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干扰SEDL基因表达对软骨细胞生理活性的影响
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摘要：目的初步研究干扰SEDL基因表达后对人软骨细胞I}J II型胶原蛋白表达水平、内质网位置分布及超微结构和软骨细

胞活性的影响。方法将靶向干扰SEDL基因的病毒转染人人软骨细胞中，QPCR及Western Blot分别检测SEDL基因及

Sedlin蛋白表达水平，评价干扰SEDL基因的软骨细胞模型是否建立成功；免疫荧光及Western Blot检测II型胶原蛋白表达情

况，荧光探针检测内质网位置分布改变，电镜检测内质网超微结构改变，MTT法检测软骨细胞增殖活性情况。结果 (1)转染

干扰SEDL基因病毒的软骨细胞SEDL基因表达明显降低，具有统计学差异(P<0．05)。Sedlin蛋白表达降低，表明于扰SEDL

基因的细胞模型构建成功。(2)随着Sedlin蛋白的减少，II型胶原蛋白表达量降低，具有统计学差异(P<0．05)。(3)细胞模

型中内质网分布发生改变，其形态变圆，触角变少，颜色变淡，细胞与细胞间内质网荧光排列不规则，紊乱。(4)电镜下观察，

细胞模型中内质网超微结构出现水肿扩张。(5)转染干扰SEDL基因病毒的软骨细胞活性在48 h达峰，之后细胞活性下降，

且具有统计学差异(P<0．05)。结论 Sedlin降低影响软骨细胞II型胶原蛋白表达，软骨细胞中内质网形态位置分布及超微

结构发生改变，致使软骨细胞活性降低。
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Abstract：Objective To preliminarily study the influence of interferential SEDL gene in the expression of collagen II，

distribution and ultrastructure of endoplasmic reticulum，and the activity of human chondrocytes．Methods Lentivirus which can

target interference SEDL gene was transfected into human cartilage cells(HC—a)．The expression of SEDL gene and Sedlin protein

were detected using QPCR and Western blotting．The establishment of cartilage cell model with SEDT gene was evaluated．The

expression of collagen 11 was detected using Western blotting and immunofluorescence．The ultrastructural changes of endoplasmic

reticulum were tested using electron microscope，MTT method was used to detect the proliferation of the cartilage cells．Results

(1)The expression of SEDL gene in the cartilage cells was significantly reduced after lentivirus was transfected(P<0．05)，and

the expression of Sedlin protein was also decreased．indicating that the SEDT cell model was successfully established．(2)With the

decrease of expression of Sedlin protein，the expression
of collagen 11 was observably reduced(P<0．05)．(3)The distribution of

endoplasmic reticulum was changed in the cell model．The cells became round in shape，less protrusion，fade in color，and the

endoplasmic reticulum arranged irregularly．(4)The edematous endoplasmic reticulum was observed under transmission electron

microscope．(5)Activity of the cells reached peak within 48h after lentivirus transfection．Then the cell activity significantly

declined(P<0．05)．Conclusion The reduced expression of Sedlin results in the decline of collagen II expression．The changed

distribution and ultra microstructure of endoplasmic reticulum result in a decrease of cartilage cell activity．
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x．连锁迟发性脊椎骨骺发育不良(X·linked

spondyloepiphyseal 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异常和关节软骨

退行性变，临床特点表现为非匀称性矮小。在4～

10岁出现生长迟缓及影像学表现：椎体不规则变

扁，前部上下缘凹陷，中后部驼峰样突起，椎间隙明

显狭窄及大关节软骨的退行性变等改变。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，最终致残¨之o。其发病机制不清楚，尚无有效

治疗方法。

目前已明确SEDT的发病是由于位于Xp22．2

上的SEDL基因突变有关，而SEDL基因所编码的惟

一蛋白产物为Sedlin蛋白”J。Sedlin是转运蛋白复

合体(transport protein particle，TRAPP)的亚单位，也

叫TRAPPC2，其功能尚不十分明确，较肯定的作用

主要有：(1)参与在内质网至高尔基体间囊泡运输

的定位和融合’4。。。(2)参与大分子胶原蛋白形成

正常的转运形式而转出内质网至高尔基体¨。。此

外，已发现另两种与SEDT有相似临床表现及病理

特点的同类疾病即先天性脊柱骨骺发育不良

(SEDC)和晚发型脊柱骨骺发育不良伴进行性骨关

节病(SEDT．PA)的发病机制均与II型胶原蛋白合

成异常有着直接或间接的关系。”⋯。SEDT的主要

病理改变为脊柱的软骨内成骨障碍，II型胶原蛋白

是软骨细胞外基质的主要特异性成分。SEDT的发

病是否为SEDL基因突变致使Sedlin蛋白功能缺

陷，导致大分子胶原蛋白的转运障碍所致。其次，

Sedlin蛋白参与在内质网至高尔基体间囊泡运输的

定位和融合，与内质网必定有很大关联。故本次研

究初步探索Sedlin蛋白降低对II型胶原蛋白表达

及内质网本身的影响，旨在为进一步研究SEDT发

病机制提供线索。

1材料与方法

1．1材料与仪器

Western Blot电泳装置与蛋白印记转移器为

Bio．RAD公司，一80℃冰箱ThermoForma公司。所

以目的基因引物片段由上海华大合成，RT．PCR试

剂盒及2×Taq PCR MasterMix试剂盒购自TaKaRa

公司，胎牛血清(FBS)与DMEM／F12培养基购自

Gibco公司，SDS—PAGE凝胶配置试剂盒与细胞全蛋

白提取试剂盒购自南京凯基，Tween 20购自上海生

工，5×蛋白上样缓冲液为碧云天研究所，PVDF膜

为Solarbio公司，I型胶原蛋白一抗为ABCAM，II型

胶原蛋白一抗为武汉三鹰公司，荧光二抗均为

Jackson公司，山羊血清为中衫金桥公司，鼠B-actin

单克隆抗体为联科生物有限公司，内质网荧光探针

(ER—Green)购自南京凯基。

1．2病毒和细胞

干扰SEDL基因片段由本课题组前期构建，本

次实验病毒由上海吉凯公司合成，为不带荧光的干

扰SEDL基因慢病毒。人软骨细胞(HC—a)购买于

美国ScienCell公司。

1．3细胞培养

超净工作台紫外线消毒30 min，液氮罐中取出

冻存的细胞，水浴箱中37℃水浴快速溶解，微量加

样枪将细胞悬液转移至25 cm2一次性培养瓶中，再

加入4 ml软骨细胞(含10％FBS)培养基中，置于

37℃、5％CO，孵箱培养12 h后更换新鲜培养基。当

细胞融合度达到85％时进行细胞传代，0．25％胰酶

消化后离心，用培养基混悬细胞，以最适合的细胞密

度传代细胞进行实验。

1．4 干扰SEDL基因慢病毒及阴性慢病毒的转染

实验分为3组，即转染干扰SEDL慢病毒组(LV

组)、转染阴性慢病毒对照组(LV一组)及正常组(空

白对照组)。待HC—a融合度达到70％～80％时，将

干扰SEDL基因的慢病毒(LV—SiSEDL)及阴性慢病

毒(LV一)分别转染至HC—a后，置于37℃、5％CO：孵

箱培养12 h后更换新鲜培养基。

1．5 QPCR反应

细胞转染病毒4天后，Trizol抽提RNA，行逆转

录后，SYBR Premix TaqTMIl5ul、PCR引物0．8 ul，

cDNA 1 ul，H：O补平体积10 ul；反应条件：95℃3

min，950C 10 S，54．2℃60 s，读板，共50个循环；融

解曲线分析：温度55℃～95℃。每个样设置3个复

孑L。SEDL上游引物5’．TGACATTGCGTTTCC

GTTGT一3’，下游引物5’．ATGGCTCCTCACA

GCACACA一3’；B-actin上游引物5’一AAGATGAC

ccAGATcATGTTTGAGACC．3’，下游弓I物 5’一

GCCAGGTCCAGACGCAGGAT．3’。所有实验样本均

采用3管重复，重复3次，取其平均值。

1．6细胞爬片

将已经用赖氨酸包被好的无菌爬片置于24孔

板中，按1×104／：fL的细胞密度进行细胞爬片，实验

分3组：LV组、LV-组、空白对照组，每组设3个复

孔。细胞培养16～18 h后予以不同处理，处理72 h

后进行免疫荧光处理。
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1．7荧光探针

实验分为3组：LV组、LV．组、空白对照组，每组

设3个复孔。按照试剂盒说明进行细胞内质网标

记，随后用荧光显微镜观察及拍照。

1．8免疫荧光

将爬片好的3组软骨细胞PBS洗涤3次，每次

5 min。4％多聚甲醛固定10 min，PBS漂洗3次，每

次5 min；3％H20：20 min；PBS漂洗3次，每次5

min；1％BSA封闭30 min，加入稀释的一抗，于4℃

冰箱过夜；PBS漂洗2次，每次5 min；加入1％BSA

稀释的二抗，于37。C杂交1 h；PBS漂洗2次，每次5

min；DAPI染色15 rain；PBS漂洗3次，每次5 min抗

淬灭封片剂封片，预约荧光显微镜拍照。

1．9 Western blot

按照试剂盒说明提取3组细胞总蛋白后，测量

总蛋白的浓度计算所加入的总蛋白量，总蛋白样品

上样到10％的SDS．PAGE凝胶中进行蛋白电泳。

电泳结束后，用半干转膜法将sedlin蛋白和13-Aetin

分别转到不同的PVDF膜上，室温下用封闭液摇床

封闭1 h后，用抗II型胶原蛋白抗体及Sedlin蛋白

抗体和8．Actin的抗体(蛋白抗体：l：500；13-Actin：

1：2000)40c孵育过夜后，孵二抗(1：2000)室温孵

育，化学发光曝光成像，凝胶成像后行灰度扫描分

析。

1．10电镜样品制备

细胞转染病毒4天后，用0．1％胰酶消化，将细

胞悬液加入离心管中，以离心速度800 r／min，5 min

离心，弃上清液，保留细胞悬液，再将细胞团块吹散，

将细胞悬液加入1．5 mlEP管中，1200 r／min，10 min

离心，弃上清液，加入4％戊二醛固定液放置4。C冰

箱保存，尽快送往电镜室进行常规电镜样品固定、脱

水和包埋，超薄切片后在H-7500透射电镜下观察拍

照。

1．11 MTT法

2组软骨细胞以1．0×103细胞／孑L接种于96孑L

板(每组设5个复孔，实验重复3次)，培养基总体

积200 ul／孑L，待细胞生长融合度达70％时更换培养

基，第一组加干扰SEDL基因慢病毒，第二组加

PBS，放置37。C，5％C02培养箱培养；10～12 h后更

换新鲜培养基，继续孵育；在加病毒0 h、24 h、48 h、

72 h这4个时间点检测细胞增殖，向96孔板中加入

20 ul／孔MTT溶液，培养箱孵育；4 h后，小心吸弃培

养液，加入150 ul／孑L DMSO，脱色摇床避光低速摇晃

10 min，酶联免疫仪检测490 nm处各孔吸光度值

(OD)。

1．12统计学处理

使用SPSS 17．0统计软件，采用单因素方差分

析、两两比较进行数据分析，P<0．05表示差异具有

统计学意义。

2 结果

2．1将LV—SiSEDL转染人人软骨细胞(HC—a)后

SEDL基因及Sedlin蛋白的影响

QPCR反应结果提示LV组、LV一组及空白对照

组在病毒转染4天后，LV组SEDL基因表达量

(0．576±0．029)明显比LV-组(1．240±0．099)及空

白组(0．968±0．070)降低，且差异具有统计学意义

(P<0．05)。Western Blot显示Sedlin蛋自在LV组

中表达量最低，其次为LV一组，最高为空白对照，见

图1。这说明干扰SEDL基因成功，Sedlin蛋白降低

的SEDT软骨细胞模型构建成功。
空白对照组 LV．组 LV组

—●I●—● 划⋯

图1 Western Blot检测Sedlin表达水平

Fig．1 The expression of Sedlin detected

with Western blotting

2．2 SEDT细胞模型中II型胶原蛋白表达水平

免疫荧光标记II型胶原蛋白显示LV组较LV．

组及空白对照组II型胶原蛋白表达明显变少，空白

对照与LV一组无明显差别(见图2中CY3)，利用

ImageJ软件分析各组CY3光密度值，得到LV组

(0．02367 4-0．000816)比LV-组(0．04733 4-

0．002055)及空白对照组(0．04700 4-0．002828)低，

差异具有统计学意义(P<0．05)，见图2。在

Western Blot中，LV组II型胶原蛋白表达量明显低

于LV一组及空白对照组，见图3。这些说明SEDT细

胞中，II型胶原蛋白合成减少。

2．3 SEDT细胞模型中内质网改变情况

探针标记内质网可以看出内质网总体分布，在

两组对照组中，标记内质网的绿色荧光都是沿着软

骨细胞形态呈梭形分布，细胞与细胞之间的内质网

，排列规则(见图4中空白对照及LV．组)。在LV组

中标记内质网的绿色荧光形态变圆，触角变少，颜色

变淡，细胞与细胞间内质网荧光排列不规则、紊乱
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图2 免疫荧光观察人软骨细胞II型胶原蛋rt表达情况(CY3标记II型胶原蛋白；DAPI标记细

胞核；Merge表示CY3与DAPI组合在一起)。A：ni常对照组；B：LV一组；C：LV组

Fig．2 Immunofluorescence observation of the expression of type II collagen(CY3 marks type II

collagen；DAPI marks the cell nucleus；Merge shows CY3 overlap DAPI)．A：Normal group；B：LV—

group；C：LV group．

，≯n对!i({纰 Lv一组LV自!

·_’蓄蓄麓稿p 【l型胶原蛋白

B—ActⅢ

图3 Western Blot印迹杂交检测转染病毒后

II型胶原蛋白表达

Fig．3 The expression of type II collagen after lentivirus

transfection detected with Western blotting

(见图4中LV组)，这提示在SEDT细胞模型中内

质网在细胞中的分布可能出现异常改变。并且在电

镜结果中显示LV组内质网明显扩张，内部颜色变

淡，说明内质网出现水肿情况；LV．组内质网形态正

常；空白对照组内质网稍扩张，内部颜色稍深，内质

网稍扩张可能是细胞代谢旺盛引起(见图5)。

2．4 MTT法检测SEDT细胞模型的细胞活性

LV组与两组对照组比较，对照组活性稍高于

LV组。统计分析显示，在48 h、72 h、96 h及120 h

时，3组细胞的活性差别无统计学意义(P>0．05)。

但在144 h这一时点，2组对照组的细胞活性较LV

组细胞活性高，差异具有统计学意义(P<0．05)。

LV组细胞的活性在120 h时达峰，之后细胞活性下

降，而两组对照组在120 h并未达峰，见表l。提示

SEDT细胞模型中细胞活性下降。

表1 不同时点3组细胞活性比较(i±s)

Table 1 Comparison of cell activity among the three

groups at different time points(i±s)

注：3表示同一时点组间比较，P<0．05

3 讨论

本次实验，笔者发现在蛋白水平上，II型胶原蛋
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图4

Fig．4 }1It．1Ir^t·t

gloup：B：1。、一gro

图5透射电镜观察各组人软骨细胞的超微结构(×12000)，箭头处指示为内质网超微结构。

A：正常对照组；B：LV一组；C：LV组

Fig．5 Transmission electron microscope observation of the uhrastruclure of chondrocytes in each

group(×12000)，arrows indicate the uhrastructure of endoplasmic reticulum．A：Normal group：B：

LV—group；C：LV group．

白表达量明显降低，说明Sedlin蛋白的功能与II型

胶原蛋白的表达具有很大关联。结合Sedlin蛋白的

主要作用是参与构成转运蛋白复合体(TRAPP)，

TRAPP的主要作用是以囊泡的形式从内质网至高

尔基体运输合成好的蛋白，所以Sedlin蛋白可能参

与II型胶原蛋白从内质网至高尔基体间的转运。

这与Venditti R等。酬研究发现结果一致，他们用

Sedlin敲出掉的软骨细胞发现了II型胶原蛋白及I

型胶原蛋白滞留在内质网中而没有运转至高尔基体

及分泌到细胞外。笔者推测，Sedlin蛋白功能障碍

使得大分子胶原蛋白无法形成正常的转运形式而转

出内质网，导致胶原蛋白无法分泌至细胞外形成正

常的胶原纤维。

对于Sedlin蛋白的降低对内质网本身是否有影

响，本次实验利用标记内质网的荧光探针对细胞内

内质网分布进行初步研究发现，干扰Sedlin蛋白表

达后，标记内质网的荧光没有像对照组样沿着细胞

形态呈梭形分布，细胞与细胞间内质网荧光排列规

则，而是出现总体形态变圆，颜色模糊，细胞与细胞

间内质网排列紊乱。同时，笔者在透射电镜下观察

到，干扰Sedlin蛋白后，内质网超微结构出现明显水

肿扩张。两组实验均提示Sedlin蛋白对细胞内内质

网本身确实有极大影响。另外，Tiller等。1引用SEDT

病人的股骨头关节软骨组织在电镜下观察发现，在

软骨细胞的超微结构中内质网出现扩张及高尔基体

变多的情况。内质网是细胞内膜构成的封闭网状管

道系统，膜约占细胞总膜面积的一半，是真核细胞中

膜最多的细胞器，具有高度的多型性。在病理状态

下，内质网可发生量和形态的改变。在蛋白质合成

及分泌活性高的细胞，粗面内质网会增多，在萎缩的

细胞(如饥饿时)以及有某种物质贮积的细胞，其粗

面内质网则萎缩、减少。所以，内质网的形态和分布

在一定程度上反映细胞的生长状态。但是此种内质

网出现的异常，究竟是由于Sedlin直接参与构成内

质网内膜的结构组成成分还是由于软骨细胞中

Sedlin蛋白的降低导致II型胶原蛋白分泌异常滞留

在内质网中引起，还需要进一步实验证实。

与此同时，笔者通过检测细胞的活性发现，

Sedlin蛋白降低后，软骨细胞活性降低。II型胶原

蛋白对于软骨细胞无论是增殖活性还是细胞分化都
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具有重要意义，Wei Xin等人¨31在靶向沉默II胶原

蛋白的小鼠中得出lI型胶原蛋白不仅在软骨细胞

培养中是基础，还对软骨细胞分化有着重要的作用。

故在此笔者推测由于Sedlin蛋白的减少，导致胶原

蛋白分泌减少，无法形成正常的细胞外基质，以及使

内质网发生异常从而影响了软骨细胞生长发育，最

后使得软骨组织发育不良。

综上所述，Sedlin蛋白的主要作用不仅对胶原

蛋白有转运作用，还对内质网的形态功能及分布有

极大关联。所以，笔者推测SEDT疾病是由于SEDL

基因突变后，导致其惟一对应的功能蛋白Sedlin功

能缺失，致使TRAPP以囊泡形式从内质网至高尔基

体转运胶原蛋白的功能障碍，从而无法形成正常的

细胞外基质；以及Sedlin蛋白功能的缺失，和／或胶

原蛋白分泌障碍而滞留于内质网腔中出现内质网形

态分布异常，从而影响软骨细胞生长发育，致使软骨

发育不良。但是此次实验的不足是，没有明确内质

网出现的异常是由于Sedlin蛋白直接参与还是由于

Sedlin蛋白降低导致II型胶原蛋白分泌异常滞留于

内质网中引起，故还需进一步实验验证证实。
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