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ＳＯＸ６和 ＳＯＸ９基因转染对人原发性骨关节炎关节软骨间充质祖细胞增殖

和成软骨分化的调控作用
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　　［摘　要］　目的　观察ＳＯＸ６和ＳＯＸ９基因转染对原发性ＯＡ关节软骨ＭＰＣｓ的促增殖、分化作用，为通过调控关节软骨ＭＰＣｓ
以防治原发性ＯＡ提供理论依据。方法　分别以 ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＳＯＸ６、ＳＯＸ９腺病毒穿梭质粒构建 ＳＯＸ６、ＳＯＸ９基因，并感染原发
性ＯＡ关节软骨ＭＰＣｓ，比较基因感染组和未感染组成软骨诱导分化后 ＴＢ、Ⅱ型胶原以及Ⅱ型胶原 ｍＲＮＡ表达的变化。结果
ＳＯＸ６和ＳＯＸ９能够分别稳定感染ＯＡ关节软骨ＭＰＣｓ；经二者分别感染的关节软骨ＭＰＣｓ成软骨诱导分化后，其ＴＢ染色、Ⅱ型胶原
染色呈强阳性表达，未基因感染细胞为弱阳性着色；ＳＯＸ６基因感染原发性 ＯＡ关节软骨 ＭＰＣｓ的Ⅱ型胶原 ｍＲＮＡ表达量为未基因
感染细胞的３．８倍（Ｐ＜０．０１），ＳＯＸ９基因为未感染细胞的５．１５倍（Ｐ＜０．０１）。结论　构建的ＳＯＸ６、ＳＯＸ９基因序列与基因库报道
序列完全一致；ＳＯＸ６和ＳＯＸ９能稳定感染原发性ＯＡ关节软骨 ＭＰＣｓ，并显著促进感染细胞成软骨分化；提示通过适宜浓度的 ｂＦ
ＧＦ、ＴＧＦβ１对原发性ＯＡ关节软骨ＭＰＣｓ的作用及ＳＯＸ６和ＳＯＸ９基因感染，可能具有促进原发性ＯＡ关节软骨损伤修复的作用。
　　［关键词］骨关节炎；间充质祖细胞；ＳＯＸ６；ＳＯＸ９
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　　原发性骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）关节软骨中
间充质祖细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＭＰＣｓ）数
量仅占其关节软骨细胞数量的３％ ～４％，虽然 ＯＡ关
节软骨ＭＰＣｓ比正常人增殖活跃，但其成软骨、成骨分

化能力较低。如何利用有效基因过表达，调控原发性

ＯＡ关节软骨 ＭＰＣｓ的增殖和成软骨分化作用，恢复
ＯＡ关节软骨细胞调节和维持软骨组织损伤与修复的
动态平衡，具有重要的科学意义和临床应用前景。在

体外培养中添加细胞因子易流失，且细胞因子价格昂

贵，因此结合应用转基因技术，将具有促进关节软骨

ＭＰＣｓ增殖和成软骨分化的目的基因导入其中，在细胞
中高表达促进关节软骨 ＭＰＣｓ的增殖和分化，修复退
变和损伤的软骨，无疑具有重要的作用。目前对 ＳＯＸ

·７７４·
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家族促软骨分化作用研究，国内外相关文献报道较少。

本实验应用基因转染技术，用ＳＯＸ６、ＳＯＸ９基因感染原
发性ＯＡ关节软骨的 ＭＰＣｓ，诱导其成软骨分化，比较
ＳＯＸ６、ＳＯＸ９基因感染和未感染组细胞的成软骨分化
能力的变化。进一步探讨基因治疗在关节软骨退变中

应用的可行性，为临床治疗软骨退变和软骨损伤提供

新的理论支持。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　采用免疫磁珠方法分选得到原发性ＯＡ及正常人关节软骨
ＭＰＣｓ。ＳＯＸ６、ＳＯＸ９基因转染相关试剂：脂质体（美国 ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔＡＭＩＮＥ２０００）、Ⅱ 型胶原多克隆抗体（美国 ｓａｎｔａｃｒｕｚｅ）
ＰｍｅＩ，ＰａｃＩ内切酶（英国 ＮＥＢ）、ＸｈｏＩ，ＳａｌＩ，Ｔ４连接酶及 Ｔ载
体（大连宝生物公司）、腺病毒载体。主要仪器设备：细胞培养、

ＲＴＰＣＲ检测仪器设备。

１．２　方法
１．２．１　ＳＯＸ６、ＳＯＸ９基因的构建　　细胞及细胞株（人胚肾
ＦＴ２９３细胞）购自ｉｎｖｉｔｒｉｏｇｅｎ公司。ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＳＯＸ６，ＳＯＸ９
的构建。ｐＡｄｔｒａｃｋＣＭＶＳＯＸ６，ＳＯＸ９穿梭质粒的鉴定。使用
ＳａｌＩ、ＸｈｏＩ双酶切后，凝胶电泳鉴定应见到 ５７６ｂｐ片段为
ＳＯＸ６，ＳＯＸ９，９．２ｋｂ片段为 ｐＡｄｔｒａｃｋＣＭＶ载体片段。ｐＡｄＥａｓｙ
ＳＯＸ６，ＳＯＸ９重组质粒构建与鉴定。ｐＡｄＥａｓｙＳＯＸ６，ＳＯＸ９重组
腺病毒基因组质粒的鉴定。

１．２．２　ｐＡｄＥａｓｙＳＯＸ６，ＳＯＸ９重组腺病毒的包装、筛选及鉴定
　　本实验中腺病毒载体是一种复制缺陷病毒，不能自行包装
成为具有感染能力的病毒颗粒，因此我们必须在２９３包装细胞
中进行包装。本试验所采用的２９３细胞是由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提
供的ＦＴ２９３细胞，与普通的２９３细胞相比，具有较强的黏附能
力和空斑形成能力。均成功包装为有感染能力的腺病毒。

１．２．３　病毒纯化　　以 ＣｓＣｌ２方法纯化病毒，并进行滴度测
定。通过ＲＦＰ阳性细胞计数法测定。滴度 ＝ＩＵ×计量孔相对
于第一孔的稀释倍数／第一孔加入病毒体积。
１．２．４　ＳＯＸ６、ＳＯＸ９基因感染原发性 ＯＡ关节软骨 ＭＰＣｓ　　
以不同滴度（１×１０４，２×１０４，３×１０４，４×１０４，５×１０４）病毒感染
细胞，２４ｈ后观察感染效率，确定最佳感染浓度。
１．２．５　基因感染原发性 ＯＡ关节软骨 ＭＰＣｓ的成软骨分化　
进行基因感染及未感染细胞成软骨诱导培养，每日倒置显微镜

下观察比较基因转染和未转染组ＯＡ关节软骨ＭＰＣｓ的形态变
化和生长情况，观察周期１４ｄ。基因转染和未转染组细胞成软
骨分化检测指标包括：①ＴＢ染色；②Ⅱ型胶原免疫细胞化学检
测（方法同前）；③Ⅱ型胶原ｍＲＮＡ定量ＲＴＰＣＲ检测。成软骨
诱导培养２周，取６孔板中的细胞，用定量ＲＴＰＣＲ检测细胞Ⅱ
型胶原ｍＲＮＡ表达。操作方法同Ⅱ型胶原基因ｍＲＮＡ检测。

１．３　统计学方法
　　使用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计分析，计量资料用均数
±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，如方差齐性，采用两样本ｔ检验统计学方

法进行组间比较，如方差不齐性，则采用非参数统计学方法，多

组间比较采用多样本方差分析，检验水准 α＝０．０５，Ｐ值均表示
双侧概率。

２　结果

２．１　ＳＯＸ６、ＳＯＸ９基因的构建、鉴定及纯化
２．１．１　ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＳＯＸ６，ＳＯＸ９腺病毒穿梭质粒构建　　
成功获得ＳＯＸ６，ＳＯＸ９基因克隆，经过ＰＣＲ检测，该基因克隆证
实与Ｇｅｎｅｂａｎｋ报道序列一致（见图１）。图１结果显示，ＳＯＸ基
因克隆左为 ＳＯＸ６，条带为 ２５００ｂｐ左右，右为 ＳＯＸ９，条带为
１７５０ｂｐ左右。（Ｍａｒｋｅｒ为 ＤＬ２０００，由上至下依次为 ２０００，
１０００，７５０，５００，２５０，１００ｂｐ）。ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＳＯＸ６，ＳＯＸ９双酶
切鉴定（见图２）。图２结果显示，ＴＳＯＸ６，ＳＯＸ９和 ｐＡｄＴｒａｃｋ
ＣＭＶ双酶切获得 ＳＯＸ６，ＳＯＸ９目的片段和病毒载体骨架质粒
ｐｃＤＮＡ３．１ＳＯＸ６，ＳＯＸ９重组载体经ＳａｌＩ、ＸｈｏＩ双酶切，凝胶电
泳后，紫外透射反射检测仪上可观察到预期大小的目的片段

（ＳＯＸ６约２５００ｂｐ，ＳＯＸ９约１８００ｂｐ）。经ＳａｌＩ、ＸｈｏＩ双酶切后
ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ同样可以释放出同样大小目的片段，与预期的
结果相符。重组ｐＡｄＥａｓｙＳＯＸ６，ＳＯＸ９经 ＰａｃＩ酶切可见２３ｋｂ
ＳＯＸ６和４．０ｋｂＳＯＸ９片段。
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图１　ＰＣＲ检测ＳＯＸ６，ＳＯＸ９基因克隆
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ａ：ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ释放出预期大小目的片段；ｂ：ｐＡｄＥａｓｙＳＯＸ６，
ＳＯＸ９经ＰａｃＩ酶切可见２３ｋｂ和４．０ｋｂ左右片段

图２　ＳＯＸ６、ＳＯＸ９双酶切鉴定
２．１．２　病毒包装、纯化与滴度测定　　脂质体包裹 ｐＡｄＥａｓｙ
ＳＯＸ６，ＳＯＸ９同源重组腺病毒基因组质粒转染２９３ＦＴ包装细胞
１０ｄ后，光镜下观察到空斑形成，细胞变圆、肿胀、脱壁，细胞核
变大等病变。绿色荧光的表达情况显示，荧光显微镜下观察，

在绿色荧光激发通道ＧＦＰ受激发，表达ＧＦＰ基因的细胞发出明
亮的绿色荧光（见图３）。重组腺病毒感染的２９３细胞，在培养
２～３ｄ后有绿色荧光表达，并且逐渐增多，荧光表达逐步增强。
ＡｄＳＯＸ６，ＳＯＸ９重组腺病毒经２９３ＦＴ细胞５轮扩增提高滴度，
之后大量扩增，采用倍比稀释法测定腺病毒滴度为

５×１０１０ＰＦＵ／ｍＬ。
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ａ：ｐＡｄＥａｓｙＳＯＸ６，同源重组腺病毒基因组质粒转染健康２９３包
装细胞收获病毒，再次感染２９３ＦＴ细胞；ｂ：ｐＡｄＥａｓｙＳＯＸ９，同源
重组腺病毒基因组质粒转染健康２９３ＦＴ包装细胞收获病毒，再
次感染２９３ＦＴ细胞

图３　ｐＡｄＥａｓｙＳＯＸ９绿色荧光的表达情况（×１００）

２．２　ＳＯＸ６、ＳＯＸ９基因能有效感染ＯＡ关节软骨ＭＰＣｓ
　　结果显示，接种５×１０３ＭＰＣｓ细胞于９６孔培养板，培养１ｄ
后加入不同滴度病毒液 ＳＯＸ６或 ＳＯＸ９病毒液感染细胞，２４ｈ
后观察显示两种基因包装病毒在２×１０４滴度时对 ＭＰＣｓ细胞
具有良好的侵袭性，感染效率近１００％，且细胞生长状态良好
（１×１０４滴度时感染效率仅６０％，３×１０４～５×１０４滴度时有部
分细胞死亡），见图４。

ａ：同视野普通光镜；ｂ：同视野荧光；ｃ：同视野普通光镜；ｄ：同视
野荧光

图４　ＳＯＸ６及ＳＯＸ９对ＭＰＣｓ的感染（×２００）

２．３　ＳＯＸ６、ＳＯＸ９基因感染的原发性ＯＡ关节软骨
　　 ＭＰＣｓ成软骨分化潜能
２．３．１　细胞形态学观察　　基因感染组细胞经成软骨诱导培
养，可见明显的细胞聚集生长、基质分泌，高密度接种处可形成

多个结节，并逐渐增大；未感染组细胞聚集培养后形成结节数

量少，结节形态小，分泌基质少，见图５。
２．３．２　ＴＢ染色　　ＳＯＸ９基因感染组软骨诱导分化的“微团”
结节培养１４ｄ，其ＴＢ染色深浓；ＳＯＸ６基因感染组成软骨诱导
分化“微团”结节培养１４ｄ，ＴＢ染色也呈深染，但弱于 ＳＯＸ９；未
感染组成软骨诱导分化“微团”结节培养 １４ｄ，ＴＢ染色浅淡
（见图６）。
２．３．３　Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色　　ＳＯＸ９基因感染组成
软骨诱导分化的“微团”结节培养１４ｄ，Ⅱ型胶原呈强阳性表达
（图７ａ）；ＳＯＸ６基因感染组成软骨诱导分化“微团”结节培养

１４ｄ，Ⅱ型胶原呈阳性表达（图７ｂ）；未感染组成软骨诱导分化
“微团”结节培养１４ｄ，Ⅱ型胶原表达呈弱阳性（图７ｃ）。
２．３．４　Ⅱ型胶原ｍＲＮＡ表达　　图８结果显示，ＳＯＸ６能增强
Ⅱ型胶原 ｍＲＮＡ的表达，是未感染组的 ３．８倍（Ｐ＜０．０５）。
ＳＯＸ９基因对Ⅱ型胶原 ｍＲＮＡ的表达具有更强的促进作用，感
染组是未感染组的５．１５倍（Ｐ＜０．０１）。

ａ：ＳＯＸ９感染组；ｂ：ＳＯＸ６感染组；ｃ：未感染组
图５　各组软骨样结节形成情况（×１００）

ａ：ＳＯＸ９感染组；ｂ：ＳＯＸ６感染组；ｃ：未感染组
图６　各组ＴＢ染色情况（×２００）

ａ：ＳＯＸ９感染组；ｂ：ＳＯＸ６感染组；ｃ：未感染组
图７　各组Ⅱ型胶原染色情况（×２００）
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图８　ＳＯＸ６、ＳＯＸ９基因感染组和未感染组Ⅱ型胶原
　　　　　ｍＲＮＡ基因表达变化

３　讨论

　　ＳＯＸ基因家族是控制发育的一类新的以 ＳＲＹ基
因为代表的基因家族［１］。这类基因功能的实现依赖于

·９７４·
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一个 ＤＮＡ的结合基序列称为 ＨＭＧ２ｂｏｘ编码的产
物［２３］。ＳＯＸ９在软骨细胞分化过程中发挥非常必要的
作用，其对于建立软骨生长板及促进正常的软骨内成

骨和及时发育都是必需的，并且ＳＯＸ９与ＳＯＸ６共同表
达于所有分化的软骨细胞和软骨前细胞［４］。ＳＯＸ９主
要参与对软骨细胞分化进行调节的过程，而对于正常

状态关节软骨的代谢变化与Ⅱ型胶原的表达没有增强
效应［５］。既往文献报道ＳＯＸ９参与调节软骨细胞的成
熟过程，但其对软骨细胞的具体作用，离体培养细胞环

境与体内环境存在的差异等问题有待进一步研究［６］。

ＳＯＸ９基因作用于软骨细胞的分化阶段，ＳＯＸ９在退变
的软骨细胞中表达明显增多，该基因参与软骨退变和

ＯＡ软骨细胞的分化与调控过程［７］。Ｙａｎｇ等［８］通过实

验证实了通过纤维蛋白凝胶封装或转染 ＳＯＸ基因
（ＳＯＸ５，６，９）的移植间充质干细胞能够成功分化为成
熟的软骨细胞并用于重建透明关节软骨。Ｋｉｍ等［９］通

过实验指出，ＳＯＸ基因（ＳＯＸ５，６，９）在人类间充质干
细胞的表达明显低于软骨细胞。电穿孔介导的共转染

ＳＯＸ基因（ＳＯＸ５，６，９）能够增强人类间充质干细胞的
软骨形成并抑制人类间充质干细胞的肥大。ＳＯＸ９基
因转染能够改善软骨形成［１０］，ＳＯＸ９基因功能的缺失
会导致体外鼠胚胎干细胞软骨分化的缺陷［１１］。ＳＯＸ５，
ＳＯＸ６和ＳＯＸ９的结合能够为永久性软骨的诱导提供
足够信号［１２］。转录因子ＳＯＸ９在软骨分化过程中发挥
重要作用，ＳＯＸ５、ＳＯＸ６的基因表达需要ＳＯＸ９［１３］。转
录因子ＳＯＸ９在软骨形成过程中发挥重要作用，但是
在软骨内骨化的晚期起抑制作用。单独 ＳＯＸ９基因或
ＳＯＸ９基因与ＳＯＸ５、ＳＯＸ６基因过度表达都会抑制小鼠
初级软骨细胞的成熟与钙化［１４］。ＳＯＸ６和 ＳＯＸ９对成
软骨分化的调控作用非常复杂，存在的争议也较

多［１５１６］。诸多因素如细胞培养条件、细胞的增殖状态

等均会影响 ＳＯＸ基因对 ＭＳＣｓ成软骨分化的调节作
用，尤其是细胞的分化状态对 ＳＯＸ９作用的影响更为
巨大，有关的确切机制尚不明，考虑可能与以下因素有

关：①细胞因子刺激后信号传递途径的改变及细胞表
面受体表达的改变；②周围细胞外基质发生变化影响
胶原合成效应。ＳＯＸ９调节转录的确切分子机制还不
是很清楚，只有确定了它们作用的靶基因，研究才能进

一步突破［１７１８］。

　　本实验观察了 ＳＯＸ６、ＳＯＸ９基因转染的 ＯＡ关节
软骨中的 ＭＰＣｓ的成软骨分化过程，结果发现 ＳＯＸ６、
ＳＯＸ９基因转染的ＯＡ关节软骨ＭＰＣｓ细胞经微球培养
后可见明显的细胞聚集现象，形成大量的乳白色类软

骨样结节；未转染组形成结节数量少，形态小，分泌基

质少。ＯＡ关节软骨 ＭＰＣｓ基因转染组细胞成软骨分
化诱导后ＴＢ染色显示Ⅱ型胶原染色呈强阳性，未转染
组仅为阳性着色；Ⅱ型胶原定量 ＲＴＰＣＲ检测结果发
现ＳＯＸ６基因转染ＯＡ关节软骨ＭＰＣｓ细胞，在成软骨
分化过程中，能显著增强Ⅱ型胶原ｍＲＮＡ的表达，是未
转染组的３．８倍；ＳＯＸ９基因对Ⅱ型胶原ｍＲＮＡ的表达
具有更强的促进作用，转染组是未转染组的５．１５倍，
说明ＳＯＸ６、ＳＯＸ９转染ＯＡ关节软骨ＭＰＣｓ能显著促进
ＯＡ关节软骨 ＭＰＣｓ成软骨分化并合成关节软骨细胞
外基质Ⅱ型胶原，促进软骨退变和损伤的修复。Ｌｅｅ
等［１９］通过实验指出，脂肪干细胞与 ＳＯＸ基因（ＳＯＸ５，
ＳＯＸ６，ＳＯＸ９）共转导能够明显促进骨软骨缺损模型的
在体软骨愈合并且能够阻止手术诱导的骨关节炎的退

行性变。Ｋｉｍ等［２０］通过实验指出，髋关节骨关节炎与

ＳＯＸ９启动子表观遗传学的改变有关，包括 ＤＮＡ的甲
基化及组蛋白修饰的改变。Ｌｅｅ等［２１］通过实验指出，

ＳＯＸ基因（ＳＯＸ５，６，９）及蛋白随着人类关节软骨骨关
节炎的进展而减少。Ｈａａｇ等［２２］通过人体标本的实验

研究指出，ＳＯＸ６与ＳＯＸ９在骨关节炎软骨细胞转录水
平的下降是骨关节炎软骨细胞表型稳定性丢失的原

因。本研究为临床上进行 ＭＰＣｓ基因转染，促进其增
殖和分化，体外扩增修复关节软骨损伤提供新的治疗

方法。
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松油烯４醇体内外对人肺癌细胞系 Ａ５４９增殖抑制作用
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　　［摘　要］　目的　探讨松油烯４醇体内外对人肺癌细胞系Ａ５４９增殖抑制作用及其可能机制。方法　不同浓度松油烯４醇
作用于Ａ５４９细胞２４ｈ后，应用ＭＴＴ法检测抑制率及ＩＣ５０；ＣＣＫ８比色分析法绘制不同浓度下的生长曲线；透射电镜观察药物作用

后细胞超微结构的变化；流式细胞仪检测细胞周期、凋亡、细胞内Ｃａ２＋浓度变化；将 Ａ５４９细胞移植瘤裸鼠分为对照组、低剂量组、
高剂量组药物连续腹腔注射１０ｄ后分别测量各组移植瘤体积和重量，观察药物的体内抗肿瘤作用。结果　Ａ５４９细胞２４ｈ的ＩＣ５０
为０．０６７％ ｖ／ｖ；ＣＣＫ８实验结果表明给药组生长曲线明显较对照组平缓，并与给药剂量呈显著相关性；电镜观察可见经松油烯４醇
处理的Ａ５４９细胞内自噬泡数量明显增加。ＦＣＭ检测周期显示Ｓ期阻滞；检测显示细胞凋亡率明显增加，凋亡率呈现浓度效应关
系；各药物干预组Ａ５４９细胞内Ｃａ２＋荧光强度均明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）。体内实验显示各实验组经松油烯４醇治疗后移植瘤
生长缓慢，治疗结束时治疗组移植瘤质量及瘤体积明显低于对照组（Ｐ＜０．０５），高、低剂量组的瘤质量抑制率分别为 ７７．６％和
５３．３％。结论　松油烯４醇在体外能抑制Ａ５４９细胞的增殖。
　　［关键词］松油烯４醇；Ａ５４９；裸鼠成瘤；Ｃａ２＋；凋亡；自噬
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