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　　摘　要：　目的　建立豚鼠骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）的体外培养体系，体外脂
质体２０００介导神经营养因子３（ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ３，ＮＴ３）转染ＢＭＳＣｓ，为内耳移植提供前期研究基础。方法　①
采用全骨髓贴壁法培养豚鼠 ＢＭＳＣｓ并传代，取 Ｐ３代做生长曲线图，流式细胞仪上检测 ＢＭＳＣｓ的表面标志物
ＣＤ２９，ＣＤ９０以及造血细胞表面标志物 ＣＤ４５；②按照不同质粒 －脂质体配比介导 ｐＥＧＦＰＮ１ＮＴ３转染 Ｐ３代 ＢＭ
ＳＣｓ，转染后４８ｈ计算转染效率，选择最佳配比将ｐＥＧＦＰＮ１ＮＴ３质粒转染 Ｐ３代 ＢＭＳＣｓ，转染后１、３、７、１４ｄ，观察
其荧光表达情况；③转染后３ｄ的ＢＭＳＣｓ提取蛋白，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ验证 ＮＴ３蛋白表达。结果　①全骨髓贴壁法获
得细胞数量多，增殖快，传代可以纯化细胞。生长曲线符合Ｌｏｇｉｓｔｉｃ生长曲线。流式细胞仪检测细胞ＣＤ２９和ＣＤ９０
阳性表达，ＣＤ４５阴性表达，符合ＢＭＳＣｓ特征；②不同配比中质粒：脂质体为４μｇ：１２μｌ时转染率最高，为最佳配比；
③转染后４８ｈ荧光表达较强，７ｄ荧光表达但较前明显减弱，１４ｄ基本未见明显荧光表达。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ验证ＮＴ３
基因成功表达。结论　①全骨髓贴壁法可以成功培养出增殖快，细胞纯度高的ＢＭＳＣｓ；②脂质体法成功介导ＮＴ３
真核质粒在ＢＭＳＣｓ内表达，ＢＭＳＣｓ可能作为内耳基因治疗的理想载体。
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ｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｏｆｇｕｉｎｅａｐｉｇｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＢＭＳＣｓ）ａｎｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｎｇｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ３
（ＮＴ３）ｂｙＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００ｉｎｔｏＢＭＳＣｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　①ＧｕｉｎｅａｐｉｇＢＭＳＣｓｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄ，ｃｕｌｔｕｒｅｄａｎｄｐａｓｓａｇｅｄｂｙｗｈｏｌｅ
ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｉｒｅｃｔａｄｈｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｉｎｆｌａｓｋｓ．Ｔｈｅｔｈｉｒｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｃｅｌｌｓｗｅｒｅｕｓｅｄｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｍａｒｋｅｒｓ
ＣＤ２９，ＣＤ９０ｏｆＢＭＳＣｓａｎｄｔｈｅｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎＣＤ４５ｏｆｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｃｅｌｌｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．②ＢＭＳＣｓｏｆＰ３ｗｅｒｅ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＥＧＦＰＮ１ＮＴ３ｂｙｐｌａｓｍｉｄｌｉｐｏｓｏｍｅｍｉｘｔｕｒｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒａｔｉｏ．Ｉｎ４８ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，ｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｉｘｔｕｒｅｓｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄａｎｄｔｈａｔｗｉｔｈｔｈｅｂｅｓｔｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｗａｓｃｈｏｓｅｎｔｏｔｒａｎｓｆｅｃｔＢＭＳＣｓｏｆＰ３ｗｉｔｈ
ｐＥＧＦＰＮ１ＮＴ３．Ｏｎｄａｙ１，３，７ａｎｄ１４ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄ．③ＰｒｏｔｅｉｎｓｏｆＢＭＳＣｓ
ｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄｏｎｄａｙ３ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＴ３ｗａｓｖａｌｉｄａｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　①Ｂｙｗｈｏｌｅ
ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｉｒｅｃｔａｄｈｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｉｎｆｌａｓｋｓ，ｌａｒｇｅａｍｏｕｎｔｏｆＢＭＳＣｓｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄ．ＴｈｅＢＭＳＣｓｃｏｕｌｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅ
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ｑｕｉｃｋｌｙａｎｄｂｅｐｕｒｉｆｉｅｄｖｉａｐａｓｓａｇｅ．ＴｈｅｉｒｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓａｃｃｏｒｄｅｄｗｉｔｈＬｏｇｉｓｔｉｃｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅ．Ｔｈｅｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｓｈｏｗｅｄｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＣＤ２９ａｎｄＣＤ９０，ｎｅｇａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ４５，ｗｈｉｃｈｍａｔｃｈｅｄｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ
ＢＭＳＣｓ．②Ｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｗａｓｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｗｉｔｈｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｐｌａｓｍｉｄｌｉｐｏｓｏｍｅ（μｇ：μｌ）ａｔ４：１２，ｍａｋｉｎｇｉｔｔｈｅ
ｂｅｓｔｒａｔｉｏｏｆｐｌａｓｍｉｄｌｉｐｏｓｏｍｅ．③Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｔｈｅｓｔｒｏｎｇｅｓｔｉｎ４８ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，ａｎｄｗａｓｖｉｓｉｂｌｅ
ｂｕｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｄａｙ７，ａｎｄｃｏｕｌｄｎｏｔｂｅｅｎｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｄａｙ１４．ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＮＴ３ｇｅｎｅｉｎＢＭＳＣｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　①ＢＭＳＣｓｏｆｇｕｉｎｅａｐｉｇｃａｎｂｅｃｕｌｔｕｒｅｄｂｙｗｈｏｌｅｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｉｒｅｃｔａｄｈｅｒｅｎｔ
ｍｅｔｈｏｄｉｎｆｌａｓｋｓｗｉｔｈｈｉｇｈｐｕｒｉｔｙａｎｄｑｕｉｃｋｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．②ＥｕｋａｒｙｏｔｉｃｐｌａｓｍｉｄｏｆＮＴ３ｃａｎｂｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｍｅｄｉａｔｅｄｂｙ
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＢＭＳＣｓ．ＢＭＳＣｓｍａｙｂｅｉｄｅａｌｃａｒｒｉｅｒｓｏｆｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｉｎｎｅｒｅａｒ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｂａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ；Ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ３；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００；Ｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

［ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇｅｒｙ，２０１７，２３（４）：３５３－３５８］

　　目前研究发现最常见引起重度感音神经性耳聋
（ｓｅｎｓｏｒｉｎｅｕｒａｌｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ，ＳＮＨＬ）的原因是由于听
觉感觉细胞即耳蜗毛细胞损伤或缺失，进而引起螺

旋神经节细胞的退化。所以在 ＳＮＨＬ的治疗中，如
何促进损伤后毛细胞和螺旋神经节细胞的再生和修

复成为了当今研究的重点。最新研究显示干细胞家

族中的骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）作为最有潜力的种子细胞［１］，在内耳

移植的动物试验中能存活并向神经细胞样分化［２］，

同时也有研究证实神经营养因子３（ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｆａｃｔｏｒ３，ＮＴ３）可以一定程度修复耳毒性药物对内
耳造成的损伤［３］。如能将细胞移植与基因治疗相

结合，用干细胞作为基因载体进行内耳移植，可能对

内耳功能的保护和恢复会更有效。本实验建立稳定

豚鼠骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）的体外培养体系，
体外脂质体２０００介导神经营养因子３（ＮＴ３）质粒
ｐＥＧＦＰＮ１ＮＴ３转染ＢＭＳＣｓ，观察其在ＢＭＳＣｓ表达，
为内耳移植提供前期研究基础。

１　材料和方法

１．１　实验动物
２周龄白毛红目豚鼠，体重约１５０ｇ，中南大学

湘雅三医院实验动物中心提供。

１．２　质粒
ｐＥＧＦＰＮ１ＮＴ３质粒和 ｐＥＧＦＰＮ１质粒由湘雅

三医院中心实验室提供。前期通过测序未发现质粒

有基因突变。

１．３　豚鼠ＢＭＳＣｓ的分离培养及鉴定
１．３．１　豚鼠ＢＭＳＣｓ的分离培养　两只豚鼠１０％水
合氯醛腹腔注射麻醉（０．３ｍｌ／１００ｇ），消毒，取连同
骨骺端的完整四肢骨干，剪掉骨干两侧干骺段，充分

暴露两端的骨髓腔，用 ＤＭＥＭ培养基（１０％ＦＢＳ，
１００Ｕ／ｍｌ青霉素，１００μｇ／ｍｌ链霉素）反复冲洗骨髓

腔４～５次，冲洗下来的细胞悬液离心，重悬，按
１×１０５个／ｍｌ的细胞密度接种到细胞培养瓶内，恒
温培养箱内培养，标记为Ｐ０。定期在倒置荧光显微
镜下观察细胞形态变化、贴壁与否等生长情况。

４８ｈ后首次换液，此后３ｄ换液一次。待细胞融合
度达８０％～９０％时传代。显微镜下观察传代细胞
的形态变化及增殖情况。

１．３．２　绘制 Ｐ３代 ＢＭＳＣｓ的生长曲线　Ｐ３代 ＢＭ
ＳＣｓ细胞融合度达 ８０％时消化，制备成细胞悬液
（１×１０４个／ｍｌ），按每孔 １ｍｌ接种于 ２４孔板，共
４０孔。每天在固定的时间取４孔，消化制备成细胞
悬液，进行细胞计数。取４孔平均值记录，连续观察
１０ｄ，以时间为横坐标，细胞数为纵坐标绘制生长
曲线。

１．３．３　ＢＭＳＣｓ的表面标志物鉴定　选择 Ｐ３代
ＢＭＳＣｓ，分别选用 ＦＩＴＣＣＤ２９，ＰＥＣＤ４５及 ＰＥＣＤ９０
（美国ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司的ＦＩＴＣａｎｔｉｒａｔＣＤ２９、ＰＥａｎｔｉ
ｒａｔＣＤ４５、ＰＥａｎｔｉｒａｔＣＤ９０）检测其表面标志物的表
达率，选择细胞不加抗体的 ＢＭＳＣｓ做对照。方法如
下：待Ｐ３代ＢＭＳＣｓ融合度达到９０％以上时，消化，
制备细胞悬液（细胞密度 １×１０６个／ｍｌ），分别取
２００μｌ到１０个１．５ｍｌ离心管，分别加入抗体４μｌ
ＦＩＴＣＣＤ２９，５μｌＰＥＣＤ９０，５μｌＰＥＣＤ４５至ＥＰ管底
部，各３管，最后１管细胞悬液做阴性对照。４℃避
光，孵育３０ｍｉｎ。震荡摇匀后置于低温离心机，４℃，
２０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，弃上清；重复２次，洗净未
结合的抗体。２００μｌＰＢＳ重悬细胞，移液枪移入流
式细胞仪管底，上流式细胞仪检测，重复 ３次，
ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件分析。
１．４　脂质体法介导ＮＴ３质粒体外转染ＢＭＳＣｓ
１．４．１　保存质粒的转化、抽提、纯化　ＣａＣｌ２法制
备ＪＭ１０９感受态细菌，加入 ｐＥＧＦＰＮ１ＮＴ３质粒及
ｐＥＧＦＰＮ１质粒进行转化，扩增，抽提，无菌处理及
纯化，紫外分光光度计检测，ｐＥＧＦＰＮ１ＮＴ３质粒纯
·４５３·
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度１．７２，浓度为１３４０μｇ／ｍｌ；ｐＥＧＦＰＮ１质粒浓度
为１．６６，浓度为１２００μｇ／ｍｌ。用无菌 ｄｄＨ２Ｏ，将两
种质粒稀释至１ｍｇ／ｍｌ，封口－２０℃冻存备用。
１．４．２　合适脂质体浓度选择　脂质体２０００（美国
ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）体积选择 １０、１２、１６μｌ，分别与
２５０μｌＯｐｔｉＭＥＭ培养基混合，室温下静置 ５ｍｉｎ；
ｐＥＧＦＰＮ１ＮＴ３质粒（１ｍｇ／ｍｌ）分别按照每孔４μｌ
加到 ２５０μｌＯｐｔｉＭＥＭ培养基，混匀室温下静置
５ｍｉｎ；将两者混合，室温下静置 ２０ｍｉｎ。取 Ｐ３代
ＢＭＳＣｓ按５×１０５／孔的密度接种至６孔板中，完全
培养基定容至２ｍｌ，培养２４～４８ｈ，待细胞融合度达
８０％，ＰＢＳ液清洗２次，分别加入以上混合液，最后
加入１．５ｍｌＯｐｔｉＭＥＭ培养基，轻轻混匀后培养。
６ｈ后吸去培养液，ＰＢＳ清洗２遍，每孔加入不含抗
生素的完全培养基２ｍｌ。选择１００倍下任意５个视
野计数，转染后２４ｈ在荧光倒置显微镜下观察细胞
荧光表达情况及细胞生存情况，估算其转染率。转

染率＝荧光细胞数／总细胞数。
１．４．３　ｐＥＧＦＰＮ１ＮＴ３质粒和ｐＥＧＦＰＮ１质粒体外
转染 ＢＭＳＣｓ　方法同上，取 ｐＥＧＦＰＮ１ＮＴ３质粒
（１ｍｇ／ｍｌ）和 ｐＥＧＦＰＮ１质粒（１ｍｇ／ｍｌ），脂质体
２０００按照每孔１２μｌ加入，转染后２４ｈ，４８ｈ，７ｄ，
１４ｄ在荧光倒置显微镜下观察细胞荧光表达情况。
１．４．４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ验证 ＮＴ３蛋白表达情况　转
染后４８ｈ将６孔板细胞裂解，分别获得转染 ｐＥＧ
ＦＰＮ１ＮＴ３质粒，ｐＥＧＦＰＮ１质粒及空白对照的３管
细胞蛋白，采用碧云天公司的 Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白浓度测
定试剂盒对 ３管细胞蛋白进行测定。最终转染
ｐＥＧＦＰＮ１ＮＴ３质粒的蛋白样品浓度为２．５μｇ／μｌ，
转染ｐＥＧＦＰＮ１质粒蛋白浓度为２．２μｇ／μｌ，未转染
空白组的蛋白浓度为２．７μｇ／μｌ。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，
转膜，美国ＳａｎｔａＣｒｕｓ公司兔抗人ＮＴ３抗体（１∶２００
的一抗，１∶１０００的ＨＲＰ标记的二抗），封闭孵育，进
行抗原抗体反应，用化学发光法显影。

２　结果

２．１　豚鼠ＢＭＳＣｓ体外培养结果
２．１．１　ＢＭＳＣｓ原代培养细胞形态变化　骨髓细胞
悬液在２４ｈ内细胞逐渐贴壁，细胞形态主要为圆形
（图１ａ），４８ｈ换液后去未贴壁细胞，见细胞中后散
在出现少许梭行或多角形细胞，但是主要还是圆形

细胞（图１ｂ）。第８天，基本所有细胞表现为梭形，
细胞相互融合，融合度达到约９０％。细胞之间相对

平行排列，整体呈螺旋状排列，中心细胞相对密集。

此时可以进行传代（图１ｃ）。
２．１．２　ＢＭＳＣｓ传代培养细胞形态变化　传代后细
胞纯度较前增高，形态越来越均匀。至 Ｐ３代，细胞
形态基本趋于一致，成梭行成纤维细胞样，未见圆形

或椭圆形细胞，漩涡状生长（图１ｄ）。细胞增殖速度
第３－５代细胞最快，但之后细胞随着传代，其增殖
能力也逐渐减弱，第８代细胞较第３－５代细胞增殖
速度明显减弱（图１ｅ）。
２．１．３　ＢＭＳＣｓ复苏后形态变化　复苏后细胞贴
壁，形态于复苏前基本一致（图１ｆ），生长速度相对
较之前缓慢，长满一瓶细胞需要１０ｄ左右。

图１　ＢＭＳＣｓ原代培养不同时间点的观察、传代及复苏　
（×１００）　ａ、ｂ、ｃ：分别为原代培养 ２４ｈ、４８ｈ、第 ８天；
ｄ、ｅ：分别为Ｐ３代、Ｐ８代细胞；ｆ：为Ｐ３代复苏细胞，细胞形态
基本与冻存前一致

２．２　ＢＭＳＣｓ的生长曲线
Ｐ３代ＢＭＳＣｓ生长曲线基本呈 Ｓ形，第１～４天

处于生长迟缓期，细胞生长缓慢，第５天开始进入快
速增长期，快速增长期持续到第８天，在此期间细胞
快速生长，之后进入平台期，基本符合 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ生长
曲线。具体见图２。
２．３　ＢＭＳＣｓ的流式细胞仪鉴定结果

流式细胞仪检测３次 ＣＤ２９、ＣＤ４５、ＣＤ９０的阳
性表达率。具体数据见表 １。ＣＤ２９表达平均为
９６．１４％（图３），ＣＤ９０表达平均为９６．７７％（图４），
ＣＤ４５平均表达为７．５８％（图５）。

·５５３·
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图２　Ｐ３代ＢＭＳＣｓ生长曲线图

２．４　脂质体介导ＮＴ３转染ＢＭＳＣｓ结果
２．４．１　不同脂质体体积的结果　选择脂质体１０、

表１　ＢＭＳＣｓ表面标志物流式细胞仪鉴定结果　（％）

标志
阳性表达率

第１次 第２次 第３次
平均值

ＣＤ２９ ９５．６７ ９６．１２ ９６．６２ ９６．１４
ＣＤ９０ ９７．５６ ９７．６２ ９５．１３ ９６．７７
ＣＤ４５ ６．３８ ７．８５ ８．５２ ７．５８

１２、１６μｌ分别与４μｇｐＥＧＦＰＮ１ＮＴ３质粒混合分别
转染ＢＭＳＣｓ后４８ｈ，在白光和荧光下观察。在脂质
体为１０μｌ时，细胞形态无明显变化，未见明显细胞
死亡（图６ａ１），荧光显微镜下可见荧光表达，转染率
约９％（图６ａ２）。脂质体选择１２μｌ时细胞无明显
变化，死亡细胞较１０μｌ时稍多（图６ｂ１），荧光显微
镜下可见荧光表达，转染率１９％（图６ｂ２）。脂质体
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图３　流式细胞仪检测ＢＭＳＣｓ抗体ＣＤ２９表达
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选择１６μｌ可见较多死亡（图６ｃ１），荧光显微镜下可
见荧光表达转染率约１５％（图６ｃ２）。根据结果，选
择脂质体选择１２μｌ时细胞状态可，荧光表达率相
对较高，为合适剂量。

图６　在荧光显微镜下观察不同脂质体量携带 ｐＥＧＦＰＮ１
ＮＴ３质粒转染ＢＭＳＣｓ转染效果　（×１００）　ａ１、ｂ１、ｃ１在白
光下观察；ａ２、ｂ２、ｃ２在荧光下观察

２．４．２　荧光表达时间　采用合适脂质体体积，观察
其荧光表达时间。转染后２４ｈ时可以见绿色荧光
表达（图７ａ），在４８ｈ荧光表达较强（图７ｂ），７ｄ可
见荧光表达（图７ｃ），但表达较前明显减弱，到１４ｄ
视野中未见明显荧光表达（图７ｄ）。

图７　在荧光显微镜下观察脂质（１２μｌ）携带 ｐＥＧＦＰＮ１
ＮＴ３质粒转染ＢＭＳＣｓ后不同时间的荧光表达　（×１００）　
ａ、ｂ、ｃ、ｄ分别为转染后２４ｈ、４８ｈ、７ｄ、１４ｄ

２．５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ验证结果
选择为转染的细胞组作为空白对照组（Ａ组），

转染 ｐＥＧＦＰＮ１质粒组为空载组（Ｂ组）和转染
ｐＥＧＦＰＮ１ＮＴ３质粒组为实验组（Ｃ组）。结果显示
实验组可见明显深条带，基本可以验证ＮＴ３基因在
ＢＭＳＣｓ内的成功表达。具体见图８。

!"#$

%&'()

& * +

图８　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＮＴ３基因在 ＢＭＳＣｓ内的表达结果
　Ａ：空白对照组；Ｂ：空载组；Ｃ：实验组

３　讨论

ＢＭＳＣｓ存在于骨髓，作为干细胞家族一员，拥有
长期自我更新和多向分化潜能。如何将ＢＭＳＣｓ从骨
髓所有细胞中提取出来，并获得足够的数量来进行后

续实验或临床治疗也就成为大家需要解决的一个问

题。目前对ＢＭＳＣｓ的分离及纯化的方法暂无一个明
确的标准，课题组选择贴壁法利用 ＢＭＳＣｓ可以贴壁
生长的特性，并且通过传代可以提高细胞纯度，获得

目的细胞数量较多，活性好，增殖快，基本与文献报道

相符［４］；另外合适的接种密度、换液时间和合适的培

养基对于ＢＭＳＣｓ的体外培养也至关重要［５７］。但实

验发现Ｐ８细胞增殖速度较前减慢，细胞呈现出老化。
因此如何使ＢＭＳＣｓ在体外长期增殖并保持正常生物
特征仍然是我们后期研究中需要克服的难题。

本实验我们成功的利用脂质体将神经营养因子

ＮＴ３基因导入 ＢＭＳＣｓ，也验证了 ＮＴ３基因在 ＢＭ
ＳＣｓ内的成功表达，并且选择了合适脂质体和质粒
的比例，获得了相对较高的转染效率，但较文献报道

的转染率低，表达维持仅１周左右。我们的实验目
的是为了构建携带 ＮＴ３基因的 ＢＭＳＣｓ，用作后期
活体动物内耳移植，观察其对损伤听觉细胞的保护

作用，因此建立稳定表达 ＮＴ３的 ＢＭＳＣｓ对后期动
物实验有很大帮助。如何提高原代细胞的转染率并

获得稳定表达，可能有以下方法：①改变转染试剂，
现有转染试剂对于难转染的细胞表现出良好的转染

率，如 ＮａｎｏＪｕｉｃｅＴＭ 转 染 试 剂［８］、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＬＴＸ＆ＰＬＵＳ［９１０］等；②采用电转染，Ｐｅｉｓｔｅｒ等［１１］用电

·７５３·
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穿孔技术将ＥＧＦＰ基因导入人ＢＭＳＣｓ中，瞬时转染效
率约为１２％，但经过１４ｄＧ４１８筛选后，其稳定转染
效率可达到９８％，刚开始虽然有较多细胞死亡，但是
存活的细胞并不影响细胞生长状态及生物学特性；③
核转技术（Ｎｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒ）是 Ａｍａｘａ公司在２００２年发
明，可以明显提高包括人骨髓间充质干细胞［１２］、软骨

细胞［１３］等难转染的细胞的瞬转效率，而且转染后细

胞的功能及其表型不产生影响［１４］，这可能也是目前

所有非病毒转染方法中转染效率最高的方法；④将环
形质粒线性化后转染，虽然其转染率较低，但是通过

筛选出的细胞都是目的基因插入基因组的结果［１５］。

在内耳ＳＮＨＬ治疗相关研究中，干细胞治疗和
基因治疗逐渐被大家所认识，ＢＭＳＣｓ已经被证实可
以在内耳存活［１６１７］，并且向毛细胞样细胞及神经样

细胞转化［１８］，为ＢＭＳＣ在内耳移植提供了依据。而
ＮＴ３作为神经营养家族中的一员，已经被证实对内
耳实验性耳聋具有保护作用［１９］。如果将干细胞进

行基因修饰可以让其发挥更好的治疗疗效，ＢＭＳＣｓ
具有相对低的免疫排斥性［２０］，可以进行基因修饰后

移植入宿主表达目的基因，已经有学者［２１］成功将

ＮＴ３导入ＢＭＳＣｓ用于脊髓损伤的研究，并且成功
将大鼠ＢＭＳＣｓ作为治疗的载体移植入急性脊髓损
伤模型体内，并发现其可以在宿主内存活并可促进

损伤区神经元的存活及损伤后功能的恢复。目前暂

未有把ＢＭＳＣｓ作为ＮＴ３基因治疗的载体用于内耳
移植治疗ＳＮＨＬ的相关报道。因此前期研究将ＮＴ３
导入ＢＭＳＣｓ对后期内耳移植提供了研究基础。
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