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【摘 要】目的：分别靶向增强和干扰人软骨细胞(human chondrocytes—articular，HC—a)X一连锁迟发性脊椎骨骺发育不良(X— 

linked spondyloepiphyseal dysplasia tarda，SEDL)基因，骨再生PCR芯片检测细胞内骨发育相关基因表达变化，观察干扰后基因 

表达谱的变化。方法：分别转入前期构建的靶向增强 SEDL的腺病毒质粒pAd5一SEDL和靶向干扰SEDL的慢病毒质粒Lv— 

siSEDL到293T细胞包装成重组腺病毒pAd5一SEDL和重组慢病毒 LV—siSEDL，扩增重组腺病毒，收集病毒液，检测病毒滴度。 

将重组腺病毒、重组慢病毒以最适感染复数(muhiplicity ofinfection，MOI)分别感染 HC—a，实验分4组：增强组(HC—a／pAd5一 

SEDL。重组腺病毒pAd5一SEDL感染 HC—a增强 SEDL基因表达)、增强阴性对照组(Hc—a／空载体(pAd5)，空白腺病毒 pAd5感 

染 HC—a作阴性对照)、干扰组(HC—a，Lv—siSEDL，重组慢病毒 LV—siSEDL感染 HC—a干扰 SEDL基因表达)、干扰阴性对照组 

(HC—a／空载体(LV)，空白慢病毒 Lv感染 HC—a作阴性对照)，通过 QPCR检测 HC—a中 SEDL基因表达、Western blot检测Hc—a 

中 sedlin蛋白表达 ，验证是否成功干扰或增强 SEDL基因表达，收集 4组细胞 mRNA进行骨再生 PCR芯片(含 84个基因)检 

测。结果：(1)收获高滴度重组腺病毒pAd5一SEDL，病毒滴度为2．6 X 10“pfu／ml。并使重组腺病毒 pAd5一SEDL和重组慢病毒 

LV—siSEDL成功感染 HC—a。(2)no—a SEDL基因表达量中增强组(2．14±0．36)较增强阴性对照组(1．21±0．25)增高(P：0．022)， 

干扰组(0．86 4-0．t1)较干扰阴性对照组(1．34±0．06)降低(P=0．003)；sedlin蛋白表达量中，增强组(0．56±0．04)较增强阴性对照 

组(0．37±0．05)增高( 0．006)，干扰组(O．13±0．02)较干扰阴性对照组(0．36±0．04)降低( O．001)。(3)基因芯片结果：HC—a内 

SEDL基因干扰后，芯片结果显示：基因上调21个，下调5个。HC—a内SEDL基因增强后，骨再生PCR芯片结果显示：基因上调 

27个，下调 12个。干扰组的差异表达基因中，在增强组中呈反向变化，且与软骨发育相关的基因有 5个：COL2A、BMP3、FLT1、 

GDF10、IGF1。结论：通过增强及沉默软骨细胞内SEDL基因，发现骨发育相关基因中COL2A、BMP3、FLTI、GDF10、IGF1出现差 

异表达，可能与 SEDL基因有关联。 
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DifferentiaI expression of bone development—related gene in SEDT 
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【Abstract]Objective：To detect the varied expressions of bone development-related genes by PCR microarray in enhanced and inter— 

fered human chondrocytes-articular(HC—a)X-linked spondyloepiphyseal dysplasia tarda(SEDL)gene expression groups，respec— 

tively．Methods：The vectors which targeting enhanced SEDL adenovirus vector pAd5一SEDL and interfered SEDL lentivirns plasmid 

LV—siSEDL were constructed previously．293T cells were transformed with pAd5-SEDL and LV-siSEDL respectively，and packaged 

recombinant adenovirns pAd5一SEDL and lentivirns LV—siSEDL were amplified by HEK293 ceils．The virus was collected and the 
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virus titers were detected．j矗e recombinant adenovirus and 

lentivirns infected HC—a on optimal muhiplicity of infection 

(MOI)；the experiment was divided into four groups：enhanced 

group(HC-a／pAd5-SEDL，pad5一SEDL infected HC—a)，re— 

inforced the negative control group(HC-a／empty vector(pAd5)， 

pAd5 infected HC-a)，interference group(HC-a／LV—siSEDL， 

LV—siSEDL infected HC—a)。interference group negative con— 
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trol group(HC—a／empty vector(LV)，LV infected HC—a)．SEDL gene expression was detected by qPCR；sedlin protein was detected 

by Western blot to verify whether the SEDL gene expression was interfered or enhanced successfully．Then cellular mRNA of four 

groups was collected and detected osteogenesis PCR array．Results：④High titer recombinant adenovirus pAd5一SEDL was harvested 

and the viral titer was 2．6×10“pfu／m1．Both of recombinant adenovirus pAd5一SEDL and lentivirus LV—siSEDL infected HC—a SUC— 

cessfully．②SEDL gene expression was higher in enhanced group(2．14±0．36)than in negative control group(1．21±0．25)(尸= 

0．022)；SEDL gene expression was lower in interference group(0．85±0．1 1)than in interference group negative control group 

(1．34 4-0．06)(P=O．003)．Sedlin protein expression was increased in enhanced group(O．56 4-0．o4)than in negative control group(O．37 4- 

O．05)(P=O．006)；Sedlin protein expression was lower in interference group(O．13±0．02)than in negative control group(O．36 4-0．04) 

( =O．001)．(~)Microarray results：after HC—a disturbance within the SEDL，gene chip results showed that 21 genes were up—regulat- 

ed，5 genes were down—regulated．After the HC—a within SEDL gene enhanced osteogenesis，PCR array results showed that 27 genes 

were up—regulated，while 12 genes were down-regulation．The varied expression in interference showed a reverse change in enhanced 

group．There were five developmental genes associated with ca~ilage：COL2A，BMP3，FLT1，GDF10，IGF1．Conclusion：By enhancing 

or silencing the SEDL genc of ehondroeytes，we find some bone growth-related genes，eg．COL2A，BMP3，FLT1，GDFIO，IGFt express 

differentially，which may be associated with SEDL gene． 

【Key words]X-linked spondy1oepiphysea1 dysplasia tarda(SEDL)；microarray；recombinant virus 

骨骼疾病是一类严重危害人类健康的疾病，许 

多骨病是由于遗传因素所致。遗传性骨病可自胎儿 

期骨发育开始，出生后表现为多发性骨骼畸形，严 

重影响患者的生存质量。x一连锁迟发性脊椎骨骺发 

育不良(X-linked spondyl0epiphyseal dysplasia tarda， 

SEDT)是一种遗传性软骨发育不良疾病，遗传方式 

为 x连锁隐性遗传，主要病理改变为软骨内骨生成 

障碍，导致脊柱骨骺发育异常和关节软骨退行性变。 

临床特点表现为短躯干型矮小．椎体畸形 ．早发的 

大关节骨关节炎，成年后全身骨骼发生退行性变、大 

关节破坏，出现骨痛、行走障碍，致残[1】。至今尚无有 

效治疗方法。 

目前已知 SEDT的发病与致病基因SEDL相 

关 ，SEDL基因突变导致其功能产物 sedlin蛋白失 

活 ，进而引起脊柱及骨关节的发育障碍『11，但 SEDT 

的发病机制及 sedlin蛋白的功能尚不明确。目前对 

SEDT的研究主要集中于不同患病家系中SEDL基 

因突变类型，国内外已经发现40余种 SEDL基因不 

同的突变类型[21。但对 SEDL基因突变及 sedlin蛋白 

功能缺陷如何引起 SEDT的发病机制的研究进展甚 

少。已发现的 sedlin功能局限在 sedlin可能参与形 

成囊泡和细胞内蛋 白质从内质网到高尔基体之间 

的运输过程。最新研究显示，内质网中新合成的蛋白 

质在以囊泡运输的形式出膜时需要 sedlin协助[31。 

Sedlin蛋白功能障碍导致细胞内蛋白组学发生改 

变，而 SEDL基因突变后细胞内基因组学的变化 目 

前尚未见报道。 

SEDL基因是一种与骨骼生长发育相关的基 

因．在人体组织中广泛分布，其产物 sedlin蛋白在 

骨组织中的表达量高[41。临床观察发现，SEDT患者 

病变主要集中在脊柱及骨关节等骨骼系统，而其他 

系统基本不受累[”。因此猜测 SEDL基因及其功能蛋 

白在骨骼的生长发育中是必须的，不可替代。骨发 

育受多种因素调节，其中基因调节在骨发育中起重 

要作用。骨骼的生长发育是数十个甚至数百个基因 

表达在时间和空间发生改变的结果。骨骼疾病通常 

由多基因改变引起。也可通过调节关键基因的表达． 

间接调控并引发一系列不同的下游基因表达变化． 

从而造成骨骼组织生长发育异常。SEDL基因突变 

后引起哪些骨发育相关基因表达变化?目前尚不清 

楚。找到这些骨发育的差异表达基因将为探索 

SEDL基因在骨病中的发病分子机制及 sedlin蛋白 

在软骨内成骨过程中的作用提供重要基础。 

基因芯片具有信息量大、可信度高、操作简单、 

重复 卓越陛能。本研究构建重组腺病毒pAd5一 

SEDL和重组慢病毒 LV—siSEDL．靶向增强及沉默软 

骨细胞 SEDL基因表达，通过骨再生 PCR芯片观察 

骨发育相关基因表达变化．为进一步研究SEDL~因 

在骨病中的发病分子机制及sedlin蛋白在软骨内成 

骨过程中的作用奠定基础。 

1 材料与方法 

l_1 主要试 剂 

重组腺病毒 pAd5一SEDL和重组慢病毒 LV—siSEDL是 
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课题组前期构建。人软骨细胞 human chondrocytes—articular． 

HC—a)(购于美国 ScienCell公司)，HEK293(由美国芝加哥大 

学分子肿瘤实验室惠赠)。骨再生 PCR芯片(Osteogenesis 

PCR Array)，货号 PAHS一026A(人)，购自上海康成生物工程 

有限公司。Trizol试剂购自美国 Invitrogen公司，RNA逆转录 

试剂盒购自TaKaRa公司，sedlin抗体来自Epitomics公司． 

13-actin单克隆抗体购自联科生物有限公司，辣根过氧化物酶 

(horseradish peroxidase，HRP)标记的山羊抗鼠 IgG抗体及山 

羊抗兔 IgG抗体购 自中杉金桥公司。Laemmli样品缓 冲液 

(1x)配方 ：Tris碱 1．51 g，SDS 4 g，13一巯基乙醇 10 ml，甘油 

20 ml，2 mg溴酚蓝。dH20 200 ml。 

1I2 方 法 

1．2．1 质粒构建、腺病毒载体及慢病毒载体的包装 重组腺 

病毒 pAd5一SEDL和重组慢病毒 LV—siSEDL是课题组前期 

构建。 

1．2．2 慢病毒包装 、腺病毒扩增及病毒滴度测定 磷酸钙一 

DNA共沉淀法将慢病毒包装混合物与重组慢病毒载体导入 

293T细胞包装后收集病毒上清。 

培养293细胞。生长融合度达75％时．半量更换 DMEM 

培养基(不含血清)，加入待扩增的腺病毒，细胞放 37 oC、5％ 

CO 培养箱继续培养。4-6 h后更换含血清的新鲜培养基，观 

察红色荧光蛋白表达量及表达强度，当CPE(细胞变圆、成团、 

漂浮)达90％时收集293细胞，反复冻融4次，低温高速离心 

收集腺病毒上清液。 

24；fL板接种 293细胞，当细胞处于对数生长期 ，病毒原 

液用 0．4 ml培养基(不含 FBS)按不同比例稀释逐级梯度稀 

释，分别加入 24孔板细胞 ，培养 24 h后荧光显微镜下计数 

红色荧光蛋白(red fluorescence protein，RFP)表达细胞数，根 

据公式计算病毒滴度：病毒滴度(pfu／m1)=[RFP阳性细胞数X 

病毒液稀释倍数(pfu／m1)／0．4 ml。 

1．2．3 细胞培养及感染 HC—a培养于含 10％胎牛血清的软 

骨细胞培养基中，置于 37℃、5％CO 培养箱中无菌培养。感 

染将细胞均匀接种于6孔板，每孔接种 1 X 10s个细胞，培养 

至细胞融合度达 75％时，加入含 6 g／ml聚凝胺和细胞培养 

基稀释到相应滴度的病毒液进行感染 ，4～6 h后更换含血清 

的新鲜培养基，感染 48 h后提取细胞 mRNA及全蛋白分别 

进行 real—time PCR和 Western blot检测。 

1．2．4 Real—time PCR检测 SEDL mRNA水平 重组腺病 

毒、空白腺病毒和重组慢病毒、空白慢病毒感染人软骨细胞 

72 h后收集细胞 ，采用 TRIzol法提取 4组细胞总 RNA。并检 

验其浓度、纯度和完整性。逆转录反应体系参考 TaKaRa公司 

说明进行，qPCR条件：95℃ 15 S，60 oC 40 s，72 oC 15 S。共计 

40个循环。SEDL上游引物 5’一GGAAGGCAGAATCCAAAG— 

ACG一3’。—F游弓I物 5’一CCACTCGTTGAAc ITI’G rCCAC一3’， 

8一actin上游弓I物 5’一AAGATGACCCAGATCATGTTTGAGA— 

CC一3’，下游引物 5’一GCCAGGTCCAGACGCAGGAT一3’。所 

有实验重复 3次，取平均值。 

1．2．5 Western blot检测转染后各组细胞 sedlin蛋白水平变 

化 使用 Laemmli样品缓冲液(1×)提取各组人软骨细胞总 

蛋白，取 50 孔蛋白上样，12％SDS—PAGE凝胶电泳后 ，湿 

转法将蛋白转移至 PVDF膜 ，5％脱脂奶粉 的Tris盐吐温缓 

冲液(Tris bufered saline，0．05％Tween一20，TBST)室温下摇床 

上封闭 2 h，加入一抗 (sedlin抗体 1：200；B—actin抗体 1： 

2 000)4 oC过夜孵育 ，TBST洗膜后二抗室温孵育 2 h(HRP 

标记的山羊抗鼠IgG抗体及山羊抗兔 IgG抗体 1：2 000稀 

释)，洗膜后加入化学发光试剂进行放射自显影，成像 ，拍照 

并记录。采用 Quantity One软件分析图像，目的蛋白条带的 

灰度值与内参 B—actin蛋白的灰度值的比值表示 目的蛋白的 

表达水平．并统计分析。 

1．2．6 骨再生PCR芯片检测各组细胞骨发育相关基因表达 

变化 骨再生 PCR芯片含 84个基因表达谱。包括骨骼系统 

发育和骨矿物质代谢相关的功能基因，也包括生长因子和介 

导骨发生的基因以及与细胞生长 、增殖和分化相关基因，还 

包括参与骨发育的细胞外基质分子和细胞黏附分子基因 

采用骨再生 PCR芯片筛选差异表达基因：分辨率为 5 um 

的Agilent扫描仪自动以100％和 10％光电倍增管(PMT)各扫 

描芯片 1次，并将 2次结果自动合并。芯片原始数据扣除本 

底并归一化处理 ，排除不表达基因后 ，根据差异倍数(fold 

change)筛选差异表达基因，以P<O．01或 fold change>2或< 

0．5判断为差异表达基因。 

1．3 统计学分析 

基因芯片以外的数据使用 SPSS 17．0统计软件 ．计量资 

料以均数 ±标准差 (x±s)表示，采用独立样本 t检验进行数 

据分析 ，检验水准 a=O．05。基因芯片数据采用 AACt方法分 

析，检测各样本反应管ct值，计算2-aaQ(各样本ACt=目的基 

因 C卜内参基因 Ct，AACt=处理组△ct一对照组 △ct)，当目的 

基因与内参基因的扩增效率接近时．2 2 表示目的基因在处 

理组样本中相对于对照组样本的表达倍数．表达倍数>2或< 

0．5判断为差异表达基因。 

2 结 果 

2．1 pAd5一SEDL和 LV—siSEDL成功感染人软骨细胞 

pAd5一SEDL感染人软骨细胞后表达红色荧光蛋白(red 

fluorescent protein，RFP)，LV—siSEDL感染人软骨细胞后表达 

绿色荧光蛋白(green fluorescent protein，GFP)。图 l为病毒感 

染软骨细胞 48 h后荧光图，大部分细胞均表达荧光，表示细 

胞成功感染人软骨细胞。 

2．2 Real—time PCR验证靶向SEDL的基因增强和干扰效果 

将 pAd5一SEDL、LV—siSEDL及相对应的阴性空载体病 

毒分别感染人软骨细胞 48 h后 ，提取细胞总 RNA通过 real— 

time PCR进行检测。RNA浓度、纯度良好 ，浓度波动于 271 

tLg／trl一347 I_L l范围 ，纯度 (A260／A280)在 1．9-2．0之 间。 

pAd5一SEDL(2．14±0．36)VS．空载体 (pad5)(1．21±0．25)：a 
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表 1 基因芯片重要的差异表达基因 

Tab．1 Important genes in osteogenesis PCR array 

3 讨 论 

骨再生 PCR芯片是一种功能分类基因芯片，用 

于生物学通路的研究．该芯片上的基因包括了与骨 

骼生长发育相关联的 84个基因。这种芯片有效地 

将微阵列技术与生物学通路有机结合，方便研究人 

员以最短的时间发现诊治各种疾病的生物学标志， 

该芯片可在单次实验中检测 84个基因的 mRNA水 

平，并进行定量，具有灵敏度高、样品的使用量低、 

重复性高、分辨率高、特异性好的特点。 

结合干扰组和增强组骨再生 PCR芯片结果分 

析，并通过查阅文献，发现了几个与软骨发育有重要 

关系的基因：Ⅱ型胶原蛋白(collagen，type II，alpha 1， 

COLÊ )、骨形态蛋 白 3(bone morphogenetic protein 

3，BMP3)、生长分化因子(gro~ differentiation fac— 

tor10，GDF10)、血管内皮生长 因子受体 1( 一 

like tyrosine kinase一1，FLT1)、类胰岛素样生长因子 

1(insulin-like growth factor 1，IGF1)，并且这 5个基 

因在增强组和干扰组的表达相互呼应。 

FLT1又名血管 内皮生长因子受体 1 vascular 

endothelial growth factor receptor 1，VEGFR一1)，是 

血管内皮生长因子 vascularendothelialgrowthfactor， 

VEGF)的受体，VEGF与受体结合后，激活受体胞内 

段的酪氨酸激酶，酪氨酸残基磷酸化，同时使受体 

二聚化。受体酪氨酸激酶下游的信号转导物亦逐级 

被磷酸化，从而表达出VEGF的生理作用。不论是膜 

内成骨还是软骨内成骨都离不开同时进行的血管 

生成。只有这样，才能在成骨部位出现成骨细胞和 

破骨细胞的前身细胞。膜内成骨时，局部的毛细血 

管伸人成骨中心内，继而出现间充质细胞向成骨细 

胞分化的现象。在这一过程后，成骨细胞分泌基质 

蛋白和其他相关蛋白，为基质矿化提供场所，形成交 

织骨，并最后重建成板层骨。在软骨内成骨过程中， 

VEGF是钙化性吸收、新生血管生成和软骨内成骨 

的必需因子。在骨组织中，血管生成和骨生成是协 

调进行和相互影响的[5-61。因此，血管生成障碍必然 

伴有骨生成减少。 

IGF1是一种既有促进细胞增殖活性．又具有胰 

岛素样作用的多肽[7-8]。对软骨细胞而言，IGF1不仅 

能刺激细胞分裂增殖，而且增强细胞功能。促进蛋 

白多糖及Ⅱ型胶原的合成 101。关节软骨功能的维持 

几乎完全依赖于软骨基质的结构完整及胶原纤维 

(Ⅱ型胶原)和蛋白多糖(核心蛋白为aggrecan)问的 

有机结合。若软骨细胞不能有效地合成蛋白多糖， 

那将严重影响了软骨的力学性能[111。成熟的关节软 

骨 ，IGF1通过与 IGFBP3和纤连蛋 白的复合物结 

合，储存在软骨囊基质，这种形式的储存使IGF1维 

持在一个相对稳定的水平，当软骨基质损伤时．通过 

释放储存的 IGF1促进基质合成增加 ，修复损伤。 

IGF1在维护和修复关节软骨上具有重要的作用，而 

IGF1的功能障碍将导致关节软骨进行性退化 。 

BMP3是 TGF一13超家族的成员。BMP3可诱导 

多种来源的未分化间充质细胞向软骨细胞和成骨 

细胞转化，进而形成新骨。体外实验证实 BMP3可明 

显地促进软骨细胞分裂、增值。促进二型胶原和氨 

基多糖的分泌，并且有利于保持软骨细胞的表型fl2-13]。 

有研究提示 BMP3在骨折愈合早期的骨诱导中起 

重要作用，其在骨修复过程中可能以自分泌或，和旁 

分泌的方式发挥作用 ，促使间充质细胞向成软骨细 

胞及成骨细胞转化 ，并刺激这 3种细胞增殖 ，直到 

达到维持增长骨代谢平衡水平㈣。 

Ⅱ型胶原蛋白是软骨细胞外基质的主要结构 

蛋白，干重占30％～60％，II型胶原蛋白在 xI型、Ix 

型胶原蛋白协助下形成纤维原，纤维原结合多聚寡 

糖和水后膨胀，形成的结构可以抵御外压，保护细 

胞。Ⅱ型胶原蛋白还能为受体介导的细胞基质交流 

提供基质 ，诱导细胞骨架重排 ，并能通过各种蛋白 

激酶激活信号转导，包括黏附斑激酶(focal adhesion 

kinase，FAK)和丝裂原激活蛋白激酶(mitigen acti— 

rated protein kinase，MAP)，上调早应答基因表达，如 

c--ju．和 c_f0sl 5 201。有报道指出细胞基质交流也能调 

节细胞凋亡。1997年 Yang等构建了纯合子转基因 

小鼠，利用基因敲除技术使鼠内Ⅱ型胶原蛋白沉默， 
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通过体外实验研究细胞外基质基质对软骨细胞存 

活的影响，结果显示 Ⅱ型胶原蛋 白，作为软骨细胞 

外基质的主要成分，它的缺失会使软骨细胞走向凋 

亡 1。此外，在脊椎骨骺发育不良(spondyl0epiphyseal 

dysplasia，SED)的 3种类型中，其中先天性脊椎骨 

骺发育不良和轻度脊椎骨骺发育不良伴早期关节 

病与 COL2A1基因突变有关，而SEDT与 SEDL基因 

突变有关 ，因此猜~tJSEDL基因突变引起 COL2A1 

基因表达变化可能与 SEDT的发病机制相关。 

通过基因芯片检测 ，筛选出了 SEDL基因突变 

后人软骨细胞内骨发育相关差异表达基因．为进一 

步研究 SEDT的发病机制提供科研基础。这 5个有 

差异基因在 SEDT发病中是否有作用 。尚需进一步 

的研究论证。 
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