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［摘　要］目的：构建一种可用于评价人脂肪间充质干细胞（ｈｕｍａｎａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＡＳＣｓ）成骨向分化的
荧光素酶报告系统，以期能够快捷、特异且定量的检测出细胞在体外的成骨向分化情况，并且使将来活体监测小型

实验动物外源移植细胞的成骨分化成为可能。方法：将骨钙素（ｏｓｔｅｏｃａｌｓｉｎ，ＯＣ）基因的启动子克隆到荧光素酶 ｌｕ
ｃｉｆｅｒａｓｅ报告基因的上游，构建ｐＬＶＸＯＣｐｒｏＬｕｃＰｕｒｏ载体，进行慢病毒包装后感染人脂肪间充质干细胞，嘌呤霉素
（ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ）筛选阳性克隆，获得稳定整合 ＯＣｐｒｏＬｕｃＰｕｒｏ的细胞株，将该细胞在成骨诱导培养基中培养的第７和
１４天，观察其在成骨诱导环境下分化的情况。在成骨诱导培养的第７和１４天检测荧光素酶的活性，同时进行茜素
红（ＡｌｉｚａｒｉｎｒｅｄＳ）染色定量及成骨相关基因表达水平的检测，通过比较验证该荧光素酶报告系统用于成骨评价的
可行性。结果：成功构建 ｐＬＶＸＯＣｐｒｏＬｕｃＰｕｒｏ载体获得稳定整合报告基因的 ｈＡＳＣｓ细胞株。在 ＯＣｐｒｏＬｕｃＰｕｒｏ
ｈＡＳＣｓ成骨诱导的第７和１４天，茜素红钙化结节染色结果均为阳性，且第１４天的染色及定量结果明显强于第７
天。ＯＣ、Ｒｕｎｘ２及碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）基因的ｍＲＮＡ水平在成骨分化刺激下，其表达水平逐渐上
升，同时，荧光素酶被激活，且荧光素酶的活性在第１４天明显强于第７天，即荧光素酶表达的趋势与茜素红染色定
量及成骨相关基因表达水平一致。结论：成功构建了一种可用于评价成骨向分化的荧光素酶报告系统，并通过与
传统的检测成骨向分化方法（茜素红染色定量、成骨相关基因表达）对比，验证了该系统的有效性。
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　　临床治疗中经常面临着由于各种原因导致的骨
缺损，目前采用的自体移植、同种异体移植和人工

骨代用品植入等治疗手段尚不尽人意，以组织工程

的原理和方法产生的新型组织工程化细胞型人工骨

的出现为这一研究领域带来了生机［１］。近年来的

研究主要集中在种子细胞、支架材料、促进成骨向分

化的因子等方面［２－３］，而无论哪方面的研究，都需要

进行成骨向分化的评价。现有的成骨检测方法如碱

性磷酸酶染色及定量、茜素红（ＡｌｉｚａｒｉｎｒｅｄＳ）染色、
成骨向分化基因的检测等可应用于体外试验［４］，但

都在不同程度上存在检测标记物的特异性不足或者

方法繁琐的限制。

人脂肪间充质干细胞（ｈｕｍａｎａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＡＳＣｓ）是成体间充质干细胞的一种，具
有来源广泛、采集容易、患者痛苦小、易于接受、易于

扩增等优点，是骨组织工程技术中极具有吸引力的

一种成体干细胞来源［４］，本研究将利用该细胞构建

系统。骨钙素（ｏｓｔｅｏｃａｌｓｉｎ，ＯＣ）是成骨细胞能够特
异表达的少数几个蛋白之一，它主要在矿化形成期

出现，是成骨细胞功能的特殊标志物［４］。本研究将

ＯＣ基因的启动子克隆到荧光素酶 ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ报告基
因的上游，筛选出阳性克隆，进行慢病毒的包装后感

染人脂肪间充质干细胞，成功构建出了可用于评价

成骨向分化的荧光素酶报告系统，该方法能够快捷、

特异且定量的检测出细胞在体外的成骨向分化情

况，并且使将来活体监测小动物外源移植细胞的成

骨分化成为可能。

１　资料与方法

１．１　材料
ＤＭＥＭ培养基和胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，

ＦＢＳ）购自美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；慢病毒包装质粒（ｐＭ
ＤＬｇ／ｐＲＲＥ、ｐＲＳＶＲＥＶ、ｐＶＳＶＧ）载体购自美国Ａｄｄ
ｇｅｎｅ质粒库；ｐＬｅｎｔｉＸｐＴＲＥｐｕｒｏ载体购自美国
Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司；ＤＨ５α菌株购自北京全式金科技有限
公司；限制性内切酶 ＸｈｏⅠ和 ＢａｍＨⅠ、Ｔ４ＤＮＡ连
接酶购自美国ＮＥＢ公司；ＰｒｉｍｅＳｔａｒ、ｒＴａｑ聚合酶购

自日本 Ｔａｋａｒａ公司；β磷酸甘油、抗坏血酸、茜素
红、地塞米松购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ｈＡＳＣｓ购自美国
ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ公司。
１．２　构建ｐＬＶＸＯＣｐｒｏＬｕｃＰｕｒｏ载体

以基因组 ＤＮＡ为模板 ＰＣＲ扩增 ＯＣ基因启动
子（ＯＣｐｒｏ），以及以 ＥＲＥｔｋＬｕｃ载体为模板 ＰＣＲ扩
增 Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ（Ｌｕｃ）的编码序列；使用 ＸｈｏⅠ／
ＢａｍＨⅠ酶切 ＯＣ基因启动子的 ＰＣＲ产物，ＢａｍＨ
Ⅰ／ＮｏｔⅠ酶切Ｌｕｃ编码序列的ＰＣＲ产物，将二者纯
化作为插入片段；利用 ＸｈｏⅠ和 ＮｏｔⅠ将 ｐＬｅｎｔｉＸ
ｐＴＲＥＰｕｒｏ的ｐＴＲＥ启动子序列切掉后将剩余质粒
片段作为载体，用琼脂糖凝胶回收试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ，
德国）回收线性化的载体，将以上三者按照 ＯＣｐｒｏ∶
Ｌｕｃ∶载体 ＝６∶６∶１（分子数比）的比例混合，用 Ｔ４
ＤＮＡ连接酶连接，转化大肠杆菌 ＤＨ５（感受态菌
株），在含氨苄青霉素（１００ｍｇ／Ｌ）的平皿培养１２～
１６ｈ。挑单克隆培养１２ｈ后，利用 ＰＣＲ方法鉴定
ＯＣｐｒｏ以及Ｌｕｃ是否成功插入载体中，将阳性克隆送
上海英俊生物技术有限公司测序。

１．３　慢病毒的包装
质量比 ｐＬＶＸＯＣｐｒｏＬｕｃＰｕｒｏ∶ｐＭＤＬｇ／ｐＲＲＥ∶

ｐＲＳＶＲＥＶ∶ｐＶＳＶＧ＝２∶１∶１∶１，共２５ｇ质粒。１．５ｍＬ无
血清的 ＤＭＥＭ培养基稀释 ６０μＬ脂质体 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国），混匀，２５℃放置
５ｍｉｎ；１．５ｍＬ无血清的 ＤＭＥＭ培养基稀释 ２５μｇ
ＤＮＡ，混匀；将上述稀释液混合后，混匀，２５℃放置
２０ｍｉｎ。将３ｍＬ的混合液加入含有适量培养基的
２９３Ｔ细胞的培养皿（１０ｃｍ）中，３７℃孵育，４～６ｈ
更换新鲜的培养基，２４ｈ收集上清液；４℃避光保
存，４８ｈ再次收集上清液，４０００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃
沉淀，０．４５μｍ滤器过滤上清液，超速离心，浓缩含
病毒的上清液，收集病毒浓缩液，分装适量的病毒液

进行感染实验。

１．４　嘌呤霉素（ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ）筛选阳性克隆
由于构建的 ｐＬＶＸＯＣｐｒｏＬｕｃＰｕｒｏ质粒带有嘌

呤霉素抗性，因此经慢病毒 ｐＬＶＸＯＣｐｒｏＬｕｃＰｕｒｏ感
染的ｈＡＳＣｓ细胞能在嘌呤霉素抗性培养基中存活。
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在慢病毒感染的ｈＡＳＣｓ培养基中加入ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ（１
ｍｇ／Ｌ）４～５ｄ后，可筛选出阳性克隆，获得稳定整
合ＯＣｐｒｏＬｕｃＰｕｒｏ的ｈＡＳＣｓ细胞株。
１．５　ＯＣｐｒｏＬｕｃＰｕｒｏｈＡＳＣｓ的成骨向分化诱导

ＯＣｐｒｏＬｕｃｈＡＳＣ接种于６孔板，慢病毒感染细
胞使用增殖培养基［ＤＭＥＭ＋１０％（体积分数）
ＦＢＳ＋抗生素］或成骨诱导培养基［ＤＭＥＭ＋１０％
（体积分数）ＦＢＳ＋１００ｎｍｏｌ／Ｌ地塞米松 ＋０．２
ｍｍｏｌ／Ｌ抗坏血酸 ＋１０ｍｍｏｌ／Ｌβ甘油磷酸 ＋抗生
素］分别培养７～１４ｄ，观察 ＯＣｐｒｏＬｕｃｈＡＳＣｓ在成
骨诱导环境下分化的情况。

１．６　ＯＣｐｒｏＬｕｃＰｕｒｏｈＡＳＣ成骨向分化的检测
通过检测成骨向分化后荧光素酶的活性，与茜

素红染色以及内容源性ＯＣ基因表达水平变化相比
较，验证荧光素酶报告系统用于成骨评价的可行性。

１．６．１　荧光素酶报告基因分析（ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒ
ａｓｓａｙ）　成骨诱导分化第７和１４天，用冷 ＰＢＳ清洗
２次细胞，将细胞裂解液（ＰＬＢ）１００μＬ加入每个细
胞培养孔，室温孵育１５ｍｉｎ，使细胞充分裂解，所得
到的细胞裂解液可直接用于荧光测量。将荧光素酶

底物冷冻干粉溶于１０ｍＬ荧光素酶分析缓冲液中，
所得溶液为ＬＡＲⅡ，分装，－７０°Ｃ保存。测量时将
２０μＬ细胞裂解液放入９６孔荧光测量板，加入 ５０
μＬＬＡＲⅡ，测量荧光素酶，测量条件为延迟２ｓ，测
量１０ｓ。
１．６．２　ＯＣ、Ｒｕｎ×２及ＡＬＰ基因ｍＲＮＡ表达水平的
检测　成骨诱导分化第７和１４天，利用 ＲＮＡ提取
试剂提取细胞总 ＲＮＡ，反转录合成 ｃＤＮＡ，实时定
量ＰＣＲ检测 ＯＣ、Ｒｕｎｘ２、碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓ
ｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）基因 ｍＲＮＡ的表达水平。ＯＣ引物上
游为 ５′ＧＴＣＣＡＧＣＧＣＣＴＧＡＡＴＧＡＡＣＴＴ３′，下游为
５′ＧＣＡＡＣＡＡＴＣＴＴＧＣＴＣＡＡＡＧＣＡＴＡ３′；Ｒｕｎｘ２引物
上游为 ５′ＣＣＧＣＣＴＣＡＧＴＧＡＴＴＴＡＧＧＧＣ３′，下游为
５′ＧＧＧＴＣＴＧＴＡＡＴＣＴＧＡＣＴＣＴＧＴＣＣ３′；ＡＬＰ引物上
游为 ５′ＡＴＧＧＧＡＴＧＧＧＴＧＴＣＴＣＣＡＣＡ３′，下游为
５′ＣＣＡＣＧＡＡＧＧＧＧＡＡＣＴＴＧＴＣ３′。
１．６．３　茜素红矿化结节染色实验　成骨诱导分化
第７和 １４天，ｈＡＳＣｓ茜素红钙化结节染色。７０％
（体积分数）乙醇室温下固定３０ｍｉｎ，蒸馏水冲洗２
次后，１％（质量分数）茜素红［１％ （质量分数）ＫＯＨ
调节 ｐＨ值至 ４．２］５００μＬ／孔固定，室温孵育 ３０
ｍｉｎ，蒸馏水冲洗３次，弃去冲洗蒸馏水，进行大体及
镜下观察。加入１００ｎｍｏｌ／Ｌ十六烷基吡啶溶解与
钙螯合的茜素红染剂，室温放置１ｈ，测定５６２ｎｍ的
光密度（Ｄ）值。

２　结果

２．１　ｐＬＶＸＯＣｐｒｏＬｕｃＰｕｒｏ质粒的构建

构建ｐＬＶＸＯＣｐｒｏＬｕｃＰｕｒｏ质粒，用ＰＣＲ方法鉴
定。ＯＣｐｒｏ片段大小１．２ｋｂ，在１％（质量分数）琼脂
糖凝胶上，通过与阳性对照（Ｐ）以及阴性对照（Ｎ）
对比，可以准确地判断阳性克隆（图１）。经测序，进
一步挑选与设计序列相符的重组阳性质粒，最终构

建的质粒如图２。
２．２　ＯＣｐｒｏＬｕｃＰｕｒｈＡＳＣｓ成骨向分化的检测结果
２．２．１　茜素红矿化结节染色及定量结果　在
ＯＣｐｒｏＬｕｃＰｕｒｈＡＳＣｓ成骨诱导的第７和１４天，茜素
红钙化结节染色结果均为阳性，且第１４天的染色及
定量结果明显强于第７天（图３Ａ，Ｂ），第０、７、１４天
的细胞数没有明显差异（图３Ｃ）。
２．２．２　荧光素酶报告基因分析结果　在ＯＣｐｒｏＬｕｃ
ＰｕｒｈＡＳＣｓ成骨诱导的第７和１４天，荧光素酶被激
活，且荧光素酶的活性在第 １４天明显强于第 ７天
（图４）。荧光素酶表达的趋势与茜素红染色一致，
验证了该系统的良好效能，同时发现与 ＯＣ启动子
转录活性增强相一致，内源性 ＯＣ、Ｒｕｎｘ２及 ＡＬＰ基
因的 ｍＲＮＡ水平也在成骨分化刺激下逐渐上升
（图５）。

图１　　琼脂糖凝胶电泳鉴定阳性克隆

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｂｙａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
　

图２　ｐＬＶＸＯＣｐｒｏＬｕｃＰｕｒｏ质粒构建示意图

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｐＬＶＸＯＣｐｒｏＬｕｃＰｕｒｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔ
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Ａ，Ａｌｉｚａｒｉｎｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｂ，Ａｌｉｚａｒｉｎｒｅｄｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；Ｃ，ｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｃｏｕｎｔｉｎｇｏｆｈＡＳＣｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｍｅｄｉｕｍ．

图３　ｈＡＳＣｓ成骨分化诱导第７，１４天的茜素红矿化结节染色及定量结果

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＡｌｉｚａｒｉｎｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｈＡＳＣｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｆｏｒ７ｏｒ１４ｄａｙｓ
　

图４　ｈＡＳＣｓ成骨分化诱导第７和１４天的荧光素酶报告基因分析

结果

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＬｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙｗｉｔｈｃｅｌｌｕｌａｒｅｘｔｒａｃｔｓｆｒｏｍｈＡＳＣｓ
ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｆｏｒ７ｏｒ１４ｄａｙｓ

　

图５　ｈＡＳＣｓ成骨分化诱导第７和１４天实时荧光定量ＰＣＲ检测ＯＣ，

Ｒｕｎｘ２及ＡＬＰ基因表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＯＣ，Ｒｕｎｘ２ａｎｄＡＬＰｉｎｈＡＳＣｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

ｍｅｄｉｕｍｆｏｒ７ｏｒ１４ｄａｙｓ
　

３　讨论

自从提出组织工程的概念以来，组织工程尤其

是骨组织工程获得了飞速发展，目前被认为是最快

能获实际应用的领域。十余年来大量工作均围绕骨

组织工程三要素（细胞、支架材料和生长因子）开

展，而几乎所有的研究都会用到成骨的检测与评价。

现有比较常用的成骨向分化检测方法包括碱性

磷酸酶活性检测、茜素红染色等检测钙的含量以及

反转录实时定量 ＰＣＲ检测骨形成的分化标记物
（如Ⅰ型胶原、骨钙蛋白和骨桥蛋白等）。碱性磷酸
酶能通过水解磷脂释放出无机磷，增加局部钙、磷的

浓度，并在胶原原纤维中沉积，从而促进基质钙化。

碱性磷酸酶检测是骨组织工程使用最多的检测骨形

成和骨间质矿化的手段，碱性磷酸酶活性的高低是

反映成骨细胞成熟状态的一个重要指标［５］，然而该

方法的特异性较低，因此在应用时受到了一定的限

制；茜素红能与钙离子以螯合方式形成复合物，用来

识别组织细胞的钙盐成分，通过茜素红染色，产生桔

红色沉积（即钙结节），但会受到其他金属离子的干

扰［６］。反转录实时定量 ＰＣＲ虽然在检测成骨分化
时具备特异性高、敏感性高等特点［７］，但是其操作

需经历ＲＮＡ提取反转录等繁琐步骤，另外由于荧光
定量试剂的高成本，不适合处理较大样本。

ＯＣ是成骨标志物的一种，本研究将 ＯＣ启动子
克隆到荧光素酶ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ报告基因的上游，当细胞
向成骨细胞分化时，ＯＣ的启动子转录活性增强，从
而激活荧光素酶表达。为了验证该系统的有效性，

·３７１·葛雯姝，等　构建一种可评价脂肪间充质干细胞成骨向分化的荧光素酶报告系统



在ｈＡＳＣｓ成骨诱导的第７和１４天，本研究同时进行
了荧光素酶报告基因的检测、茜素红染色和定量实

验，以及成骨相关基因的检测。结果显示荧光素酶表

达的趋势与茜素红染色以及内源性 ＯＣ、Ｒｕｎｘ２、ＡＬＰ
基因表达激活相一致，验证了该系统的良好效能。

本研究构建的检测成骨向分化的荧光素酶报告

系统，可以通过荧光素活性的高低定量、快捷且特异

地评价ｈＡＳＣｓ成骨向分化的能力，并且该系统可以
作为高通量筛选影响 ｈＡＳＣｓ成骨分化重要因子的
平台。高通量筛选技术是近年来应用广泛的一门技

术［８］，并随着组合化学、微芯片技术和基因组学的

发展而不断发展；在本研究构建系统的基础上，通过

ＲＮＡｉ筛选或小分子药物的筛选［９－１０］，就可以全面、

系统、快速地筛选出与成骨向分化相关的重要因子，

为研究干细胞成骨向分化打下基础。该系统基于慢

病毒载体构建和药物压力筛选稳定克隆，除了用于

评价ｈＡＳＣｓ的成骨分化，还可以用于研究骨髓间充
质干细胞以及其他多潜能干细胞的成骨分化机制。

在体外实验时碱性磷酸酶和茜素红染色等方法

都可以用来检测细胞成骨向的分化，但是当需要观

察细胞在体内的成骨向分化情况时以上方法就都不

再适用了。目前常用的方法是取材后进行 Ｘ射线
照射、ＣＴ扫描、ＨＥ染色和免疫组织化学等，若是需
要观察细胞随时间的成骨向分化情况，则需要在不

同的时间点取材［１１］，这样实验的时间和成本都很

高。目前尚未见报道可以不用体外取材，在体连续

观察细胞的成骨向分化研究。

生物发光成像技术是近年发展起来的一项可

在活体动物中直接测定生物发光信号的新技

术［１２］，荧光素酶在底物荧光素存在的情况下催化

底物产生生物发光，可被成像系统检测到。荧光

素酶只在活细胞内产生发光现象，光的强度与标

记细胞的数目成正比，为实验研究提供了很好的

定量指标［１３］。生物发光和荧光成像作为近年来新

兴的活体动物体内光学成像技术，以其操作简便

及直观性成为研究小动物活体成像的一种理想方

法，在生命科学研究中得以不断发展。利用这种

成像技术，可以实时观察标记的基因及细胞在活

体动物体内的变化及运动，该方法已用于肿瘤生

长及治疗效果的研究，但在骨组织工程领域尚未

见应用［１４－１５］。本研究构建了 ｐＬＶＸＯＣｐｒｏＬｕｃＰｕｒｏ
载体，并筛选到可以进行正常成骨分化的 ＯＣｐｒｏ
ＬｕｃｈＡＳＣｓ细胞，在将来的工作中，本课题组将致
力于通过该系统将活体动物体内光学成像技术引

入骨组织工程学，使在体观察细胞的成骨向分化

成为可能。

本研究成功建立了可评价干细胞成骨向分化的

荧光素酶报告基因系统，并通过传统的成骨向分化

检测方法对该系统的有效性进行了验证。该系统的

建立，为骨组织工程学中成骨检测提供了一种新的

方法，对于成骨相关因子的筛选，以及干细胞在体内

外成骨向分化的检测都具有非常重要的意义。
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