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Ｐａｘ６基因在小鼠骨髓间充质干细胞中的过表达
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［摘　要］　目的　体外研究Ｐａｘ６基因在小鼠骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）中的表达情况。方法　利用全骨髓贴壁法体外分离
培养小鼠ＢＭＳＣｓ，将包装成功的Ｐａｘ６慢病毒表达颗粒感染ＢＭＳＣｓ，经Ｇ４１８梯度及荧光蛋白双筛选后，使用细胞免疫荧光染色、蛋
白印迹技术及反转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）技术检测Ｐａｘ６的表达情况，流式细胞术检测 Ｐａｘ６／ＢＭＳＣｓ阳性细胞的比例。结果　Ｐａｘ６成功
在ＢＭＳＣｓ内过表达，流式结果显示Ｐａｘ６阳性率超过９０％。结论　建立Ｐａｘ６稳定表达的细胞株Ｐａｘ６／ＢＭＳＣｓ可为下一步其在眼表
组织工程方面的研究奠定基础。
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　　角膜位于眼球壁的最前方，内外环境因素均可导
致角膜疾病，并严重影响视力和外观。角膜缘干细胞

（ｌｉｍｂａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＬＳＣｓ）位于角膜上皮基底层，能够维
持角膜上皮正常生理功能。多项研究表明，ＬＳＣｓ可用
于眼表疾病的临床治疗［１３］，但因来源缺乏，其研究和

应用受限［４５］。骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓ
ｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）是来源于中胚层的具有多
向分化潜能的一种成体干细胞［６］。ＢＭＳＣｓ具有取材
方便、易于分离培养扩增、低免疫原性的特点，目前广

泛应用于组织损伤修复和疾病治疗，并且无致瘤性，是

再生医学最具潜力的种子细胞之一［７８］。

人配对盒基因６（ｐａｉｒｅｄｂｏｘｇｅｎｅ，Ｐａｘ６）是脊椎动
物Ｐａｘ家族成员之一，对于眼球的形成控制起着非常
重要的作用。研究表明，Ｐａｘ６基因不仅与虹膜发育有
关，同时与角膜及神经视网膜的形成也密切相关［９］。

有文献报道了干细胞治疗角膜疾病的突破性成果，提

出Ｐａｘ６是调控ＬＳＣｓ分化的关键因子之一，且 ｐ６３协
同Ｐａｘ６促进了ＬＳＣｓ定向分化［１０］。迄今为止，ＢＭＳＣｓ
在角膜方面的研究多集中在角膜上皮细胞。然而，角

膜上皮细胞的增殖分化潜能限制了其在眼表修复中的

应用。因此，结合国内外研究进展，本研究拟利用分子

生物学技术在小鼠 ＢＭＳＣｓ中过表达 Ｐａｘ６基因，建立
Ｐａｘ６／ＢＭＳＣｓ稳定细胞株，以期为细胞定向分化提供充
足的种子细胞来源并奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
健康清洁级Ｃ５７ＢＬ／６小鼠１０只，体质量１８～２０ｇ，

周龄７～８周，由贵州医科大学实验动物中心提供［动物
合格证号：ＳＹＸＫ（黔）２０１８００１］。ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、
胎牛血清购自Ｇｉｂｃｏ公司；小鼠抗大鼠ＣＤ４５ＰＥ、ＣＤ２９
ＦＩＴＣ和ＣＤ３４直标单克隆抗体购自ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ；兔
抗Ｐａｘ６多克隆抗体（稀释浓度１∶２００）和Ｃｙ３荧光山羊
抗兔二抗（稀释浓度１∶３００）购自碧云天公司；ＡＰＣ荧光
山羊抗兔二抗（稀释浓度１∶１００）购自Ａｂｃａｍ。载体ＬＶ
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ＥＦ１ａＰａｘ６ＡｃＧＦＰ１ＣＭＶＮｅｏＷＰＲＥ及病毒包装由武汉
枢密脑科学技术有限公司提供技术支持。Ｐａｘ６引物由
上海生工设计合成。上游引物：５′ＡＴＣＡＧＡＧＴＣＧＡＣＡＴ
ＧＣＡＧＡＡＣＡＧＴＣＡＣＡＧＣＧＧＡＧ３′，下游引物：５′ＡＴＣＴ
ＧＡＧＧＡＴＣＣＴＴＡＣＴＧＴＡＡＴＣＧＡＧＧＣＣＡＧＴＡＣＴＧ３′。
１．２　方法
１．２．１　小鼠ＢＭＳＣｓ分离与培养　　颈椎脱臼处理小
鼠，７５％酒精浸泡５ｍｉｎ，无菌条件下分离取下胫骨、股
骨，去除肌肉及软组织，暴露骨髓腔，ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基
冲洗骨髓腔至发白，收集冲洗液。１０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ收集细胞，弃上清，以４×１０５／ｃｍ２接种于ＤＭＥＭ／
Ｆ１２完成培养液（含１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００Ｕ／ｍＬ链霉
素、１２％胎牛血清）的培养瓶中，置于３７℃、５％ＣＯ２培养
箱培养。４８ｈ后半换液，去除不贴壁细胞，以后每３ｄ
换液。待细胞融合８０％～９０％，弃培养基，ＰＢＳ洗２遍
后０．２５％胰蛋白酶消化３ｍｉｎ，用完全培养液终止消化，
１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，完全培养液重悬后以１∶２传代
培养。

１．２．２　小鼠 ＢＭＳＣｓ的表面分子鉴定　　每日用倒置
显微镜观察细胞的形态及生长情况。Ｐ３代细胞融合
９０％后以 ０．２５％胰蛋白酶对细胞进行正常消化，
１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃上清，ＰＢＳ溶液重悬，轻轻吹
打成单细胞悬液，细胞计数，调整细胞数，取９５μＬ细胞
悬液（１×１０６个细胞）至１．５ｍＬＥＰＰ管中，分别加入小
鼠抗大鼠ＣＤ４５ＰＥ、ＣＤ２９ＦＩＴＣ和ＣＤ３４直标单克隆抗
体及其同型对照各５μＬ，充分混匀后４℃避光孵育过
夜，测试前１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后，弃上清，ＰＢＳ洗涤
１次，补足溶液体积５００μＬ，混匀，２００目滤网过滤，流式
细胞仪检测。

１．２．３　小鼠 ＢＭＳＣｓ的成骨诱导分化鉴定　　取 Ｐ３
代细胞，以１×１０５个／孔接种于 ６孔板上，正常培养
１ｄ后，诱导组加入成骨诱导培养液进行诱导分化，对
照组加入等量ＢＭＳＣｓ完全培养液，每３ｄ换液１次，成
骨诱导２１ｄ后进行茜素红染色。
１．２．４　Ｇ４１８对 ＢＭＳＣｓ的毒性实验　　收集对数生

长期的第３代ＢＭＳＣｓ，以２×１０５个／孔的密度种植于
２４孔板，２４ｈ后加入不同浓度梯度（０、５０、１００、２００、
３００、４００、６００、８００μｇ／ｍＬ）的 Ｇ４１８筛选，每４ｄ换液
１次，逐日观察细胞死亡情况；１４ｄ后去掉培养基，观
察残留细胞数目，以细胞全部死亡的最低 Ｇ４１８浓度
为最佳筛选浓度。

１．２．５　Ｐａｘ６慢病毒感染ＢＭＳＣｓ及鉴定　　选取对数
生长期的第３代ＢＭＳＣｓ，病毒原液用 ＰＢＳ稀释１０倍，
均匀 感 染 细 胞，空 载 体 病 毒 作 对 照。用 含 有

２００μｇ／ｍＬＧ４１８（上一步实验结果）进行筛选７ｄ后，
将细胞传至９６孔板继续筛选２１ｄ，倒置荧光显微镜下
挑选荧光强度较亮的细胞进行扩增，１００μｇ／ｍＬＧ４１８
维持培养。通过细胞免疫荧光染色及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技
术检测Ｐａｘ６蛋白的表达情况。
１．２．６　Ｐａｘ６阳性细胞检测　　收集筛选过的 Ｐａｘ６／
ＢＭＳＣｓ，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，０．０１％甲醛／ＰＢＳ固定
１５ｍｉｎ，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗２遍，ＴｒｉｏｎＸ１００
破膜 １５ｍｉｎ，２％ＢＳＡ重悬细胞，调整细胞量约
１０６个／管，加入兔多克隆 Ｐａｘ６一抗，混匀，冰上孵育
４５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗２遍，去掉一抗，２％ＢＳＡ１００μＬ重悬后，
加入ＡＰＣ山羊抗兔荧光二抗避光冰上孵育３０ｍｉｎ，去除
二抗，ＰＢＳ重悬，混匀后上机检测。

２　结果

２．１　小鼠ＢＭＳＣｓ体外培养的形态学观察及鉴定
采用全骨髓贴壁法成功分离培养出了 ＢＭＳＣｓ。

原代细胞刚接种时呈圆形漂浮于培养基中，２４～４８ｈ
贴壁，贴壁细胞呈不规则形；１周左右细胞呈集落样生
长，形态逐渐变为长梭形（图１ａ）。传代培养：Ｐ１代细
胞４～５ｄ后长满８０％ ～９０％，呈成纤维细胞样生长，
杂细胞数量较多（图１ｂ）；而 Ｐ３代细胞处于生长旺盛
时期，细胞呈梭形或多角形，胞浆丰富，胞核明显，呈典

型漩涡状生长（图１ｃ）。ＢＭＳＣ成骨诱导液诱导２１ｄ后
茜素红染色鉴定。茜素红染色可见大量橘红色矿化结

节，表明细胞可向成骨细胞方向分化（图１ｄ）。

ａ：Ｐ０原代培养３ｄ；ｂ：传代培养Ｐ１代细胞；ｃ：传代培养Ｐ３代细胞；ｄ：成骨诱导２１ｄ茜素红染色
图１　小鼠ＢＭＳＣｓ培养光镜图（×２００）

８６７ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１９，２８（１０）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



２．２　小鼠ＢＭＳＣｓ表面分子的表达
流式细胞仪检测原代分离纯化所得的 Ｐ３代细胞

表面抗原，结果显示：细胞表达９２．６％ＣＤ２９，阴性表达
ＣＤ３４和ＣＤ４５，表达率为４％左右（图２）。
２．３　免疫荧光染色检测Ｐａｘ６在ＢＭＳＣｓ的表达

经Ｇ４１８筛选后收集细胞株，免疫荧光染色显示：

２组细胞胞质内均见ＧＦＰ绿色荧光蛋白的表达，Ｐａｘ６／
ＢＭＳＣｓ组可见 Ｐａｘ６表达，阳性产物表达于细胞核，红
色荧光，而对照组未见红色荧光出现（图３）。
２．４　ＲＴＰＣＲ检测Ｐａｘ６在ＢＭＳＣｓ的表达

Ｐａｘ６／ＢＭＳＣｓ组可见明显 Ｐａｘ６条带，大小约
１２６９ｂｐ，而对照组细胞株未见到Ｐａｘ６条带（图４）。

ａ：ＣＤ２９；ｂ：ＣＤ３４；ｃ：ＣＤ４５
图２　小鼠ＢＭＳＣｓ流式细胞术表面分子检测图

ａ、ｂ、ｃ：Ｐａｘ６／ＢＭＳＣｓ细胞株；ｄ、ｅ、ｆ：对照组细胞株
图３　免疫荧光检测Ｐａｘ６／ＢＭＳＣｓ细胞株中Ｐａｘ６的表达（×４００）

１：Ｐａｘ６／ＢＭＳＣｓ细胞株ＰＣＲ扩增产物；２：对照组细胞株ＰＣＲ扩
增产物；Ｍ：ｍａｒｋｅｒＤ２０００，从上至下条带大小分别是２０００ｂｐ、
１０００ｂｐ、７５０ｂｐ、５００ｂｐ、２５０ｂｐ

图４　Ｐａｘ６／ＢＭＳＣｓ细胞株中Ｐａｘ６基因的表达

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｐａｘ６在ＢＭＳＣｓ的表达
分别收集 Ｐａｘ６／ＢＭＳＣｓ组和对照组的蛋白，检测

ＢＭＳＣｓ内 Ｐａｘ６蛋白表达情况，Ｐａｘ６／ＢＭＳＣｓ组可在
４７ｋＤａ处见到明显的 Ｐａｘ６条带，对照组未见 Ｐａｘ６蛋
白条带（图５）。

１：对照组细胞株蛋白；２：Ｐａｘ６／ＢＭＳＣｓ细胞株蛋白
图５　Ｐａｘ６／ＢＭＳＣｓ细胞株中Ｐａｘ６基因的表达
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２．６　Ｐａｘ６／ＢＭＳＣｓ细胞株阳性细胞率检测
流式细胞仪检测 Ｇ４１８筛选后的 Ｐａｘ６／ＢＭＳＣｓ细

胞株Ｐａｘ６阳性率，结果显示：ＧＦＰ和 Ｐａｘ６阳性率可达
９０％左右（图６）。

ａ：圈门；ｂ：ＧＦＰ；ｃ：Ｐａｘ６
图６　流式细胞术分析Ｐａｘ６／ＢＭＳＣｓ细胞株中Ｐａｘ６的阳性率

３　讨论

近年来随着组织工程技术的发展，干细胞在角膜

损伤修复方面的研究不断深入。ＢＭＳＣｓ是位于骨髓
基质中的一种成体干细胞，可广泛存在于体内各组织

中，特别是在骨髓中含量较高。关于 ＢＭＳＣｓ的鉴定目
前主要有：①细胞成纤维样细胞形态，黏附贴壁生长；
②不表达造血表面标志 ＣＤ１４、ＣＤ３４、ＣＤ４５，缺乏共刺
激分子 ＣＤ４０、ＣＤ８０，表达 ＣＤ１０６、ＣＤ２９和 ＣＤ９０
等［１１］；③能诱导分化成为各种不同的细胞类型，包括
成骨细胞、脂肪细胞以及软骨细胞［１２］。鉴于 ＢＭＳＣｓ
的以上特性，本实验采用全骨髓贴壁法分离培养小鼠

ＢＭＳＣｓ，原代培养１周后可见大量密集分布梭形、多角
形的贴壁细胞，连续传代培养细胞形态不发生明显变

化，纯度提高，经流式细胞术检测Ｐ３代细胞显示，ＢＭ
ＳＣｓ高表达ＣＤ２９，阴性表达 ＣＤ４５和 ＣＤ３４，且体外能
诱导向成骨方向分化，与文献报道一致［１３］。

稳定细胞株建立的基本原理是将外源 ＤＮＡ克隆
到具有某种抗性的载体上，载体被转染到宿主细胞并

整合到宿主染色体中，用载体中所含的抗性标志进行

筛选。Ｇ４１８是稳定转染最常用的抗性筛选试剂之一，
能够通过干扰核糖体的功能阻断细胞的蛋白合成［１４］。

当转染的载体中携带的抗Ｇ４１８的抗性基因表达时，细
胞获得对Ｇ４１８抗性而不死亡，从而区别基因转染是否
成功［１５］。由于不同真核细胞对Ｇ４１８敏感度不同，所以
在筛选细胞株之前，本研究首先检测Ｇ４１８对ＢＭＳＣｓ的
毒性作用，设置０～８００μｇ／ｍＬ等８个级别的 Ｇ４１８浓
度，连续培养１４ｄ后，最终确定出２００μｇ／ｍＬ是细胞全
部死亡的最低浓度。因此，在进行Ｐａｘ６／ＢＭＳＣｓ细胞株
筛选时选用 ２００μｇ／ｍＬ，维持筛选浓度的一半即
１００μｇ／ｍＬ，筛选１～２代后可得到稳定细胞株。为确定
细胞株的准确性，本研究采用免疫荧光染色检测细胞

内Ｐａｘ６及ＧＦＰ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞株内Ｐａｘ６

蛋白表达，ＲＴＰＣＲ检测细胞株内 Ｐａｘ６ｍＲＮＡ表达情
况。以上结果均表明Ｐａｘ６成功转染入 ＢＭＳＣｓ并成功
表达。

ＢＭＳＣｓ可诱导分化为上皮细胞，并对眼表损伤修
复具有一定的治疗作用［１６１７］。细胞的增殖分化在分

子水平受多种基因的精确调节，任何特定细胞发育形

成，都是细胞内部因素和外部微环境共同作用的结果。

在组织发育中，Ｐａｘ６能与多种因子结合，直接或间接
地调控多种其他转录因子、蛋白、激素等靶标，从而调

节多种生命活动的进行，广泛参与细胞增殖迁移分化

和黏附等生命活动。

综上所述，本实验成功地将外源基因 Ｐａｘ６导入
ＢＭＳＣｓ中，并通过荧光和抗性双筛成功建立Ｐａｘ６／ＢＭ
ＳＣｓ，为下一步 Ｐａｘ６／ＢＭＳＣｓ定向分化为 ＬＳＣｓ样细胞
及探讨可能的分子作用机制提供了细胞来源，更为干

细胞来源的ＬＳＣｓ移植治疗角膜疾病奠定了基础。
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ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．０４Ｅ０１９０５０ ·基础研究·

甘草酸对切口愈合模型大鼠促进切口愈合及防止瘢痕形成效果的研究

陈志勇，李栋梁，余雪丰，刘姗姗，吴　萍，黄洁清　（涪陵中心医院烧伤整形科，重庆 ４０８０９９）

［摘　要］　目的　研究甘草酸促进胶原合成对切口愈合模型大鼠瘢痕形成及切口愈合的效果。方法　选择５０只 ＳＤ健康大
鼠，随机分为空白对照组、模型组、低剂量组、中剂量组和高剂量组，每组１０只。模型组、低剂量组、中剂量组、高剂量组均建立切口
愈合模型，３０ｍｉｎ后对低剂量组、中剂量组、高剂量组大鼠分别静脉注射１０ｍｇ／ｋｇ、１５ｍｇ／ｋｇ、３０ｍｇ／ｋｇ甘草酸，术后３ｄ、７ｄ、１４ｄ观
察各组大鼠变化。进行组织切片、ＨＥ染色，观察大鼠病理组织学变化，检测创面组织中Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原、ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＥＧＦｍＲ
ＮＡ表达量及Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原、ＰＴＥＮ／ＡＫＴ／ＶＥＧＦ信号通路蛋白表达量，计算愈合瘢痕面积、创面愈合率及愈合时间，并进行组
间比较。结果　术后３ｄ、７ｄ、１４ｄ低剂量组、中剂量组、高剂量组大鼠创面组织中Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原、ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＥＧＦｍＲＮＡ及
Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原、ＶＥＧＦＲ２、ｐＡＫＴ蛋白表达量均高于模型组，ＰＴＥＮ蛋白表达量低于模型组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；术
后３ｄ、７ｄ、１４ｄ中剂量组、高剂量组大鼠创面组织中Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原、ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＥＧＦｍＲＮＡ及Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原、ＶＥＧＦＲ２、
ｐＡＫＴ蛋白表达量均高于低剂量组，ＰＴＥＮ蛋白表达量低于低剂量组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；术后３ｄ、７ｄ、１４ｄ高剂量组
大鼠创面组织中Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原、ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＥＧＦｍＲＮＡ及Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原、ＶＥＧＦＲ２、ｐＡＫＴ蛋白表达量均高于中剂量
组，ＰＴＥＮ蛋白表达量均低于中剂量组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。术后３ｄ、７ｄ、１４ｄ低剂量组、中剂量组、高剂量组大鼠愈
合瘢痕面积、创面愈合率均高于模型组大鼠，创面愈合时间短于模型组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；术后３ｄ、７ｄ、１４ｄ中剂量
组、高剂量组大鼠愈合瘢痕面积、创面愈合率均高于低剂量组，创面愈合时间短于低剂量组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；术后
３ｄ、７ｄ、１４ｄ高剂量组大鼠愈合瘢痕面积、创面愈合率均高于中剂量组，创面愈合时间短于中剂量组，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。结论　甘草酸通过作用于ＰＴＥＮ／ＡＫＴ／ＶＥＧＦ信号通路，减轻切口创面炎性浸润，促进胶原合成、创面愈合，防止瘢痕
形成，且呈剂量依赖。

［关键词］甘草酸；胶原合成；切口愈合；瘢痕形成
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