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文章亮点： 

1 运用人端粒酶反转录酶转染髓核细胞构建永生化髓核细胞，构建的髓核细胞加入重组绿色荧光蛋白质

粒，可以随时示踪，检测人端粒酶逆转录酶的表达。 

2 实验将增强型绿色荧光蛋白-人端粒酶反转录酶重组质粒转染髓核细胞，并通过荧光显微镜动态检测

转染髓核细胞的增强型绿色荧光蛋白-人端粒酶反转录酶表达 

3 建立一种能够长期培养、表型稳定的永生化髓核细胞株，希望能为细胞组织工程研究领域提供标准髓

核细胞。 

关键词： 

组织构建；脊柱组织构建；髓核细胞；人端粒酶反转录酶基因；DH5α感受态大肠肝菌；转染；永生化；

目的基因；髓核细胞转染退行性椎间盘病；省级基金；组织构建图片文章 
 
摘要 

背景：椎间盘髓核细胞分离培养困难，老化较快，迫切需要一种标准细胞株用于实验研究。 

目的：探讨人端粒酶反转录酶重组绿色荧光表达载体的构建及其转染正常髓核细胞构建永生化细胞的可

行性研究。 

方法：通过目的基因克隆、真核表达质粒中目的基因序列测定、目的基因真核表达质粒的构建、转染人

端粒酶反转录酶表达检测等步骤进行实验。 

结果与结论：构建出人端粒酶反转录酶重组绿色荧光表达载体，成功转染正常髓核细胞并在细胞中稳定

表达。结果表明运用人端粒酶反转录酶转染椎间盘髓核细胞构建永生化细胞是一种可行的方法。 
 
 

Recombinant green fluorescent protein plasmids expressing human telomerase 
reverse transcriptase transfect normal nucleus pulposus cells in the intervertebral disc    
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Abstract 

BACKGROUND: Nucleus pulposus cells are difficult to be isolated and cultured from the intervertebral disc, 
and the cells age rapidly. An urgent standard cell line is required for experimental research. 

OBJECTIVE: To investigate the construction of recombinant green fluorescent protein plasmid expressing 
human telomerase reverse transcriptase and to assess the feasibility of constructing immortalized human 
nucleus pulposus cell line. 

METHODS: Target gene cloning, target gene sequencing in eukaryotic expression plasmids, construction 
of eukaryotic expression plasmids expressing target genes, and transfection of human telomerase reverse  
transcriptase were performed in order. 

RESULTS AND CONCLUSION: Nucleus pulposus cells transfected with recombinant green fluorescent protein 
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plasmid expressing human telomerase reverse transcriptase have a stable expression. It is anticipated that human 
telomerase reverse transcriptase can be useful for creating the immortalized nucleus pulposus cells.  
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0  引言 

 
端粒酶的长度决定细胞的增殖能力[1]。外源性人端粒酶反转录酶可以有效激活目的细胞端

粒酶，维持端粒长度，细胞染色体稳定而直接逾越M2期，发生永生化[2]，且人端粒酶反转录酶

介导的永生化细胞是正常细胞，保持了更多的已分化功能和更少的染色体损伤，安全性更高[3]。 

椎间盘退变引起的椎间盘突出和慢性腰腿痛是骨科的常见病，其具体退变机制不详[4]。

通过组织工程学的方法修复或复建退变椎间盘组织是目前国内外进行的一项热点研究工作，

并被认为是未来一种有希望的治疗方法[5-6]。椎间盘髓核细胞的培养与构建在研究髓核细胞生

物学、转基因治疗以及组织工程等方面日渐成为一种不可缺少的技术[7-8]。实验采用外源性端

粒酶反转录酶基因转导入椎间盘正常髓核细胞激活端粒酶的方法，探讨一种新的获得永生化

髓核细胞株的组织工程技术，为进一步研究退行性椎间盘病的病变机制提供标准细胞株；为

临床采用组织工程再生的方法修复退变的椎间盘组织，恢复功能提供基础；为提高国内对退

变性椎间盘病的整体防治水平提供新的思路。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外组织构建实验。 

时间及地点：实验于2009年8月至2011年6月在广州市创伤外科研究所完成。 

材料： 

外源性端粒酶反转录酶基因转导入椎间盘正常髓核细胞的主要试剂、仪器及来源： 

Main reagents and instruments used in the experiment of transfecting normal nucleus pulposus 

cells with exogenous telomerase reverse transcriptase gene: 

 

 

 

 

 

 

 

外源性端粒酶反转录酶基因转导入椎间盘正常髓核细胞引物的设计： 

Primer design in the experiment of transfecting normal nucleus pulposus cells with exogenous 

telomerase reverse transcriptase gene: 

 

 

  

试剂及仪器 来源 

肝癌组织、DH5α感受态大肠肝菌、人椎间盘髓核细胞株 
RNA 试剂盒 
小提质粒试剂盒、胶回收试剂盒、限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、Taq 聚合酶

western blot 试剂盒 
一抗人端粒酶反转录酶 
二抗 mouse-HRP 

凯诺生物科技有限公司 
TaKaRa 
MBI 公司 
GE Healthcare 公司 
abcam 公司 
博士德公司 

RT-1: 5’-tggaaggagttcgatgccgcgcgctccccgctg-3’              加入 Xmn1酶切位点 
RT-2: 5’-caccctcgaggtgagacgctcgg-3’                       带 Xho1酶切位点 
RT-3: 5’-acctcgagggtgaaggcactgttca-3’                      带 Xho1酶切位点 
RT-4: 5’- cgctcgagctagtccaggatggtcttgaagtct -3’               带 Xho1酶切位点 
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实验方法： 

目的基因克隆：用RNA 提取试剂盒从肝癌组织中按

试剂盒说明提取总RNA，oligo(dT)为引物，以总RNA为

模板，在禽源性反转录酶(M-MULV) 作用下反转录1 h，

获得cDNA；然后以RT-1和RT-2、RT-3和RT-4引物，分

别进行PCR反应，扩增目的基因。PCR产物经1%琼脂

糖凝胶电泳分离、鉴定，按快速凝胶回收试剂盒说明书

方法回收纯化PCR产物，获得目的基因PCR产物与载体

T-Easy (T载体)按比例进行连接[9]。 

真核表达质粒中目的基因序列测定：从重组体T-人端粒

酶反转录酶中提取质粒，挑选经初步鉴定的重组体，由

上海生工公司采用双向测定法测序。用DNASIS 软件对

所测的基因序列和氨基酸序列与GenBank 公布的序列

进行同源性比较。 

目的基因真核表达质粒的构建：①应用Xmn1和Xho1

分别完全消化T-人端粒酶反转录酶和载体pAAV-MCS

质粒DNA，1%琼脂糖凝胶电泳分离，并回收纯化目的

DNA片段，然后进行连接，并转化DH5α感受态大肠肝

菌，从含卡那霉素的LB平板上，初选阳性克隆，并酶切

鉴定pAAV-人端粒酶反转录酶质粒。②应用NotⅠ完全

消化pAAV-人端粒酶反转录酶质粒和绿色荧光蛋白质

粒DNA，将目的基因人端粒酶反转录酶表达盒和增强型

绿色荧光蛋白真核表达质粒从胶中切取，纯化回收，然

后进行连接并转化DH5α感受态大肠肝菌，从含卡那霉

素的LB 平板上，初选阳性克隆，并酶切鉴定，构建成

绿色荧光蛋白-人端粒酶反转录酶真核表达质粒。 

转染人端粒酶反转录酶表达检测
[10]

：按照说明书实验步

骤进行，用BIOMIGA质粒提取试剂盒提取增强型绿色荧

光蛋白质粒-人端粒酶反转录酶真核表达，细胞转染按

试剂Lipofect-amine 2000操作说明书进行。转染增强型

绿色荧光蛋白质粒-人端粒酶反转录酶真核表达至髓核

细胞24 h后换液，加G418(250 mg/L)的培养液进行筛

选，每2 d换液1次。转染时，设置转染空载体增强型绿

色荧光蛋白质粒组。①以Oligo(dT)为反转录引物，以提

取的总RNA为模板，在AMV催化下特异反转录出

cDNA。以人端粒酶反转录酶的RT-3和RT-4引物扩增目

的基因，设定反应条件，行PCR反应。产物在1.5%琼

脂糖凝胶(含溴化乙锭5 g/L)中电泳，凝胶成像系统下观

察照相。 western blot② ，10%SDS-PAGE胶上样，电

压90 V，恒压电泳120 min，电泳转移到0.45 µm的PVDF

膜上；加一抗人端粒酶反转录酶(1∶500)，二抗mouse- 

HRP(1∶3 000)，洗膜，用ECL试剂反应显影分析。 

主要观察指标：RT-PCR扩增目的基因人端粒酶反

转录酶片段的结果，重组克隆增强型绿色荧光蛋白质  

粒-人端粒酶反转录酶鉴定，转染增强型绿色荧光蛋白

质粒-人端粒酶反转录酶后髓核细胞人端粒酶反转录酶

表达情况，观察转染质粒的表达情况。 

   

2  结果 

 

2.1  RT-PCR 扩增目的基因人端粒酶反转录酶片段的

结果  PCR 扩增完的DNA 经琼脂糖凝胶电泳鉴定，证

实扩增产物为1.9 kb和1.4 kb，与预期结果一致，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  重组克隆增强型绿色荧光蛋质粒-人端粒酶反转

录酶鉴定结果  重组克隆增强型绿色荧光蛋白质粒-人

端粒酶反转录酶反转录酶经过BamH1酶切后证实目的

基因在3 kb，与预期结果一致，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  转染增强型绿色荧光蛋白质粒-人端粒酶反转录

酶后髓核细胞人端粒酶反转录酶表达情况  增强型绿

图 1  T-PCR 扩增目的基因人端粒酶反转录酶片段的结果

Figure 1  Reverse transcription-PCR analysis of the human 
telomerase reverse transcriptase 

注： 1 为 marker08；2-3 为扩增产物。经琼脂糖凝胶电泳

鉴定，证实扩增产物为 1.9 kb 和 1.4 kb，与预期结果一致。

1           2           3

2.5 kb

1.5 kb

900 bp

图 2  重组克隆增强型绿色荧光蛋白质粒-人端粒酶反转录

酶经 Bam H1 酶切后结果 

Figure 2  Bam H1 digestion results of the recombinant green 
fluorescent protein plasmid expressing human 
telomerase reverse transcriptase 

注：1 为 λHind Ⅲ；2-6 为重组克隆增强型绿色荧光蛋白质

粒-人端粒酶反转录酶酶切结果；经过 BamH1 酶切后证实目

的基因在 3 kb，与预期结果一致。 
 

1      2      3      4      5     6 

6.6 kb
 
2.3 kb

 

1: λHind ; 2Ⅲ -6: pEGFP-hTERT enzyme cut result 
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色荧光蛋白质粒-人端粒酶反转录酶转染细胞后经过

RT-PCR证实目的产物在1.5 kb，引用RT-3和RT-4两对

引物完成，内参在370 bp，与预期的一致，见图3。24 h

后荧光显微镜下分析报告基因绿色荧光蛋白转染效率，

见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

国外Papanikolaou等[11]将外源性人端粒酶反转录

酶导入人视网膜色素上皮细胞和包皮成纤维细胞，细胞

体外培养寿命延长20倍以上。人端粒酶反转录酶已成功

永生化人乳腺上皮细胞、肺成纤维细胞系IMR90、新生

儿成纤维细胞株(BJ)、人脐带动脉平滑肌细胞、微血管

内皮细胞、卵巢上皮细胞、胚胎滋养层细胞、人肝脏细

胞、神经干细胞、表皮细胞、骨髓间充质干细胞[12-20]。

国内方泽强等[21]将端粒酶反转录酶转染获得的永生化

软骨细胞和经诱导向软骨分化的间充质干细胞分别与

β-磷酸三钙复合后在裸鼠体内成功地构建了工程化的

软骨组织，表明应用转染人端粒酶反转录酶的永生化软

骨细胞和间充质干细胞作为软骨组织工程的种子细胞

构建工程化软骨具有可行性。  

 

目前，美国Clontech与Geron公司转染人端粒酶反

转录酶至人视网膜色素上皮细胞，合作推出第1种商品

化的永生化正常细胞系人端粒酶反转录酶RPE1，其较

正常细胞增殖快，平均每周达5-6 PDs。同时，该细胞

系近于汇合时S期细胞比例是转染前的两倍。目前其传

代多于150代，其中有3个克隆多于300代[22-24]。 

 

Zongaro等[25]报道通过腺病毒转染SV40基因的方法

成功构建了永生化的人髓核细胞株，细胞培养超过5个月，

传20代以上，形态学和功能特性仍保持不变，且无致瘤性，

可作为组织工程椎间盘的种子细胞。但病毒、癌基因、原

癌基因等主要通过抑制M1期机制，细胞绕过M1期继续生

长。细胞经过20-30群体倍增次数后，进入危机期(crisis，

M2期)，细胞出现退化凋亡，并非永生化人端粒酶反转录

酶介导的永生化细胞是正常细胞，并非转化细胞[26]。它们

具有正常生长率、核型，呈现接触抑制和锚着依赖性，不

具有致癌性和软琼脂克隆形成能力等。且TERT介导的永生

化细胞已通过了M1期和M2期，同生殖干细胞一样，是真

正意义上的永生化[27-28]。因此实验将pIRES2-增强型绿色

荧光蛋白-人端粒酶反转录酶重组质粒转染髓核细胞，通过

荧光显微镜动态检测转染髓核细胞的pIRES2-增强型绿色

荧光蛋白-人端粒酶反转录酶表达，建立一种能够长期培

养，表型稳定的永生化髓核细胞株，提供标准髓核细胞，

对组织工程学研究将带来深远的影响。 
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图 3  增强型绿色荧光蛋白质粒-人端粒酶反转录酶转染细

胞后，RT-PCR 扩增人端粒酶反转录酶基因片段结果

Figure 3  Reverse transcription-PCR amplified fragment of 
human telomerase reverse transcriptase gene after 
transfection of normal nucleus pulposus cells with 
recombinant green fluorescent protein plasmid 
expressing human telomerase reverse 
transcriptase 

注：1 为 Marker；2 为阴性对照组；3 为细胞转染后 24 h 情况；

4 为细胞转染后 72 h 情况。经过 RT-PCR 证实目的产物在

1.5 kb，引用 RT-3 和 RT-4 两对引物完成，内参在 370 bp，与

预期的一致。 
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图 4  转染增强型绿色荧光蛋白质粒-人端粒酶反转录酶后，

髓核细胞人端粒酶反转录酶绿色荧光表达情况(×100)

Figure 4  Expression of green fluorescent protein following 
transfection with recombinant green fluorescent 
protein plasmid expressing human telomerase 
reverse transcriptase (×100) 

注：绿色荧光蛋白在基因转染后 24 h 后，即可见绿色的较高表达
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