达。
１．９　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测Ⅱ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ，ＣｏｌⅡ）、

Ⅹ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅩ，ＣｏｌⅩ）和基质金属蛋白
酶１３（ＭＭＰ１３）的表达

　　空白组、ＮＣ组和ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ组的ＡＴＤＣ５细胞以４×１０５／ｍＬ
接种于 １２孔板中，待细胞融合度为 ９０％以上后，无血清
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基饥饿过夜，然后更换为含 ＩＴＳ诱导剂的完全
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基开始诱导分化。诱导开始记为０ｄ，共诱导
培养７ｄ。分别收集３组诱导０ｄ和７ｄ的ＡＴＤＣ５细胞，收集细
胞抽提总ＲＮＡ，进行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＣｏｌⅡ、ＣｏｌⅩ和ＭＭＰ
１３的表达。扩增引物如下［９］：ＣｏｌⅡ上游：５′ＣＴＧＧＴＧＧＡＧ
ＣＡＧＣＡＡＧＡＧＣＡＡ３′；ＣｏｌⅡ下游：５′ＣＡＧＴＧＧＡＣＡＧＴＡＧＡＣＧ
ＧＡＧＧＡＡＡＧ３′；ＣｏｌⅩ上游：５′ＧＣＡＧＣＡＴＴＡＣＧＡＣＣＣＡＡＧＡＴ
３′；ＣｏｌⅩ下游：５′ＣＡＴＧＡＴＴＧＣＡＣＴＣＣＣＴＧＡＡＧ３′；ＭＭＰ１３上
游：５′ＣＡＧＴＴＧＡＣＡＧＧＣＴＣＣＧＡＧＡＡ３′；ＭＭＰ１３下游：５′ＣＧＴ
ＧＴＧＣＣＡＧＡＡＧＡＣＣＡＧＡＡ３′。
１．１０　ＭＴＴ检测ＡＴＤＣ５细胞的增殖能力
　　取对数生长期的空白组、ＮＣ组和ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ组的ＡＴＤＣ５
细胞以５０００个／孔接种于９６孔板中，接种当天记为１ｄ。每天
更换完全培养基，培养至第４天，每孔加入２０μＬＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ），
培养箱内孵育４ｈ，吸尽培养基，每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ，置于
摇床上低速振荡１０ｍｉｎ，待结晶溶解物充分溶解。在酶标仪的
波长４９０ｎｍ处测量各孔的光密度值［Ｄ（４９０）］。
１．１１　ＡＴＤＣ５细胞生长曲线
　　取对数生长期的空白组、ＮＣ组和ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ组的ＡＴＤＣ５
细胞以２×１０４／孔接种于２４孔板中，接种当天记为１ｄ，以后每
２天进行１次细胞计数，绘制不同组ＡＴＤＣ５细胞生长曲线。
１．１２　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行单因素方
差分析。

２　结果

２．１　慢病毒载体的构建及滴度的测定
　　将挑选的阳性克隆经ＰＣＲ与测序鉴定，ＧＶ２４８ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ

及ＧＶ２４８ＮＣ载体构建正确。
　　将浓缩后的病毒采用孔稀释法进行滴度测定，ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ
慢病毒、ＮＣ慢病毒的滴度分别为５×１０８、１×１０９ＴＵ／ｍＬ。
２．２　慢病毒转染ＡＴＤＣ５细胞
　　分别用 ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ、ＮＣ慢病毒转染 ＡＴＤＣ５细胞，７２ｈ后
在荧光显微镜下观察，当 ＭＯＩ值为２０时，转染效率较高，细胞
状态好。

２．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ慢病毒的干扰
效率

　　ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ慢病毒载体对 ＡＴＤＣ５内源性的 ＦＧＦＲ３具有
干扰作用。与空白组（１００±００６）和 ＮＣ组（１１２±００９）相
比，ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ组的ＦＧＦＲ３ｍＲＮＡ水平（０３５±００４）分别下
降了６５．２％和６８．８％（Ｐ＜０．０１）。
２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ慢病毒对 ＦＧＦＲ３

的干扰作用

　　ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ组的ＦＧＦＲ３蛋白水平较空白组和 ＮＣ组明显
降低（Ｐ＜０．０１），空白组和ＮＣ组 ＦＧＦＲ３蛋白水平无明显差异
（Ｐ＞０．０５，图１）。
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１：空白组；２～３：ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ组；４～５：ＮＣ组
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ慢病毒对ＦＧＦＲ３蛋白

水平的影响

２．５　细胞计数及ＭＴＴ检测ＡＴＤＣ５细胞增殖能力
　　细胞计数结果表明，培养３、５、７ｄ的ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ组细胞较
空白组和ＮＣ组增殖加快（Ｐ＜０．０５）。见图２。ＭＴＴ检测培养
第４天的ＡＴＤＣ５细胞，结果显示，ＦＧＦＲ３基因沉默后 ＡＴＤＣ５
细胞数量增加［空白组（０５７５±００１４）、ＮＣ组（０５７１±
００１３）、ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ组（０７５０±００１５），Ｐ＜０．０１］。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与空白组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮＣ组比较
图２　培养不同时间各组ＡＴＤＣ５细胞增殖能力的变化

２．６　ＦＧＦＲ３对ＡＴＤＣ５细胞分化的影响
　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果显示，ＩＴＳ诱导０ｄ和７ｄ的ＡＴＤＣ５
细胞中，ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ组ＣｏｌⅡ、ＣｏｌⅩ和ＭＭＰ１３基因表达高于
空白组和ＮＣ组（Ｐ＜０．０１），空白组与ＮＣ组之间差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。见图３。
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Ａ：诱导０ｄ；Ｂ：诱导７ｄ
ａ：Ｐ＜０．０１，与空白组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣ组比较

图３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测经ＩＴＳ诱导不同时间各组ＡＴＤＣ５
细胞中ＣｏｌⅡ、ＣｏｌⅩ和ＭＭＰ１３ｍＲＮＡ的表达

３　讨论

　　ＦＧＦＲ３是酪氨酸激酶家族成员之一，与其相应配
体成纤维生长因子（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＦＧＦ）结合
后，通过下游ＳＴＡＴ１、ＰＩ３Ｋ、ＭＡＰＫ等通路调节细胞的
增殖与分化，广泛参与机体多种重要的生命活动。

　　骨骼发育主要有软骨内成骨和膜内成骨两种方
式，其中四肢骨和椎骨的发育主要是通过软骨内成骨

过程完成的［１０－１１］。生长板软骨细胞的增殖与分化对

长骨的纵向生长、骨骼发育十分重要。ＦＧＦ／ＦＧＦＲ３通
路在这一过程中发挥重要作用［１２］。Ｄｅｎｇ等［１３］、Ｃｏｌｖｉｎ
等［１４］研究表明 ＦＧＦＲ３基因敲除小鼠骨骼过度生长、
生长板增生和肥大软骨细胞带增宽；Ｃｈｅｎ等［１５］也发

现模拟人 ＡＣＨ的 ＦＧＦＲ３Ｇ３６９Ｃ／＋功能增强型点突变小
鼠个体明显减小，长骨生长板软骨细胞短稀、增殖能力

减弱，提示ＦＧＦＲ３抑制软骨形成，并且主要是通过影
响软骨细胞的增殖和分化来实现，表明ＦＧＦＲ３是骨骼
发育的负性调节分子［１６］。

　　软骨发育是一个多分子、多信号通路共同参与调
控的过程。以往研究表明，ＦＧＦ／ＦＧＦＲ３信号通路在这
一过程中的不同阶段，与多个信号通路存在交互作用，

如与软骨发育密切相关的 ＢＭＰ信号［１７］，此外也参与

调控了 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ［１８］、Ｗｎｔ［１９］等通路。Ｘｉｅ等［２０］发现

外源性甲状旁腺素（１－３４）能够缓解 ＴＤ小鼠的致死
性侏儒表型，但具体的分子机制还不明确。虽然现在

已经有ＦＧＦＲ３基因敲除小鼠模型［１３－１４］，也能够获取

ＦＧＦＲ３敲除小鼠的原代软骨细胞，但其细胞数量少，
分离难度大，不便于对细胞内的分子及信号通路进行

相关研究。

　　慢病毒载体是一种以人类免疫缺陷病毒１为基
础的病毒载体，它能够将外源基因有效地整合到靶细

胞的基因组中进行稳定表达，并且不易诱发宿主细胞

免疫反应，安全性好，对分裂期细胞与非分裂期细胞均

有较高的转染效率［２１］。近年来已经被广泛地应用于

基因过表达和基因沉默的相关研究。

　　在本研究中，我们利用 ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ慢病毒转染
ＡＴＤＣ５细胞，成功建立了ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ慢病毒载体，并
构建了ＦＧＦＲ３基因沉默的稳定 ＡＴＤＣ５细胞系，结果
表明ＦＧＦＲ３抑制 ＡＴＤＣ５细胞的增殖和分化。此外，
由于ＡＴＤＣ５细胞是目前公认的研究软骨内成骨过程
中软骨细胞增殖、分化各阶段的良好模型，通过

ＦＧＦＲ３ＲＮＡｉ慢病毒转染后得到的ＦＧＦＲ３表达水平降
低的ＡＴＤＣ５稳定细胞系将为进一步研究 ＦＧＦ／ＦＧＦＲ３
信号通路在软骨发育各个阶段与其他信号通路的交互

作用提供实验依据。
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　　（上接１０４２页）
２．３　本地ＮＴ正常中位数计算ＮＴ≥１．５ＭｏＭ及 ＮＴ＜

１．５ＭｏＭ检出的胎儿染色体异常数比较
　　本地 ＮＴ正常中位数计算出 ＮＴ＝１．５ＭｏＭ时在孕１１、１２、
１３周分别为２．３、２．４、２．７ｍｍ。在 ＮＴ≥１．５ＭｏＭ的胎儿中，接
受胎儿染色体检查、胎儿超声检查，诊断胎儿染色体异常或可

疑胎儿染色体异常病例共２７例。ＮＴ＜１．５ＭｏＭ病例中，检出
的胎儿染色体异常２例（４７，ＸＸＸ和４６，Ｘ，＋Ｍａｒｋ）。

２．４　在 ＮＴ≥１．５ＭｏＭ、２．０ＭｏＭ、３．０ＭｏＭ中检出 ＤＳ、
ＥＳ胎儿例数

　　本地ＮＴ正常中位数计算ＮＴＭｏＭ与Ｌｉｆｅｃｙｃｌｅ软件内嵌正
常中位数值计算 ＮＴＭｏＭ，２组在 ＮＴ≥１．５ＭｏＭ、２．０ＭｏＭ、
３０ＭｏＭ中分别确诊 ５、４、２例 ＤＳ胎儿，例数相同。用 ＮＴ≥
１５ＭｏＭ作为切割值，检出所有的ＤＳ、ＥＳ，而用ＮＴ≥２．０ＭｏＭ作
为切割值，漏诊 ２例 ＤＳ，用 ＮＴ≥３．０ＭｏＭ作为切割值，漏诊
３例ＤＳ，１例ＥＳ。

３　讨论

　　妊娠１４周前胎儿淋巴系统未发育健全，少部分淋巴液聚
集在颈部淋巴囊或淋巴管内形成 ＮＴ，１４周后淋巴系统发育完
善，积聚的淋巴液迅速引流到颈内静脉，ＮＴ随之消失。ＮＴ随
孕周呈轻度增加趋势［２－３］。本研究统计了云南地区早孕期胎

儿ＮＴ正常中位数值，１１～１３＋６周胎儿ＮＴ正常中位数值分别为
１．５、１．６、１．８ｍｍ。文献［４］报道香港胎儿ＮＴ与胎儿头臀长相
关，头臀长６２．３ｍｍ（１２周）时ＮＴ正常中位数值为１．６ｍｍ，与本
研究结果一致；比较Ｌｉｆｅｃｙｃｌｅ软件内嵌ＮＴ正常中位数值，云南
地区１１～１３＋６周胎儿ＮＴ正常中位数值稍高，而文献［５］报道的
数据较之稍低；英国胎儿医学基金会报道胎儿头臀长４５ｍｍ时
ＮＴ中位数为１．２ｍｍ，８４ｍｍ时为１．９ｍｍ［６］。ＮＴ正常中位数值
是否存在地区差异，以及将云南地区１１～１３＋６周胎儿ＮＴ正常中
位数用于校正Ｌｉｆｅｃｙｃｌｅ软件内嵌ＮＴ正常中位数后，能否提高早
孕期产前筛查的检出率，还需要进一步增加样本数证实。

　　英国胎儿医学基金会将ＮＴ增厚定义为ＮＴ大于正常值第
９５百分位数［３］，因国内无１１～１３＋６周胎儿 ＮＴ正常中位数值，

故通常不考虑孕周的影响，将ＮＴ≥３ｍｍ作为超过正常范围的
标准，这可能导致在孕１１周时低估了胎儿风险。本研究将所
建立的云南地区１１～１３＋６周胎儿 ＮＴ正常中位数用于计算 ＮＴ
ＭｏＭ，在 ＮＴ＝１．５ＭｏＭ时，约等于ＮＴ的第９５百分位数值，在孕
１１、１２、１３周时分别为２．３、２．４、２．７ｍｍ。本研究确诊 ＤＳ胎儿
ＮＴ均≥１．５ＭｏＭ，云南地区１１～１３＋６周胎儿 ＮＴ正常中位数值
与Ｌｉｆｅｃｙｃｌｅ软件内嵌ＮＴ正常中位数值计算的ＮＴＭｏＭ比较，２
组ＮＴ≥１．５ＭｏＭ病例中检出的 ＤＳ胎儿例数相同，以 ＮＴ≥
１５ＭｏＭ为切割值，检出所有的 ＤＳ、ＥＳ，无漏诊病例，而以
２０ＭｏＭ、３．０ＭｏＭ为切割值则分别漏诊了２、３例 ＤＳ胎儿。因
此，建立云南地区１１～１３＋６周胎儿ＮＴ正常中位数值具有重要
的临床意义。超声医师将 １１、１２、１３周胎儿 ＮＴ≥２．３、２．４、
２７ｍｍ作为ＮＴ超过正常范围的切割值，建议该孕妇接受早孕
期一站式风险评估、胎儿超声心动图检查、遗传咨询、高风险接

受产前诊断，是一个简便、可靠的临床评估方法。
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