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大鼠 !"#$ 基因慢病毒载体的构建及其在骨髓间质干细胞中的表达
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摘 要 骨髓间质干细胞（*^K7）是目前基因工程正在探讨应用的靶细胞，为构建带有脑源性神经营养因子（.;$-）基因慢病
毒载体并使其在大鼠骨髓间质干细胞中表达，采用 />OGK/技术获得大鼠 .;$- 基因编码区（KX^）片段，限制性内切酶酶切和
基因重组构建慢病毒载体质粒 G)\O[X)EO_/I !̂ OIWEG，在脂质体介导下与包装质粒 HI\GI/，包膜质粒 %^%W共转染 !R">细胞

包装生产慢病毒。所获慢病毒感染大鼠 *^K7（,*^K7）后，GK/和免疫细胞化学法检测在 ,*^K7中 .;$- 基因的插入和表达。结
果显示所获的 [3BC基因经测序后与 W0B[+B@报道序列完全一致。重组慢病毒载体质粒 G)\O[X)EO_/I^!OIWEG经鉴定正确。
三质粒共转染 !R">细胞成功，收集、浓缩病毒后测定其滴度为 :‘$ a 9#$ >Db<\，GK/证实 .;$- 基因插入病毒基因组。感染

,*^K7后 />OGK/、免疫细胞化学染色及 L0780,B 检测各组细胞均有 [X)E 蛋白表达，其中试验组 [X)EO,*^K7 更大量表达

[X)E，与其余 !组（*&-@O,*^K7、,*^K7）比较差异具有统计学意义。构建带有 .;$- 基因慢病毒载体并在大鼠骨髓间质干细胞
中成功表达，为今后基因修饰干细胞的移植后长期观察研究奠定了基础。
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骨髓间质干细胞（3%/%’<4>318 /$%3 <%88/，,-./）
由于其具有多向分化潜能与在体内可向急性损伤部

位迁移的特性，成为干细胞治疗研究的热点，也逐渐

成为基因治疗的主要靶细胞。利用慢病毒载体能高

效感染骨髓间质干细胞，使其成为基因治疗的载体，

通过体内干细胞移植，从而使治疗基因更集中在病

变部位，同时减少病毒载体的使用量而减少不良事

件的发生，因此本研究试构建带有大鼠脑源性神经

营养因子基因（’(")）慢病毒载体并使目的基因在大
鼠 ,-./（",-./）中表达。

) 材料和方法
)*) 主要材料
（R）慢病毒载体质粒 DI?7KB(-67(G9D，包装质
粒 W(?D(B，包膜质粒 @-@G以及 6M:C细胞均由美
国杜兰大学陈一平教授惠赠。（6）C#!RS菌：由福建
医科大学林建银教授惠赠。（:）主要试剂：逆转录
酶、限制性内切酶 ’*+W!和 ,*-!（D"#3%)1），高保
真 D*= =8$"1 JIL聚合酶（-$"1$%)%’），C"&X#8 以及脂质
体 8&!#*%<$13&’6SSS（ K’A&$"#)%’），!#8>5"%’%（-&)31），质
粒抽提试剂盒（Y&1)%’），JIL凝胶回收试剂盒（上海
博亚生物公司）。胎牛血清（DLL），J,(,（GKF.Z），
胰酶7(JCL（GKF.Z），青链霉素（GKF.Z）。其他试剂
均为进口或国产化学分析纯。（;）引物合成、测序均
送上海博亚生物公司。（[）抗体：兔抗鼠 FJI9多克
隆抗体（-1’$1 ."=X），羊抗兔 K)GUWBD试剂盒（北京中
山生物公司），羊抗鼠"71<$&’抗体（GKF.Z）。
)*+ 方法
)*+*) 引物设计与合成：根据 G%’F1’H 大鼠 ’(")
基因 .J-区合成相应引物，另根据载体质粒 DI?7

KB(-67(G9D要求在引物中引入 ’*+W!和 ,*-!酶
切位点，因此设计合成的上游引物序列为：[\7
L.G.GC.GL.LCGL..LC..CCCC.7:\，下游引物序列
为：[\7.GGGLC. ..CLC.CC....CCCCLLCG7:\。所
得的 D.B产物大小为 PN]5!。
)*+*+ 海马组织提取大鼠总 BIL：用 C"&X#8试剂提
取近交系 9:;;大鼠海马总 BIL，甲醛变性凝胶电泳
检测，并测定其#6NS和#6]S的吸光度，检测所提取
BIL的浓度及纯度。
)*+*, 目的基因的获取：大鼠 BIL 经逆转录为
<JIL后，以此作为模板，加入 ’(") 基因上、下游引
物，在 D*= =8$"1高保真 JIL聚合酶作用下，M;^预变
性 6 3&’，M;^变性 ;[ /，[;^退火 ;[ /，P6^延伸
RO[3&’，共 :S个循环，P6^延伸 RS 3&’合成 ’(") 基
因。琼脂糖凝胶电泳检测。

)*+*- DI?7FJI97KB(-67(G9D重组质粒的构建：
（R）’(") 基因亚克隆扩增：D.B产物加上 L尾
后琼脂糖电泳检测，切胶回收目的片段并纯化。C;
JIL连接酶作用下纯化后产物连接 D=.37C 载体
;^过夜。.1.86 法转化感受态 C#!RS 菌，菌液涂于
KDCG、_7)18 ?F平板 :P^过夜。挑选白色阳性克隆
摇菌扩增并小量抽提质粒，’*+W!及 ,*-!双酶切
琼脂糖电泳鉴定正确后送测序。

（6）DI?7FJI97KB(-67(G9D 重组质粒构建：
’*+W!、,*-!双酶切载体质粒 DI?7KB(-67(G9D，
琼脂糖电泳鉴定后回收纯化目的片段。C; JIL连
接酶作用下将测序正确的 ’(") 基因片段与双酶切
后的载体质粒 ;^连接过夜。.1.86 法转化感受态
C#!RS菌，涂布含氨苄青霉素的 ?F 选择平板，:P^
过夜。次日随机挑取阳性菌落继续扩增，小量抽提
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质粒。

（!）"#$%&’#(%)*+,-%+.("重组质粒的鉴定：抽
提的质粒经 !"#/!、$"%!双酶切，琼脂糖电泳检
测，回收 01234处片段委托博亚生物公司测序。
!"#"$ 重组慢病毒的包装及鉴定：通过质粒中量抽
提试剂盒制备 "#$%&’#(%)*+,-%+.("、"#$%)*+,-%
+.("、/+$"+*、5,5.等质粒。慢病毒三质粒按 6：
6：6 比例混合，利用脂质体 $7489:;<=>7?-@@@ 共转染
-A!B细胞。C2D至 0-D观察出现强绿色荧光并有细
胞融合现象时收集上清，CE@@FG>7? 离心 6E>7?，
@HCE">滤器过滤。E@ @@@I CJ离心 -HED浓缩病毒，
按不同比例稀释后加入 48KL3F:?: 至终浓度为 2

"IG>$感染 -A!B细胞测定滴度。取 -"$病毒液煮沸
6@>7?，冰浴 6E>7? 并以此作为模板，加入 !&’( 上、
下游引物 "M*鉴定。
!"#"% FN,MO的分离和扩增培养：无菌条件下取 -
月龄 (!CC雄性大鼠股骨、胫骨，充分冲洗骨髓腔，将
骨髓液叠加于大鼠淋巴细胞分离液上（骨髓液与淋

巴细胞分离液的比例为 E P!），-E@@FG>7?离心 !@>7?。
吸取单核细胞层加入适量含 6EQ胎牛血清以及
6@@RG>$青霉素、6@@"IG>$链霉素的低糖 ’N+N完
全培养液培养。当细胞融合达 A@Q以上时 @H-EQ
胰酶%+’BS消化传代。流式细胞术测定培养的细胞
M’!C、M’CE、M’-A、M’A@表达。
!"#"& 慢病毒感染 FN,MO：弃去 N,M原培养液，取
浓缩后病毒原液 ->$，加入 48KL3F:?: 至终浓度为
2"IG>$感染 FN,MO，-CD 后更换为低糖 ’N+N 完全
培养液继续培养。C2D后观察荧光。实验组为带有
!&’( 基因慢病毒感染的 FN,MO（&’#(%FN,MO组），对
照组分别为未携带任何目的基因慢病毒感染的

FN,MO（N8;T%FN,MO，空载体组）以及未经感染的
FN,MO（空白组）。
!"#"’ 细胞免疫化学染色：三组细胞均以 - U 6@C G
>$传代于 -C>> U -C>>玻片上培养，2@Q融合后以
冷丙酮固定后二步法行细胞免疫化学检测 &’#(表
达情况。

!"#"( *B%"M*检测：分别抽提三组细胞总 *#S，加
入大鼠 #%=;<7? 基因引物作为内参（上游：EV%
B.SM....BMSMMMSMSMB.B.MMMSBMBS%!V，下游：
EV%MBMS...MS.M..SSMM.MBMSBB.MMSSB%!V。 产
物大小约为 !6@34），同时加入 !&’( 基因引物行 *B%
"M*反应以及灰度分析，以检测各组 FN,MO中 !&’(
基因在 >*#S水平的表达情况。每组随机读取 E次
灰度分析数据，取二者比值平均值为结果行独立样

本 ) 检验（)?W:?4=?W:?< ,=>4K:O B:O<），取!X @H@E。

!"#"!) Y:O<:F? 3K8< 检测 &’#( 表达：分别取上述
三组生长良好的约 - U 6@1 个细胞加入蛋白裂解液
充分裂解，6@@J水浴 E>7?，各取 E@"$进行 6-Q,’,%
聚丙烯酰胺凝胶电泳，将蛋白转移至硝酸纤维素膜

上，封闭后加入 6 P E@@抗#%=;<7?抗体，洗膜，以 /*B
标记的二抗结合，显色，曝光，显影定影。调平各组

蛋白浓度。解析硝酸纤维素膜，封闭后再次加入 6：
E@@抗 &’#(多克隆抗体结合，洗膜，以 /*B 标记的
二抗结合，显色，曝光，显影定影。每组随机读取 E
次灰度分析数据，取二者比值平均值为结果行独立

样本 ) 检验（)?W:?4=?W:?< ,=>4K:O B:O<），取!X @H@E。

# 结果
#"! 总 *+,抽提

BF7Z8K 试剂抽提总 *#S 经测定$-1@：$-2@ X
6HA-，说明所提取 *#S纯度好，甲醛变性凝胶电泳
显示 -2O，62O，EO、EH2O、<*#S 三条条带，-2O 的亮度
是 62O的 -倍。还看到一条由 <*#S，EH2O F*#S和 EO
F*#S组成的、较模糊迁移较快的带（见图 6）。

图 6 甲醛变性凝胶电泳检测 *#S结果
(7I[6 *#S W:?=<RF7?I I:K :K:;<F84D8F:O7O

#"# !"#$ 基因 *-./0*结果
*B%"M*后琼脂糖电泳可见 01234 处有特异条

带（见图 -）。
#"1 /+2.34+5.6*78#.795/重组质粒鉴定

!&’( 基因 BS克隆后经 !"#/!、$"%!双酶切
后琼脂糖电泳可见 01234目的片段（见图 !），回收纯
化测序结果正确无突变或缺失。重组质粒 "#$%
&’#(%)*+,-%+.("经双酶切后琼脂糖电泳、测序后
得出相同结果（见图 C）。
#": 慢病毒包装结果
慢病毒载体三质粒共转染 -A!B 细胞后 C2D \

0-D荧光显微镜观察可见强绿色荧光（见图 E）

0!-黄东煜等：大鼠 !&’( 基因慢病毒载体的构建及其在骨髓间质干细胞中的表达



图 ! !"#$ 基因 "#$%&"后电泳结果
’()*! +),-./0 )01 01023-.45.-0/(/ 4,330-6 .7 350

"#$%&" 4-.8923 .7 !"#$ )060

图 : ;<=’$%9&>#重组质粒酶切鉴定
’()*: "02.>?(6,63 41,/>(8 ;<=’$%9&># @,/

(8063(7(08 @(35 -0/3-(23(.6 06AB>0
（%&’! ,68 !&(C!）

图 D %=E$;<=’$F"GH! $GI’%重组质粒酶切鉴定
’()*D "02.>?(6,63 41,/>(8 %=E$;<=’$F"GH! $GI’%

@,/ (8063(7(08 @(35 -0/3-(23(.6 06AB>0（%&’! ,68 !&(C!）

（J.2K$-JH&/组得到相同结果，数据未显示），浓缩
后感染 !L:#细胞测定滴度为 MNO P QRO #ST>E。取

病毒基因组 <=+ 行 %&" 后电泳检测可见 OMU?4
!"#$ 基因片段（见图 M）。

图 V 荧光显微镜下慢病毒载体三质粒系统共转染
!L:#细胞所见（ P !RR）

’()*V GI’% 0W4-0//(.6 (6 350 1063(X(-,1 : 41,/>(8/
2.$3-,6/702308 !L:# 2011/ 9680- 719.-0/20620 >(2-./2.40（ P !RR）

图 M 病毒基因组 <=+ %&"结果
’()*M +),-./0 )01 01023-.45.-0/(/ 4,330-6 .7 350 %&" 4-.8923 .7

X(-9/ )06.>0 ,730- 2.6/3-923(.6

!"# 慢病毒感染 $%&’(结果
经流式细胞术检测所培养的细胞 &<LR、&<:D、

&<DV表达阴性，&<!L表达阳性（数据未显示），证实
所分离培养为 JH&/，与文献报道一致［Q］。感染 DU5
后荧光显微镜观察可见 ;<=’$-JH&/ 组以及 J.2K$
-JH&/组均可见绿色荧光（见图 O，U），荧光随着细胞
传代可持续，而空白组未见特异性绿色荧光（数据未

显示）。细胞免疫化学染色检测可见 ;<=’$-JH&/
组 ;<=’表达阳性，胞浆内大量棕褐色颗粒沉积，而
J.2K$-JH&/组及空白组细胞 ;<=’ 表达均为弱阳
性，胞浆内仅有少量棕褐色颗粒沉积（见图 L+、;、
&）。分别抽提 :组细胞总 "=+，同时以大鼠 !"#$ 基
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图 ! "#$%&’()*+组感染后 ,-.荧光显微
镜观察见大量绿色荧光（ / ,00）

%123! 45%6 789’7++1:; 1; <.7 "#$%&’()*+ =><7’
1;>7?<1:; @;A7’ >B@:’7+?7;< C1?’:+?:97（ / ,00）

图 D (:?E&’()*+组感染后 ,-.荧光显微
镜观察见大量绿色荧光（ / ,00）

%123D 45%6 789’7++1:; 1; <.7 (:?E&’()*+ =><7’
1;>7?<1:; @;A7’ >B@:’7+?7;< C1?’:+?:97（ / ,00）

图 F "#$%&’()*+组（G，/ H00），(:?E&’()*+组（"，/ ,00）和空白组（*，/ ,00）细胞免疫化学结果
%123F "#$%&’()*+（G，/ H00），(:?E&’()*+（"，/ ,00）=;A ’()*+（*，/ ,00）

1CC@;:?I<:?.7C1?=B +<=;1;2 J1<. "#$% =;<1K:AI

因引物以及大鼠!&!"#$% 基因引物作为内参行 LM&
6*L。HN琼脂糖凝胶电泳检测后做灰度分析并统

计学分析得出结果：与 (:?E&’()*+ 组及空白组相
比，"$#%&’()*+组的电泳条带灰度值较高，差异均
有统计学意义（& O 0P00H）。而 (:?E&’()*+ 组与空
白组之间差异无统计学意义（& Q 0P0R）。说明相对
于 (:?E&’()*+ 组与空白组，在 CL$G 水平 "#$%&
’()*+组确有更大量的 "#$%表达（见图 H0）。提取
三组细胞蛋白先后以抗!&=?<1;抗体及抗 "#$%抗体
行 S7+<7’; KB:<，可见 -0E#大小!&=?<1; 蛋白及 ,DE#
大小 "#$%蛋白。行灰度分析并统计学分析得出结
果：与 (:?E&’()*+组及空白组相比，"#$%&’()*+组

图 H0 (:?E&’()*+、’()*+、"#$%&’()*+ LM&6*L结果
%123H0 G2=’:+7 27B 7B7?<’:9.:’7+1+ 9=<<7’; :> <.7 LM&6*L

9’:A@?<+ :>(:?E&’()*+，’()*+ =;A "#$%&’()*+
H：(:?E&’()*+；,：’()*+；T："#$%&’()*+3

的电泳条带灰度值较高，差异均有统计学意义（& O
0P00H）。而 (:?E&’()*+组与空白组之间 & Q 0P0R，
二者间无统计学差异。上述结果证明了在蛋白水平

"#$%&’()*+组能更大量地表达 "#$%（图 HH）。

! 讨论
把遗传物质转移到靶细胞中的方法有许多，以

往的研究大多使用逆转录病毒和腺病毒作为载体。

传统的逆转录病毒载体虽然能把目的基因整合至靶

细胞基因组，实现稳定表达，但只能感染分裂期细

胞；腺病毒载体虽然可以感染分裂期以及非分裂期

细胞，但是只能实现瞬时表达。因此，如何将目的基

因高效转染靶细胞并能长期稳定表达，成为基因工

FT,黄东煜等：大鼠 ’(%) 基因慢病毒载体的构建及其在骨髓间质干细胞中的表达



图 !! "#$%&’()*+、(,-.&’()*+ 、’()*+ /0+10’2 34,1结果
%567!! /0+10’2 34,1 ’0+841 ,9 "#$%&’()*+，

(,-.&’()*+ :2; ’()*+
!："#$%&’()*+；<：(,-.&’()*+；=：’()*+7

程研究热点。慢病毒载体正符合了这些要求，它能

感染分裂期及非分裂期细胞；能使目的基因整合至

靶细胞基因组从而实现长期表达；转移的基因片段

容量大；可向同一细胞引入多种不同的基因，或对同

一细胞反复感染；不易诱发宿主免疫反应，其生物安

全性也得以大幅提高［<］。慢病毒载体已发展到采用

三质粒包装系统［= ，>］，包括载体质粒、包装质粒和包

膜质粒。本研究采用的第二代慢病毒载体系统的载

体质粒缺乏 ?@A&@增强子及启动子序列，因此即使
存在所有的病毒蛋白也不能转录出病毒 B$C，从而
形成仅有一次性感染能力、复制缺陷型的病毒，生物

安全性得以提高。同时，本研究所使用慢病毒载体

之载体质粒基因序列中的目的基因与 !"#$ 基因之
间以 @BD)（内部核糖体进入位点）相连接，使二者转
录出一条单顺反子，同时翻译出两种蛋白，从而通过

观察 DE%F的表达直观地观测目的基因的表达。
"#$%是脑内最主要的神经营养因子之一，具

有维持以及促进神经细胞生长的作用。多年来许多

研究表明其对脑缺血损伤有着积极的保护及修复作

用［G H I］。因此 "#$%已成为基因治疗脑缺血损伤首
选目的基因。研究发现 ()*+ 在一定条件下于体
内、体外均可分化为神经元样细胞，表达神经元特殊

的表面标记，更有学者移植 ()*+治疗脑梗死取得
一定效果［J，!K］。大量的研究均提示 ()*+ 具有向急
性损伤病灶趋化聚集的现象，新近的研究揭示了

()*+可向急性损伤部位主动迁移并聚集的可能机
制［!!］，()*+向脑内病灶聚集的特性可以使经静脉
转入的基因在机体需要的靶部位聚集，从而大大减

少了 ()*+与载体的用量，减少了安全上的隐患，而
又发挥应有的作用。已有研究构建带有 %&’# 基因
腺病毒载体并感染 ()*+ 后经静脉移植 ()*+联合
治疗脑梗死可获得短期明显疗效［!<］。这些结果均

揭示了基因治疗研究的一个新方向。

为实现转入基因的长期稳定表达，并对慢病毒

载体的生物安全性作出较长期观察评估，本实验成

功构建了带有 %&’# 基因第二代慢病毒载体，并成功
感染 ’()*+，使 ’()*+大量表达 "#$%蛋白，同时证
实了载体所带 DE%F的示踪作用。这些初步研究为
进一步移植后长期观察评估奠定了基础，在此基础

上课题组正在进行长期的定时观察。期待 ()*能
携带目的基因 %&’# 迁移至损伤部位，如脑梗死灶，
发挥基因与干细胞治疗的协同作用，对损伤组织进

行修复，促进更好的机体功能恢复。
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