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摘 要!目的 体外诱导兔骨髓间充质干细胞向肌源性细胞分化!并观察血管内皮生长因子 )*+,-./01!23!45$%6’ 真

核表达质粒转染骨髓间充质干细胞 789:9;.3<8-=>:?98>.9==:@>1A0:B后的表达" 方法 将 &( 只兔随机分为对照组和实验

组!从骨髓液中分离 1A0:!对照组以低糖 C141 培养!实验组加用 ’2 氮胞苷#%(>88D=EF$诱导培养!第 &G 天进行肌

钙蛋白 H 免疫组化染色% 另构建 )*+,-./01!23!"5$%6’ 真核表达质粒!通过脂质体转染对照组 1A0:!用 ID,?39,;>
J=D??K;L 和 M9:?9,;>J=D??K;L 鉴定血管内皮生长因子&!4#N$的表达!并用 4FHA) 法测定培养上清液中 !4#N 的浓度%结

果 成功分离培养出兔 1A0:!实验组经 ’2 氮胞苷诱导后 1A0: 向肌源性细胞分化!肌钙蛋白 H 免疫组化染色阳性% 成

功构建 )*+,-./01!23!4#N%6’ 真核表达质粒并通过脂质体转染 1A0:!ID,?39,;>J=D??K;L 示转 染 的 1A0:>!4#N%6’
表达信号明显强于未转染细胞!M9:?9,;>J=D??K;L>示转染 !4#N%6’ 基因的 1A0 表达 !4#N!4FHA) 法测定培养上清液

中 !4#N 的浓度在转染后第 O 天&%>(%%>PLE8=$和第 ’ 天7%>(&Q>PLE8=B达高峰!此后逐渐下降!但至第 %O 天&ORS>PLE8=$
仍显著高于空白对照7%%6>PLE8=B和 P)*+,-./01! 组&%&’>PLE8=$!!T(U(%% 结论 兔骨髓间充质干细胞可在体外向肌源

性细胞分化!转染 !45N 基因可表达 !45N!有望将干细胞移植和基因治疗结合以治疗缺血性心脏病%

关键词!基因表达’动物!转基因 E 免疫学’骨髓间充质干细胞’肌源性细胞’血管内皮生长因子
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>>>>>>>>骨髓间充质干细胞&1A0$是一种多能干细胞!
不仅可分化为造血实质和基质细胞等!还可分化为多

种造血以外的组织!特别是中胚层和神经外胚层来源

组织的细胞如骨细胞(软骨细胞(脂肪细胞(肌细胞!
甚至心肌细胞)%*% 同时!1A0 还易于外源基因的转染
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和表达!!"#可能是细胞治疗和基因治疗的理想靶细胞$
由于骨髓基质干细胞易于提取# 有强大的增殖能力#
不存在伦理问题和排斥反应等优点#有很大的临床应

用潜能$目前已有将骨髓干细胞移植治疗缺血性心脏

病的临床实验 !"#$"#但仍存在如骨髓间充质干细胞移

植后能否转化为心肌细胞#能否在缺血心肌中存活等

难题$ 本研究提取兔骨髓间充质干细胞#通过体外定

向诱导使其向肌源性细胞转化#并转染 %&’( 基因#
观察其表达情况$

)**材料和方法

)+)**材料

质粒 ,-.)/01%&’()2$% 大肠杆菌 34$!%,560
789:;.<% 均 为 广 东 省 人 民 医 院 中 心 实 验 室 提 供#
4=>6??? 酶%@9A*? 酶%79B 酶%7C 连 接 酶% 引 物 合 成%
D%3( 膜购自上海生工# DE8:FAA 分离液%低糖 3<&<
培 养 液 及 胰 酶 G&375 液 购 自 华 美 公 司 &@=BH9 产

品 ’#’EA* &IJ89:J=F>* ;=J% K?DL(&.75<?M&7<!NNNO
8E9BE>J 转染试剂及 7P?QFA 均购自 ’=R:F# 质粒提取

试剂盒%S?5,8E,PT,=>*<=>=,8E, 盒 购自 S?5’&M#胎

牛血清&四季青生物制品公司’#$U氮杂胞苷V$G5Q9W
及二抗购自 @=BH9#:7>?%%&’( 鼠抗人单克隆抗体为

@9>J9*.8XQ 产品#@5Y. 试剂盒购自宝泰克生物制品

公司#MF8J1E8>*RAFJJ=>B 盒购自 PF:1E# 化学发光试剂

购自碧云天公司#%&’(*&K?@5*试剂盒购自晶美生物

公司$
)+!**动物

!N 只 ! 月龄新西兰大白兔 &购自中山大学医学

院动物中心’#雌雄不拘#随机分为实验组&以 $G 氮胞

苷诱导’和对照组$
)+"**方法

)+"+)**56789:;.<%G%&’()2$ 真核表达质粒的构 建

及鉴定 将质粒 ,-.)/G%&’()2$ 和含绿色荧光蛋白

的 真 核 表 达 质 粒 ,56789:;.<% 分 别 用 !"#6*??? 和

@9A*? 双酶切#回收纯化目的基因片段 %&’()2$ 和线

性化的质粒 ,56789:;.<%#两者再用 7C*3M5 连接

酶连接$ 将产物转化大肠杆菌 34$!# 用 )NN*HBZHA
的卡那霉素进行筛选$ 挑阳性菌株#提取质粒分别用

!"#$ ??? 和 %&’ ? 酶切#进行筛选鉴定后测序&大连华

运公司’$ 鉴定后进行扩增#微柱法提取质粒#乙醇沉

淀法纯化质粒#用 7& 溶解后![N*!保存备用$
)+"+!**<@.T 的分离及诱导培养 从兔胫骨近端抽取

骨髓血 !*HA#肝素抗凝#用低糖 3<&< 培养液稀释

至 $*HA#缓慢滴加至 )N*HA*DE8:FAA*V)+N\"*BZHAW分离液

上#/NN*B""N*H=>#!N*!# 取界面细胞层洗涤后以含

)N]胎牛血清的低糖 3<&< 于 "\*!#$].L! 培养箱

中培养#!C*1 后更换培养液#将非贴壁细胞去除#此后

每 " 天换液 ) 次#约 )C*6 后传代培养$ 实验组在培养

\!*1 后加入 )N*HHFAZK*$G5Q9#!C*1 后换液继续培养$
对照组不加诱导剂$
)+"+"**:7>? 免疫组化检测 细胞培养 ![*6 后铺片#DY@
洗后甲醇!!N*!固定 !N*H=>#操作步骤按照 @5Y. 试

剂盒说明进行#35Y 显色$
)+"+C**56789:;.<%G%&’()2$ 转染 <@.T***在对照组

细胞铺满瓶底时#用胰酶&N+!$]’G&375&N+)]’液进

行消化# 分成 " 瓶培养#!N*1 后再换液并进行基因转

染# 按 K(!NNN 说明书进行操作$ 将 56789:;.<%G*
%&’()2$ 及 56789:;.<% 各转染 ) 瓶细胞#另一瓶

作空白对照$C[*1 后于倒置荧光相差显微镜下观察有

无绿色荧光产生$
)+"+$**MF8J1E8>*RAFJJ=>B 检测 %&’()2$HPM5 的表达 转

染 \!*1 后#提取 56789:;.<%G%&’()2$ 瓶和空白对

照瓶细胞总 PM5* V7P?QFAW# 将 !N*"B 和 CN*"B 的总

PM5 点至尼龙膜上#用 3?’ 标记的 %&’( 基因片段

作为探针#对细胞总 PM5*进行斑点杂交分析$ 随机

引物标记探针及核酸杂交按 PF:1E 公司地高辛标记

及检测试剂盒说明书进行$
)+"+2**^ETJE8>ORAFJJ=>BO检测 %&’()2$ 基因的表达 转

染 \!O1 后用三去污裂解液提取 <@.T 总蛋白# 未转

染的 <@.T 为对照#经 )N]O@3@GD5’&O)NN% 电泳后_O
2NO% 电转移 )O1 至 D%3( 膜#"]牛血清白蛋白封闭

过夜后加入 )#)ONNNO%&’( 鼠抗人单克隆抗体# 室温

孵育 CO1 后#DY@O)NOHAO洗膜 $OH=>"" 次#加入 )$!ONNN
辣根过氧化物酶标记的兔抗鼠 ?B’#室温孵育 )O1#同

上洗膜后化学发光法显影并拍照$
)+"+\OO&K?@5 法检测培养液上清中 %&’( 浓度 分别

取 转 染 前 和 转 染 后 )%"%$%\%/%))%)"O6 的 <@.T 培

养上清液各 )NNOHA#按试剂盒说明测定 %&’( 浓度$
)+COO统计学处理

数据以 !%( 表示#用 ) 检验进行统计分析$

!OO结果

!+)OO56789:;.<%G%&’()2$ 载体鉴定

,56789:;.<% 是带有绿色荧光蛋白 ’(D 作为

筛选标志的大小为 /+/!O;R 真核表达载体$ 电泳结果

显 示 # 经 *"#$ ??? 和 %+’ ? 双 酶 切 ,56789:;.<%GO
%&’()2$ 后# 可得到大小分别为 $["OR,&%&’()2$’
和 /+/!O;R&,56789:;.<%’的两个片段$
!+!OO<@.T 的生长和诱导分化及基因转染

培养第 ! 天#以倒置相差显微镜观察已发现有少

量细胞贴壁#细胞多呈圆形或椭圆形#大小不一(第 $
日可见多个贴壁细胞的克隆# 细胞成梭形或纺锤形#
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图 !"###经 $%&’& 诱导后的兔 ()*+#,原放大倍数!!-../
!"#$%& ’())"* +,-. /0*12 3%&4/ "5678*"95

,012324&5#6&342728&92:4;#!-../
()*+;#(<+<48=>6&5#+9<6#8<55+?#$%"’&;#$%&’&8>92@24<

图 !A##=BCDE!F$ 基因转染后的 ()*+#,原放大倍数!!G../
:"#$%; ’/))"* +,-. *2/5.018*16 <"*= =>?@:%A3

,012324&5#6&342728&92:4;!!G../

图 -##经 $%&’& 诱导后 ()*+ 的免疫组化染色

,原放大倍数!!G../
:"B$C DEE759=".*98=1E"8/F .*/"5"5B 90 2/))"*

+,-. /0*12 3%&4/ "5678*"95 ,012324&5#6&342728&92:4;!!G../
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图 G##BCDE 蛋白的 H<+9<14#I5:99243
:"B$G H1.*125 )F9**"5B 90 >?@: I29*1"5

J&4<#!;#()*+#91&4+7<89<@#K29=#
L"@M1&8N*(B%BCDE!F$?#J&4<#-;#*:491:5#()*+

!

-
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图 O##BCDE 基因的 P:19=<14#I5:99243
:"B$J K92*=125 )F9**"5B 90 >?@: B151

BCDE;#B&+8Q5&1#<4@:9=<52&5#31:K9=#7&89:1#3<4<?##!;#G.#!3#RP"#
:7#()*+#91&4+7<89<@#K29=#L"@M1&8N*(B%BCDE!F$?#-;#-.#!3#
RP"#:7#()*+#91&4+7<89<@#K29=#L"@M1&8N*(B%BCDE!F$?##O;#

G.#!3#RP"#:7#9=<#()*+?##G;#-.#!3#RP"#:7#9=<#()*+S#

细胞核大"胞质丰富#第 T#天后细胞迅速增殖"第 !.#
天后出现细胞融合及重叠"约 !G#@ 即可传代"传代后

细胞于 -G#= 内完全贴壁$
实验组经 $%&’& 诱导后大部分细胞呈梭形%长条

索形"可见细胞间有融合并形成管状样"细胞排列有

一定方向性"呈旋涡样生长"细胞界限不清,图 !"/$
=BCDE!F$ 基因转染 GU#= 后于镜下观察可见在黑色

背景下散在分布的发绿色荧光的 ()*+"表明质粒已

成功转入 ()*+##,图 !A/$

-SO##*M4V 免疫组化染色

经 $%&’& 诱导后实验组的 ()*+ 染色后见胞 质

呈棕黄色染色&图 -’$ 对照组的 ()*+ 则无阳性细胞

出现$
-SG##()*+ 内 BCDE!F$#6RP" 转染的基因表达鉴定

P:19=<14#I5:99243 结 果 表 明 " 转 染 的 ()*+ 内

BCDE!F$ 表达信号明显强于未转染细胞&图 O’$
-S$##()*+ 内 BCDE!F$ 转染的蛋白表达鉴定

H<+9<14##I5:99243#显 示" 转 染 BCDE!F$ 基 因 的

()*+ 在相对分子质量 --#... 处有明显的阳性条带"
而未转染细胞为阴性&图 G’$
-SF##转染 ()*+ 培养上清 BCDE 浓度变化

转染后第 O 天&!#.!!"!$F#L3W65’和第 $ 天,!#.-T"

!-G#L3W6J/"BCDE 在细胞培养上清液中分泌达高峰"
此后渐下降"但至 !O 天&OGX"G.#L3W65’仍显著高于

对照组 ,!!F"!U#L3W65/ 和 L"@M1&8N*(B 组转染前

&!-$"-G#L3W6J’""Y.S.!$

O##讨论

心肌细胞损伤后大多只能由疤痕组织代替"如何

促使心肌再生一直是心血管领域的一个重要的研究
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课题!近年来发展起来的细胞性心肌成形术是通过体

外培养获得大量心肌细胞或可分化为心肌细胞的干

细胞"并将细胞移植至心脏中以促使心肌再生!!"#$
是一种多能干细胞" 可以分化成多种中胚层组织"可

诱导形成骨#%$%软骨#&$和神经#’$等"其分离和体外扩增

方法较简单! 本研究采用 ()*&+,-./0 的 1234500 分离

液 获 得 骨 髓 单 个 核 细 胞 " 并 用 含 (*678" 的 低 糖

9!:! 进 行 培 养" 实 现 了 细 胞 的 有 效 扩 增" 并 使

!"#$ 的干细胞特性得以长期稳定的维持"在培养约

(;<= 时细胞已基本融合长满"细胞形态和增殖情况和

路艳蒙#>$等描述的一致!
目前" 研究者一直在探索 !"#$ 向肌源性细胞

诱 导分化的方法! (>>? 年"@ABCDAEC 等 #(*$首先证实

!"#$ 在体外经 ?FGHA 诱导后可分化为肌源性细胞!
!ABCE5 等#(($从鼠骨髓基质细胞中分离出一株贴壁生

长的成纤维母细胞样单克隆细胞株"通过 ?FGHA<的诱

导后"( 周后细胞之间相互连接" 并有肌小管结构形

成"I 周后出现细胞自发地产生节律性收缩" 表达心

肌特异性蛋白" 并有心肌细胞类似的动作电位产生"
证实已形成类心肌细胞! ?FGHA 是胞嘧啶核甙的一个

类似物" 能引起 9JG 中某些胞嘧啶的低甲基化"从

而参与激活表型特异性的基因!这些表型特异性基因

在甲基化状态下含有一个肌源性决定部位"一般处于

转录失活状态!用 ?FGHA 诱导后"这个部位去甲基化"
转录激活"引起细胞向肌源性细胞分化! ?FGHA 的浓

度影响其诱导效果" 研究 #(*$ 证实低浓度时如 +K?<
//50LM"!"#$ 未向肌源性分化" 高浓度时如 INK?*,
//50LM"可使细胞大量死亡"而适中浓度 (*,//50LM
既可有效诱导"又不致大量损伤细胞! 另外"!"# 在

分离培养 &I,O 后用 ?FGHA 进行诱导"主要是过早诱导"
细胞易死亡"而在 >%,O 后"!"# 容易不定向转化! 本

研究中在 !"# 分离后 &I,O 用 ?FGHA &(*,//50LM’诱

导" 培养 I’,= 取细胞行肌钙蛋白 P 免疫组化染色示

!"#$ 呈阳性染色"表明其向心肌源性细胞分化!
近来动物实验证实经 ?FGHA 诱导后的 !"#$ 移

植至心肌梗死区后能改善心功能#(IQ(+$"但尚存在许多

问题"如移植的细胞是否能在缺血区存活是首要需解

决的难题! 对于缺血心肌的治疗关键在于血运的重

建"也是移植细胞能否长期存活的关键! 我们设想如

能增加缺血区血供可能提高 !"#$ 的存活率"转基因

治疗可能是增加缺血区血供的方法之一! 研究发现"
!"#$ 是基因治疗的理想的靶细胞#I$!它易于获取"并

具有体外长期培养的遗传稳定性和可移植性(外源基

因易于植入"并可整合到 !"# 的基因组中稳定表达

而不影响其干细胞特性"金丹#(;$等通过逆转录病毒成

功地将人骨形态发生蛋白 & 基因转染骨髓间充质干

细胞并获得稳定表达(外源基因的表达受所处微环境

的影响"具有组织特异性! 因此"!"# 有可能成为一

种新型的基因治疗的靶细胞(进一步利用其多向分化

潜能"通过导入目的基因将细胞工程与基因治疗完美

结合! R:S7 有促进血管生成的作用"使其在缺血性

心脏病治疗中渐受重视!R:S7 基因是转基因治疗中

常用的促进血管生成的目的基因! TAU 等#(?$将 R:S7
基因治疗和心肌细胞移植相结合" 将 R:S7 基因转

染至移植的心肌细胞中"大量增加了心肌疤痕区毛细

血管的密度"改善的左室收缩功能! 本实验结果显示

VG=W3A4B#!RFR:S7(%? 真核表达载体通过脂质体介

导可以成功地转染 !"#$":MP"G 和 @2$D23E,X05DDCE-
结果都显示" 转基因的 !"#$ 可表达并分泌 R:S7"
测培养上清液浓度示其分泌高峰可持续 IK;,="在 DY,
(+,= 仍有较高的 R:S7 水平! R:S7 转染后的 !"#$
生长无明显差异!

总之" 本研究通过提取兔 !"#$ 进行分离和扩

增"经 ?FGHA 诱导后向肌源性细胞分化"并构建 VG=F
W3A4B#!RFR:S7(%? 真核表达载体" 运用脂质体的

方法可以成功地 转 染 !"#$"R:S7 能 稳 定 表 达"拟

将细胞移植和基因治疗相结合"为细胞性心肌成形术

探索一条新的途径! 当然"本研究仅为通过体外培养

可以初步绘制出其变化过程"体内的变化进程及疗效

尚需进一步研究!
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婴儿骨皮质增生症合并继发性再生障碍性贫血 R 例报告

!"#$"%&’( )*+%&)$’ ,-.(+*/%*/&/ )*0.’&)$%(1 2&%, /()*"1$+- $.’$/%&) $"(0&$3 +(.*+% *4 *"( )5/(

薛 杉!朱为国!陶少华!封志纯"第一军医大学珠江医院儿科!广东 广州 QRDCHC#

关键词!骨疾病 = 诊断&婴儿骨皮质增生症&再生障碍性贫血 = 治疗

中图分类号!TKCQ6QlOTKCL6HOOOOOOOO文献标识码!AOOOOOOOO文章编号!RDDDMCQHH#CDDh’DEMDCNhMDC

ROO临床资料

患儿!男!C 岁 L 个月$ 因双下肢无力%肌肉萎缩 R 月余!反

复发热 R 周就诊$ 查体&体温 EH6QO!!双下肢肌及臀肌萎缩!肌

力!级!可站立!步态不稳!四肢肌张力减低$ 感觉系统检查示

无特殊改变’腹壁反射%提睾反射双侧对称$ 跟腱反射%膝腱反

射亢进$ 双侧巴氏症%踝阵挛阳性!腰骶部神经刺激征阳性$ 辅

助检查& 肌电图检查未见特征性改变! 血常规示 [A]E6RN"
RDN=S% 淋 巴 细 胞 比 例 HRm增 高 %TA]7E6DH"RDRC=S%\S‘7 LQ"
RDN=S$ 腰椎穿刺示脑脊液压力稍高$ 诊断为(亚急性脊髓炎)$

用大剂量激素冲击治疗!甲基强的松龙 D6EL7d"E73!地 塞 米 松

RD7’d"E73!强的松口服!并逐渐减量!患儿症状好转出院$ R 个

月后患儿无诱因发热*体温最高达 EN7!#伴纳差%疲倦再次入

院$ 查体&中度贫血貌!全身皮肤粘膜无黄染%出血点及皮疹!

浅表淋巴结未扪及$跟腱反射%膝腱反射无增强或减弱!巴氏征%

布氏征%克氏征未引出$ 患儿体温持续波动于 EK6R7!nEN6QO!
之间!给予抗炎%补液%退热处理!症状无明显改善!血象 三 系

进行性降低$ 骨髓涂片检查示&骨髓增生减低!红系增生减低!

全片未见巨核细胞!诊断为(再生障碍性贫血)$ 入院第 E 天发

现患儿胫骨前软组织肿胀!摄 @ 线片示&双侧胫骨骨干大部皮

质旁见葱皮样骨膜反应带!边缘光整!致骨 干 明 显 增 粗!尺 桡

骨%股骨骨干%颅骨外板及掌骨皮质骨层葱 皮 样 改 变!四 肢 骨

骨骺未受累!骨骼周围软组织无肿胀*图 R#$

实验室检查&] 反应蛋白 RRHO’d=S% 血沉oREDO’’=.%碱

性磷酸酶 CHKOc;=S!诊断为(婴儿骨皮质增生症)$ 给予阿司匹

林 D6RCQOd"E 次 =3 治疗后!体温降至 EL6LO!!监测血象白细胞%

红细胞缓慢回升!血小板持续低水平无改变$ R 月后药量减至

D6DQOdO" C 次 =3 时患儿再次出现发热! 阿司匹林加量无效!再

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO第一军医大学学报G8O92(,1O:20O:+3O;%2<IOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOCDDhlChGEICNh( (




