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永生化人前软骨干细胞株的构建*
☆ 

尹德龙，陈安民，郭风劲，王俊芳，程  浩 

Construction of immortalized human precartilaginous stem cell lines     

Yin De-long, Chen An-min, Guo Feng-jin, Wang Jun-fang, Cheng Hao 

Abstract 
BACKGROUND: The precartilaginous stem cells are limited regarding in vitro proliferative capacity, but the immortalized cell 
lines can provide a large number of stable immortalized cells, and simian virus 40 large T antigen gene (SV40Tag) is one of gene 
fragments which are commonly used and effective in vitro immortalized cells. 
OBJECTIVE: To construct human immortalized precartilaginous stem cells (IPSCs) using human precartilaginous stem cells 
induced by SV40LTAg gene. 
METHODS: The human immortalized precartilaginous stem cells were isolated from aborted fetus and purified with enzyme 
digestion and immunomagnetic beads screening method. By using liposome-mediated gene transfection technology, plasmid 
pCMVSV40T/PUR containing SV40Tag was transfected in primary embryonic precartilaginous stem cells, while non-transfected 
cells served as negative controls. Positive clones were cultured to observe the cell morphology and the passage recovery, to 
calculate cell survival rate and population doubling time, to draw cell growth curve. Immunofluorescence cytochemistry was used 
to detect the expression of IPSCs fibroblast growth factor receptor 3, the expressions of SV40Tag and fibroblast growth factor 
receptor 3 in the human precartilaginous stem cells were determined by RT-PCR.  
RESULTS AND CONCLUSION: Morphology of human IPSCs seemed coincidence with primary human precartilaginous stem 
cells. The survival rate of human IPSCs was not influenced by subculture, freezing and recovery, but the survival rate was 
descended in the human precartilaginous stem cells at the 6th and 10th passages (P < 0.01). Compared with cells at the 6th and 
10th passages, the proliferation of human IPSCs was greater, with short population doubling time and high growth rate (P < 0.01). 
The immunofluorescence showed that fibroblast growth factor receptor 3 was positive in human IPSCs at the second passage, 
and the RT-PCR results of fibroblast growth factor receptor 3 revealed a specific amplification band at 400 bp, while that of 
SV40Tag revealed at 560 bp. No band was seen in the primary cells. It is indicated that SV40Tag human IPSCs can be 
constructed successfully using immunomagnetic bead screening technology and liposome transfection technique. 
 
Yin DL, Chen AM, Guo FJ, Wang JF, Cheng H. Construction of immortalized human precartilaginous stem cell lines.Zhongguo 
Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(2):223-226.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：前软骨干细胞体外培养增殖能力有限，但永生化细胞株可以提供大量性状稳定的永生化细胞，并且猿肾病毒 40大 T
抗原基因(simian virus 40 large tumor antigen，SV40Tag)是较为常用且有效的体外永生化细胞的基因片段之一。 
目的：以 SV40Tag转染的人前软骨干细胞构建永生化人前软骨干细胞株。 
方法：采用酶消化法及免疫磁珠筛选技术分离纯化人胚胎前软骨干细胞。利用脂质体介导基因转染技术将含有 SV40Tag的
质粒 pCMVSV40T/PUR转染原代胚胎前软骨干细胞，以未转染细胞作阴性对照。阳性克隆扩大培养，观察细胞形态学以及
传代复苏情况，计算细胞存活率和群体倍增时间，绘制细胞生长曲线。以免疫荧光细胞化学技术检测永生化人前软骨干细

胞成纤维生长因子受体 3，以 RT-PCR检测永生化人前软骨干细胞及人前软骨干细胞中 SV40Tag和成纤维生长因子受体 3
表达。 
结果与结论：贴壁培养的永生化人前软骨干细胞形态与原代人前软骨干细胞形态无明显差别。传代、冻存、复苏对人永生

化前软骨干细胞的存活率无影响,第 6，10代人前软骨干细胞的存活率降低(P < 0.01)。与第 6，10代人前软骨干细胞相比，
永生化人前软骨干细胞增殖较旺盛，群体倍增时间短、增殖率高(P < 0.01)。第 2代永生化人前软骨干细胞成纤维生长因子
受体 3染色阳性, 成纤维生长因子受体 3的 RT-PCR结果显示在约 400 bp处有一特异形扩增条带，SV40Tag的 RT-PCR
结果显示在约 560 bp处有一特异形扩增条带, 未转染的原代细胞未见条带。提示以免疫磁珠筛选技术及脂质体转染技术成
功构建了 SV40Tag永生化人前软骨干细胞株。 
关键词：人前软骨干细胞；永生化；SV40Tag；软骨组织工程 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.02.008 
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0  引言 
 
前软骨干细胞也称骨骺干细胞是一种成体

干细胞
[1]
。它是否为骨软骨瘤干细胞的前体细

胞？在特定的条件下，能否诱变成为骨软骨瘤

干细胞？从而导致骨软骨瘤的发生、增殖、恶

变和转移？这些问题都亟待去研究。作者旨在

研究骨骺周围软骨膜中前软骨干细胞和骨骺来

源的骨软骨瘤细胞在生物学上的异同，探讨在

特定条件下前软骨干细胞是否会转化为肿瘤干

细胞，导致骨软骨瘤的发生，从而试图进一步

阐明遗传性多发性骨软骨瘤发生的原理。但前

软骨干细胞体外培养增殖能力有限。近年来，
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随着永生化技术的成熟，永生化的细胞株可以

提供大量性状稳定的永生化细胞
[2]
，猿肾病毒40

大T抗原(simian virus 40 large tumor antigen，
SV40Tag)基因是较为常用且有效的体外永生
化细胞的基因片段之一

[3]
。作者用SV40Tag转染

人前软骨干细胞，诱导其永生化，构建可连续

传代的、性状稳定的人永生化前软骨干细胞，

为后续运用基因打靶技术构建骨软骨瘤的细胞

模型提供了一个稳定的细胞来源
[4-6]
。  

 
1  材料和方法 

 
设计：脂质体介导的基因转染及验证实验。 
时间及地点：于2007-01/12在华中科技大

学同济医学院附属同济医院骨科实验室完成。 
材料：3个月流产胚胎由华中科技大学同济

医学院附属同济医院妇产科门诊提供。已获医

院伦理委员会批准及家属和孕妇知情同意。含

有SV40Tag的质粒pCMVSV40T/PUR获赠于瑞
典Jan Holgersson教授[7]

。 
设计针对人前软骨干细胞特异性受体成纤维生

长因子受体3的2条引物：上游sequence(5’
to3’):GGG CTT CTT CCT GTT CAT CC，下
游sequence (5’to3’)：GTG GCA TCG TCT 
TTC AGC ATC T，产物长度为402 bp。
sequence(5´to3´)：TGG AAT AGT CAC CAT 
GAA TG，产物长度为558 bp。引物由上海生工
公司合成。 

实验方法： 

人前软骨干细胞的分离与纯化：取人胚胎四肢

长骨干骺端La Croix环处软骨膜组织取下[8]
，

剪成1 mm3
小块，用2.5 g/L胰蛋白酶消化    

5 min，离心8 min (1 000 g)，弃上清；用0.1%
Ⅰ型胶原酶消化过夜，100目滤网过滤以获得单
细胞悬液，调整细胞浓度1×109 L-1

，接种于   
250 mL培养瓶中培养48 h。待细胞长满瓶底后，
常规消化离心细胞，用1 000 μL Buffer悬浮，按
每107

细胞加入20 μL小鼠抗人单克隆抗体
FGFR-3，37 ℃反应15 min，加50 μL山羊抗小
鼠IgG二抗，37 ℃反应15 min，离心8 min    
(1 000 g)，弃上清，buffer洗细胞2次，buffer
重悬细胞，用免疫磁珠分离柱将阳性细胞分离

出来(即人前软骨干细胞)，用培养基悬浮细胞，
将其接种到50 mL培养瓶中培养。 

质粒扩增、提取及鉴定：将质粒pCMVSV40T/ 
PUR转化到DH5α感受态细胞中扩增，按小提质
粒盒的步骤及试剂提取质粒，用Xho Ⅰ和Not 

Ⅰ分别进行单酶切和双酶切，1.0%琼脂糖凝胶
电泳进行鉴定。测质粒浓度，纯度，低温冰箱

中保存备用。 
人前软骨干细胞的转染、筛选及扩大培养：取

处于指数生长期的第2~3代的人前软骨干细胞
接种于24孔板，按lipofectAMINE2000说明书步
骤用SV40Tag基因转染人前软骨干细胞。48 h
后用分别依次用含嘌呤霉素0.8，0.5，0.2 mg/L
的培养基进行筛选，未转染SV40Tag基因的细
胞作阴性对照。经四五周后出现抗性克隆后，

采用有限稀释法挑选单克隆并扩大培养。 
转染细胞的鉴定：以转染后的第2代永生化人

前软骨干细胞制作细胞爬片，应用SABC(荧光
FITC)试剂盒的步骤和试剂进行FGFR-3免疫荧
光染色，用Trizol试剂盒提取第2代人前软骨干细
胞和第2，30代永生化人前软骨干细胞的总
RNA，进行反转录。应用PCR技术检测上述3种
细胞中SV40Tag基因及FGFR-3存在与否。PCR
产物以1.0%琼脂糖凝胶电泳分析。 

传代、冻存和复苏
[9-11]
：按常规方法传代，采

用“慢冻、快融”的方法定期冻存、复苏细胞，

复苏后行0.5%Trypan Blue染色，计算细胞存活
率，细胞存活率=[活细胞总数/(活细胞总数+死
细胞总数)]×100%。 

绘制细胞生长曲线和计算群体倍增时间：将第

2，6，10代人前软骨干细胞和第30代永生化人
前软骨干细胞按1×104/孔接种于24孔板，每隔
24 h常规消化3孔细胞并计数，取平均值绘制生
长曲线，按下列公式计算细胞群体倍增时间：

群体倍增时间=[Lg2/(LgN1-LgN0)]×t，其中N0

和N1分别代表接种后和培养t时间后的细胞数。 
统计学分析：由第一作者采用SPSS13.0统

计软件包进行统计分析，计量资料以x
_

±s表示。
不同细胞间比较采用单因素方差分析，P < 0.05
为差异有显著性意义。 

   
2  结果 

 
2.1  人前软骨干细胞的分离与纯化  人前软
骨干细胞用酶消化法获得后，用免疫磁珠分选

技术获得的阳性细胞贴壁生长，折光性好，以

梭形或三角形为主。 
2.2  质 粒 扩 增 、 提 取 及 鉴 定   质 粒
pCMVSV40T/PUR酶切产物电泳分析显示，质
粒载体经Not Ⅰ或Xho Ⅰ单酶切各得到一条约
5.3 kb的条带；经Not Ⅰ和Xho Ⅰ双酶切得到
约2.3 kb和3.0 kb的2条带，目的基因约2.3 kb
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与Genbank中发布的SV40Tag cDNA长度一致，见图1。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  转染细胞的鉴定  转染细胞经嘌呤霉素筛选后单
克隆扩大培养，贴壁培养的二代细胞形态与原代培养的

人前软骨干细胞形态无明显差别。用免疫荧光染色法检

测显示，第2代永生化人前软骨干细胞的成纤维生长因子
受体3染色阳性，见图2。成纤维生长因子受体3的
RT-PCR结果显示在约400 bp处有一特异形扩增条带，
SV40Tag的RT-PCR结果显示在约560 bp处有一特异形
扩增条带，而未转染的原代细胞均未见条带，见图3，4。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.4  细胞传代、复苏、冻存结果  传代、复苏和冻存
不改变细胞的形态及增殖能力，复苏的30代永生化人前
软骨干细胞存活率为(94±5)%，而6，10代人前软骨干
细胞分别为(80±6)%和(45±4)%，均低于30代永生化人
前软骨干细胞(P < 0.01)，人前软骨干细胞体外传至10
代左右即出现复制衰老现象，而永生化人前软骨干细胞

可连续传代，目前已传至30代，未观察到衰老迹象。 
2.5  细胞生长曲线和群体倍增时间  第2，6，10代的
人前软骨干细胞以及转染后的第30代永生化人前软骨
干细胞生长曲线均呈“S”形，见图5。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 
 
遗传性多发性骨软骨瘤发病时可压迫血管，压迫或

刺激神经
[12]
，妨碍关节或肌腱活动，最严重的并发症

是恶变，绝大多数恶变为软骨肉瘤
[13]
，但亦有恶变为

骨肉瘤和纤维肉瘤的报道。恶变率各家报道不一，国

外统计资料一般为5%~28%[14]
，亦有指出在多发性骨

软骨瘤的患者中恶变的比例高达10%~20%[15]
。研究遗

传性多发性骨软骨瘤的发病机制，从而在病因环节达

到预防和治疗疾病的目的，是目前亟待解决的问题。

从前软骨干细胞的提出
[1]
，到近年来游洪波等对前软骨

干细胞进行的纯化
[16]
，都为研究正常骨骺发育及骨骺发

育异常引起的疾病提供了新思路。但前软骨干细胞体外

 

Figure 1  Agarose gel electrophoresis analysis of plasmid 
pCMVSV40T/PUR digestion products 

图 1  质粒 pCMVSV40T/PUR酶切产物琼脂糖凝胶电泳分析
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Figure 5  The cell growth curve of and hPSC and hIPSC 
图 5  人前软骨干细胞和永生化人前软骨干细胞的生长曲线图 
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Figure 2  The immunofluorescence of immortalized human 
precartilaginous stem cells at the second passage 
shows fibroblast growth factor receptor 3 is positive 
(×200)  

图 2  第 2代永生化人前软骨干细胞免疫荧光染色成纤维生长
因子受体 3阳性(×200)      

 

Figure 3  The positive expression of fibroblast growth factor 
receptor 3 mRNA in hPSC and hIPSC 

图 3  人前软骨干细胞和永生化人前软骨干细胞成纤维生长 
因子受体 3 mRNA均阳性表达 

1: Marker 1; 2: hPSC2; 3: hIPSC 2; 4: hIPSC 2; 5: hIPSC 30; hPSC: 
human precartilaginous stem cells; hIPSC: human immortalized 
precartilaginous stem cells 

1  2               3             4            5 

FGFR 3 
400 bp 

Figure 4  The positive expression of SV40Tag mRNA in the 
hIPSC 

图 4  永生化人前软骨干细胞 SV40Tag mRNA阳性表达 

1: Marker 1; 2: hPSC2; 3: hIPSC 30; 4: hIPSC 2; hPSC: human 
precartilaginous stem cells; hIPSC: human immortalized precartilaginous 
stem cells 

1                 2                 3                   4           

β-actin 170 bp

SV40Tag 560 bp
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培养是不能无限分裂、增殖的，经过有限次的传代后就

会停止增殖，进而衰老、死亡
[7]
，限制了对正常骨骺发

育及骨骺发育异常引起疾病的可能机制的研究。实验发

现第6代人前软骨干细胞(hPSC6)的传代时间延长至七
八天，到第10代的人前软骨干细胞(hPSC10)即基本失去
增殖能力，传代后3周，细胞仍不能铺满瓶底，细胞内出
现小空泡及颗粒，出现典型的复制衰老现象，被看作是

凋亡的一种方式
[17]
，也是细胞周期的G1期不可逆性停  

滞
[18]
，只有当细胞发生遗传特性的改变，如获得永生化

转化时，越过M2期，细胞才能连续传代并持久增殖
[19]
。

SV40Tag基因是较为常用且有效的体外永生化细胞的
基因片段之一

[20-21]
，可通过与生长抑制因子pRB、p53

和SEN6相互作用[22]
，避免细胞进入凋亡，延长细胞寿

命，并使细胞最终渡过危机期，实现永生化
[23]
。实验利

用脂质体介导的基因转染技术将含有SV40Tag基因
的质粒转染体外培养的人前软骨干细胞

[24-26]
。经嘌呤

霉素筛选，成功构建了永生化人前软骨干细胞。 
人前软骨干细胞株目前为止还没有文献报道建立

的，实验通过免疫磁珠筛选技术及脂质体转染技术成功

构建了SV40Tag永生化人前软骨干细胞株，为研究正常
骨骺发育及骨骺发育异常引起疾病的可能机制提供了相

对稳定的细胞来源，而且人流产胎儿前软骨干细胞从物

种意义上来说更是无限接近人骨软骨瘤细胞的物种起

源，比起其他物种的前软骨干细胞研究都更具有研究意

义。但是永生化人前软骨干细胞株的生物学稳定性还有

待进一步研究观察，而且本实验还有待进一步完成。即

通过基因打靶技术诱使人前软骨干细胞的EXT1基因的
ex-on6发生移码突变(系cDNA第2120位T丢失)[ 5-7]

，研究

突变的人前软骨干细胞在体内外增殖、分化、矿化、凋

亡过程中的变化，进一步阐明EXT1基因ex-on6突变导
致遗传性多发性外生骨疣的详细机制，进一步加深对遗

传性多发性外生骨疣及其他骨骺发育疾病的认识。 
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来自本文课题的更多信息--  

基金资助：课题为国家自然科学基金项目(30650007)。

实验设计与文章构思：实验永生化前软骨干细胞是从流

产胎儿中提取，而以前大部分研究者提取前软骨干细胞时，

多取自大鼠乳鼠。从物种起源上考虑，实验提取的前软骨干

细胞更接近所要进一步研究的人遗传性多发性骨软骨瘤，为

进一步的肿瘤机制研究提供了细胞学基础，而且目前国内外

尚未有其他研究机构采用此种取材方法提取前软骨干细胞。

实验以猿肾病毒 40 大 T 抗原基因转染胎儿前软骨干细胞,
诱导胎儿前软骨干细胞永生化，成功构建了可连续传代的、

性状稳定的永生化人前软骨干细胞，为后续运用基因打靶技

术构建骨软骨瘤的细胞模型提供了一个稳定的细胞来源，具

有一定的实用价值。 

实验中永生化细胞的致瘤性方面还有待在动物实验中

的检测，需进一步的研究。 
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