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核定位 CBFβ基因重组腺相关病毒载体的构建与鉴定
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摘 　 要 　 目的 　 构建携带核定位信号的核结合因子(nuclear location signal core binding factor beta, NLS - CBFβ)的重组腺相

关病毒载体,从而实现体外诱导关节液间充质干细胞成软骨分化。 方法 　 使用分子生物学方法将腺相关病毒载体与 NLS -
CBFβ 基因相结合,构建 pAAV - NLS - CBFβ - RFP 表达质粒;采用 PEI 转染法将 pAAV - NLS - CBFβ - RFP 表达质粒和 pAAV -
RC、pAAV - Helper 质粒共转染至 AAV - 293 细胞中,包装并生产携带 CBFβ 的重组腺相关病毒 rAAV - NLS - CBFβ - RFP,进一

步将病毒感染人关节液来源间充质干细胞,实时荧光定量聚合酶链反应( real - time fluorescent quantitative polymerase chain reac-
tion, qRT - PCR)检测 CBFβ 基因在细胞内的表达水平。 结果 　 双酶切及 DNA 测序证明 NLS - CBFβ 已成功构建到 pAAV -
NLS - CBFβ - RFP 表达质粒中,AAV - 293 细胞表达红色荧光蛋白提示共转染成功,包装的重组腺相关病毒 rAAV - CBFβ - RFP
感染人关节液间充质干细胞后,能显著增加细胞中 CBFβ 基因的表达水平。 结论 　 携带 NLS - CBFβ 重组腺相关病毒的包装成

功,并能在人关节液间充质干细胞中有效转染和表达,为进一步探索 rAAV - NLS - CBFβ 诱导间充质干细胞成软骨分化的研究

提供了实验基础。
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Construction and Identification of Nuclear Localization CBFβ Gene Recombinant Adeno - associated Virus Vector. 　 GUAN Tianfu, DUAN
Li, WANG Daping. Shantou University Medical College, Guangdong 515031, China

Abstract　 Objective　 To construct the recombinant adeno - associated virus ( rAAV) vector which carrying nuclear location signal
core binding factor beta ( NLS - CBFβ), and induce chondrogenic differentiation of articular fluid mesenchymal stem cells in vitro.
Methods　 pAAV - NLS - CBFβ - RFP expression plasmid was constructed by combining adeno - associated virus vector with NLS -
CBFβ gene using molecular biology method. pAAV - NLS - CBFβ - RFP expression plasmid, pAAV - RC and pAAV - Helper plasmid
were co - transfected into the AAV - 293 cells by PEI transfection method, recombinant adeno - associated virus rAAV - NLS - CBFβ -
RFP carrying CBFβ was packed and produced, the virus was further infected with human synovial fluid mesenchymal stem cells, the ex-
pression level of CBFβ gene in the cells were detected by real - time fluorescent quantitative polymerase chain reaction ( qRT - PCR) .
Results　 pAAV - NLS - CBFβ - RFP expression plasmid expression plasmid was successfully constructed and was verified by double di-
gestion and DNA sequencing, and the expression of red fluorescent protein in AAV - 293 cells indicated that co - transfection was success-
ful. After the recombinant adeno - associated virus rAAV - CBFβ - RFP was infected with human joint fluid mesenchymal stem cells, it
can significantly increase the expression level of CBFβ gene in cells. Conclusion 　 The recombinant adeno - associated virus carrying
NLS - CBFβ was successfully packaged and effectively transfected and expressed in human joint fluid mesenchymal stem cells, which provid-
ed an experimental basis for further research on the chondrogenic differentiation of mesenchymal stem cells induced by rAAV - NLS - CBFβ.

Key words　 Nuclear location signal; CBFβ; Adeno - associated virus; Chondrogenic differentiation; Mesenchymal stem cells

　 　 骨关节炎(osteoarthritis, OA)是最常见的退行性

疾病,其病理特点为关节软骨退变、破坏,软骨下骨硬

化及骨赘形成,目前尚缺乏有效的治疗手段 [1] 。 软

骨细胞移植目前作用于软骨损伤修复及软骨组织工

程研究,被认为是治疗骨关节炎的可行方法,但其增

殖、分化能力差,而间充质干细胞(mesenchymal stem
cells, MSCs)具有优异的多分化潜能,其软骨分化潜

能在软骨损伤、骨关节炎修复等方面发挥重要作用,
可作为软骨修复的种子细胞 [2] 。

kartogenin(KGN)是近年来发现的一种低分子化

合物,可促进间充质干细胞成软骨分化,核结合因子
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CBFβ(core binding factor - β)是低分子化合物 KGN
促 MSCs 成软骨分化的下游通路中的关键因子 [3] 。
当 KGN 分子进入细胞质内,通过与其配体丝蛋白 A
( filamin A, FLNA)结合,该蛋白除了可作为 KGN 结

合的 配 体 外,还 与 CBFβ 结 合。 而 FLNA 通 常 与

CBFβ 结合形成复合体存在胞质当中,当 CBFβ 与

FLNA 分离后,进入细胞核与 DNA 转录因子 RUNX1
结合 形 成 二 聚 体, 激 活 下 游 通 路 [4] , 由 此 可 见,
CBFβ 的入核可能是 KGN 发挥作用的重要一环。
最早的核定位信号序列在 1984 年于 SV40 病毒大 T
抗原上发现,研究认为,大多数蛋白进入细胞核需

要核定位信号的参与 [5] 。 因此,构建核定位 CBFβ
表达载体,能进一步探讨核定位 CBFβ 对 MSCs 成

软骨分化的作用。
腺相关病毒(adeno associated virus,AAV)由于其

广泛的组织嗜性和低免疫原性,被应用于临床实验,
目前为止已经有两种基于 AAV 的疗法在欧美国家获

得了监管部门的批准 [6] 。 而本研究应用分子生物学

方法构建 pAAV - NLS - CBFβ - RFP 表达质粒,通过

PEI 转染法将该质粒和 pAAV - RC、 pAAV - Helper
共转染至 AAV - 293 细胞中,包装生成重组腺相关病

毒 rAAV - NLS - CBFβ - RFP,为进一步的基因疗法

提供实验基础。
资料与方法

1. 一般资料:细胞 AAV 包装质粒 pAAV - MCS
(山东维真生物科技有限公司 )。 感受态细菌 ST-
BL3、AAV - 293 细胞系及两种腺相关病毒包装质粒

pHelper、pAAV - RC 由本实验室保存。 DMEM(美国

Gibco 公司)培养液,胎牛血清(上海凯茂生物医药有

限公司),EcoRⅠ和 HindⅢ限制性核酸内切酶、 T4
DNA 连接酶(广州瑞真生物技术有限公司),质粒抽

提试剂盒(德国 Qiagen 公司),DNA 测序[生工生物

工程 (上海) 股份有限公司]。 转染试剂 PEI Poly-
sciences 配成储存液(2mg / ml)。 胶回收试剂盒(德国

Qiagen 公司)。
2. 目的基因的获取:CBFβ 的序列,设计合成引

物:NLS - CBFβ - RFP 上 游 引 物: 5′ - CGGAAT-
TCGCTAGCATGAAGAGGCCT - 3′, 下 游 引 物: 5′ -
CCCAAGCTTTTACTTGTACAGCTCGTC - 3′。 该序列

中包含 EcoRⅠ (5′ - G^AATTC - 3′)和 HindⅢ (5′ -
A^ AGCTT - 3′) 酶切位点。 将合成的引物稀释成

10μmol / L,分别取正向引物和反向引物各 15μl,加入

至 50μl 反应体系,按照 PCR 试剂盒反应条件进行扩

增。 扩增条件为:94℃ 5min, ( 98℃ 10s,55℃ 30s,
72℃ 1min) × 30 个循环,72℃ 2min。 Qiagen 试剂盒

提纯回收产物。 取回收产物琼脂糖凝胶电泳,确认目

的基因 NLS - CBF - RFP 片段扩增成功,切胶后使用

试剂盒回收。
3. 构建重组穿梭质粒载体 [7] :将腺病毒穿梭质粒

pAAV - MSC 和 PCR 扩增获得的含有 EcoRⅠ和 Hind
Ⅲ酶切位点的片段分别用限制性内切酶 EcoRⅠ和

HindⅢ在 37℃进行双酶切 1h,95℃ 灭活限制性内切

酶,取酶切产物用 T4 DNA 连接酶于 37℃ 连接 1h,连
接产物转化 STBL3 感受态细菌, 氨苄霉素筛选阳性

克隆, 12 ~ 16h 后挑取克隆, 氨苄抗性的 LB 培养基

摇菌, Qiagen 试剂盒提取质粒;所提取的质粒用限制

性内切酶 EcoRⅠ和 HindⅢ双酶切进行鉴定, DNA 测

序验证,证实重组穿梭质粒载体构建成功。
4. 质粒转染:利用 AAV Helper Free System 包装

系统,将生长至 80% 密度的 AAV - 293(1. 0 ~ 1. 5) ×
106 细 胞 传 代 至 10cm 培 养 皿, 在 含 10% FBS 的

DMEM 培养基培养 24h。 当细胞融合度至约 80% 进

行转 染。 将 pAAV - NLS - CBFβ - RFP ( 10μg )、
pHelper (12μg)及 pAAV - RC (8μg)3 质粒共 30μg
加入 350μl DMEM,再加入 30μl PEI 转染试剂,震荡

10s,短暂离心,静置 15min,共转染至 AAV - 293 细

胞。 显微镜下监测 AAV - 293 细胞形态变化及细胞

毒性反应,并于 48h 后,荧光显微镜下观察并计算

AAV - 293 细胞中表达红色荧光蛋白的比例,确定细

胞的包装效率。
5. 病毒纯化:转染 72h 后,收获 AAV - 293 细胞

以及培养上清液,细胞悬液在干冰 - 乙醇浴和 37℃
水浴交替下冻融 3 个循环。 每个冻融时间为 10min。
然后加入 1 / 10 体积的氯仿,置于 37% 摇床中剧烈振

摇至细胞完全溶解破裂,加入固体氯化钠至终浓度

1mol / L, 室 温 下 振 摇 溶 解, 4℃ 12000r / min 离 心

15min,取出上层水相加固态 PEG 8000 至终浓度

10% ,振 摇 溶 解 后 冰 浴 1h, 4℃ 11000r / min 离 心

15min,移除上清液,沉淀用适量 PBS 缓冲液洗脱离心

管管底和管壁上的沉淀,加 DNase 和 RNase 至终浓度

1μg / ml,室温下消化 30min。 再加等体积氯仿抽提,
4℃ 12000r / min 离心 5min,无菌操作下小心吸出上层

水相,即为浓缩纯化的 rAAV - CBFβ - RFP 病毒液。
6. 人关节液 MSCs 的纯化与体外培养 [8] :经深圳

市第二人民医院医学伦理学委员会批准,关节液样本

取自深圳市第二人民医院的捐赠者。 关节液通过细
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胞过滤器过滤(40μm 尼龙,美国 FALCON 公司),并
在室温下以 1000 × g 离心 5min,弃去上清液,用完全

培养基重悬沉淀 ( Gibco 培养基,添加 10% FBS 和

1% 青霉素 - 链霉素),然后在 T25 培养瓶中培养。 5
天后,去除非贴壁细胞。 培养基每隔 2 天更换 1 次,
第 3 代细胞用于实验。

7. CBFβ 表达水平检测:提取细胞的总 RNA,利
用 RT - PCR 检测 CBFβ 表达水平。 按照试剂盒要

求,提取细胞的总 RNA,并对 RNA 进行反转录,合成

cDNA 第一链。 以 cDNA 为模板,用 CBFβ 和 GAPDH
的特异性上游以及下游引物,分别对目的基因 CBFβ
和内参基因 GAPDH 进行扩增,反应体系按照 SYBR
Ⅱ荧光定量 PCR 试剂盒说明进行,用 CFX96 real -
time 系统(Thermal Cycler,美国 Bio-Rad 公司)进行检

测。 采用相对定量法进行 CBFβ 水平分析,CBFβ 的

表达水平用 2 - ΔΔCq表示,其中 ΔCq = Cq( CBFβ) - Cq
(GAPDH)。 以无处理的 SF - MSCs 为空白对照组,
感染 rAAV - U6 病毒的SF - MSCs 为阴性对照组,以
感染 rAAV - CBF - RFP 的 SF - MSCs 为实验组,设定

CBFβ 表达水平基线为 0,比较 3 组表达水平。
　 　 8. 统计学方法:应用 GraphPad Prism8 统计学软

件进行数据分析和制图,使用 t 检验,以 P < 0. 05 为

差异有统计学意义。

结 　 　 果

1. 重组腺相关病毒穿梭质粒的构建、同源重组和

鉴定:pAAV - NLS - CBFβ - RFP 经 EcoRⅠ和HindⅢ
双酶切鉴定(图 1)及 DNA 测序,结果与设计的NLS -
CBFβ - RFP 序列同源性 100% ,说明 NLS - CBFβ -
RFP 已被成功克隆至穿梭质粒 pAAV - NLS - CBFβ -
RFP 当中。

图 1　 重组腺相关病毒质粒 pAAV - NLS - CBF - RFP 的

EcoRⅠ和 HindⅢ双酶切鉴定

M. DNA marker;1. NLS - CBFβ - RFP PCR 退火(约 1. 7kb) ;

2. pAAV - NLS - CBFβ - RFP 双酶切

　

2. AAV - 293 细胞包装重组腺相关病毒:荧光显

微镜下观察 3 质粒共转染 24h 后,80% 的细胞表达红

色荧光蛋白(图 2)。

图 2　 转染 48h 后 RFP 的表达情况( × 100)
A. 荧光显微镜下观;B. 荧光显微镜下明场;C. 融合

　

　 　 3. 实时定量 PCR 检测 CBFβ 表达水平:rAAV -
NLS - CBFβ - RFP 病毒感染 MSCs 后,利用实时定量

PCR 检测 CBFβ 表达情况,对照组间比较差异无统计

学意义。 与对照组比较,实验组的 CBFβ 表达水平明

显升高,这表明 rAAV - NLS - CBFβ - RFP 病毒已经

感染 MSCs。 rAAV - NLS - CBFβ - RFP 感染 MSCs 后

第 1、2 天时,CBFβ 的表达均升高,特别是在 48h 升高

显著,与对照组比较,差异有统计学意义(图 3)。 说

明该方式构建的 NLS - CBFβ - RFP 表达载体能够在

感染细胞后能维持较长的外源性表达 CBFβ 的表达

水平。

讨 　 　 论

目前尚无有效抑制骨关节炎恶化的治疗,最终往

往发展成患者需行关节置换术,这给社会及个人带来

沉重经济负担。 软骨损伤会导致骨关节炎的发展,但
由于软骨缺乏血管,损伤的软骨再生能力弱 [9] 。 而

MSCs 作为种子细胞,具有良好的三系分化能力,目前

市场上有商品化的诱导分化剂,其主要为转化生长因

子 β3,但有研究证明,该诱导分化因子会引起软骨细

胞的钙化、肥大化,难以维持细胞表型 [10] 。 而 KGN
分子良好的诱导分化能力,但该分子水溶性差,给药

后会形成沉淀,导致药物的有效浓度降低,这限制其
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图 3　 CBFβ的 mRNA 表达水平(n = 3)
A. 24h;B. 48h。∗ P < 0. 05,∗∗ P < 0. 01

　

诱导 MSCs 成软骨分化的应用 [8] ,为优化 KGN 给药,
科研人员开发出了许多途径,如通过关节腔注射

KGN 给药、构建药物输送系统、药物支架等,或通过

联合使用其他药物,均显示 KGN 良好的促进 MSCs
成软骨分化效果 [11 ~ 18] 。 此外,近年来有研究使用工

程化外泌体将 KGN 靶向递送至间充质干细胞,能取

得优异的效果 [8] 。
AAV 依赖于其他病毒(如腺病毒和疱疹病毒)提

供的基本辅助功能,以实现有效的病毒复制和繁殖,
已被成功地用于在体内各种组织中建立有效和长期

的基因表达,因此在基因治疗研究中起重要的作用,
并已经形成商业化的产品 [19] 。 本研究通过使用 KGN
促 MSCs 成 软 骨 分 化 的 下 游 通 路 中 的 关 键 因 子

CBFβ,使用腺相关病毒为载体,成功构建了核定位重

组腺相关病毒表达载体 pAAV - NLS - CBFβ - RFP,
采用 PEI 法于 AAV - 293 细胞中成功包装出具有感

染性的 NLS - CBFβ - RFP 病毒,为进一步研究导入

外源性核定位 CBFβ 后 SF - MSCs 分化提供了工具。
使用重组腺相关病毒载体介导的核定位 CBFβ 基因

过表达是一种比较简单的研究方法,将来可用于骨关

节炎的基因治疗。
核定位信号是一小段氨基酸序列,早发现的核定

位序列只有 7 个氨基酸大小,其主要通过整合到蛋白

结构中,可促进蛋白迅速在细胞核中的积聚 [5] 。 在

此后的研究逐渐发现了其他的核定位序列,虽然长度

有所不同,但有类似的特征 [20] 。 核定位信号转运蛋

白的主要过程为,其与蛋白形成核孔靶向复合体,在
ATP / GTP 存在下,该复合体与细胞核表面的核孔复

合体结合,进而进入细胞核 [21] 。 因此,在设计 DNA
序列时,加入核定位信号序列,可成为靶向细胞核的

一种技术手段,这或许有助于探究药物或其他分子进

入细胞核的研究。
此外,CBFβ 是胚胎骨形态发生的必要因子,但

其在调控软骨细胞增殖、分化以及出生后的软骨和骨

形成的具体机制尚不清楚。 有研究通过构建 CBFβ
缺乏小鼠模型,发现了 CBFβ 缺乏的小鼠表现出严重

的骨质疏松以及大量脂肪细胞积聚,当 CBFβ 过表达

时,上述症状可被逆转,研究结果证明了 CBFβ 通过

WNT 旁分泌通路发挥作用以及内分泌作用,调节脂

肪细胞向成骨细胞的分化 [22] 。 还有研究发现,CBFβ
通过上调 IHH( Indian hedgehog)通路的表达,抑制甲

状旁腺激素相关蛋白受体( parathyroid hormone - re-
lated protein receptor, PPR)在出生后软骨和骨形成中

的表达,控制软骨细胞增殖和分化的平衡 [23] 。 但目

前仍未有研究能完全阐释 CBFβ 在软骨细胞的增殖、
分化中的机制。 因此,构建核定位 CBFβ 基因的重组

腺相关病毒载体,或许将来能在间充质干细胞的成软

骨分化研究中发挥重要作用。
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