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ＥＭＩＬＩＮ３基因促进人骨髓间充质干细胞增殖及向软骨细胞分化
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　　［摘要］　目的　探讨ＥＭＩＬＩＮ３基因对人骨髓间充质干细胞（ｈｕｍａｎｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＭＳＣｓ）增殖及向
软骨细胞分化的影响。方法　 构建ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒表达载体，细胞分成 ｈＭＳＣｓ、ｈＭＳＣｓ＋对照腺病毒、ｈＭＳＣｓ＋ＥＭＩＬＩＮ３
腺病毒３组，ＭＴＴ法检测细胞的增殖情况，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测上述细胞向软骨细胞诱导后 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、Ａｇｇｒｅｃａｎ、ＳＯＸ９
ｍＲＮＡ的表达。结果　 ｈＭＳＣｓ＋ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒组细胞增殖能力明显快于 ｈＭＳＣｓ＋对照腺病毒组和 ｈＭＳＣｓ组（Ｐ＜
００５），ｈＭＳＣｓ＋对照腺病毒组与ｈＭＳＣｓ组增殖能力相比有所降低，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ｈＭＳＣｓ＋ＥＭＩＬＩＮ３
腺病毒组细胞中ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、Ａｇｇｒｅｃａｎ、ＳＯＸ９ｍＲＮＡ的相对表达量与ｈＭＳＣｓ＋对照腺病毒组、ｈＭＳＣｓ组相比明显增加（Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜０．０１）。ｈＭＳＣｓ＋对照病毒组与 ｈＭＳＣｓ组相比有所增加，但没有明显的趋势（Ｐ＞０．０５）。结论　ＥＭＩＬＩＮ３促进
ｈＭＳＣｓ增殖，并且可以增加ｈＭＳＣｓ向软骨细胞诱导分化。
　　［关键词］　 腺病毒载体；人骨髓间充质干细胞；软骨细胞；ＥＭＩＬＩＮ３基因
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　　关节软骨缺损后其自身修复能力有限，导致结构
和功能上不可逆的损害。目前，临床治疗关节软骨缺

损的方法有骨髓刺激修复和软骨移植修复，前者疗效

随时间逐渐下降；后者材料来源受限，且异体组织具有

免疫原性。随着生物医学工程的发展，自体软骨细胞

因其功能相同、无免疫排斥反应，被用作组织工程软骨

的种子细胞，但软骨细胞体外扩增能力有限，且取材局

限较大［１－４］，而间充质干细胞具有多向分化潜能，来源

广泛，其中的骨髓间充质干细胞（ｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）增殖能力强，可在体外大规模扩增而
不丢失多向分化潜能，并且异体移植排斥反应小，有望

成为组织工程软骨理想的种子细胞［５－６］。人骨髓间充
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质干细胞（ｈＭＳＣｓ）向软骨细胞的分化需要特定的诱导
环境，特别是需要一定的生长因子保证其迁移、增殖、

存活及向软骨的分化潜能。目前，研究者已经发现部

分信号分子具有调控 ＭＳＣｓ迁移、增殖（ＰＤＧＦＢＢ、
ＦＧＦ２）和软骨分化（ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ３、ＩＧＦＩ）的作
用［７－１１］。ＥＭＩＬＩＮ３是 ＥＭＩＬＩＮ基因家族（ＥＭＩＬＩＮ１、
ＥＭＩＬＩＮ２、ＥＭＩＬＩＮ３）的成员，在ＮＨ２末端有半胱氨酸弹
性蛋白微纤维富集区。Ｄｏｉ等［１２］发现 ＥＭＩＬＩＮ３在软
骨膜和发育的骨骼周围高表达，但是在成熟的成骨细

胞几乎检测不到它的表达；在体外培养的 ｈＭＳＣｓ向软
骨诱导过程中，随着时间的延长 ＥＭＩＬＩＮ３表达增加，
推测此基因在骨骼的发育中可能发挥着重要作用。本

研究拟通过检测ＥＭＩＬＩＮＮ３对ｈＭＳＣｓ增殖及向软骨分
化的影响，以期为软骨修复提供新的依据。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　ｈＭＳＣｓ及完全培养基购自赛业生物科技有限公司（广州），
ＤＮＡ标准（ＤＬ２０００）、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒、Ｔａｑ酶、
ｄＮＴＰ、ＤＨ５α感受态细胞均购自 ＴａＫａＲａ公司（大连），ＥｃｏＲⅠ
购自美国ＮＥＢ公司，１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ、反转录试剂盒购
自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司（深圳），质粒抽提试剂盒购自德国 ＱＩＡＧＥＮ
公司，腺病毒滴度测定试剂盒购自上海生博医学生物科技有限

公司，ＭＴＴ试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司，兔抗人
ＥＭＩＬＩＮ３多克隆抗体购自美国药明康德百奇生物科技有限公
司（苏州），小鼠抗人ＧＡＰＤＨ单克隆抗体和ＨＲＰ标记的山羊抗
兔／鼠抗ＩｇＧ抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，地塞米松、丙酮酸
钠均购自 Ｓｉｇｍａ公司，ｒｈＴＧＦβ３购自 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司，Ｔｒｉｚｏｌ购
自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＲＣＲＭｉｘ购自ＴＯＹＯＢＯ生
物科技有限公司（上海）。

１．２　ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒表达质粒构建
１．２．１　ＥＭＩＬＩＮ３基因扩增　　ＥＭＩＬＩＮ３基因 ｃＤＮＡ购自广州
复能基因有限公司，测序正确后通过 ＰＣＲ进行基因扩增。反
应体系：ＥＭＩＬＩＮ３基因模板 １μＬ、Ｈ２Ｏ３２．５μＬ、５×Ｂｕｆｆｅｒ
１０μＬ、ｄＮＴＰ（各 ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ、Ｐｒｉｍｅｒ（＋）（１０μｍｏｌ／Ｌ）
１μＬ、Ｐｒｉｍｅｒ（－）（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ０．５μＬ等组
成。循环条件：９８℃预变性３ｍｉｎ，９８℃变性１０ｓ，５５℃复性
１５ｓ，７２℃延伸３ｍｉｎ，３０个循环，最后７２℃聚合１０ｍｉｎ，获得
２３３６ｂｐ的基因片段。上游：５′ＣＴＣＡＡＧＣＴＴＣＧＡＡＴＴＣＧＣＣＡＣ
ＣＡＴＧＧＧＣＣＧＣＣＧＣＣＧＣＣＴ３′；下游：５′ＣＣＡＴＧＧＴＧＧＣＧＡＡＴＴＣ
ＧＴＴＧＧＣＴＴＧＣＣＣＴＧＧＣＣＧ３′。
１．２．２　ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒构建质粒　　利用 ＥｃｏＲⅠ酶将 ｐＡｄ
ＭａｘＶｅｃｔｏｒ（ＣＭＶＥＧＦＰ３Ｆｌａｇ）腺病毒质粒线性化，电泳回收约
４．７７ｋｂ的载体片段。同源重组反应体系：线性化ｐＡｄＭａｘＶｅｃ
ｔｏｒ（４０ｎｇ／μＬ）５μＬ、ＥＭＩＬＩＮ３基因片段（４０ｎｇ／μＬ）５μＬ、１０×
ＢＳＡ（５００μｇ／ｍＬ）２μＬ、１０×Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ、ＩｎＦｕｓｉｏｎＥｎｚｙｍｅ
０．５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ５．５μＬ，３７℃孵育１５ｍｉｎ，５０℃孵育１５ｍｉｎ，并
设阳性对照和自连对照，转化大肠杆菌感受态细胞，３７℃孵育

１６ｈ，挑取转化子进行菌落ＰＣＲ鉴定。ＰＣＲ阳性克隆鉴定反应
体系：１０×Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ、ｔｅｍｐｌａｔｅ１μＬ、ｄＮＴＰｓ１．６μＬ、Ｐｒｉｍｅｒ
（＋）０．８μＬ、Ｐｒｉｍｅｒ（－）０．８μＬ、Ｔａｑ聚合酶 ０．１μＬ、ｄｄＨ２Ｏ
１３７μＬ。循环条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５５℃
复性３０ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ，进行 ３０个循环，最后 ７２℃聚合
１０ｍｉｎ。将阳性克隆送 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序。ＰＣＲ引物上游：
５′ＣＴＧＧＡＣＡＧＣＴＴＧＣＣＣＡＣＴＧＡＧ３′，下 游：５′ＣＧＴＣＧＣＣＧＴＣ
ＣＡＧＣＴＣＧＡＣＣＡＧ３′。

１．３　ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒包装和滴度测定
　　转染前１ｄ将２９３细胞接种在直径为１０ｃｍ的培养皿中，
控制细胞转染时的融合度为 ７０％ ～９０％。将测序正确的含
ＥＭＩＬＩＮ３基因的腺病毒质粒与辅助包装质粒（ｐＢＨＧｌｏｘΔＥ１，３
Ｃｒｅ，Ｍｉｃｒｏｂｉｘ公司）共转染２９３细胞７ｈ后换液，过夜培养后次
日换液，此后隔２ｄ换１次液，１０ｄ左右会出现病毒空斑，待细
胞病变后通过密度梯度离心法纯化，利用上海生物医学生物科

技有限公司腺病毒检测试剂盒 ＡｄＴｉｔｅｒＥＺ检测实验中包装的
腺病毒滴度。

１．４　ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒感染ｈＭＳＣｓ条件的优化
　　分别以１０、５０、１００３个感染梯度的感染复数（ＭＯＩ）值病毒
感染ｈＭＳＣｓ，４８ｈ后普通荧光显微镜观察感染效果，选择感染
效果最好的ＭＯＩ进行后续实验。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒感染 ｈＭＳＣｓ
后ＥＭＩＬＩＮ３蛋白的表达

　　将实验细胞分成３组：ｈＭＳＣｓ、ｈＭＳＣｓ＋对照腺病毒、ｈＭＳＣｓ＋
ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒组。收集前期复苏的 ｈＭＳＣｓ，配成１×１０５／ｍＬ
的细胞悬液，接种到６孔板，第２天以ＭＯＩ＝１００进行腺病毒感
染，７ｈ后换液。感染后４ｄ左右收集细胞进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测，用ＲＩＰＡｂｕｆｆｅｒ裂解后测定蛋白浓度，每泳道上样２０μｇ，混
合样品缓冲液５μＬ，１００℃加热５ｍｉｎ，１０％ ＳＤＳ凝胶电泳，半
干法转膜１２０ｍｉｎ，用ＴＢＳＴ（含５％胎牛血清）室温封闭１ｈ，兔
抗人一抗采用ＥＭＩＬＩＮ３抗体（１∶３００）４℃孵育过夜，山羊抗兔
二抗（１∶４００）３７℃孵育２ｈ，ＥＣＬ显影。

１．６　ＭＴＴ检测 ＥＭＩＮＬＩＮ３腺病毒感染前后 ｈＭＳＣｓ的
增殖状态

　　细胞分组同１．５。按１．５方法进行接种和细胞感染，２ｄ后
荧光显微镜下观察感染效率，选择感染效率在８０％左右的孔中
细胞接种到９６孔板进行ＭＴＴ实验。每组检测６个时间点：１、
２、３、４、５、６ｄ，每个时间点重复３次，将测得的Ｄ（４９０）值绘制成
生长曲线。

１．７　ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒感染前后 ｈＭＳＣｓ向软骨细胞诱
导分化情况

　　细胞分组同１．５。按１．５方法进行接种和细胞感染，２ｄ后
荧光显微镜下观察感染效率，待细胞融合率达到７０％后，加入含
有诱导剂（６．２５μｇ／ｍＬ胰岛素、１ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸钠、１×１０－７ｍｏｌ／Ｌ
地塞米松、１％ ＩＴＳ、１０ｎｇ／ｍＬｒｈＴＧＦβ３）的培养基进行诱导实
验，诱导９ｄ后收集细胞，用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测 ｈＭＳＣｓ中Ⅱ
型胶原（ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ）、聚集蛋白聚糖（Ａｇｇｒｅｃａｎ）、性别决定基因
９（ＳＯＸ９）的基因表达水平。引物序列信息见表１。
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表１　引物序列信息

基因名称 引物序列（５′→３′） 产物大小（ｂｐ）

Ａｇｇｒｅｃａｎ 正义链：ＡＧＧＣＴＡＴＧＡＧＣＡＧＴＧＴＧＡＡＣＧ １２８

反义链：ＧＣＡＣＧＣＣＡＴＡＧＧＴＣＣＴＧＡ

ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ 正义链：ＧＣＣＴＧＧＴＧＴＣＡＴＧＧＧＴＴＴ ７１

反义链：ＧＴＣＣＣＴＴＣＴＣＡＣＣＡＧＣＴＴＴＧ

ＳＯＸ９ 正义链：ＴＣＣＴＣＡＧＧＣＴＴＴＧＣＧＡＴＴＴ １７０

反义链：ＴＣＣＣＡＧＣＡＧＣＡＣＣＧＴＴＴＴ

βａｃｔｉｎ 正义链：ＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴ ２０２

反义链：ＧＧＣＧＧＣＡＣＣＡＣＣＡＴＧＴＡＣＣＣＴ

１．８　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件行ｔ检验。

２　结果

２．１　人ＥＭＩＬＩＮ３基因ＰＣＲ扩增
　　ＰＣＲ扩增 ＥＭＩＬＩＮ３基因 ＣＤＳ区片段，电泳回收获得
２３３６ｂｐ片段（图１），与预期结果相符。
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１：标准；２：ＥＭＩＬＩＮ３
图１　ＥＭＩＬＩＮ３基因ＣＤＳ区ＰＣＲ扩增结果

２．２　ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒表达质粒阳性克隆鉴定
　　ＰＣＲ鉴定阳性克隆得到的片段大小为２５０ｂｐ，与预期的理
论值相符（图２），ＰＣＲ鉴定的阳性克隆经测序验证后与设计序
列一致。
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１：阴性对照（ｄｄＨ２Ｏ）；２：空载组；３：ＤＮＡ标准（ＤＬ２０００）；４～１１：挑
取的８个转化子

图２　ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒质粒的ＰＣＲ鉴定

２．３　病毒滴度测定
　　利用腺病毒滴度测定试剂盒测得对照腺病毒的滴度是５×
１０１０ＩＦＵ／ｍＬ，ＥＭＩＬＩＮ３病毒的滴度是１．４×１０１１ＩＦＵ／ｍＬ。

２．４　腺病毒感染ｈＭＳＣｓ条件优化
　　以１０、５０、１００３个梯度的ＭＯＩ值病毒感染ｈＭＳＣｓ。荧光观察
发现实验构建的腺病毒在ＭＯＩ＝１００时，感染效果最好（图３）。

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒感染 ｈＭＳＣｓ
后ＥＭＩＬＩＮ３蛋白的表达

　　ｈＭＳＣｓ、ｈＭＳＣｓ＋对照腺病毒２组细胞检测不到 ＥＭＩＬＩＮ３
蛋白的表达，ｈＭＳＣｓ＋ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒组细胞在（９５～１３０）×
１０３处有阳性条带，其大小和ＥＭＩＬＩＮ３ＧＦＰＦｌａｇ融合蛋白（１１４×
１０３）吻合（图４）。
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Ａ、Ｄ：ＭＯＩ＝１０；Ｂ、Ｅ：ＭＯＩ＝５０；Ｃ、Ｆ：ＭＯＩ＝１００；Ａ～Ｃ：荧光视野；Ｄ～Ｆ：白光视野
图３　不同ＭＯＩ腺病毒感染ｈＭＳＣｓ效果　（荧光显微镜 ×２００）
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Ｍ：标准；１：ｈＭＳＣｓ组；２：ｈＭＳＣｓ＋对照腺病毒组；３：ｈＭＳＣｓ＋
ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒组
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒感染ｈＭＳＣｓ后ＥＭＩＬＩＮ３

蛋白的表达

２．６　ＭＴＴ实验检测ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒感染ｈＭＳＣｓ后细
胞增殖能力

　　ｈＭＳＣｓ＋对照腺病毒组细胞与 ｈＭＳＣｓ组细胞相比增殖能
力降低，但差异均没有统计学意义（Ｐ＞０．０５）；第 １、２天，
ｈＭＳＣｓ＋ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒组细胞与 ｈＭＳＣｓ＋对照腺病毒组细
胞、ｈＭＳＣｓ组细胞相比差异均没有统计学意义（Ｐ＞０．０５）。第
３～６天，ｈＭＳＣｓ＋ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒组细胞Ｄ（４９０）值与ｈＭＳＣｓ＋
对照腺病毒组细胞相比有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。第４～６天，
ｈＭＳＣｓ＋ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒组细胞Ｄ（４９０）值与 ｈＭＳＣｓ组细胞相
比有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。见图５。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ｈＭＳＣｓ＋对照腺病毒组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ｈＭＳＣｓ

组比较

图５　ＭＴＴ实验检测ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒感染ｈＭＳＣｓ后细胞增殖

能力的变化

２．７　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ｈＭＳＣｓ向软骨诱导后 Ｃｏｌｌａ
ｇｅｎⅡ、Ａｇｇｒｅｃａｎ、ＳＯＸ９ｍＲＮＡ的表达

　　经过前期成软骨诱导后，３组细胞均能检测到 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、
Ａｇｇｒｅｃａｎ、ＳＯＸ９ｍＲＮＡ的表达，说明诱导成功。ｈＭＳＣｓ＋
ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒组细胞中ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、Ａｇｇｒｅｃａｎ、ＳＯＸ９ｍＲＮＡ的
相对表达量与ｈＭＳＣｓ＋对照腺病毒组相比明显增加（ｔ＝１０９９，
Ｐ＜０．０１；ｔ＝１９．０９，Ｐ＜０．０１；ｔ＝５．０８，Ｐ＜０．０５）。ｈＭＳＣｓ＋

ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒组细胞中ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、Ａｇｇｒｅｃａｎ、ＳＯＸ９ｍＲＮＡ的
相对表达量与ｈＭＳＣｓ组相比也明显增加（ｔ＝２０．１１，Ｐ＜０．０１；
ｔ＝１６．７６，Ｐ＜０．０１；ｔ＝７．０３，Ｐ＜０．０５）。ｈＭＳＣｓ＋对照腺病毒
组与ｈＭＳＣｓ组相比有所增加，但没有明显的趋势（Ｐ＞０．０５）。
见图６。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与 ｈＭＳＣｓ＋对照腺病毒组比较；ｃ：Ｐ＜
００５，ｄ：Ｐ＜００１，与ｈＭＳＣｓ组比较
１：ｈＭＳＣｓ组；２：ｈＭＳＣｓ＋对照腺病毒组；３：ｈＭＳＣｓ＋ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒组
图６　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ｈＭＳＣｓ向软骨诱导后ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、

Ａｇｇｒｅｃａｎ、ＳＯＸ９ｍＲＮＡ的表达

３　讨论

　　近年来，由于ＭＳＣｓ具有多向分化潜能、来源丰富、
易获得、免疫原性低等优点而被广泛应用于软骨修复

研究。Ｐｌａｎｋａ等［１３－１４］在豚鼠中利用 ＭＳＣｓ有效地修
复了损伤软骨。ＭＳＣｓ向软骨细胞的分化高度依赖于
细胞存活的局部微环境，受其中存在的生长因子影响

明显。前期研究发现，ＰＤＧＦＢＢ、ＦＧＦ２可以促进
ＭＳＣｓ增殖，ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ３、ＩＧＦＩ等可诱导 ＭＳＣｓ向
软骨分化［６］，但是有些实验则发现上述部分因子无法

起到相应的作用。因此，需要继续优选能提高 ＭＳＣｓ
生长状态和成软骨定向分化的生长因子。

　　Ｄｏｉ等［１２］在小鼠胚胎中发现，ＥＭＩＬＩＮ３在软骨膜
和发育的骨骼周围高表达，但是在成熟的成骨细胞几

乎检测不到；在体外培养的 ｈＭＳＣｓ向软骨诱导过程
中，随着时间的延长 ＥＭＩＬＩＮ３表达增加。因此，推测
此基因在骨骼生成的过程中可能发挥着重要的作用。

本研究通过构建 ＥＭＩＬＩＮ３表达腺病毒，研究其对
ｈＭＳＣｓ增殖和向软骨诱导分化的影响。图２～４显示，
实验构建的ＥＭＩＬＩＮ３表达腺病毒表达正常，能够正常
感染 ｈＭＳＣｓ，绿色荧光蛋白表达正常，可以为后期
ＥＭＩＬＩＮ３基因功能的研究奠定良好的基础；ＥＭＩＬＩＮ３
在ｈＭＳＣｓ中不表达，或表达量很低，这与 Ｄｏｉ等［１２］在

体外培养的ｈＭＳＣｓ中的检测结果一致。
　　为探索ＥＭＩＬＩＮ３基因对ｈＭＳＣｓ生长状态的影响，

６５０１
第３５卷第１１期
２０１３年６月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１１
Ｊｕｎ．１５　２０１３



本研究采用ＭＴＴ实验检测ＥＭＩＬＩＮ３对 ｈＭＳＣｓ增殖的
影响。ＭＴＴ结果显示，ｈＭＳＣｓ＋对照腺病毒组细胞与
ｈＭＳＣｓ组细胞相比增殖能力降低，但差异均没有统计
学意义；ｈＭＳＣｓ＋ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒组细胞与 ｈＭＳＣｓ＋
对照腺病毒组细胞、ｈＭＳＣｓ组细胞相比增殖速度均有
升高。这说明ＥＭＩＬＩＮ３可以促进ｈＭＳＣｓ的增殖，有利
于改善ｈＭＳＣｓ的生长状态，但是其机制尚少见文献报
道。Ｍｏｎｇｉａｔ等［１５］研究发现，同家族的 ＥＭＩＬＩＮ２能够
增加人内皮细胞的增殖、存活和迁移能力，但腺病毒本

身对ｈＭＳＣｓ的增殖有一定的抑制作用，这可能与载体
本身的毒性和细胞本身的耐受有关。

　　Ｓｃｈｉａｖｉｎａｔｏ等［１６］在小鼠胚胎中利用原位杂交技

术也发现，ＥＭＩＬＩＮ３在软骨膜和发育的骨骼周围高表
达。本研究选取 ｈＭＳＣｓ向软骨分化的重要指标
Ａｇｇｒｅｃａｎ、ＳＯＸ９、ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ［１７］，通过 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检
测ＥＭＩＬＩＮ３对ｈＭＳＣｓ向软骨诱导分化后３个指标的
影响。图６显示，ｈＭＳＣｓ经诱导后 ｈＭＳＣｓ＋ＥＭＩＬＩＮ３
腺病毒组细胞中 Ａｇｇｒｅｃａｎ、Ｓｏｘ９、ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ表达均高
于ｈＭＳＣｓ＋对照腺病毒组和 ｈＭＳＣｓ组，且差异明显。
因此，可以推断ＥＭＩＬＩＮ３能够促进ｈＭＳＣｓ向软骨诱导
分化。Ｓｃｈｉａｖｉｎａｔｏ等［１６］在 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中发现
ＥＭＩＬＩＮ３能够抑制 ｐｒｏＴＧＦβ１、ｐｒｏＴＧＦβ２、ｐｒｏＴＧＦβ３
的活性，而成熟的 ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ２、ＴＧＦβ３能够诱导
ＭＳＣｓ向软骨分化。这似乎与ＥＭＩＬＩＮ３促进ｈＭＳＣｓ向
软骨诱导分化有一定的矛盾之处，但是据此并不能说

明ＥＭＩＬＩＮ３抑制ｐｒｏＴＧＦβ１、ｐｒｏＴＧＦβ２、ｐｒｏＴＧＦβ３的
活性便可以降低 ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ２、ＴＧＦβ３的蛋白活
性，还需要通过实验进一步的求证。

　　综上所述，本实验检测到 ＥＭＩＬＩＮ３腺病毒可以促
进ｈＭＳＣｓ增殖和向软骨细胞的诱导分化，为 ＥＭＩＬＩＮ３
作为候选的软骨修复生长因子提供了初步的实验依

据，但是ＥＭＩＬＩＮ３通过什么通路增强ｈＭＳＣｓ增殖以及
促进ｈＭＳＣｓ向软骨细胞的诱导分化机制尚不清楚，还
需要进一步研究。
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