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　　［摘要］　目的　体外构建及筛选人 Ｓｍｏｏｔｈｅｎｅｄ（ＳＭＯ）基因的慢病毒干扰载体，使用此载体下调人牙周膜干细胞
（ｈｕｍａｎｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＰＤＬＳＣｓ）中ＳＭＯ基因表达并检测其对细胞增殖与分化的影响。方法　 针对人ＳＭＯ
基因设计３条干扰序列，构建ＲＮＡ干扰慢病毒载体，在２９３ＦＴ细胞中包装病毒液并转染２９３Ａ细胞，通过实时荧光定量
ＰＣＲ检测干扰效率，得到具有最佳干扰效率的病毒后，转染ＰＤＬＳＣｓ，用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测其对ＰＤＬＳＣｓ中ＳＭＯ基因的干扰
效果及对细胞分化的影响，ＣＣＫ８法检测其对 ＰＤＬＳＣｓ增殖的影响。结果　成功构建 ３个 ＳＭＯ慢病毒干扰载体
（ｐＧＰＳＭＯ１、ｐＧＰＳＭＯ２、ｐＧＰＳＭＯ３），通过转染２９３Ａ细胞并进行实时荧光定量 ＰＣＲ检测后，得到 ｐＧＰＳＭＯ１具有最佳干
扰效率，转染后ＳＭＯｍＲＮＡ水平下降到对照的（２８．５±２．５）％。利用此病毒能够很好地转染体外培养的 ＰＤＬＳＣｓ，并使
ＰＤＬＳＣｓ中ＳＭＯ蛋白水平下降８０％。进一步检测细胞增殖发现，与未转染组比较，ＳＭＯ下调后ＰＤＬＳＣｓ增殖变慢［（１．０９±
０２０）ｖｓ（１．８６±０．２１），Ｐ＜００１］。同时也导致成骨分化标志物 Ｒｕｎｘ２的蛋白表达下调。结论　利用慢病毒介导的干
扰病毒载体成功干扰了ＰＤＬＳＣｓＳＭＯ基因的表达，ＳＭＯ基因的下调会导致ＰＤＬＳＣｓ增殖减慢，成骨分化能力减弱。
　　［关键词］　 Ｓｍｏｏｔｈｅｎｅｄ；ＲＮＡ干扰；慢病毒；人牙周膜干细胞
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　　人牙周膜干细胞（ｈｕｍａｎｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＰＤＬＳＣｓ）是正畸牙移动过程中骨改建过程的关
键细胞，如何调控其增殖与分化目前已成为口腔界研

究的重点。分泌型信号分子 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｈｈ）家族在哺
乳动物多器官的正常发育过程中起关键作用，考虑到

现阶段国内外研究中该信号通路与成骨分化的密切关

系［１］及其在牙胚发育调控中的作用［２］，本课题组前期

研究并证实了 Ｈｈ信号通路与应力作用下的 ＰＤＬＳＣｓ
骨向分化过程相关［３］，但调控机制尚不明了。Ｓｍｏｏｔｈ
ｅｎｅｄ（ＳＭＯ）是 Ｈｈ信号通路中的重要受体蛋白，负责
Ｈｈ的信号转导和靶基因的转录，从而激活该信号通
路［４］。本实验以 ＳＭＯ这一 Ｈｈ信号通路分子为作用
靶点，构建慢病毒干扰载体，并将其转染于体外培养的

ＰＤＬＳＣｓ中［５］，探索其对 ＳＭＯ表达水平及细胞增殖分
化的影响，旨在为进一步研究ＳＭＯ基因的功能及靶向
调控ＰＤＬＳＣｓ应力作用下的成骨分化奠定实验基础。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
　　细胞培养基 αＭＥＭ、ＤＭＥＭ及胎牛血清、２９３Ａ细胞株、
２９３ＦＴ细胞株均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；慢病毒载体ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ购
自Ｓｙｓｔｅｍｂｉｏ公司；限制性内切酶 ＢｇｌⅡ、ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ，ＰＣＲ
试剂购自ＴａＫａＲａ公司；质粒提取试剂盒及胶回收试剂盒购自
Ｏｍｅｇａ公司；ＳＭＯ（ｓｃ６３６６）和Ｒｕｎｘ２（ｓｃ１０１１４５）抗体购自Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ。

１．２　人ＳＭＯ基因干扰序列的确定及慢病毒干扰载体
的构建

　　检索ＧｅｎＢａｎｋ，获取人 ＳＭＯ基因（ＮＭ＿００５６３１），按照在线
设计工具（ｈｔｔｐ：／／ｒｎａｉｄｅｓｉｇｎｅｒ．ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ．ｃｏｍ／ｒｎａｉｅｘｐｒｅｓｓ／）提供
的算法设计 ３条干扰序列，５′ＧＣＧＴＣＡＴＣＡＴＣＴＴＴＧＴＣＡＴＣＧ
ＣＧＡＡＣＧＡＴＧＡＣＡＡＡＧＡＴＧＡＴＧＡＣＧＣ３′，５′ＧＧＧＡＣＴＣＴＧＴＧＡＧ
ＴＧＧＧＡＴＴＴＣＧＡＡＡＡＡＴＣＣＣＡＣＴＣＡＣＡＧＡＧＴＣＣＣ３′，５′ＧＣＴＧＣＣ
ＡＣＴＴＣＴＡＣＧＡＣＴＴＣＴＣＧＡＡＡＧＡＡＧＴＣＧＴＡＧＡＡＧＴＧＧＣＡＧＣ３′，其
针对的基因靶点分别为 ５′ＧＣＧＴＣＡＴＣＡＴＣＴＴＴＧＴＣＡＴＣＧ３′
（１２２１～１２４１）；５′ＧＧＧＡＣＴＣＴＧＴＧＡＧＴＧＧＧＡＴＴＴ３′（１４２８～
１４４８）；５′ＧＣＴＧＣＣＡＣＴＴＣＴＡＣＧＡＣＴＴＣＴ３′（１６８３～１７０３）。将
合成的寡聚核苷酸退火后连入ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ酶切后的载体
ｐＧｒｅｅｎＰｕｒｏ，得到的干扰病毒载体命名为ｐＧＰＳＭＯ１、ｐＧＰＳＭＯ２、
ｐＧＰＳＭＯ３。所有构建质粒通过ＤＮＡ测序验证（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）。

１．３　慢病毒制备及病毒滴度测定
　　采用磷酸钙转染法进行慢病毒制备［６］。在１０ｃｍ培养皿
内铺入３×１０６２９３ＦＴ细胞，第２天当细胞达到７０％融合度时进
行转染。转染前在培养皿中加入氯喹至终浓度２５μｍｏｌ／Ｌ。转
染体系如下：干扰载体２０μｇ、ｐＭＤ２．Ｇ５μｇ、ｐＳＰＡＸ２１５μｇ加
入灭菌水中至总体积２６３μＬ，然后加入２ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２３７μＬ，
混匀，最后再加入３００μＬ２×ＨＢＳ，边滴加边振荡，滴加完毕后，
迅速将混合物加入到细胞培养皿中，轻轻摇晃混匀，７～１１ｈ后
换新鲜培养基，４８ｈ后收集病毒上清（５００×ｇ离心１０ｍｉｎ），用

０４５μｍ滤器过滤分装，置于－７０℃保存。病毒滴度测定采用
流式检测法进行检测，将２９３Ａ细胞按２．５×１０４／孔的密度铺入
１２孔板中，２４ｈ后加入不同体积的病毒液，转染７２ｈ后，收集
细胞，通过流式检测转染百分比，计算出原始病毒液的滴度。

１．４　干扰效率鉴定
　　２９３Ａ细胞按２×１０４／孔铺入１２孔板中，２４ｈ后，加入对照
病毒和３种干扰病毒（ＭＯＩ＝５）。２４ｈ后，将上清换为新鲜
ＤＭＥＭ培养基继续培养２４ｈ，然后加入终浓度３μｇ／ｍＬ的嘌呤
霉素继续培养，细胞生长到约８０％后，将其传入６孔板中，继续
培养至融合度约９０％，收集细胞，通过实时荧光定量 ＰＣＲ检测
ＳＭＯ基因的表达，确定干扰效率。培养４８ｈ后用荧光显微镜
观察干扰效果。

１．５　实时荧光定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　总ＲＮＡ使用 ＲＮＡｉｓｏ试剂提取，ｃＤＮＡ反转录使用 Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ（ＴａＫａＲａ）进行，ＳＭＯ引物为：上游 ５′
ＧＣＡＡＧＣＴＣＧＴＧＣＴＣＴＧＧＴ３′；下游５′ＧＧＣＡＴＧＴＡＴＡＣＧＧＣＡＣＡ
ＣＡＧ３′；内参βａｃｔｉｎ引物为：上游５′ＧＧＣＡＴＧＴＡＴＡＣＧＧＣＡＣＡ
ＣＡＧ３′；下游５′ＧＧＣＡＴＧＴＡＴＡＣＧＧＣＡＣＡＣＡＧ３′。实时荧光定
量ＰＣＲ使用ＳＹＢＧｒｅｅｎ法在 Ａｎｇｉｌｅｎｔ仪器上完成，所用试剂为
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＤｉｍｅｒＥｒａｓｅｒＴＭ（ＴａＫａＲａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ使用标准
方法进行，内参为ＧＡＰＤＨ。
１．６　ＰＤＬＳＣｓ的分离培养、鉴定及转染
　　取１２～２４岁因正畸需要或阻生而拔除的牙体、牙周均健
康的新鲜牙齿，用含１％双抗的ＰＢＳ反复冲洗，刮取牙根中１／３
的牙周膜，采用酶消化组织块法联合培养，４８ｈ后首次换液，后
每３天换液，长至 ８０％时传代，经流式细胞分选［７］而获得第

３代ＰＤＬＳＣｓ，通过流式细胞术表型分析：收集第４代ＰＤＬＳＣｓ加
入ＰＢＳ置悬，调整密度为５×１０６／ｍＬ，各取１００μＬ加入４支ＥＰ
管，分别加入小鼠抗人ＳＴＲＯ１、小鼠抗人ＣＤ１４６及同型对照单
抗，经流式细胞仪检测干细胞表面标志物 ＳＴＲＯ１、ＣＤ１４６的表
达。成骨、成脂诱导分化：收集第４代 ＰＤＬＳＣｓ置悬并计数，以
２×１０４／孔种于孔底预置无菌玻片的 ２４孔板内，细胞融合达
９０％以上时分别更换成骨、成脂诱导液，按说明书诱导培养，
３周后结束诱导，茜素红、油红 Ｏ染色观察。鉴定后进行后续
转染：ＰＤＬＳＣｓ按２×１０４／孔铺于２４孔板中，２４ｈ后加入对照病
毒以及干扰病毒（ＭＯＩ＝１０），２４ｈ后弃去孔内培养基，加入新
鲜的αＭＥＭ培养基５００μＬ。待细胞生长至约８０％融合度时
将细胞消化并转入６孔板中。２４ｈ后，吸取孔内培养基，换为
含有２μｇ／ｍＬ嘌呤霉素的αＭＥＭ培养基继续培养。待细胞长
满后，消化并收集细胞，用于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。
１．７　细胞增殖检测
　　分别将消化培养的未转染细胞、转染对照病毒细胞和转染
干扰病毒的细胞按１０３／孔铺入９６孔板中，２４ｈ后，加入１０μＬ
ＣＣＫ８试剂，孵育１ｈ后，使用酶标仪检测４５０ｎｍ光密度值，确
定细胞的增殖情况。

１．８　细胞分化检测
　　收集未转染和转染干扰病毒的ＰＤＬＳＣｓ，提取总蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测成骨分化标志物 Ｒｕｎｘ２的表达水平。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ按
标准方法进行。

１．９　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件行ｔ检验。

４３１１
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



２　结果

２．１　干扰病毒载体构建
　　干扰序列连接到载体中后，通过ＢｇｌⅡ酶切鉴定，电泳结果
显示载体的构建正确（图１），进一步通过 ＤＮＡ测序，证明连入
序列完全正确，未发生任何突变，干扰病毒载体可以用于后继

实验。
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１：标准；２、３：ｐＧＰＳＭＯ１的２个克隆；４、５：ｐＧＰＳＭＯ２的２个克隆；
６、７：ｐＧＰＳＭＯ３的２个克隆

图１　干扰病毒载体构建

２．２　干扰效率鉴定
　　培养４８ｈ后，荧光显微镜下观察到慢病毒能够很好地转染
２９３Ａ细胞（图２），３条序列都显示出一定的干扰效果。实时荧
光定量ＰＣＲ检测结果显示，ｐＧＰＳＭＯ１组具有最佳干扰效率，
ＳＭＯｍＲＮＡ水平为对照组的（２８．５±２．５）％；ｐＧＰＳＭＯ２组
ＳＭＯｍＲＮＡ水平为对照组的（５４．５±１３．５）％；ｐＧＰＳＭＯ３组的
ＳＭＯｍＲＮＡ水平为对照组的（５９．０±８．０）％。因此选取
ｐＧＰＳＭＯ１用于ＰＤＬＳＣｓ中ＳＭＯ的干扰实验。
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Ａ：对照组；Ｂ：ｐＧＰＳＭＯ１组；Ｃ：ｐＧＰＳＭＯ２组；Ｄ：ｐＧＰＳＭＯ３组
图２　对照病毒和干扰病毒转染２９３Ａ细胞后培养４８ｈ荧光观察

（荧光显微镜 ×１００）

２．３　ＰＤＬＳＣｓ的鉴定
　　流式细胞仪检测结果显示：表面抗原 ＳＴＲＯ１单标阳性率
为８３．３％，单标 ＣＤ１４６阳性率为８９．９％，ＳＴＲＯ１和 ＣＤ１４６双
标阳性率为８７．０％，证明所得ＰＤＬＳＣｓ高表达间充质干细胞早
期标志物。

　　成骨、成脂诱导显示：成骨诱导３周后可见矿化结节，茜素

红染色阳性；成脂诱导３周后可见脂滴形成，油红Ｏ染色阳性。
见图３。
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Ａ：茜素红染色；Ｂ：油红Ｏ染色
图３　成骨、成脂诱导分化鉴定　（×２００）

２．４　ＰＤＬＳＣｓ中ＳＭＯ基因干扰
　　按ＭＯＩ＝１０转染培养的 ＰＤＬＳＣｓ，４８ｈ后荧光显微镜观察
可见有较高的转染效率以及较强的荧光表达（图４），证明慢病
毒可以有效地转染 ＰＤＬＳＣｓ。进一步收集细胞检测 ＳＭＯ的蛋
白表达，显示慢病毒干扰载体能够在蛋白水平有效下调目的基

因的表达（图５），表达量降低８０％［（ｐＧＰＳＭＯ１组灰度值（０２２±
００４）ｖｓ对照组灰度值（１．１５±０．１３），Ｐ＜０．０１］，证明成功构
建了能够在ＰＤＬＳＣｓ中下调ＳＭＯ基因表达的病毒。
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Ａ、Ｂ：对照组；Ｃ、Ｄ：ｐＧＰＳＭＯ１组；Ａ、Ｃ：光镜；Ｂ、Ｄ：荧光显微镜
图４　对照病毒和干扰病毒转染ＰＤＬＳＣｓ后培养４８ｈ观察　（×１００）
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１：对照组；２：ｐＧＰＳＭＯ１组
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染干扰病毒后ＰＤＬＳＣｓ中ＳＭＯ

蛋白的表达

２．５　ＳＭＯ基因下调抑制ＰＤＬＳＣｓ增殖
　　ＣＣＫ８法检测结果显示，ｐＧＰＳＭＯ１组的增殖与未转染组
和对照病毒组相比明显下降［（１．０９±０．２０）ｖｓ（１８３±０１３），
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Ｐ＜０．０１；（１．０９±０．２０）ｖｓ（１．８６±０．２１），Ｐ＜０．０１］，而对照
病毒组与未转染组间无明显差别（Ｐ＝０．８１），说明ＳＭＯ基因的
下调影响了ＰＤＬＳＣｓ的增殖，导致ＰＤＬＳＣｓ增殖变慢。
２．６　ＳＭＯ基因下调抑制ＰＤＬＳＣｓ向成骨细胞分化
　　使用干扰病毒转染ＰＤＬＳＣｓ后，收集细胞用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测ＲＵＮＸ２基因的变化，发现干扰ＳＭＯ基因后，Ｒｕｎｘ２的表达也
显著降低［灰度值（０．２７±０．０３）ｖｓ（０．６１±０．０８），Ｐ＜００１］，说
明ＳＭＯ基因的下调也抑制了ＰＤＬＳＣｓ向成骨细胞的分化。见图６。
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１：对照组；２：ｐＧＰＳＭＯ１组
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＤＬＳＣｓ中Ｒｕｎｘ２及ＳＭＯ蛋白的表达

３　讨论

　　Ｈｈ信号通路在胚胎发育过程中对多种组织和器
官的形成有着重要的影响，而近年来在骨形成中的作

用受到广泛关注［８］。Ｈｈ蛋白在哺乳动物中有３种同
源体：Ｓｏｎｉｃｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｓｈｈ）、Ｉｎｄｉｎｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｉｈｈ）、
Ｄｅｓｅｒｔｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｄｈｈ）。其中 Ｓｈｈ和 Ｉｈｈ与骨的形成
密切相关，既调控软骨祖细胞的定型、增殖与分化，也

可通过直接作用于成骨细胞和有成骨潜力的间充质干

细胞诱导其向成骨细胞分化，进而影响正常骨组织的

形成［９］。Ｒｕｎｘ２是与骨分化密切相关的重要转录因
子，在骨形成的各个阶段均发挥作用。有研究发现小

鼠模型中敲除Ｒｕｎｘ２后没有了膜内成骨与软骨骨化，
因此，相对于骨分化和成熟相关的蛋白碱性磷酸酶，

Ｒｕｎｘ２在成骨细胞分化的初始阶段更为重要［１０］，说明

其表达水平的改变可反映一定的成骨分化趋势。本课

题组前期研究证实 Ｈｈ信号通路参与了 ＰＤＬＳＣｓ的成
骨分化过程，但这一信号是如何调控的目前尚未了解。

　　Ｈｈ通路中，配体蛋白Ｈｈ与受体 ＰＴＣＨＥＤ竞争性
结合从而将受体 ＳＭＯ释放，被释放的 ＳＭＯ可通过磷
酸化激活下游信号分子，其中核转录因子ＧＬＩ１的激活
被认为是Ｈｈ信号通路活化的重要标志［１１］，因此，ＳＭＯ
蛋白是 Ｈｈ信号通路中最重要的信息转换器，激活
ＳＭＯ即可导致Ｈｈ靶基因的活化。
　　本实验选用慢病毒作为载体，是因为其能够感染
分裂期细胞的同时还可感染非分裂期细胞，同时相对

于普通真核表达载体而言，构建的载体包装成成熟的

病毒颗粒感染靶细胞后，很容易整合入细胞基因组并

能长期稳定表达目的基因，干扰效率随着细胞的分裂

不会丢失，便于以后进一步研究。本实验通过构建

３个人 ＳＭＯ基因慢病毒干扰载体 ，经 ＰＣＲ鉴定及
ＤＮＡ测序 ，证实载体构建成功，并获得了较高的病毒
滴度。应用定量 ＰＣＲ对 ＳＭＯ基因表达检测结果显
示，ｐＧＰＳＭＯ１使 ＳＭＯｍＲＮＡ水平下降了（２８．５±
２５）％，同时将其转染于体外培养的 ＰＤＬＳＣｓ，经荧光
显微镜观察及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，转染后 ＰＤＬＳＣｓ中
ＳＭＯ基因表达水平显著下调，为进一步研究 ＳＭＯ对
ＰＤＬＳＣｓ的成骨分化作用及其分子机制奠定了良好的
实验基础。

　　鉴于ＰＤＬＳＣｓ成骨分化的复杂性，可能有多种信
号通路及众多的信号分子参与，通过 ＲＮＡｉ来抑制
ＳＭＯ基因表达能否特异性调控 ＰＤＬＳＣｓ的骨向分化；
能否证明Ｈｈ对 ＰＤＬＳＣｓ成骨分化的重要性；对 Ｗｎｔ、
ＢＭＰ等相关成骨信号通路及Ｈｈ信号通路中其他信号
分子会产生怎样的影响，这些都有待进一步研究。
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