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兔脂肪干细胞体外构建组织工程软骨：负载胰岛素样生长因子1基因的 

作用*★ 

张传辉，杨  军，李建军，孙仰白 

In vitro construction of tissue-engineered cartilage using rabbit adipose-derived mesenchymal 

stem cells: Effects of transfected insulin-like growth factor-1 gene   

Zhang Chuan-hui, Yang Jun, Li Jian-jun, Sun Yang-bai 

Abstract 

 

BACKGROUND: The preliminary study confirmed that transfection of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) gene can significantly 

promote the proliferation of adipose-derived mesenchymal stem cells (ADSCs) in two-dimensional culture conditions. 

OBJECTIVE: On the basis of preliminary study, to investigate the proliferation capacity of rabbit ADSCs transfected with IGF-1 

gene in three-dimensional culture conditions using chitosan gelatin complex scaffold as carrier, and to construct 

tissue-engineered cartilage initiatively. 

METHODS: ADSCs were harvested from the posterior subcutaneous adipose tissue of adult New Zealand white rabbits. After 

being transfected with pcDNA3.1-IGF-1, the cells were seeded onto Chitosan-gelatin scaffolds, and divided into groups: Blank 

control group, non-transfected ADSCs was incubated; Empty vector group: ADSCs induced by IGF-1 was incubated; Gene 

transfection group was transfected ADSCs/scaffold composite. After culture for 1 week, cell morphology was observed by 

scanning electron microscope (SEM), and the growth curve was measured by MTT, the proliferation and distribution of cells were 

labeled by CM-DiL, and the contents of glycosaminoglycan in each group were determined by using dimethylmethylene blue 

dye-binding assay.   

RESULTS AND CONCLUSION: The stable expression of pcDNA3.1-IGF-1 cell lines were established successfully and showed 

stable expression of IGF-I in mRNA and protein level. SEM showed that the cells exhibited a good attachment and stretch in the 

scaffold, in which gene transfection group grew the most vigorously. MTT and GAG results suggested that gene transfection 

group displayed strongest proliferate ability with highest glycosaminoglycan content (P < 0.01). CM-DiL fluorescence showed that 

the cells distributed  well with the highest survival rate (P < 0.05). Those revealed that transfected rabbit ADSCs with IGF-1 gene 

can promote the proliferation of ADSCs/scaffold composite and the secretion of chondral extracellular matrix such as 

glycosaminoglycan. 

 

Zhang CH, Yang J, Li JJ, Sun YB. In vitro construction of tissue-engineered cartilage using rabbit adipose-derived mesenchymal 

stem cells: Effects of transfected insulin-like growth factor-1 gene.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 

2010;14(28): 5131-5135.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

 

背景：前期研究证实在二维培养条件下，转染胰岛素样生长因子 1 基因能够明显促进脂肪间充质干细胞的增殖。 

目的：在前期研究基础上，利用壳聚糖明胶复合物为立体培养的载体，观察三维立体培养条件下胰岛素样生长因子 1 基因

转染对兔脂肪间充质干细胞增殖能力的影响，体外初步构建组织工程软骨。 

方法：分离、培养成年新西兰大耳白兔脂肪间充质干细胞，构建稳定表达 pcDNA3.1-IGF-1 的细胞株，鉴定后接种于壳聚

糖三维支架材料上，分组培养：空白对照组接种未转染基因的脂肪间充质干细胞，空载体组接种胰岛素样生长因子 1 诱导

条件下培养的脂肪间充质干细胞，基因转染组接种稳定转染胰岛素样生长因子 1 基因的脂肪间充质干细胞，培养 1 周。扫

描电镜观察各组细胞形态，MTT 法绘制细胞增殖曲线，CM-DiL 荧光标记后观察细胞增殖比率及细胞分布，DMMB 法测定

糖胺聚糖含量。 

结果与结论：成功构建稳定表达 pcDNA3.1-IGF-1 的细胞株，转染后的细胞株在 mRNA 水平上获得胰岛素样生长因子 1 的

表达，并成功翻译为蛋白。扫描电镜示各组细胞在支架上贴附、伸展良好，基因转染组细胞生长最为旺盛。MTT 及 GAG

检测结果提示，基因转染组增殖能力最强、糖胺聚糖最高(P < 0.01)，荧光标记显示细胞分布均匀，存活率高(P < 0.05)。

提示胰岛素样生长因子 1 基因转染联合三维立体培养能够有效促进兔脂肪间充质干细胞的增殖和软骨细胞外基质糖胺聚糖

的分泌。 

关键词：胰岛素样生长因子 1；软骨组织工程；脂肪间充质干细胞；软骨细胞；基因转染 
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0  引言 

 

创伤和骨性关节炎等疾病所引起关节软骨损伤的

临床上仍然难以修复，所以应用组织工程软骨修复软骨

缺损的研究成为近年来的一个热门研究领域，而种子细

胞则是其中的一个重要因素
[1]
。自从Zuk等

[2]
发现脂肪间

充质干细胞的存在，因其具有多能分化潜能，并且来源

广泛、取材方便、损伤小、免疫原性低、增殖迅速、表

型稳定等优点
[3-7]

，已经逐渐成为一种较为理想的种子细

胞。 

 基因强化是组织工程研究的新思路，它克服了以往

外源性生长因子持续时间短，需要反复添加的缺点。作

者前期研究中成功分离培养兔脂肪间充质干细胞，并证

实在二维培养条件下，胰岛素样生长因子1基因转染能

够明显促进脂肪间充质干细胞的增殖
[8]
。本实验应用基

因转染技术构建稳定表达pcDNA3.1-IGF-1的细胞株，

并在此基础上进行体外构建组织工程软骨的初步研究。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞基因转染体外构建组织工程软骨观察实

验。 

时间及地点：于2008-12/2009-10在中国医科大学

附属盛京医院小儿外科中心实验室完成。 

材料：成年新西兰大白兔4只，由盛京医院小儿外

科中心实验室动物中心提供，动物使用许可证号：

SYXK(辽)2003-0019，pcDNA3.1-IGF-1由吉林大学徐

莘香教授馈赠。实验过程中对动物处置符合动物伦理学

标准。壳聚糖/明胶支架由天津大学生物材料研究生产制

造(孔径100~20 μm)。  

试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

原代细胞的分离和体外培养
[9-11]

：取兔颈后皮下脂肪组

织，按文献介绍Ⅰ型胶原酶法分离细胞，锥虫蓝染色检

测细胞活力，接种至50 mL细胞培养瓶中，置37 ℃、饱

和湿度、体积分数5% CO2的细胞培养箱内培养。2 d后

首次换液，以后隔日换液。细胞长满培养瓶底后按1∶2 

比例传代、培养。 

真核表达质粒pcDNA3.1-IGF-1及空载体pcDNA3.1的大

量制备及鉴定：取pcDNA3.1-IGF-1高频转化感受态细胞

单挑克隆，小量提取质粒DNA，酶切鉴定并送Invitrogen

公司测序，碱裂解法大量制备质粒DNA。 

基 因 转 染 及 转 染 后 鉴 定 ： 利用阳离子脂质体

Lipofectamine2000介导的基因转染法转染脂肪间充质

干细胞真核表达质粒pcDNA3.1-IGF-1，转染后24 h按

照1∶20比例传代，48 h后利用G418筛选(G418筛选质

量浓度为500 mg/L，维持质量浓度为200 mg/L)，挑单

克隆传代培养以获得稳定转染株。转染后应用RT-PCR

及Western blot法行细胞转染后鉴定
[11]

。 

支架材料的处理：将厚度为3.5 mm，直径为15 mm

的圆片状壳聚糖支架材料环氧乙烷消毒，晾干，紫外灯

下照射备用，实验前完全培养基预湿。 

细胞的接种与分组培养：本次实验分为3组，各组支架

材料均为壳聚糖/明胶支架：空白对照组接种未转染基因

的脂肪间充质干细胞-支架复合材料；空载体组接种体

外胰岛素样生长因子1诱导后的脂肪间充质干细胞-支

架复合材料，继续胰岛素样生长因子1外源诱导培养(胰

岛素样生长因子1 100 µg/L，维生素C 50 mg/L，地塞米

松10
-7

 mol/L)；基因转染组接种转染胰岛素样生长因子1

基因的脂肪间充质干细胞支架复合组。各组细胞均为第

4代，以5×10
10 

L
-1
的密度接种于支架材料上，温箱中孵

育4 h，待细胞附着贴壁后，空白对照组与基因转染组

各滴加  5 mL完全培养基，空载体组滴加5 mL软骨诱

导培养基，均于37 ℃、体积分数5%CO2的细胞培养箱

中培养7 d。 

大体形态观察及扫描电镜观察：1周后收集标本，大体

观察组织工程软骨的大体形态，表面光泽。标本以25 g/L

戊二醛固定，丙酮脱水，醋酸异戊酯置换，临界点干燥，

表面喷金镀膜，扫描电镜观察。 

MTT法绘制细胞增殖曲线：将壳聚糖制成直径5 mm，

厚度3.5 mm，放于96孔细胞培养板中，如上所述分组，

接种、培养细胞，每块材料接种5×10
5
个细胞，每组设

定6个复孔。分别于1，3，5，7 d应用MTT法观察细胞-

支架复合物的增殖情况。实验前以PBS冲洗标本2次，

各滴加50 μL的MTT溶液(5 g/L)和150 μL培养基，37 ℃

孵育4 h后弃去各孔内培养液，加入200 μL DMSO，振

荡10 min，选取490 nm波长，在酶标仪上测定各孔的吸

光度值，计算各组的平均值，进行统计学处理，绘制细

胞增殖曲线。 

DiL荧光染料标记后计数细胞存活率：应用即用型

试剂及仪器 来源 

DMEM-HG 及 FBS  

Ⅰ型胶原酶,MTT  

鼠抗人 IGF-1 单克隆抗体  

Lipofectamine2000，Trizol  

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit  

Vybrant® CM-Dil cell-labeling solution  

1，9-二甲基亚甲蓝、硫酸软骨素及 

木瓜蛋白酶 

核酸、蛋白电泳及转移装置、梯度 

PCR 仪和 UV 凝胶成像仪  

酶标仪 Elx808  

冰冻切片机,荧光显微镜 

扫描电镜  

Hyclone，USA 

Biosharp, USA 

Neumarker, USA 

Invitrogen，USA 

Fermentas, 立陶宛 

Molecular Probes,USA 

Sigma,USA 

 

Bio-Rad ,USA 

 

BioTek,USA 

MICROM，德国 

KYKY-EM3200,中国 
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CM-DiL，按每毫升PBS加5 μL DiL标记液的比例配成工

作液，按说明书标记细胞后，完全培养基培养，待细胞

80%以上融合后，胰酶消化收集细胞，接种于壳聚糖支

架材料上，按上述分组施加干预因素，收集样本，冰冻

包埋剂常规包埋，以10 μm厚度冷冻切片，立即置于荧

光显微镜下观察。随机选取6张切片，100倍镜下选5个

视野，观察细胞在支架材料上的分布情况，计数荧光标

记的细胞数。 

(1，9)-二甲基亚甲蓝(DMMB)法定量测定总糖胺聚糖含

量
[12-13]

：取细胞-支架复合材料，以PBS冲洗，冷冻干燥，

加入300 μL木瓜蛋白酶溶液(5 g/L)，调整pH值为6.5，

在65 ℃水浴中消化16 h，取250 μL上述孵化消化液加

入2.5 mL的1，9-二甲基亚甲蓝溶液(16 mg/L，pH为

2.0)，5 min后525 nm波长比色测定糖胺聚糖含量(标准

品为硫酸软骨素)。 

主要观察指标：①RT-PCR及Western blot法检测细

胞转染后胰岛素样生长因子1的表达。②脂肪间充质干

细胞-支架复合材料大体形态及扫描电镜观察。③MTT

法绘制细胞增殖曲线。④CM-DiL荧光染料标记后计数

细胞存活率。⑤DMMB法定量测定总糖胺聚糖含量。 

设计、实施、评估者：设计为第三作者，实施为第

一、四作者，评估为第二作者，均经过系统培训，未应

用盲法。 

统计学分析：实验数据以x
_

±s表示，由第一作者采

用SPSS13.0软件对实验结果进行方差分析。 

   

2  结果 

 

2.1  兔脂肪间充质干细胞的形态学观察  见图1。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

成功分离出的脂肪间充质干细胞接种后6 h就有少

许贴壁，24 h贴壁增多，形态呈典型的长梭形或多角形

细胞，呈团簇状生长，约接种后5 d细胞融合超过80%

时传代。细胞倍增时间约为2 d，传20代以上仍具有较

高增殖速率，且形态未见显著改变。 

2.2  胰岛素样生长因子1质粒的鉴定以及细胞转染后

的鉴定  RT-PCR电泳结果显示，转染组在电泳结果的

300~500 bp的位置出现一条灰度较高的特异性条带，而

未转染组和空载体组均未出现特异性条带，提示转染

pcDNA3.1-IGF-1组的脂肪间充质干细胞在mRNA水平

获得胰岛素样生长因子1的表达，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Western blot法结果显示，基因转染组有胰岛素样

生长因子1蛋白的特异性表达，相对分子质量7 600，未

转染组和空载体组均未出现，提示质粒pcDNA3.1- 

IGF-1在基因转染组的脂肪间充质干细胞中获得良好的

表达，胰岛素样生长因子1成功翻译为蛋白，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  大体形态观察及扫描电镜观察结果  基因转染组

细胞-支架复合材料表面光滑，有光泽，弹性好。空载

体组次之，空白对照组细胞-支架复合材料表面欠光滑，

无光泽，质软，弹性差。 

 扫描电镜显示各组细胞生长旺盛，在支架上附着、

伸展良好，其中基因转染组细胞生长最好，密度较高，

形态饱满，细胞成片，可见明显细胞外基质分泌，见图4。 

Figure 1  Adhered adipose-derived mesenchymal stem cells   
图 1  贴壁生长的脂肪间充质干细胞 

a: Primary passage (×200)   

c: 20
th
 passage (×100) 

b: 1
st
 passage (×100)   

ADSCs: adipose-derived mesenchymal stem cells; M: 100 bp DNA 

Ladder Marker; A: normal ADSCs; B: ADSCs transfected with pcDNA3.1; 

C: ADSCs transfected with pcDNA3.1-IGF-1 

Figure 2  RT-PCR results of insulin-like growth factor-1 
(IGF-1) mRNA expression 

图 2  RT-PCR 法检测胰岛素样生长因子 1 mRNA 表达 

ADSCs: adipose-derived mesenchymal stem cells; A: normal ADSCs;  

B: ADSCs transfected with pcDNA3.1; C: ADSCs transfected with 

pcDNA3.1-IGF-1 

Figure 3  Western blot assay results of insulin-like growth 
factor-1(IGF-1) protein expression 

图 3  Western blot 法检测胰岛素样生长因子 1 蛋白的表达 

IGF-1 

β-actin 

7 600 

43 000 

A          B         C Mr 

IGF-1 

β-actin 
500 bp 

M     A     B      C 
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2.4  MTT法检测胰岛素样生长因子1基因转染对脂肪

间充质干细胞增殖活性的影响  MTT比色法测定各实

验组在490 nm波长处的A值，取均值列表绘制折线图，

见图5。经统计学分析，空载体组、基因转染组与空白

对照组差异均存在显著性意义，其中基因转染组A值明

显高于空白对照组(P < 0.01)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  DiL荧光染料标记后计数细胞存活率及糖胺聚糖

含量比较  DiL是一种较为理想的亲脂性碳花青染料，

标记率可在95%以上
[14]

。荧光显微镜下细胞在支架材料

上外周分布较密，中心较差，细胞计数结果显示细胞增

殖趋势与MTT法结果一致。基因转染组细胞数明显高于

其他组(P < 0.01)，见图6。对各组糖胺聚糖含量进行方

差分析结果显示各组之间糖胺聚糖含量有统计学差异，

进一步做两两比较的SNK检验，提示基因转染组>空载

体组>空白对照组(P < 0.01)，见表1。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

目前，包括细胞或组织工程复合物移植在内的新技

术正在应用于骨或软骨的损伤修复，种子细胞的选择是

组织工程的核心问题之一。脂肪间充质干细胞因其突出

的优点，已经被越来越多的研究者所青睐。研究证实，

脂肪干细胞具有强大的多能分化潜能，它可以在特定的

诱导条件下向软骨细胞、成骨细胞、神经细胞、心肌细

胞、平滑肌细胞等多个方向定向分化，是一种优秀的种

子细胞
[3-7，15]

。应用脂肪间充质干细胞构建组织工程软

骨是较为理想的选择。 

大量不同的生长因子存在于关节与软骨之中，它们

对软骨细胞的新陈代谢起着非常重要的作用，并且Ⅱ型

胶原的合成及其mRNA表达均受到诸如胰岛素样生长

因子1、转化生长因子β、碱性成纤维细胞生长因子、白

细胞介素1β等细胞因子的调节
[16]

。胰岛素样生长因子1

是一种丝裂素生长因子，与前胰岛素在氨基酸序列上有

同源性，是一种既有促进细胞增殖活性，又具胰岛素样

作用的生长激素依赖性多肽，它通过生长激素-IGF轴来

实现其刺激合成代谢、抑制细胞凋亡的作用
[17]

。此外，

表 1  组织工程软骨 CM-DiL 荧光标记细胞计数结果和糖胺聚糖 
含量 

Table 1  Results of CM-DiI cell-labeling and glycosaminoglycan 
contents in each group                       (x

_

±s) 

Group 
CM-Dil 

cell-labeling 

Content of 

glycosaminoglycan (μg) 

Blank control 16.58±5.16 15.89±0.04 

Empty vector 22.27±3.34 19.03±0.14 

Gene transfection 26.23±3.70 22.05±0.52 

 

Figure 5  Cell proliferation curve determined by MTT assay 
图 5  MTT 法绘制细胞增殖曲线 
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Figure 4  Scanning electron micrograph of cells in each group 
图 4  各组扫描电镜结果 

a: Blank control group (×350)      

c: Gene transfection group (×300) 

b: Empty vector group (×350)    

Figure 6  Results of CM-DiL cell-labeling (×100)   
图 6  各组 CM-DiL 荧光标记结果(×100) 

a: Blank control group 

c: Gene transfection group 

b: Empty vector group 



 

张传辉，等. 兔脂肪干细胞体外构建组织工程软骨：负载胰岛素样生长因子 1 基因的作用 

ISSN 1673-8225  CN 21-1539/R   CODEN: ZLKHAH 5135 

www.CRTER.org 

胰岛素样生长因子1在软骨细胞自稳态调节中也有着重

要的调节意义
[18]

。研究表明，胰岛素样生长因子1不仅能

诱导人关节软骨细胞中Ⅱ型胶原和aggrecan基因表达，

刺激细胞分裂，促进Ⅱ型胶原和蛋白多糖合成
[17，19-21]

，

而且能促进Sox-9表达增强，调控软骨分化，刺激软骨

细胞分化的稳定表型
[22-23]

。前期研究已经证实，利用脂

质体转染技术，得到持续、稳定表达pcDNA3.1-IGF-1

的细胞株，使细胞自身胰岛素样生长因子1的分泌水平

增加，用RT-PCR法和Western blot法证实细胞在mRNA

水平获得胰岛素样生长因子1的高表达，并且成功翻译

为蛋白，并且避免了体外诱导的一些弊端，故而基因强

化技术为组织工程提供了良好的种子细胞来源
[8]
。 

目前研究认为，三维立体培养要优于平面培养，能

够明显促进软骨细胞的增殖和Ⅱ型胶原的分泌
[1]
。国外

早有应用琼脂糖及其复合物作为支架材料来研究细胞

三维培养的报道，并且证实能够促进Ⅱ型胶原和

aggrecan的表达
[24]

。本实验应用结构类似于动物体内的

糖胺聚糖的天然支架材料——壳聚糖明胶复合物作为

立体培养的载体，利于其在体外向软骨分化的效果。众

所周知，软骨细胞外基质的主要成分为水、胶原、蛋白

多糖等。其中，蛋白多糖主要以聚合素形式和非聚合的

蛋白多糖两种形式存在，聚合素是由核心蛋白及糖胺聚

糖组成蛋白多糖单体。因而，糖胺聚糖是软骨细胞外基

质的主要结构成分之一。本实验证实，应用转染后细胞

株构建的细胞-支架复合材料中，糖胺聚糖含量明显高

于对照组。表明胰岛素样生长因子1基因转染联合三维

立体培养能够有效促进兔脂肪间充质干细胞的增殖和

向软骨细胞分化。 
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来自本文课题的更多信息--  

基金资助：国家自然科学基金资助项目(30772216)。 

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

课题的意义：应用脂肪间充质干细胞作为种子细胞，采

用基因转染的方法使其向软骨细胞分化构建组织工程软骨，

在动态压力的作用下构建仿生梯度增殖分化的组织工程骺

板的相关研究，前期工作中已经成功转染基因，体外构建组

织工程软骨。 

课题评估的“金标准” ： 糖胺聚糖含量定量测定采用

改良的 DMMB 法，它相对于 Alcian blue 染色法操作简单、

实用，并已被国内外大多数学者采用。其他均采用金标准。 

设计或课题的偏倚与不足：体内微环境与体外培养环境

不同，存在多种生长因子，它们相互作用调控软骨的新陈代

谢，故而，采用单一生长因子转染的体外培养条件相对于复

杂的生理内环境来说略显不足。 

提供临床借鉴的价值：组织工程软骨应用于修复软骨缺

损是目前研究的热门领域之一，但其修复效果仍不理想，临

床应用较为局限，本实验在于探讨新的构建组织工程软骨较

为可行的方法。 


