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绿色荧光蛋白作为骨髓间充质干细胞示踪标记物在脑出血脑内的表达#

杜
"

杰,

!高小青%

!涂江义%

!杨朝鲜%

!

!邓
"

莉%

"泸州医学院+

,8

教务处,

%8

神经生物学研究室与解剖学教研室!四川泸州
'+'$$$

#

""

摘
"

要%目的
"

探讨利用绿色荧光蛋白"

T̀ ^

#作为骨髓间充质干细胞"

INO@;

#移植治疗脑出血示踪标记物的可行性$方法

"

利用
T̀ ^

空载体重组腺病毒感染
INO@;

!应用脑立体定位仪将感染的
INO@;

移植入脑出血大鼠纹状体内!移植后
)

'

,+5

!脑

组织行冰冻切片!荧光显微镜下观察
INO@;

在脑组织内分布的表达$结果
"

感染细胞与未感染细胞体外培养形态无差异!感染

细胞及其传代细胞发强绿色荧光$荧光显微镜下观察脑出血模型冰冻切片!移植后各时间点在移植部位周围病灶区内有大量发

绿色荧光的细胞$结论
"

T̀ ^

感染
INO@;

能在脑出血大鼠脑内稳定持久表达!表明
T̀ ^

是脑出血干细胞移植治疗的有效示踪

标记物!为进一步研究移植细胞在宿主脑内的可塑性研究奠定基础$

关键词%绿色荧光蛋白质类,移植,骨髓间充质干细胞,标记
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出血性脑卒中是常见的脑血液循环障碍性疾病!脑出血引

起大量神经元变性,坏死!传统观点认为成年中枢神经系统神

经元丢失后不能再生!这是脑卒中致残的主要原因&骨髓间充

质干细胞#

Y94"/0==9_;J=9/0#2"##;

!

INO@;

$移植治疗有助

于脑卒中神经功能恢复!因而有望成为其治疗的新方法(

,.%

)

&

但作为细胞移植治疗!明确区分移植细胞与宿主细胞!追踪移

植细胞在宿主体内的存活,分布,分化等非常重要!因而需要有

效的标记方法来追踪这些细胞&绿色荧光蛋白#

M

=""46#S9=";.

2"4J

>

=9J"14

!

T̀ ^

$是一种生物发光蛋白!在紫外光或蓝色光激

发下可稳定地发绿色荧光!本实验将
T̀ ^

重组腺病毒空载体

感染体外培养的
INO@;

!并将其移植入脑卒中大鼠脑内!观察

T̀ ^

在脑内的表达!探索其作为脑出血干细胞移植治疗的有

效示踪标记物的可行性&

!

"

材料与方法

!8!

"

材料及动物
"

FN-N

培养基,胰蛋白酶购自
T1Y29

!胎牛

血清购自
K

?

2#94"

&

T̀ ^

空载体质量组腺病毒#

>

<5-0;

?

.,.

>

<5!=02\.@NW.T̀ ^

$由泸州医学院神经生物学研究室构建&

成年
OF

大鼠!体质量
%)$

#

&$$

M

!由泸州医学院动物实验中

心提供&

!8"

"

方法

!8"8!

"

INO@;

体外培养及感染
"

采用密度梯度离心法从成

年大鼠骨髓中分离培养
INO@;

(

&

)

&用
,E

戊巴比妥钠腹腔注

射麻醉大鼠#

&$/

M

'

\

M

$!置入
*)E

的乙醇中浸泡
&/14

!分离

出双侧胫骨和股骨!将两端骨骺剪除后!用
FN-N

'

,̀%

培养

液冲洗骨髓腔!将骨髓冲洗液缓慢加入同体积的淋巴细胞分离

液上方!

,)$$=

'

/14

离心
&$/14

!收集交界面细胞层!接种于

含
%$E

胎牛血清的
FN-N

培养基中!在
&*c

,

)E@P

%

饱和

湿度环境中培养&

%+3

换液以去除未贴壁的造血干细胞!此后

每
&

#

+5

换液
,

次!待贴壁细胞达到
($E

融合时按
,j%

传代&

将第
&

代
INO@;

#

,D,$

' 个'毫升$接种入
*)/A

培养瓶!

待细胞生长到约
($E

融合时!加入
&/A

培养基和
&'$

"

AT̀ ^

重组腺病毒液#滴度为
,D,$

7

>

6S

'

/A

$!不时缓慢晃动培养瓶!

&*c

孵育
&3

后再添加
'/A

培养基培养
%5

&将感染
%5

的细

胞按
,j%

传代!以后每
&

#

+5

传代
,

次&

!8"8"

"

INO@;

移植脑出血模型
"

脑出血模型按照杨朝鲜

等(

+

)的方法制作&用
,E

戊巴比妥钠腹腔注射麻醉成年大鼠

#

&$/

M

'

\

M

$!俯卧固定于立体定位仪上!头皮正中切口
,$

//

!

&$E

双氧水腐蚀暴露前囟及冠状缝!以前囟前
$8%//

,

头尾正中线右侧旁开
&//

!钻一直径
,//

的孔达硬脑膜表

面&用
)

号静脉输液针自心脏采血!用微量进样器取血
)$

"

A

并固定在立体定位仪上!沿钻孔进针!并以颅骨外板为零点垂

直进针
'//

!以
,$

"

A

'

/14

速度将血推入纹状体内!留针
)

/14

!缓慢退针!速度为
,//

'

/14

!骨蜡封闭钻孔!缝合头皮&

调整
T̀ ^

标记的
INO@;

#

T̀ ^

'

INO@;

$浓度为
%8)D,$

*

个'毫升备用&利用大鼠脑立体定位仪进行脑内移植!移植时

间为术后
&5

!取备用
T̀ ^

'

INO@;%$

"

A

细胞悬液缓慢注射

入纹状体#前囟前
$8%//

!头尾正中线右侧旁开
&//

!深度

'8)//

$!移植速度为
)

"

A

'

/14

!留针
)/14

!缓慢退针!骨腊封

住颅骨表面针口!缝合头皮&分别于移植后
,

,

&

,

)

,

*

,

,+5

灌

注固定!并将脑组织行冷冻切片#片厚
%$

"

/

$&

+'&,

重庆医学
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年
)
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期

#
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"

"

结
""

果

"8!

"

T̀ ^

腺病毒载体体外感染
INO@;

"

INO@;

经
T̀ ^

腺

病毒感染后
%5

!荧光显微镜下观察细胞发绿色荧光!呈梭形,

三角形及多角形!有的细胞聚集成簇呈放射状或漩涡状排列

#图
,

$!与未感染的细胞形态无差异&对感染的
INO@;

传代

至
,)

代!仍可见细胞发明亮绿色荧光&

图
,

""

被
T̀ ^

感染
%5

后的
INO@;

&

D,$$

(

图
%

""

移植
)5

时移植部位周围的
T̀ ^

)

INO@;

&

D,$$

(

图
&

""

移植
)5

时移植部位周围
T̀ ^

)

INO@;

发绿色荧光&

D%$$

(

图
+

""

移植
,+5

时移植部位周围的
T̀ ^

)

INO@;

&

D%$$

(

"8"

"

T̀ ^

'

INO@;

移植入脑出血大鼠纹状体后的表达
"

T̀ ^

'

INO@;

移植入脑出血纹状体后!荧光显微镜下直接观察

脑片!在纹状体内可见一明显的注射损伤区!其周边为片状出

血区&移植后
,

#

)5

!绿色荧光细胞多聚集在离移植部位较近

的周边病灶组织内#图
%

!

&

$%

*

#

,+5

!在距移植部位较近周边

病灶区内绿色荧光细胞较少!但在距移植部位较远的病灶区内

荧光细胞数量较多!且绿色荧光仍旧强表达#图
+

!

)

$&移植入

脑内的细胞形态与体外培养细胞相似!呈梭形,三角形等&

图
)

""

移植后
,+5

时距移植部位较远处

的
T̀ ^

)

INO@;

&

D%$$

(

#

"

讨
""

论

出血性脑卒中是严重危害人类健康和生命安全的常见的

难治性疾病!细胞替代治疗为脑卒中患者带来了新的希望&

INO@;

是自我更新!多向分化潜能的干细胞!处在不同的微环

境中能分化成多个细胞系!形成多种间充质细胞!如成骨细胞,

软骨细胞,脂肪细胞,成肌细胞等!特别是能够横向分化为神经

细胞和胶质细胞&

INO@;

还具有易于获得,培养,增殖!多次

传代后仍保持干细胞特性并能定向分化为所需细胞(

).'

)

&动物

实验显示!将其移植入脑卒中大鼠!细胞在体内能存活,迁徙!

分化为神经元和胶质细胞!减少梗死体积!改善神经功能症

状(

*.(

)

!因此
INO@;

有望成为移植治疗脑卒中的种子细胞&但

是寻求一种良好的示踪剂来追踪这些细胞在体内的表达有重

要意义!可直接观察移植细胞在体内的迁徙!有利于进一步检

测其与宿主的整合&

T̀ ^

是一类存在于腔肠动物体内的生物发光蛋白!在紫

外光或蓝色光激发下发绿色荧光!具有许多显著优点"#

,

$不用

反应底物即可产生绿色荧光%#

%

$荧光性质稳定%#

&

$检测方便!

用荧光显微镜,激光共聚焦显微镜!流式细胞仪等可进行活细

胞实时观察%#

+

$易于构建融合蛋白!也不影响融合蛋白的活

性!对受体细胞无毒害!细胞仍可连续传代培养&因此
T̀ ^

已

成为监测体内基因表达及细胞内蛋白定位,示踪完整活细胞生

命现象的重要报告基因!在生物医学领域的应用日益广泛(

7

)

&

国内有学者构建增强型绿色荧光蛋白腺病毒载体!表明其可有

效地标记真皮多能干细胞!并能很好地示踪和定量分析移植到

大鼠体内真皮多能干细胞的分布情况(

,$.,%

)

&

由于
INO@;

的良好组织融合性和迁徙能力!使它成为理

想的基因治疗载体&基因治疗的关键环节是如何有效地将外

源基因导入靶细胞并使其稳定表达!腺病毒载体被认为是高效

表达的外源性基因的转移载体(

,&

)

!因为腺病毒具有许多优点"

#

,

$宿主范围广!不仅可感染增殖期细胞!也可感染静止期细

胞%#

%

$包容量大!可以插入
*8)\Y

的外源性基因片段%#

&

$不

会整合到宿主细胞的染色体中!不存在激活致癌基因或插入突

变等危险%#

+

$病毒经繁殖,纯化!可达到很高滴度!并达
,$$E

的感染率&故在基因转移中具有较大优势!成为基因治疗中理

想的载体&本实验选用
-,

区缺失的复制腺病毒!通过基因重

组技术构建了
T̀ ^

重组腺病毒载体#

>

<5-0;

?

.,.

>

<5!=02\.

@NW.T̀ ^

$!体外实验证实其可高效感染
INO@;

!感染细胞的

生长状态与未感染的细胞一致!二者形态结构无明显差异&

将感染成功的
INO@;

移植入脑出血大鼠脑内!荧光显微

镜下观察冷冻切片显示!移植后各时间点在移植部位周围病灶

区有大量发强绿色荧光的细胞!并且随时间推移在远离移植部

位病灶区内的荧光细胞增多!说明
T̀ ^

重组腺病毒载体感染

INO@;

后并不影响其在脑内的迁徙特性&移植细胞形态呈梭

形,三角形!与体外培养细胞相似!整个细胞形态清晰可见!有

利于了解植入细胞的存活和生长情况&本实验结果与
K";;

)'&,

重庆医学
%$,,

年
)

月第
+$

卷第
,+

期



等(

,+

)和文玉军等(

,)

)的结果相似&

K";;

等从转基因动物体内

获得携带
T̀ ^

的
INO@;

!将其移植入脑卒中脑内!

T̀ ^

示踪

显示
INO@;

在脑内能存活!向梗死区迁徙!并分化为有功能

的神经元&文玉军等(

,)

)用携带
T̀ ^

的逆转录病毒载体感染

INO@;

后移植入脑出血大鼠纹状体!在脑出血灶周边至少可

存活
+

周!主要分布于出血灶周边!并向周围脑实质迁移&

本实验结果显示!

T̀ ^

感染的
INO@;

在脑出血脑内外均能

持久表达绿色荧光蛋白!并扩散至整个细胞!显示出细胞的完整

形态!因此!

T̀ ^

作为
INO@;

有效标记物有利于直接在活细胞

状态下动态观察细胞生长!方便进行细胞水平上的各种研究!以

及有利于追踪体内移植细胞与宿主整合的可塑性研究&
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