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S100A10过表达载体构建及其对鹿茸干细胞

成骨分化的影响
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摘要      该文旨在构建及鉴定过表达梅花鹿S100A10基因的慢病毒载体, 研究S100A10对鹿茸储

备间充质干细胞(reserve mesenchyme cells, RMCs)成骨分化的影响。利用PCR技术扩增S100A10的编

码区, 并将其与双酶切后的慢病毒表达载体质粒PCDH连接, 构建过表达S100A10的重组质粒。包装

病毒 , 感染鹿茸RMCs, 用实时荧光定量聚合酶链反应 (qRT-PCR)和蛋白质印迹法 (Western blot)检测

细胞感染效率。用碱性磷酸酶 (ALP)染色及活性定量检测细胞早期成骨分化水平 , 茜素红染色检测

细胞晚期成骨分化水平, qRT-PCR检测骨形态发生蛋白-2(BMP-2)、Runt相关转录因子2(Runx2)、骨

钙素(OCN)的mRNA表达水平。结果显示, 该研究成功构建了S100A10过表达慢病毒载体, 过表达组

S100A10 mRNA及蛋白水平较对照组显著上升(P<0.001)。与对照组相比 , 过表达组的ALP活性 , 钙
化结节形成量 (P<0.01)以及成骨分化标志基因BMP-2、Runx2和OCN的mRNA水平均显著提高。综

上所述 , S100A10可促进鹿茸RMCs的成骨分化 , 这为进一步研究S100A10促进鹿茸成骨的机制奠定

了基础。
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Abstract       The purpose of this study was to construct and identify the lentiviral vector overexpressing sika 

deer S100A10 gene, and to study the effect of S100A10 on osteogenic differentiation of antler RMCs (reserve mesen-
chyme cells). The coding region of S100A10 was amplified by PCR and ligated with the lentiviral expression vector 
plasmid PCDH after double digestion to construct a recombinant plasmid overexpressing S100A10. The virus was 
packaged and infected with antler RMCs. The infection efficiency of the cells was detected by qRT-PCR (real-time 
fluorescence quantitative polymerase chain reaction) and Western blot. ALP (alkaline phosphatase) staining and activ-
ity quantification were used to detect the early osteogenic differentiation level of cells. Alizarin red staining was used 
to detect the late osteogenic differentiation level of cells. The mRNA expression levels of BMP-2 (bone morphogenetic 
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protein-2), Runx2 (Runt-related transcription factor 2) and OCN (osteocalcin) were detected by qRT-PCR. The results 
showed that the S100A10 overexpression lentiviral vector was successfully constructed, and the mRNA and protein 
levels of S100A10 in the overexpression group were significantly higher than those in the control group (P<0.001). 
Compared with the control group, the ALP activity, the formation of calcified nodules (P<0.01) and the mRNA levels 
of osteogenic differentiation marker genes BMP-2, Runx2 and OCN in the overexpression group were significantly in-
creased. In summary, S100A10 can promote the osteogenic differentiation of antler RMCs, which lays a foundation for 
further study on the mechanism of S100A10 promoting antler osteogenesis.

Keywords       S100A10; vector construction; osteogenic differentiation; deer antler

骨质疏松症 (osteoporosis, OP)是一种以骨量减

少、 骨微结构破坏、骨脆性增加、易发生骨折为特

征的全身性骨病[1]。OP的治疗不仅需要抑制骨吸收, 
还需要促进骨形成 [2]。鹿茸骨组织可周期性完全再

生, 且生长速度极快, 平均可达1.2 cm/d[3], 是研究哺

乳动物骨质疏松的理想模型。储备间充质干细胞

(reserve mesenchyme cells, RMCs)是鹿茸间充质组

织中的一种干细胞 , 具有间充质干细胞 (mesenchy-
mal stem cells, MSCs)的特性[4], 能够在体外进行成骨

分化 [5], 是促进鹿茸骨组织快速再生的关键细胞 [6-7]。

因此 , 调控鹿茸RMCs的成骨分化对骨质疏松的逆转

具有重要意义。

S100钙结合蛋白A10(S100 calcium binding pro-
tein A10, S100A10), 是S100家族中独特的成员 , 具有

钙结合蛋白突变位点 , 对钙离子不敏感 , 一直处于活

跃状态 , 广泛参与细胞内外过程 [8]。S100A10被鉴定

为骨矿化相关蛋白 [9], 其表达量增加可增强骨髓间充

质干细胞的成骨作用 , 提高细胞矿化水平 [10]。同时

S100A10也参与类风湿关节炎[11]和骨关节炎[12]等一些

骨病的发生发展。值得注意的是, SHARMA等[13]的一

项研究将S100A10确定为鹿茸独特表达的成骨基因 , 
其表达水平随鹿茸细胞分化进程的推进而上调 , 提示

S100A10可能在鹿茸细胞分化过程中发挥一定作用。

因此, 为明确S100A10对鹿茸干细胞成骨矿化

的具体影响, 本研究构建S100A10过表达载体, 并用

重组慢病毒载体感染鹿茸的RMCs, 观察S100A10对
RMCs成骨分化的影响。这为有效治疗和逆转人类

OP提供了新的思路。

1   材料与方法
1.1   材料与试剂

RMCs、人胚肾细胞 293T细胞、梅花鹿茸角

间充质层 cDNA由吉林省鹿茸生物学重点实验室保

存。载体质粒PCDH、包膜质粒pMD2.G、包装质粒

pSPAX2、碱性磷酸酶检测试剂盒均购自上海碧云

天生物技术有限公司 ; 感受态细胞TransStbl3购自北

京全式金生物技术有限公司 ; 限制性内切酶EcoR I、
BamH I购自美国NEB公司 ; 无内毒素质粒大提试剂

盒购自北京天根生化科技有限公司 ; DMEM培养基、

标准胎牛血清购自美国Gibco公司 ; 荧光定量PCR试
剂盒购自日本TaKaRa公司; S100A10、β-actin、骨形

态发生蛋白-2(bone morphogenetic protein-2, BMP-2)、
Runt相关转录因子2(Runt-related transcription factor 2, 
Runx2)、骨钙素(osteocalcin, OCN)引物由上海生工

生物科技有限公司合成 ; 地塞米松、β-甘油磷酸钠、

抗坏血酸购自上海麦克林生化科技股份有限公司 ; 
氨苄青霉素、碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, ALP)
显色试剂盒、茜素红S染色液购自北京索莱宝科技

有限公司 ; 兔抗S100A10抗体、兔抗GAPDH抗体、

HPR标记的羊抗兔二抗购自美国Proteintech公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      取冻存细胞, 复苏后接种至含

有10%胎牛血清和1%双抗(10 000 U/mL青霉素和

10 000 μg/mL链霉素 )的DMEM培养基中 , 并置于

37 °C、5% CO2的细胞培养箱中培养 , 每 2~3天进

行传代。用 50 mg/L抗坏血酸、10 nmol/L地塞米

松和 10 mmol/L β-甘油磷酸钠进行成骨诱导培养 , 
每2~3天更换新的成骨诱导培养液 , 在显微镜下观

察RMCs形态变化。

1.2.2   引物设计与 S100A10基因片段获取      根
据已公布的梅花鹿基因组序列 (检索号: GWHA-
NOY00000000, https://ngdc.cncb.ac.cn/gwh), 设计扩增

S100A10的引物F: 5ʹ-ATG CCG TCT CAA ATG GAA 
CA-3ʹ, R: 5ʹ-CTA CTT CTT CCC CTT CTG CT-3ʹ; 以梅

花鹿茸角间充质层cDNA为模板 , 配制PCR反应体系 : 
5 μL 10× buffer, 4 μL dNTP, 上、下游引物各2 μL, 36 μL 
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ddH2O, 0.5 μL cDNA模板 , 0.5 μL Ex-Taq。反应条件 : 
94 °C预变性5 min; 94 °C变性30 s, 60 °C退火30 s, 72 °C
延伸30 s, 共30个循环 ; 最后72 °C延伸10 min, 4 °C保
存。取5 μL扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳检测。设

计S100A10重组PCR引物 , 在上下游加入载体同源序

列及EcoR I、BamH I酶切位点(单下划线部分), 引物F: 
5ʹ-ATT CTA GAG CTA GCG AAT TCA TGC CGT CTC 
AAA TGG AAC A-3ʹ, R: 5ʹ-TCC TTC GCG GCC GCG 
GAT CCC TAC TTC TTC CCC TTC TGC T-3ʹ, 以前述

目的片段为模板再次扩增 , 反应条件同上。用Thermo 
Fisher PCR产物纯化试剂盒纯化扩增产物, 紫外分光光

度法测定DNA浓度, –20 °C保存。

1.2.3   重组慢病毒载体的构建与鉴定      取1 μg载
体质粒、1 μL EcoR I、1 μL BamH I、5 μL CutSmart 
Buffer, DEPC水补足至50 μL, 37 °C水浴1 h, 然后65 °C
热失活20 min, 得到线性化载体 , 进行载体纯化。将

纯化后的线性化载体与S100A10基因片段按照同源

重组反应体系进行连接 : 4 μL Hi-Fusion Cloning Mix、
100 ng线性化载体、200 ng插入片段 , ddH2O补足至

20 μL, 混匀后50 °C水浴30 min。将连接产物转化至

TransStbl3, 接种至含氨苄青霉素 (Ampicillin, Amp)
的LB固体培养基中 , 37 °C倒置培养过夜 , 挑取单个

阳性菌落摇菌 , 取1 mL菌液测序。将阳性菌液扩大

化培养 , 按照无内毒素质粒大提试剂盒说明书提取

质粒。构建过表达S100A10的慢病毒载体。 
1.2.4   重组慢病毒包装      将已构建的过表达载体命

名为PCDH-S100A10, 以PCDH空质粒为阴性对照组

(NC)。待293T细胞融合度达到70%左右时, 使用PEI
转染试剂 , 按照PCDH-S100A10/NC׃psPAX2׃PMD2.

G=10 μg5׃ μg7.5׃ μg的比例, 将载体质粒与辅助质粒共

转染至293T细胞, 放置于培养箱中, 6 h后更换新鲜完

全培养基。在倒置荧光显微镜下观察荧光蛋白GFP
的表达情况以确定转染效率。分别于48 h和72 h后分

2次收集病毒上清液 , 将2次上清液合并 , 1 000 r/min、
4 °C离心5 min去除细胞碎片 , 然后用0.45 μm滤膜过

滤, 最后用超滤管浓缩, –80 °C保存备用。

1.2.5   过表达S100A10细胞系的建立      取对数生长

期的RMCs, 接种至25 cm2细胞培养瓶中 , 待细胞融

合度达到70%时, 吸弃原培养基, 加入含1 mL浓缩病

毒液及5 μL polybrene助转剂的完全培养基 , 12 h后
更换新鲜培养基 , 48 h后加入终浓度为4 μg/mL的嘌

呤霉素 , 筛选培养2~3天 , 观察细胞状态以及RMCs
荧光蛋白GFP的表达情况。对嘌呤素筛选后的细胞

继续扩增培养 , 获得的稳转细胞系用于后续实验。

通过qRT-PCR和Western blot技术分别检测两组细胞

中的S100A10 mRNA和蛋白表达水平 , 确认感染效

果并为后续实验建立模型。

1.2.6   qRT-PCR      用Trizol法从过表达组和NC组的

RMCs中提取总RNA, 并测定RNA浓度和纯度 , 然后

利用TaKaRa反转录试剂盒将其反转录为cDNA, 进行

扩增: 10 μL 2× SYBR Green Master Mix, 1 μL cDNA
模板, 上、下游引物各0.5 μL, 8 μL DEPC水。反应条

件: 95 °C预变性2 min; 95 °C变性10 s, 60 °C退火10 s, 
72 °C延伸15 s, 共40个循环; 最后72 °C延伸16 s, 4 °C
保存。β-actin作为内参基因, 引物序列见表1, 每组实

验设3个重复, 采用2–ΔΔCt法进行数据分析。

1.2.7   Western blot      使用含蛋白酶抑制剂和磷酸

酶抑制剂的RIPA裂解液提取两组细胞的总蛋白, 

表1   引物序列

Table 1   Primer sequences

基因名称 引物序列(5ʹ→3ʹ)

Gene name Primer sequence (5ʹ→3ʹ)

S100A10 Forward: CGT CTC AAA TGG AAC ACG CC

Reverse: GCC CAG CGA TTA GCG AAA AG

BMP-2 Forward: CGG AAA CAT ATG CCC GAA GC

Reverse: CCT GGT GCA AAG ACC TGC TA

Runx2 Forward: TCA AGG TGG TAG CTC TCG GA

Reverse: AAC AGC AGA GGC ATT TCG GA

OCN Forward: CAG ATG CAA AGC CCG GTG AT

Reverse: TCA GCT AGC TCG TCA CAG TC

β-actin Forward: CAC CGC AAC CAG TTC ACC A

Reverse: GAT GCC ATG CTC GAT AGG GT
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BCA蛋白浓度测定试剂盒测定总蛋白浓度。将样

品与蛋白质上样缓冲液混匀, 煮沸10 min。120 V恒

压下进行凝胶电泳分离, 然后200 mA恒流转膜, 5%
脱脂奶粉4 °C封闭过夜, 一抗(稀释比例为1000 1׃)
室温孵育3 h, 二抗(稀释比例为1000 2׃)室温孵育1 h, 
TBST洗膜3次, 最后用化学发光法显影。

1.2.8   碱性磷酸酶活性测定与染色      RMCs成骨诱

导分化14天后, 移除6孔板中的培养基, 用PBS洗涤2
次, 随后每孔加入500 μL 4%多聚甲醛固定液, 于室

温固定30 min, 移除固定液, 蒸馏水洗涤2次后, 参照

碱性磷酸酶染色试剂说明书进行避光染色 30 min, 
蒸馏水洗涤 2次 , 在显微镜下观察拍照。根据试剂

盒说明书进行ALP活性测定 , 实验重复3次 , 最后按

照ALP酶活性的定义, 计算ALP活性。

1.2.9   茜素红染色及定量分析      RMCs成骨诱导

21天后 , 移除6孔板中的培养基 , 用PBS洗2次 , 随后

用4%多聚甲醛固定液固定15 min, 弃去固定液 , 用
ddH2O洗3次 , 将固定液完全洗干净后慢慢加入茜素

红S染色液, 室温染色30 min。弃去染料, 用ddH2O洗

3~5次, 在显微镜下观察钙结节的形成情况。之后用

10%十六烷基吡啶溶液溶解钙结节 , 将上清液转移

至96孔板中 , 测定450 nm波长处的吸光度(D)值 , 将
所得结果(D值)用于茜素红定量分析。

1.3   统计分析

每组实验独立重复 3次 , 应用GrapPad Prism 
9.0软件作图 , 结果以均值 ±标准差 (x

_
±s)形式表示 , 

组间两两比较采用 t检验 , *P<0.05、**P<0.01、
***P<0.001表示差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   S100A10目的基因的扩增

以鹿茸间充质组织的cDNA为模板 , 进行PCR扩
增获得S100A10基因序列 , 然后进行琼脂糖凝胶电泳

检测。结果显示 , 在294 bp左右的位置出现特异性条

带, 这与预期结果一致, 说明成功获得目的基因(图1)。
2.2   测序鉴定重组慢病毒载体

S100A10过表达慢病毒载体PCDH-CMV的结

构图谱见图2A。将连接产物转化至TransStbl3感受

态细胞 , 菌液涂布至固体平板上 , 挑取单个菌落 , 振
荡培养 , 取适量菌液进行测序 (图2B)。通过序列比

对 , 发现测序结果与目的序列一致 , 这表明成功将

S100A10片段插入PCDH载体, 载体构建成功。

2.3   重组慢病毒包装

将过表达载体和空载体 , 与包膜质粒psPAX2、
包装质粒PMD2.G共转染至293T细胞中, 72 h后在荧

光显微镜下观察荧光蛋白GFP的表达情况(图3)。在

PCDH-S100A10组及NC组中绿色荧光分布均匀 , 且
细胞生长旺盛、排列紧密 , 显示已成功完成载体的

慢病毒包装。

2.4   过表达慢病毒感染RMCs并检测感染效率

用过滤和浓缩后的重组慢病毒感染RMCs, 然
后进行嘌呤霉素筛选, 2~3天后观察荧光情况。发现

S100A10过表达组和NC对照组的RMCs生长状况良

好, 同时细胞内呈现绿色荧光且荧光均匀分布于视

野中(图4A)。进一步用qRT-PCR及Western blot检测

两组细胞中的S100A10表达量, 结果显示过表达组

S100A10的蛋白水平明显提高(图4B), 且mRNA水平

1~3: PCR产物条带; 4: DNA Marker DL500。
1-3: PCR product bands; 4: DNA Marker DL500.

图1   PCR产物电泳图

Fig.1   Electrophoresis of PCR products
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    50 bp

4321
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显著升高(P<0.001, 图4C)。以上结果表明成功获得

稳转细胞系。

2.5   S100A10过表达促进RMCs成骨相关基因表达

取两组RMCs培养48 h后, qRT-PCR检测S100A10
基因表达量增加对细胞内成骨相关基因表达水平的

影响(图5), 与对照组相比, 过表达组BMP-2、Runx2、
OCN的mRNA相对表达量均显著提高。

2.6   S100A10促进RMCs的成骨分化

细胞成骨诱导第14天, 进行ALP染色(图6A)及ALP
活性定量分析(图6B)以检测细胞早期成骨能力 , 结果

A: S100A10过表达慢病毒PCDH-CMV载体; B: S100A10过表达载体测序结果。

A: S100A10 overexpression lentivirus PCDH-CMV vector; B: sequencing results of S100A10 overexpression vector. 
图2   S100A10过表达重组质粒测序图谱

Fig.2   S100A10 overexpression recombinant plasmid sequencing map
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图3   慢病毒感染293T细胞荧光结果

Fig.3   Fluorescence results of 293T cells infected by lentivirus
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显示S100A10过表达组碱性磷酸酶染色呈强阳性 , 且
ALP活性显著高于NC组(P<0.01)。同时细胞诱导第21
天, 进行茜素红S染色(图6C)以及定量分析(图6D), 发现

S100A10过表达组的钙化结节形成量较NC组显著增加

(P<0.01)。

3   讨论
OP的发病机制主要是由于骨吸收大于骨形成, 

导致骨代谢失衡[14]。而鹿茸组织也是在抑制破骨和

促进成骨两个方面的联合作用下实现骨质疏松逆

转, 此外, RMCs的快速分裂分化, 导致鹿茸具有前所

未有的生长速度。基于鹿茸这一生物学特性, 本研

究构建了S100A10过表达慢病毒载体, 并用重组慢病

毒感染RMCs, 进一步观察了细胞成骨能力的变化。

慢病毒载体是一种逆转录病毒载体 , 通过逆转

录过程将目的基因整合到宿主基因组中并使其长期

表达 [15]。相比于物理瞬时转染方法 , 慢病毒表达的

外源基因更持久且稳定。之前的研究由于电穿孔介

导的瞬时转染不成功 , 改用小鼠间充质干细胞代替

人骨髓间充质干细胞 [13], 本研究构建S100A10过表达

慢病毒载体 , 并用重组慢病毒感染RMCs, qRT-PCR
和Western blot以及荧光显微镜观察均证实获得有效

感染 , 与NC组相比过表达组中S100A10显著高表达。

以上结果表明 , 成功构建了S100A10过表达慢病毒载

A: 慢病毒感染RMCs的荧光结果; B: Western blot检测S100A10蛋白的表达量; C: qRT-PCR检测S100A10 mRNA的表达量; ***P<0.001。
A: fluorescence results of RMCs infected by lentivirus; B: detection of S100A10 protein expression by Western blot; C: detection of S100A10 mRNA 
expression by qRT-PCR; ***P<0.001. 

图4   S100A10过表达细胞系的建立

Fig.4   Establishment of S100A10 overexpression cell line
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体 , 且S100A10在RMCs内稳定高效表达 , 为后期研究

S100A10基因在鹿茸细胞中的作用奠定了基础。

S100A10作为骨相关基因 , 在成骨矿化相关领

域展现出巨大潜力。MORI等 [16]研究发现S100A10与
S100A1和S100B的功效相似 , 都能够抑制小鼠软骨

qRT-PCR检测成骨相关基因BMP-2、Runx2、OCN的表达水平。*P<0.05, **P<0.01。
qRT-PCR detection of the expression levels of osteogenic genes BMP-2, Runx2 and OCN. *P<0.05, **P<0.01.

图5   S100A10过表达促进RMCs成骨相关基因表达

Fig.5   Overexpression of S100A10 promotes osteogenic gene expression in RMCs
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A: 成骨诱导14天后进行ALP染色; B: 成骨诱导14天后进行ALP活性检测; C: 成骨诱导21天后进行茜素红染色; D: 茜素红染色结果的定量分析。

**P<0.01。
A: ALP staining after osteogenic induction for 14 days; B: detection of ALP activity after 14 days of osteogenic induction; C: alizarin red staining after 
21 days of osteogenic induction; D: quantitative analysis of alizarin red staining. **P<0.01.

图6   S100A10对RMCs成骨分化的影响

Fig.6   Effect of S100A10 on osteogenic differentiation of RMCs
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细胞的肥大分化 , 并促进小鼠骨骼发育过程中的软

骨内骨化 ; WANG等 [17]发现在体外成骨诱导条件下 , 
S100A10可发挥钙沉积作用 , 从而提高人牙周韧带干

细胞的矿化能力 ; 而SHARMA等 [13]发现S100A10是鹿

茸细胞矿化的独特新基因 , 但S100A10对鹿茸细胞成
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骨矿化的具体影响目前尚不清楚 , 本研究在此基础上

进行了更深入的分析。

在本研究中 , 我们首先检测了RMCs成骨分化14
天后的ALP活性 , 并通过ALP和茜素红染色验证细胞

分化程度。结果显示 , 与NC组相比 , S100A10过表达

组的ALP活性显著升高 , 且矿化结节形成量明显增

加 , 这一结果与之前BROWE等 [10]关于S100A10剂量

增加可促进干细胞成骨矿化的研究结果相吻合。以

上结果初步表明, S100A10在RMCs成骨分化中具有重

要作用。然后我们检测了成骨分化标志基因BMP-2、
Runx2和OCN的mRNA表达量变化 , 结果显示这些基

因的mRNA水平均显著上升 , 提示S100A10可能通过

促进成骨分化相关基因表达进而促进RMCs成骨分

化。Runx2、OCN是BMP通路表达的特异性成骨因

子[18], 而BMP-2是BMP家族中具有很强的成骨和软骨

再生潜力的成员, 可有效治疗骨缺损[19], Runx2又被鉴

定为BMP-2诱导成骨分化作用的靶基因 [20]。因此推

断S100A10也可能通过影响BMP通路而发挥成骨作

用, 或者通过影响BMP-2的表达, 进而诱导Runx2靶基

因及相关同源蛋白共同促进RMCs成骨分化。

综上所述 , 本研究在细胞水平探讨了 S100A10
对鹿茸干细胞成骨分化的影响, 发现S100A10可正向

调控RMCs成骨分化 , 为有效治疗和逆转人类OP提
供了新的思路。但其发挥作用的调控靶点以及所参

与的信号通路还有待进一步研究。
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