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［摘 要］ 目的：通过抑制细胞中Noggin的表达，观察其对大鼠脂肪间充质干细胞（adipose⁃derived stem cells，ADSCs）中生长

分化因子 5（growth differentiation factor 5，GDF⁃5）表达量的影响，探究两者之间的关系。方法：构建GDF5慢病毒过表达载体

（Lv⁃GDF5）及Noggin干扰载体（Lv⁃Noggin shRNA），根据目的基因的不同，将实验分成4组，分别使用重组慢病毒转染大鼠ADSCs：
A组为Lv⁃EGFP转染ADSCs（空载体病毒转染组）；B组为Lv⁃Noggin shRNA转染ADSCs；C组为Lv⁃GDF5转染ADSCs；D组为Lv⁃
GDF5+Lv⁃Noggin shRNA共转染ADSCs。通过实时定量PCR技术和Western blot技术检测转染后 14 d GDF5和Noggin的表达

量，进行对比分析。并检测软骨基质二型胶原（collagen Ⅱ，Col⁃Ⅱ）mRNA的表达，进行组间比较。结果：实时定量PCR结果显

示：转染后14 d，A、B、C、D组GDF5 mRNA表达量呈递增趋势，两两之间比较，除B组与C组之间差异无统计学意义外，其余各

组间差异均有统计学意义（P < 0.05）；各组间Noggin mRNA 表达量比较，A组>C组>B组>D组，两两比较，除A组与C组间差异

无统计学意义外，其余各组间差异均有统计学意义（P < 0.05）；Col⁃Ⅱ mRNA表达量呈递增趋势，两两比较，差异均有统计学意

义（P < 0.05）。Western blot结果显示：转染后14 d，A、B、C、D组GDF5 蛋白表达量呈递增趋势，两两比较，差异均有统计学意义

（P < 0.05）；各组间Noggin 蛋白表达量比较，A组>C组>B组>D组，两两比较，A组与C组、C组与B组间差异无统计学意义，其余

组间差异均有统计学意义（P < 0.05）。结论：抑制大鼠ADSCs Noggin的表达，GDF5表达量相应增加，两者呈负相关关系。
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［Abstract］ Objective：To explore the influence on expression of growth differentiation factor 5（GDF⁃5）in adipose⁃derived stem cells
（ADSCs）by inhibiting the expression of Noggin. Methods：The recombinant lentivirus vectors of GDF5 gene（Lv⁃GDF5）and lentivirus
vectors carrying Noggin RNAi sequence（Lv⁃Noggin shRNA）were constructed. ADSCs were divided into four groups：ADSCs in group
A were transfected by empty lentivirus（with enhanced green fluorescent protein，Lv⁃EGFP）；ADSCs in group B were transfected by Lv⁃
Noggin shRNA；ADSCs in group C were transfected by Lv⁃GDF5；ADSCs in group D were co⁃transfected by Lv⁃GDF5 and Lv⁃Noggin
shRNA. Then，the expression of GDF5 and Noggin in ADSCs was determined by real ⁃ time PCR and Western blot 14 days after
transfection. The capacity of cartilage differentiation was detected through collagen typeⅡ（Col⁃Ⅱ）by RT⁃PCR. Finally，the expression
quantity was contrastly analyzed. Results：RT⁃PCR showed that the expression of GDF5 mRNA and protein increased gradually 14 d
after transfection from group A to group D. In comparison between each two groups，except the difference between group B and group C
was not statistically significant，differences between the other groups were statistically significant（P < 0.05）. The expression of Noggin
mRNA and protein increased gradually in group D，B，C and A. In comparison between each two groups，except the difference between
group A and group C was not statistically significant，the differences between the other groups were statistically significant（P < 0.05）.
The expression of Col⁃Ⅱ mRNA increased gradually from group A to group D. In comparison between each two groups，the differences
were statistically significant（P < 0.05）. The results of Western blot showed that the expression of GDF5 protein increased gradually
from group A to group D 14 d after transfection. In comparison between each two groups，the difference was statistically significant（P <
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骨关节炎（osteoarthritis，OA）严重影响中老年人

的身体健康和日常生活，其致病机制为软骨细胞的合

成与分解代谢紊乱，引起关节软骨渐进性破坏［1］。所

以软骨修复成为治疗OA最重要的方法之一［2］。

以前临床上治疗软骨缺损多应用软骨细胞移

植，但往往因为自身软骨细胞来源有限、异体软骨细

胞排斥反应、对供区造成伤害等缺陷而受到限制［3］。

近年来，组织工程学和基因治疗学的发展，为软骨

修复带来革命性的希望［2，4-6］。

体外实验证明，生长分化因子5（growth differen⁃
tiation factors，GDF5）能够促进间充质干细胞（mes⁃
enchymal stem cells，MSCs）向软骨细胞分化，其修饰

的成软骨分化受到 GDF5的胞外抑制剂 Noggin调

节［7- 8］。因此只要控制好合适比例的 Noggin 及

GDF5表达，就可以更高效地达到修复软骨、治疗

OA的目的。然而目前Noggin 及GDF5在软骨形成

过程中的相对表达量如何，两者表达量之间存在怎

样的关系一直都不清楚。如果两者在体内的表达

存在一定联系，就可以通过外源性添加或者减少

Noggin，从而间接改变GDF5的表达量，使两者比例

达到最佳，从而进一步促进软骨修复和关节形成。

基于这个设想，本研究通过组织工程学联合基因治

疗学来探究两者之间的变化规律，以期为软骨修复

提供新方法。

1 材料和方法

1.1 材料

健康成年雄性SD 大鼠3只，体重250~300 g，由
无锡市人民医院实验动物中心提供。Ⅰ型胶原酶

（Sigma 公司，美国）；胎牛血清（fetal bovine serum，

FBS）（HyClone 公司，美国）；β⁃甘油磷酸钠、PCR 引

物（Invitrogen 公司，美国）；TRIzol、Revert Aid First
Strand cDNA Synthesis Kit（Thermo 公司，美国）；

SYBR Green PCR Master Mix（江苏同科医药公司）；

慢病毒表达质粒（北京英茂盛业生物科技有限公

司）；GDF⁃5（A⁃10）单克隆抗体、Noggin 多克隆抗

体、β⁃actin（Santa Cruz 公司，美国）。293FT 细胞株

由无锡市人民医院实验室冻存。PVDF膜（Millipore
公司，美国）；ECL发光液（Thermo 公司，美国）；酶标

二抗（北京中杉金桥生物技术有限公司）；CO2 培养

箱、低温高速离心机（Thermo 公司，美国）；超净工作

台（苏州净化设备工程公司）；倒置荧光显微镜

（Olympus 公司，日本）；ABI7500 实时荧光定量PCR
仪（Applied Biosystems 公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 大鼠脂肪间充质干细胞（adipose ⁃ derived
stem cells，ADSCs）的分离、传代培养

将SD大鼠拉颈处死后，在超净工作台中分离腹

股沟脂肪组织，用PBS清洗组织3次，并切除肉眼可

见的小血管和筋膜。将漂洗、修剪干净的组织剪成

1 mm3左右小块。将组织块转移至 5 mL离心管中，

加入 5倍体积的 0.1%Ⅰ型胶原酶溶液，密封离心

管。将离心管放入 37 ℃恒温振荡箱中，振荡消化

60~90 min，至绝大部分组织消化。用含10%FBS的
DMEM等体积中和，1 500 r/min离心 10 min后弃去

上清。160 mmol/L NH4Cl裂解红细胞 10 min，离心

弃去上清。含 10%FBS的DMEM重悬细胞，细胞计

数，按 2×105个/mL的密度接种于 35 cm2的培养瓶

内，置于 37 ℃恒温、5% CO2的饱和湿度培养箱中培

养。培养48 h后首次换液，去除未贴壁细胞，以PBS
冲洗3次，之后每2~3 d换液1次，约5~7 d左右细胞

生长融合至80%~90%时，进行传代培养。

将细胞培养瓶内细胞培养上清用吸管小心吸

出，加入 1 mL 消化液（0.05%胰蛋白酶 + 0.01%
EDTA），置于37 ℃培养箱中10 min。于显微镜下观

察消化的细胞，当细胞变圆，细胞间连接断开时倾

去消化液，加入HG⁃DMEM（含 15%FBS）培养基，并

吹打分散细胞，基本保证细胞成单个。用细胞计数

板计数后，以 5×105个/mL的密度接种于 25 mL的培

养瓶中，标记为P1，以后视细胞生长情况及时传代，

0.05）. The expression of Noggin protein decreased gradually in group A，C，B and D. In comparison between each two groups，the
differences between group A and group C，as well as group C and group B were not statistically significant，while the differences
between the other groups were statistically significant（P < 0.05）. Conclusion：The expression of GDF5 in ADSCs increased by
inhibiting the expression of Noggin. A negative correlation between GDF5 and Noggin expression quantity was found.
［Key words］ Noggin；adipose⁃derived stem cells；growth differentiation factor 5
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分别标记为P2、P3。每日在倒置显微镜下观察细胞

生长情况。第3代细胞用于基因转染。

1.2.2 大鼠GDF5过表达载体的构建

收集大鼠ADSCs细胞，抽提RNA，采用Rever⁃
tAid First Strand cDNA Synthesis Kit试剂盒进行RT⁃
PCR得到 cDNA，以此为模板PCR扩增得到GDF5产
物 ，引 物 序 列 为 ：上 游 5′ ⁃ ATGAGA⁃
CTCCCCAAACTCCT ⁃ 3′，下游 5′ ⁃ CTACCTACAGC⁃
CACAAGATTC⁃3′。 GDF5产物片段 1 488 bp，通过

XbaⅠ/EcoRⅠ酶切将GDF5克隆入过表达载体pLV⁃
EGFP⁃Puro。挑选过表达载体的8个克隆，进行酶切

鉴定。

1.2.3 大鼠Noggin shRNA干扰载体构建

针对目的基因Noggin，设计 1对 shRNA寡核苷

酸序列：上游 5′⁃CCGGGAGATCAAAGGGCTGGAG⁃
TTCCTCGAGGAACTCCAGCCCTTTGATCTCTTTTTG
⁃3′；下游5′⁃ AATTCAAAAAGAGATCAAAGGGCTGG
⁃AGTTCCTCGAGGAACTCCAGCCCTTTGATCTC⁃3′。
shRNA经过退火变为双链，PLKO.1质粒AgeⅠ/EcoRⅠ
双酶切后将 shRNA插入PLKO.1。连接转化后进行

测序鉴定。

1.2.4 病毒包装

使用 Lipofectamine 2000转染试剂将慢病毒包

装辅助质粒 PLP1、PLP2、PLP⁃VSVG混合物与构建

的目的质粒共转染至状态良好、处于对数生长期的

293FT细胞。转染后1 d更换培养液，转染后48 h收
集培养上清进行浓缩。转染后72 h观察转染效率，再

次收集培养上清。将上清以3 000 r/min离心15 min
后，用 0.45 μm滤器过滤以去除细胞碎片。由此包

装出携带 GDF5、Noggin shRNA的重组慢病毒（Lv⁃
GDF5、Lv⁃Noggin shRNA），分装于-80 ℃冰箱冻存备

用。Lv⁃EGFP已有备用冻存。

1.2.5 病毒感染及实验分组

实验分为4组，分别为A组（Lv⁃EGFP对照组）、

B组（Lv⁃Noggin shRNA组）、C组（Lv⁃GDF5组）、D组

（Lv⁃GDF5+Lv⁃Noggin shRNA组）。具体方法如下：将

状态良好的P3代ADSCs细胞铺6孔板，3×105个/孔，

37 ℃培养过夜；病毒稀释：感染前，从冰箱取出病毒

并在冰上缓慢融化，用含终浓度为 5 μg/mL poly⁃
brene的新鲜培养基准确稀释慢病毒原液；吸去细胞

原有培养基，加入1/2体积已稀释慢病毒液，轻轻8字
混匀。37 ℃孵育培养4~6 h后更换新鲜培养液。更

换培养液48~72 h，观察荧光表达情况及细胞生长情

况并及时换液。以保证细胞良好的生长状态。

1.2.6 实时荧光定量PCR（Real time PCR）检测

各组于转染后 14 d收集细胞，抽提RNA，反转

录为 cDNA，根据检测基因的不同，使用 Primer Pre⁃
mier 5.0 软件设计相应引物，GDF5基因引物序列：r⁃
GDF5 上游 5′ ⁃TGTCCGATGCTGACAGAAAG⁃3′，r ⁃
GDF5 下游 5′ ⁃ TCCTTCTCCAAGGCACTGAT ⁃ 3′；r ⁃
Noggin 上游 5′ ⁃ CCGAGCGAGATCAAAGGG ⁃ 3′，r ⁃
Noggin 下游 5′ ⁃TACAGCACCGGGCAGAAGG⁃3′；r ⁃
ColⅡ上游 5′⁃AGGGGTACCAGGTTCTCCATC ⁃3′，r⁃
ColⅡ下游 5′ ⁃ CTGCTCATCGCCGCGGTCCTA ⁃ 3′。
内参引物序列：r ⁃GAPDH 上游 5′⁃TTCAACGGCA⁃
CAGTCAAG ⁃ 3′ ，r ⁃ GAPDH 下 游 5′ ⁃ TGGTTCA⁃
CACCCATCACA⁃3′。

PCR 反应体系如下：SYBR Green Master mix
（2×）10 μL，引物（10 μmol/L）1 μL，模板（cDNA）1 μL，
最后 ddH2O补足至总体积 200 μL。混匀后，上机。

反应程序为：95 ℃预变性 10 min；95 ℃变性 15 s，
60 ℃退火复性30 s，72 ℃延伸30 s，40个循环。计算

各样品Ct值，用相对定量法检测目的基因的表达变

化，按照2-ΔΔCt法对数据进行分析处理。

1.2.7 Western blot检测

用RIPA裂解液冰上裂解细胞30 min，12 000 r/min
4 ℃离心 10 min后取上清。加适量上样缓冲液，沸

水中煮 5 min制备好蛋白样品。经 12%SDS⁃PAGE
100 V恒压电泳，250 mA恒流湿转膜90 min，将蛋白

转移至PVDF膜。5%脱脂奶粉溶液封闭1 h后分别加

GDF⁃5（1∶500）、Noggin（1∶500）或β⁃actin（1∶5 000）抗
体，4 ℃孵育过夜；TBST洗 3次，加上辣根过氧化物

酶标记的二抗（1∶2 000），室温下孵育 1 h，TBST洗

4次后进行ECL显色发光。X线胶片用 Image J软件

进行分析，以灰度值的比值作相对量分析。

1.3 统计学方法

采用 SPSS17.0 统计软件进行分析。数据以均

数±标准差（x ± s）表示；多组间比较采用单因素方差

分析，两两比较采用SNK 检验；检验水准α=0.05。
2 结 果

2.1 大鼠GDF5过表达载体的构建

鉴定图谱如图 1所示，结果显示 1、2、3、4、6均

成功插入目的片段GDF5，后续实验选用pLV⁃EGFP⁃
Puro⁃GDF5⁃6。
2.2 大鼠Noggin shRNA干扰载体的构建

通过序列比对，确认序列与GenBank中的序列

完全一致，干扰载体构建成功（图2）。
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2.3 大鼠ADSCs细胞形态学观察

原代培养的ADSCs 24 h左右即可观察到细胞

开始贴壁，呈梭形、圆形或椭圆形。传代细胞2 h即
可贴壁、生长迅速，多数为类成纤维细胞，圆形细胞

逐渐减少。观察至第 3代时，发现细胞形态特征无

明显变化（图3）。
2.4 转染效率观察

转染后72 h荧光倒置显微镜观察示，各组 ADSCs
荧光阳性细胞比率均高达90% 以上；倒置相差显微

镜观察示各组细胞生长状态均良好。说明重组慢病

A：原代ADSCs；B：P3代ADSCs。
图3 倒置相差显微镜观察ADSCs的生长情况（×100）

Figure 3 Growth of ADSCs observed under inverted
phase contrast microscope（×100）

BA

毒转染效率高，外源基因可有效表达（图 4）。
2.5 实时荧光定量PCR检测

转染后 14 d，A、B、C、D组GDF5 mRNA表达量

呈递增趋势，两两之间比较，除B组与C组之间无统

计学差异外，其余各组间差异均有统计学意义（P <
0.05，表 1，图 5A）；各组间 Noggin mRNA 表达量比

较，A组>C组>B组>D组，两两比较，除A组与C组

间无统计学差异外，其余各组间差异均有统计学意

义（P < 0.05，表 1，图 5A）。Col⁃Ⅱ mRNA表达量在

组间呈递增趋势，两两比较，差异均有统计学意义

（P < 0.05，表1，图5B）。

图4 转染后72 h各组ADSCs形态观察及荧光表达情况（×100）
Figure 4 Cell morphology and fluorescent expression of ADSCs 72 h after transfection（×100）

A组 B组 C组 D组

白
光

荧
光

1、2、3、4、6：阳性克隆；5、7、8：阴性克隆；M：Marker。
图1 8个过表达载体克隆的酶切鉴定图谱

Figure 1 Enzyme identification of 8 overexpression vector
clones

2 000 bp— ←1 488 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8

图2 Noggin shRNA测序结果

Figure 2 Sequencing result of Noggin shRNA

Nog⁃F⁃3.seq
Nog2⁃1⁃U6_DO6.ab1

Consensus
CCGGGAGATCAAAGGGCTGGAGTTCCTCGAGGAACTCCAGCCCTTTGATCTCTTTTTG
CCGGGAGATCAAAGGGCTGGAGTTCCTCGAGGACTCCAGCCCTTTGATCTCTTTTTGAATTGGAAGGACGAAACA
c c g g g a g a t c a a a g g g c t g g a g t t c c t c g a g g a a c t c c a g c c c t t t g a t c t c t t t t t g
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A：实时定量 PCR检测各组细胞GDF5及Noggin mRNA相对表

达量；B：实时定量PCR检测各组细胞Col⁃Ⅱ mRNA相对表达量。两

组比较，*P < 0.05。
图 5 实时定量 PCR检测各组细胞GDF5、Noggin和Col⁃

Ⅱ mRNA相对表达量

Figure 5 Expression of GDF5，Noggin and Col⁃Ⅱ mRNA
in each group detected by real⁃time PCR

2.6 Western blot检测

转染后 14 d，A、B、C、D组GDF5 蛋白表达量呈

递增趋势，两两之间比较，差异均有统计学意义

（P < 0.05，图 6A，表 2）；各组间Noggin 蛋白表达量

比较，A组>C组>B组>D组，两两比较，A组与C组

间、C组与B组间差异无统计学意义，其余组间差异

均有统计学意义（P < 0.05，图6B、表2）。

3 讨 论

OA是临床上一种十分常见的中老年疾病，其

临床特点主要为关节软骨进行性破坏、软骨下骨硬

化及骨赘形成，关节软骨磨损会破坏关节平衡，从

而引起严重的关节功能障碍［9］。

关节软骨无血管、神经支配及淋巴液供应，对

创伤、炎症的反应主要由软骨细胞和滑膜分泌的细

胞因子所介导［10］。关节软骨自行修复的能力相当

有限，促进其再生的诸多方法（如自体软骨细胞移

植等）均无法取得令人满意的效果，故关节软骨损

伤的修复一直都是困扰骨科临床医生的一大难

题。研究表明，关节软骨损伤修复过程主要是通过各

种因子诱导MSCs分化形成软骨细胞［11］。其中GDF5
是最重要的细胞因子之一［12］，在软骨形成早期和关节

表1 实时定量PCR检测各组细胞GDF5、Noggin、Col⁃Ⅱ mRNA相对表达量

Table 1 Expression quantity of GDF5，Noggin and Col⁃Ⅱ mRNA in each group deteted by real⁃time PCR

*：Fisher四格表确切概率法P值。

指标

GDF5
Noggin
Col⁃Ⅱ

A组

1.00 ± 0.23
1.00 ± 0.07
1.00 ± 0.18

F值

255.16
160.10
152.74

P值

<0.05
<0.05
<0.05

B组

2.12 ± 0.07
0.49 ± 0.03
1.65 ± 0.33

C组

2.35 ± 0.08
0.94 ± 0.04
3.70 ± 0.19

D组

5.02 ± 0.27
0.33 ± 0.04
4.50 ± 0.33

A：Western blot检测各组细胞GDF5蛋白表达情况；B：Western
blot检测各组细胞Noggin蛋白表达情况。

图6 Western blot检测各组细胞GDF5和Noggin蛋白表达

情况

Figure 6 Expression of GDF5 and Noggin protein in each
group by Western blot
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表2 Western blot检测各组细胞GDF5及Noggin蛋白相对表达量

Table 2 Expression quantity of GDF5 and Noggin protein in each group by Western blot

指标

GDF5
Noggin

A组

25.42 ± 0.66
63.56 ± 0.45

F值

401.08
207.74

P值

<0.05
<0.05

B组

32.47 ± 1.36
61.70 ± 0.79

C组

38.44 ± 1.46
62.55 ± 0.93

D组

54.54 ± 0.46
51.90 ± 0.03
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发育过程中发挥了关键调控作用，它通过促进软骨细

胞增殖，从而进一步促进软骨发育和成熟［13］，这为关

节软骨的修复提供了一个新途径。

GDF5 是转化生长因子β（transforming growth
factor β，TGF⁃β）超家族的新成员，在软骨形成和关

节腔形成中具有显著作用［14-16］。研究显示，GDF5在
软骨发育初期能促进MSCs聚集和软骨方向分化，

在软骨发育后期能显著刺激软骨细胞增殖。GDF5
促进软骨细胞分化的作用已达成共识，但是有研究

发现，GDF5调控的成软骨分化还受其细胞外拮抗剂

Noggin所调节，两者相互作用，保持平衡［17］。只有两

者维持适当比例，才能有效促进机体关节发育。

Noggin 是机体骨骼系统发育的重要调控基

因。Noggin 突变可引起软骨过多和关节形成障

碍。Noggin 突变造成的关节发育缺陷与其对GDF5
的拮抗作用有关，当Noggin 蛋白缺乏时，关节形成

部位无法拮抗GDF5的生物活性，从而影响关节发

育［18］。因此，正常关节形成需要适当比例的GDF5
及Noggin，一旦两者失衡则会引起关节发育缺陷。

为了探究GDF5和Noggin在关节发育过程中的

关系，本研究通过分别构建慢病毒过表达载体 Lv⁃
GDF5及干扰载体Lv⁃Noggin shRNA，将重组慢病毒

分成 4 组转染大鼠 ADSCs，通过实时定量 PCR 和

Western blot技术检测各组转染后细胞GDF5和Nog⁃
gin 的相对表达量。结果显示，A、B、C、D 各组的

GDF5表达量呈现递增趋势，A、B组之间比较，C、D
组之间比较，差异均有统计学意义（P < 0.05），说明

当抑制了细胞 Noggin表达后，可以反馈性地引起

GDF5表达增强。而且即使在GDF5高表达的情况

下，两者协同作用依然存在，下调Noggin仍然可以

起到上调GDF5的效果。另外通过实时定量PCR检

测发现，软骨细胞外基质的重要成分Col⁃Ⅱ在各组

间表达呈现递增趋势，与GDF5的表达趋势一致。

这一结果说明随着ADSCs表达GDF5的增加，其向

软骨细胞分化的效率越高，软骨生成能力越强。各

组间Noggin表达量相比较，B组显著高于D组，说明

当细胞中GDF5表达增加后，可引起Noggin表达量

的下降。因此可以认为，GDF5和Noggin的表达量

在一定范围内呈负相关。利用这个关系，就可以通

过体外干扰或增强Noggin的表达来调控体内GDF5
的表达，使两者比例达到最佳，从而更高效地促进

关节软骨修复。

根据本研究结果，理论上可以通过取长补短、

双管齐下的方法，在上调GDF5的同时下调Noggin，

以此大大提高软骨分化的速度及程度，并且可以缩

短基因转染的时间并减少所需生长因子的剂量。

但是GDF5与Noggin相互作用，促进软骨修复这类

研究目前仍仅限于实验室，离临床应用还有很长一

段距离。生物因子和体内环境的相互作用还需要

进一步研究，以便利用控释技术使细胞因子在最佳

时间以最佳剂量作用于软骨损伤的修复过程。因

此，临床上使用基因工程和组织工程治疗关节退行

性疾病仍面临着巨大挑战，任重而道远。
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