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慢病毒载体介导
3456

基因体外转染及对
783

生物学特性的影响"

陈攀科!石
!

蓓#

!许官学!刘志江!龙仙萍!张
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巍!马
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"摘要#

!

目的
!

探讨慢病毒载体介导降钙素基因相关肽"

3456

#基因体外转染间充质干细胞"

783

#及其对
783

生物学特

性的影响$方法
!

大鼠
783

进行分离%培养及鉴定$

3456

重组慢病毒转染
783

后!采用荧光显微镜和流式细胞技术测定其转

染率$实时定量
635

%免疫荧光细胞化学及
9:;8<

法检测
783

中
3456

的表达$慢病毒转染后通过
7==

%

!

.

半乳糖苷酶染色

和诱导分化评价
783

的增殖%衰老及分化能力$结果
!

慢病毒载体介导
3456

基因转染
783

后
0/>

可稳定表达!

7?;@'%

时!转染率达
/%A

以上$与
783

组和空载病毒转染"

783.94B6

组#比较!

3456

修饰的
783

"

783.3456

组#中
3456

的
C5.

D<

和蛋白表达水平增高"均
!

$

%&%$

#$

7==

%

!

.

半乳糖苷酶染色和诱导分化结果显示!病毒转染后对
783

增殖%衰老及向内皮

分化基本没有影响$结论
!

783

是一种理想的基因载体细胞!可作为
3456

基因转染的靶细胞用于基因治疗!为后续体内%体外

实验奠定基础$
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本研究小组前期的研究显示#骨髓间充质干细胞$

783

%

移植能在一定程度上促进损伤动脉内皮的修复#但其对血管平

滑肌细胞 $

W873

%的 影 响 较 小&

$.1

'

)降 钙 素 基 因 相 关 肽

$

3456

%具有抑制
W873

增殖的作用#但
3456

在外周血的半

衰期很短#需要通过合适的载体和靶细胞将其带入体内来持续

发挥作用&

'

'

)因此#本研究旨在研讨慢病毒载体介导
3456

基因体外转染
783

后#

3456

的表达及对
783

生物学特性的

影响#为进一步在细胞和动物模型中的研究奠定基础)

A

!

材料与方法

A&A

!

主要试剂与材料
!

雄性
8X

大鼠购自重庆第三军医大学

动物实验中心)慢病毒载体
:J.94B6

和
:J.3456

由上海英

为信公司提供(

3456

引物由上海英为信公司合成)所用的抗

体均购自美国
<QLNC

公司)

9:;8<

试剂盒购自美国
Y#"+L#.

E,LE+

公司)

7==

购自美国
6I"CE

P

N

公司)细胞衰老特异性

检测试剂盒购自上海杰美基因有限公司)

A&B

!

方法

A&B&A

!

783

的培养和鉴定
!

8X

大鼠$

$%%

P

左右%脱臼处死

后#无菌条件下获取骨髓#离心纯化并获取
783

)

783

在

$%A

胎牛血清的完全培养基中培养#每
1

"

'

天换液#弃悬浮细

胞#细胞铺满瓶底约
(%A

后传代#第
1

"

0

代细胞用于实验(取

第
'

代细胞通过流式细胞术检测
783

表面标记物$

3X1(

和

3X02

%来鉴定#分别加入各自
;

P

4

作为对照)

A&B&B

!

783

基因修饰和转染
!

空载病毒转染
783

设为

783.94B6

#

3456

重组慢病毒转染设为
783.3456

)荧光

显微镜初步评估转染效率和最佳感染复数#进而用流式细胞术

进一步证实)

'-/$

重庆医学
1%$2

年
2

月第
00

卷第
$0

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

/$%)%%$0
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!

作者简介!陈攀科$

$(/1Z

%#硕士#主治医师#主要从事血管及冠心病介入研究)

!

#

!

通讯作者#

9.CN#H

!

8>#QE#1$0-

#
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A&B&C

!

实时定量
635

检测
!

检测上述最佳感染复数下
783

中
3456

的
C5D<

表达水平)按
5D<

抽提试剂盒操作说

明#提取每一克隆的总
5D<

)通过逆转录酶行逆转录和按

8[Y54IEE,

混合试剂盒说明书进行
LXD<

扩增)

3456

基

因用特殊的低聚核苷酸引物#并以大鼠
$/8.\6

基因作为内参

对照)

635

引物序列如下#

3456

!

2].<43333 <4< =3=

<<4344=4=4.']N,!2].=33==4433<=<=333==

==3==4.']

(

$/8

!

2].<<<3443=<33<3<=33<<4.']

N,!2].33=33<<=44<=33=34==<.']

)数据通过
3K

比较法进行分析*定量$

1

Z

##

3K

%)

A&B&D

!

免疫荧光细胞化学$

;33

%法
!

通过
;33

法检测上述最

佳感染复数下
783

中
3456

蛋白的表达)细胞爬片#多聚甲

醛固定#

%&'A =I#K",

破膜#山羊血清封闭#兔抗大鼠
3456

一

抗
0^

孵育过夜#用
$_$%%

驴抗兔
;

P

4.=5;=3

二抗
'-^

孵

育
$>

#然后
X<6;

复染细胞核
'

"

2C#,

#抗荧光淬灭剂封#激

光共聚焦显微镜$

:837

%下拍照并定性分析)

A&B&E

!

9:;8<

!

通过
9:;8<

试剂盒检测被转染
783

上清中

3456

蛋白水平)取
6'783

细胞按$

%&2

"

$&%

%

`$%

)个"孔

的细胞密度接种于
)

孔板中#

3456

重组慢病毒按上述最佳转

染复数转染
7830/>

后#继续培养
0/>

#收集上清液#然后根

据
9:;8<

试剂盒说明书方法检测上清液中
3456

的蛋白水平

$

%@'

%)

A&B&F

!

7==

检测
!

实验分
783.3456

组*

783.94B6

组和

对照组$

783

组%)取
6'783

按$

%&2

"

$&%

%

$̀%

0 个"孔接种

于
()

孔板中#细胞贴壁后按
7?;@'%

进行病毒转染#每天各

取
'

组$每组
)

孔%行
7==

检测#通过紫外分光光度计$波长

0(%,C

%进行比色#测定光密度$

D7

%值)

A&B&G

!

!

.

半乳糖苷酶检测法
!

分组同上#病毒转染后均按正

常细胞培养#传至
62

#将$

$&%

"

1&%

%

$̀%

' 个"孔细胞接种于
)

孔板中$即接种细胞为
6)

%#培养
0/>

后#按试剂盒操作说明

书进行染色)镜下观察衰老细胞$蓝染细胞%并根据公式&蓝染

率
@

染色阳性细胞"总细胞数
$̀%%A

$每孔观察
'

个视野#

%@

'

%'计算衰老率)

A&B&H

!

病毒转染对诱导分化的影响
!

分组同上#病毒转染后

予培养基$含血管内皮生长因子
$%,

P

"

C:

*成纤维细胞生长因

子
!

2,

P

"

C:

%连续培养
$0!

#收集细胞分别行流式细胞技术

检测
3X1(

*

3X'$

的表达)

A&C

!

统计学处理
!

应用
8688$-&%

软件进行统计学分析)计

量资料采用
.aA

表示#组间采用单因素方差分析或
9

检验检

测组间的差异)以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

783

的形态及表型特征
!

原代细胞培养至第
0

天可见

小集落形成#并相互交联#

-!

左右满瓶底#形态呈长梭型#漩

涡状排列#每
'

"

0

天传代
$

次#传至第
2

代细胞形态未见明显

改变$图
$<

%(流式细胞术检测第
'

代
783

表面标记#结果显

示#

3X1(

达
(/&%2A

#而
3X02

为
'&-0A

$图
$Y

%#符合
783

的

生物学特征)

B&B

!

3456

基因体外转染
783

的效率
!

慢病毒载体介导

$

7?;@'%

%转染
783

后#通过明暗视野对比#转染率达
/%A

以上$图
1<

%#流式细胞术证实转染率为
/'&$)A

$图
1Y

%)

B&C

!

3456

修饰
783

中
3456

的表达
!

实时定量
635

检测

3456

修饰
783

后
3456

的
C5D<

表达水平#结果显示#与

783

组$

$&%%a%&$1

%*

783.94B6

组$

$&$1a%&10

%相比#

783.3456

组$

(&/2a%&1/

%表达明显增加#差异有统计学意

义$

!

$

%&%$

%)

;33

法检测
783

中
3456

蛋白的表达#结果

显示#

3456

修饰
783

中可见
3456

阳性表达#且表达部位位

于细胞胞质中$图
'

%)

9:;8<

检测其蛋白分泌水平#结果显

示#培养
0/>

后与
783

组和
783.94B6

组的上清液中几乎

无
3456

表达#而
783.3456

组中水平为
12&'%

GP

3456

"

2

`$%

2 个细胞"
C:

#与前两组相比#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

%)

!!

<

!

783

传代过程中的形态学变化(

Y

!流式细胞术鉴定第
'

代

783

表面标记
3X1(

和
3X02

表达)

图
$

!!

783

形态和表型特征

!!

<

!转染
0/>

后明暗视野对比(

Y

!流式细胞术检测转染率)

图
1

!!

3456

重组慢病毒在
783

中的转染效率

表
$

!!

7==

检测结果 $

.aA

%

组别
% $! 1! '! 0! 2! )!

783 ) %&21a%&%1 %&)0a%&%2 %&/1a%&%0 $&1-a%&%( $&2(a%&%- $&/'a%&$$

783.94B6 ) %&0(a%&%' %&2)a%&%' %&-/a%&%' $&1'a%&%( $&20a%&$1 $&/$a%&%(

783.3456 )

%&21a%&%1

N

%&)$a%&%1

N

%&-1a%&%2

N

$&'$a%&%/

N

$&)'a%&2

N

$&/(a%&$2

N

!!

N

!

!
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%&%2

#与
783

组和
783.94B6

组比较)
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年
2

月第
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卷第
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期



B&D

!

慢病毒载体转染对
783

增殖的影响
!

通过
7==

法检

测
783

组*

783.94B6

组和
783.3456

组中
W873

的
D7

值#连续观察
)!

#结果显示#在同一时间点#各组间相比差异无

统计学意义$

!

%

%&%2

%)见表
$

)

B&E

!

慢病毒载体转染对
783

衰老的影响
!

通过
!

.

半乳糖苷

酶染色检测各组细胞的衰老率#按公式计算各组衰老率#

783

组&$

'1&/'a0&($

%

A

'*

783.94B6

组&$

'0&)-a)&'$

%

A

'及

783.3456

组&$

'$&)-a0&(-

%

A

'组间比较差异无统计学意

义$

!

%

%&%2

%)

B&F

!

慢病毒载体转染对
783

分化的影响
!

通过流式细胞术

检测
3X'$

的表达来判断各组
783

向内皮分化的能力#结果

显示#转染
3456

对
783

向内皮分化没有影响)见图
0

)

图
'

!!

;33

法检测
3456

修饰
783

后
3456

的蛋白表达

图
0

!!

流式细胞术检测
3456

修饰的
783

向内皮

诱导分化结果

C

!

讨
!!

论

近来研究显示#

783

移植治疗心血管疾病是目前基础和

临床研究的热点&
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783

不仅具有不断自我更新*多向分化

潜能#还具有免疫耐受性#并且易于外源基因的转染和表达而

其多功能性不受影响等特点&
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)目前已有研究表明#体外培养

的
783

可向心肌和血管内皮等细胞分化#使其广泛用于基础

研究中的新生血管化和促进血管生成&
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(同时#在损伤心脏模

型中移植
783

#发现能促进心功能的恢复和血管生成#使其可

能成为心血管修复的理想细胞群&
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)本研究小组先前的研究

结果也显示#

783

体内移植在一定程度上能促进损伤动脉内

皮的修复#从而抑制新生内膜的形成*减轻术后血管内狭窄的

程度#但其对
W873

的影响相对较小&
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3456

是神经肽家族的一种的血管活性肽#广泛分布于神

经及心血管系统#主要由感觉神经合成与分泌#具有多种生理

功能#参与各种生理*病理过程#包括抑制炎症*细胞增殖等#是

目前体内最强的内源性扩血管肽之一&
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)在心血管系统#

3456

具有多种生物活性#如强大的扩血管作用*抑制
W873

增殖*保护内皮细胞#以及参与血管新生等作用&
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)但

3456

在外周血的半衰期很短#直接注入体内是很难持续发挥

作用的#故需要通过合适的载体和靶细胞将其带入体内来发挥

作用)对此#本研究旨在研讨慢病毒载体介导
3456

基因体

外转染
783

后#

3456

的表达及对
783

生物学特性的影响)

本实验首先通过荧光显微镜和流式细胞技术证实#慢病毒

载体介导
3456

能成功转染
783

#且当
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为
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时转染率

达
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以上)那么被慢病毒载体成功转染的
783

是否表达

3456

呢+ 为了回答上述问题#本实验从
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水平和蛋白

水平两个方面进行验证)

C5D<

水平上#实时定量
635

检测

结果显示#

783

自身即有少量
3456

的表达#且病毒转染对其

无明显影响#而慢病毒载体介导
3456

基因转染后的
783

#其
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表达量通过
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组和
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组的
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%)在蛋白水平上#通过多重
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法结果发现#与
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组和
783.94B6

组相比#

783.3456

组

中存在
3456

蛋白的表达#其表达部位位于细胞质(进而
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检测结果证实#
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修饰的
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能分泌
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#其水

平为
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组和
783.

94B6

组相比#差异有统计学意义$
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%)由此说明
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修饰的
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中高表达
3456

且能分泌
3456

蛋白)

但病毒转染是否对
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的生物学特性有影响呢+

对此#本实验使用
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和
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半乳糖苷酶染色法测定各组
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的存活率#以
783

组为对照#结果发现
783.94B6

组和

783.3456

组两组细胞增殖和衰老水平均无明显差异#说明

转染
3456

基因后的
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仍具有其基本的生物活性#细胞存

活率及生长未受到抑制)虽然既往有文献报道#外源性
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对
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增殖有促进作用#且能促进
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的
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合成和有丝

分裂#但本实验通过
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法连续观察
)!

并未发现转染

3456

基因组的
783+

增殖能力有所增加#这可能与
3456

基

因通过慢病毒已整合到
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中#并成为其中一部分的有

关&
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)对
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基因修饰的
783

予血管内皮生长因子*成纤

维细胞生长因子
!

诱导分化后发现#

3X'$

的表达较对照明显

升高#
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为内皮细胞的特异性标志#这说明转染后的
783

仍具有向内皮分化的能力)

综上所述#慢病毒载体介导
3456

基因能成功转染
783

#

转染的
783

稳定高表达
3456

且能分泌
3456

蛋白(转染对
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增殖*分化等生物学特性无明显影响)由此可知#

783

是一种理想的基因载体细胞#为
3456

基因转染
783

后续的

体内*体外实验奠定了基础)

参考文献

&

$

' 石蓓#郭艳#王正龙#等
&

缺氧预处理外周间充质干细胞对

兔血管成形术后再狭窄的影响&

b

'

&

中国病理生理杂志#

1%%(

#

12

$

(

%!

$)/).$)($&

&

1

' 石蓓#赵然尊#许官学#等
&

重组人粒细胞集落刺激因子对

兔颈动脉粥样硬化球囊损伤后再内皮化和内膜增生的影

响&

b

'

&

中华心血管病杂志#

1%%(

#

'-

$

2

%!

00$.000&

&

'

' 王钊#金丹#陀永华#等
&

降钙素基因相关肽促进大鼠
Y7.

83+

迁移及
W94B

的表达&

b

'

&

中国修复重建外科杂志#

1%$$

#

12

$

$$

%!

$'-$.$'-)&

&

0

'

VN,

P

=

#

=N,

P

V3

#

8S,8b

#

EKNH&7E+E,L>

M

CNH+KECLEHH+

#C

G

I"JE"SKL"CE+"OLNI!#"

G

SHC",NI

M

IE+S+L#KNK#",#,

C

M

"LNI!#NH#,ONILKE!INK+

&

b

'

&b7"H3EHH3NI!#"H

#

1%%(

#

0)

$

'

%!

'-/.'/0&

$下转第
$/-/

页%

2-/$

重庆医学
1%$2

年
2

月第
00

卷第
$0

期



值比得到的数值低&

$1

'

)当
Q
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值越小#越接近真实弥散值#因此

磁共振
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扫描时推荐选择较大的
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值)当然#
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越高越好#当它达到一定值时#图像的质量就会下降&
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技术检测肝纤维化的最佳值)本研究在
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值差异较大#表明间
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肝纤维化
<X3

值差异较大#值得在临床上推广应用)
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