
重庆医科大学学报 2014年第39卷第8期 (Journal of Chongqing Medical University 2014．Vo1．39 No．8) 一 1 1 45 一  

DOI：10．13406／j．enki．eyxb．000222 

FGF-2真核表达质粒的构建及对 C3H10细胞增殖 

及成软骨分化的影响 

杨 琼 ，李 明，，曹豫江t，何通川z，罗 聪 ，曹光彪 ，刘江华：，毕 杨z 

(重庆医科大学附属儿童医院1．骨一科； 2．干细胞研究室，儿童发育疾病研究教育部重点实验室，儿科学重庆市重点实验室， 
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【摘 要】目的：构建成纤维细胞生长因子一2(fibmblast growth factor一2，FGF一2)真核表达质粒，检测其对小鼠间充质干细胞 

C3H10增殖、成骨及成软骨分化作用的影响。方法：以质粒pAd-Trace—FGF-2为模板，PCR扩增目的基因FGF-2，经 n、Sal I 

双酶切后连接至 plRES2一EGFP表达载体中获得plRES2一EGFP—FGF一2真核表达质粒，脂质体转染到C3H10细胞中，另设 

pIRES2一EGFP空载体转染对照组和空白细胞对照组。RT-PCR及Western blot法验证各组FGF一2的表达水平，MTY法和流式 

细胞术检测细胞的增殖活力及细胞周期分布，RT—PCR检测成骨及成软骨、Wnt信号通路相关基因的mRNA水平表达变化， 

Western blot法检测 Ⅱ型胶原(collagenII，ColII)的表达，甲苯胺蓝染色检测软骨基质的表达。结果：重组表达质粒 plRES2一 

EGFP—FGF一2经双酶切及测序证实构建正确；质粒转染 C3H10细胞后，其FGF一2基因的mRNA和蛋白水平表达较 2个对照组 

明显增高，细胞增殖活力明显增高(P<0．05)，软骨相关标志物 I型胶原(collagen I，Col I)、ColII、蛋白聚糖(aggrecan，ACAN) 

mRNA转录水平较 2个对照组均明显增高(P<0．05)，骨钙蛋白(osteocalcin，OC)、骨保护素(osteoprotegerin，OPG)、骨桥蛋白 

(osteopontin，OPN)mRNA转录水平无明显升高(P>0．05)，Wnt5a及Fzd8 mRNA转录水平降低(P<0．05)，FGF-2转染组细胞甲苯 

胺蓝染色呈现紫红色异染。结论：成功构建 FGF一2基因重组真核表达质粒，FGF一2过表达可提高C3H10细胞的增殖活力，对 

C3H10细胞有成软骨效应，但短期成骨效应不明显，可能与下调Wnt5a及受体Fzd8的表达有关。 
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Construction of eu karyotic vector expressi ng FG F-2 gene and its effect on 

proliferation and cartilage differentiation of mesenchymaI stem cells C3H 1 0 
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Medical University；Ministry ofEducation Key Laboratory ofChild Development and Disorders，Key Laboratory of 
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【Abstract]Objective：To construct an eukaryotic vector of plRES2-EGFP-FGF-2 and to investigate its effect on the proliferation，os- 
teogenesis and chondmgenesis of mouse mesenchymal stem cells C3H10．M ethods：FGF-2 gene was amplified by PCR from plasmid 

pAd—Trace—FGF-2．After being digested with Ⅱand Sa／I，the PCR product was inserted into plRES2-EGFP to construct plRES2- 

EGFP-FGF-2．plRES2-EGFP-FGF-2 plasmid was transfected into C3H10 by Liposomes，and C3HIO transfected with plRES2一EGFP 

an d untreated were set up as controls．The mRNA and protein expression levels of FGF-2 were determined by RT—PCR and Western 

blot respectively．The proliferation activity and cell cycle phase of C3H10 were examined by MTY and flow cytometry．Th e mRNA 

transcription levels of collagen I(Col I)，osteocalcin(OC)，osteoprotegerin(OPG)，osteopontin(OPN)，collagen II(Col II)，aggrecan 

(ACAN)and Wnt pathway molecules were detected by RT-PCR．The protein expression of Col l1 was detected by Western blot． 

Toluidine blue staining was carried out to measure the secretion of cartilage oligomeric matrix protein by cells in culture．Results：Re一 
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striction analysis and sequencing proved that recombinant plas— 

mid pIRES2一EGFP—FGF一2 was constructed correctly．Both the 

mRNA and protein expression level of FGF-2 increased signifi— 

cantly in plRES2一EGFP—FGF一2~ansfected C3H10 cells．Cell 

proliferation activity of the experimental group increased sig— 

nificantly(P<0．05)．The mRNA transcription levels of Col I， 

ColⅡ and ACAN in C3H10 cells transfeeted wi血 plRES2一 
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EGFP—FGF-2 recombinant plasmid increased significantly(P<O．05)，however there was no significant increase in the mRNA expression 

of OC，OPG，OPN(P>0．05)．The transcription levels of Wnt5a and Fzd8 decreased significantly(P<O．05)．Toluidine blue staining 

showed purple metachromatic in the cells FGF-2 overexpressed C3HIO ceils．Conclusion：The recombinant eukaryotic expression 

vector for FGF一2 gene is successfully constructed and overexpression of FGF-2 can promote ehondrogenesis and proliferation activity 

of C3H 10 cells but there is no significant effect on osteogenic differentiation in short-term．The effect of FGF-2 on chondrogen- 

esis maybe involve in the downregulation of Wnt5a and Fzd8． 

【Key words]fibroblast growth factor-2 gene；eukaryotic expression vector；C3H10 cell；proliferation；osteogenesis；chondrogenesis 

关节软骨的自身修复能力非常受限，临床治疗 

软骨损伤的方法很多，如利用微骨折术刺激骨髓 ， 

软骨下骨钻孔，自体软骨细胞移植术。骨膜和软骨 

膜移植术等，但都未达到满意效果．关节软骨缺损 

的修复已成为临床骨科急需解决的问题之一【11。组 

织工程学修复软骨缺损是目前研究的热点，基因治 

疗与组织工程结合技术虽然在软骨修复中取得了 
一 定的成功，但选择合适的细胞因子仍然是解决软 

骨缺损这一难题的关键。成纤维细胞生长因子 2 

(fibroblast growth factor一2，FGF一2)是成纤维细胞因 

子家族一员，在体内广泛分布，与肝素有高亲和力， 

对器官发生、血管形成及组织损伤修复等方面有强 

烈的生物学作用 ，可参与调节软骨损伤的速发型 

应答嘲，在软骨再生过程中起重要作用[61。本实验通 

过构建FGF一2真核表达质粒，检测其对多潜能间充 

质干细胞C3H10成软骨分化的作用及可能的分子 

机制，为进一步研究利用 FGF一2基因作为软骨缺损 

修复的细胞因子提供实验基础．从而解决软骨缺损 

的修复问题，为组织工程技术探索一条新的途径。 

1 材料与方法 

1．1 材料与试剂 

质粒 pAd—Trace—FGF一2由美国芝加哥大学分子生物研 

究所何通川教授馈赠，真核表达载体pIRES2一EGFP、多潜能 

干细胞 C3HIO和 DH5ct感受态细胞为重庆医科大学附属儿 

童医院干细胞实验室保存，胎牛血清购自美国Hyclone公司． 

T4 DNA Ligase、Bd I1和 Sa／I内切酶购 自TaKaRa公司，B— 

actin抗体、FGF2一抗及羊抗兔IgG二抗购自北京中杉金桥 

生物有限公司 ，Ⅱ型胶原(collagen 11，Col II)一抗购自美国 

Immunoway公司，脂质体LipofectamineTM 2000购 自美国 In— 

vitrogen公司 ，胶回收试剂盒、纯化试剂盒及质粒提取试剂 

盒购 自美国Omega公司，反转录试剂盒购 自美国 Biomage公 

司，Tap Platinum DNA Polymerase及聚合酶链式反应(poly— 

merase chain reaction，PCR)试剂盒购白天根生物公司。甲苯 

胺蓝染料购自Solarbio公司。用Primer 3．0软件设计引物序 

列(表 1)，华大基因公司完成合成及质粒测序。 

1．2 方 法 

1．2．1 重组真核表达质粒的构建 以质粒 pAd—Trace—FGF一 

2为模板，用FGF一2基因的特异性引物(上游：5’一GAAAGAT 

TACCACCATGGGGGACCGCGGGCGCGGCCGCGCGCTGCC- 

GGGCGGGAG一3’，下划线部分为BgⅡ酶切位点；下游：5’一 

CGC ! TCAGCTCTrAGCAGACA ITGGAAGAAAAAGT— 

ATAGcTITI’cTGcccAG一3’，下划线部分为 Sol I酶切位点，扩 

增片段 651 bp)经PCR扩增获得目的基因．PCR反应条件：94℃ 

5 min；94℃30 S，55℃30 S，72℃30 S，共 30个循环。分别 

将 PCR扩增产物和pIRES2一EGFP载体用BglII、Sol I双酶 

切，37℃，4 h，纯化后按3：1量浓度混合，用T4 DNA Ligase连 

接过夜，将连接产物转化人E．coli DH5ct感受态细菌。接种于 

含有卡那霉素(50 I~g／m1)的LB固体培养基上，培养过夜，随 

机挑选 8个单个菌落，摇菌培养过夜，提取质粒，经 Ⅱ、 

Sal I双酶切初步鉴定，将酶切正确的质粒送华大基因公司，以 

plRES2-EGFP质粒中与增强型绿色荧光蛋白(enhanced green 

fluorescent protein，EGFP)基因末端序列互补 DNA序列为引 

物(5’一CTTCGGCCAGTAAcGr【-I1AG一3’)，测序插入的外源基 

因，测序正确的质粒命名为pIRES2一EGFP—FGF一2。 

1．2．2 C3H10细胞的培养及转染 C3H10细胞接种于6孔 

板中，置于含 10％胎牛血清的DMEM培养基，37 oC、5％的CO 

培养箱中培养。至细胞 80％汇合时，按 LipofectamineTM 2000 

的说明书进行脂质体转染。每孔按DNA(P~g)：LipofectamineTM 

2 000(1~1)=1：3转染。转染 6 h后 ，更换为含 10％胎牛血清的 

完全新鲜培养基继续培养至 48 h。同时设 plRES2一EGFP空 

载体转染对照组和未处理的空白对照组。转染后48 h，在 

倒置荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白表达并拍照。 

1．2．3 RT-PCR法检测转染细胞中 FGF一2基因、成骨及成软 

骨指标、Wnt信号通路相关基因mRNA转录水平 转染48 h 

后，提取各组细胞总RNA，合成 cDNA第 1链，再以其为模 

板，采用Touch—down PCR扩增FGF一2、成骨及成软骨相关基 

因，Wnt信号相关信号分子，以GAPDH为内参标化模板，引 

物见表 1。PCR反应条件：94℃2 min：93 oC 20 s，65 oC 55℃ 

20 s(每个循环降低 1 oC)，72℃8O s，9个循环；93℃20 s． 

55℃ 20 S，72 oC 80 S，28个循环 ；72℃ 2 min。PCR产物经 

1．5％琼脂糖凝胶电泳检测。 

1．2．4 Western blot法检测转染细胞中FGF一2和 ColⅡ蛋白 

的表达 转染 48 h后，提取各组细胞总蛋白，取 5O g经 

10％SDS—PAGE分离后，电转移至 PVDF膜上．用 5％脱脂奶 
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A组 ：FGF一2转染组；B组：空载体转染对照组；C组 ：空白对照组；a：与2对照组比较，P<O．05 

3 讨 论 

目前。软骨组织工程的兴起与发展为解决关节 

软骨损伤修复这一难题打开了一扇窗户．其主要结 

构包括种子细胞、细胞支架、细胞因子三大类 。其 

中多肽生长因子对关节软骨的内环境稳态及修复 

起重要作用。研究较多的促进软骨损伤修复的多肽 

生长因子有转化生长因子(transformating growth fac— 

tor，TGF)、骨形态发生蛋白 bone morphogenetic pro— 

tcin，BMPs)、胰岛素样生长因子(insulin—like growth 

factor，IGF)等[8-1o]。近年FGF一2在软骨修复中的作用 

引起越来越多的医学工作者的关注。研究发现，软 

骨缺损早期修复过程中FGF一2的mRNA表达明显 

增加【11】，而一旦间充质干细胞分化成软骨细胞完成， 

就无法检测到 FGF一2的活性，认为 FGF一2在间充质 

干细胞向软骨分化的早期可能扮演了重要的角色。 

Chia等旧先构建 FGF一2基因敲除小鼠，再手术制造 

小鼠骨性关节炎(osteoarthritis，OA)模型，发现皮下 

注射重组 FGF一2后 OA有所改善。并提出FGF一2是 

一 种新型的关节软骨的内生软骨保护剂。Argtin等『131 

利用骨膜移植术及注射重组FGF一2在 l2周内成功 

修复了兔关节软骨全层缺损。本实验拟选用FGF一2 

作为软骨组织工程的细胞因子，在体外细胞水平进 

一 步确定其修复关节软骨缺损的作用。本实验采用 

带有 EGFP基因的真核表达质粒 pIRES2一EGFP作 

为基础质粒。绿色荧光可用于判断外源基因的转染 

效率，后续体内试验进行细胞示踪。获得的pIRES2一 

EGFP—FGF一2质粒转染 C3H10细胞可高效表达 

FGF一2，促进 C3H10细胞生长。S期细胞比例明显 

增加，PrI明显增高，与文献[14]报道一致。细胞周期 

是一个高度有序的运转过程．它的正确运转是在适 

宜的环境中通过对细胞周期蛋白倜 期蛋白依赖性 

激酶(cyclin／Cdks)复合物的活性进行精确调控来实 

现的。本实验中 FGF一2过表达是否通过调节 cyclin／ 

Cdks复合物的活性促进 C3H10细胞增殖，值得进 
一 步探讨。 

关节软骨缺损修复多选用间充质干细胞作为 

种子细胞．C3H10细胞为小鼠胚胎时期间充质来源 

干细胞，具有多潜能分化功能。甲苯胺蓝染色是检 

测软骨细胞特性的方法之一，可使软骨细胞分泌的 

酸性糖胺多糖异染成紫红色。本实验结果显示，转 

染重组质粒后的C3H10细胞大部分被异染成紫红 

色，未转染组无紫红色异染。提示 FGF一2对 C3H10 

细胞有成软骨效应。同时RT—PCR分析显示，转染 

组的 Col lI及 ACAN的 mRNA水平显著升高 ．进 
一 步验证了FGF一2有诱导C3H10细胞向软骨分化 

效应【 51。 

Varkey等[ 61提出 FGF一2能强有力地促进间充 

质干细胞向成骨细胞分化，因其有效剂量可低至 10 

ng／ml。但本研究发现 C3H10细胞中 FGF一2过表达， 

仅早期成骨检测指标 Col I的 mRNA水平较对照组 

高表达，中晚期成骨检测指标 OPN、OPG和 OC的表 

达增高不明显，考虑可能是成骨基质蛋白在 C3H10 

细胞中表达不敏感，FGF一2转染剂量不足且时间较 

短．短期对 C3H10细胞的成骨效应没有完全表现出 

来。 

本研究进一步探讨了 FGF一2诱导 C3H10细胞 

成软骨分化可能的分子机制。Wnt信号通路在骨与 

软骨发育中发挥重要作用，参与了间充质干细胞增 

殖分化的过程旧。其中Wnt3a主要参与成骨分化调 

朴【 】，而Wnt5a和 Wnt5b在体外可以促进早期软 

骨形成，在体内抑制软骨终末分化 】。本实验发现 

FGF一2过表达，能抑制Wnt5a及受体Fzd8的表达．而 

Wnt3a和Wnt7a的表达无明显变化。Wnt5a是wnt 

蛋白家族重要成员，通过结合胞膜表面受体(Fzds)及 
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其协同受体(如ROR2、PYK)一起诱导激活非经典 

Wnt信号通路，在软骨细胞形成与分化及细胞外基 

质代谢过程中起重要调控作用。Yang等[2Ol通过构 

建 Wnt5a及 Wnt5b转基 因小鼠发现Wnt5a可能通 

过下调SOX9的转录水平促进软骨细胞肥厚，同时 

增加 p130表达，抑制 cyclin D1表达进而抑制软骨 

细胞增殖 。Ryu和 Chun[ 】发现 Wnt5a通过JNK通 

路抑制软骨细胞 Col lI的表达，同时Wntl 1通过 PKC 

通路增强 Col II的表达。因此 ，FGF一2促进 C3H10 

细胞增殖，诱导其成软骨分化的机制可能与下调 

Wnt5a有关 ，C3H10细胞中优势受体 Fzd8的表达水 

平最高，其下调与Wnt5a正相关，Fzd8是否参与了 

Wnt5a对 C3H10细胞软骨分化的调节需要进一步 

探讨。 

综上所述。本实验成功构建了具有正常生物学 

活性的 FGF一2真核表达质粒。FGF一2过表达能促进 

C3H10细胞增殖，并有效诱导成软骨分化，这一效 

应可能与下调Wnt5a及受体 Fzd8的表达有关。本 

实验拟将进行体内试验，探索利用 FGF一2修复关节 

软骨缺损的方法。 
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