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应用保护性蛋白如脑源性神经营养因子

（RSFGK9TOSG,OT KOJS(US(VIGQ WFQU(S，X=+5）对神经元的
存活提供支持是中枢神经系统疾病的基因治疗主

要策略之一 Y & Z。目前许多体外和体内的实验证实，

神经营养因子家族成员能够有效地阻止多种神经

元的死亡 Y ! Z。然而如何将这些多肽因子透过血脑屏
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!"#$基因修饰淋巴细胞培养上清对 !=>?细胞氧化
应激损伤的保护作用
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摘 要：【目的】研究脑源性神经营养因子基因（RSFGK9TOSG,OT KOJS(US(VIGQ WFQU(S，!"#$ LOKO）修饰淋巴细胞对

_>&! 细胞氧化应激损伤的保护作用。【方法】<88法检测 [!0!和多巴胺（T(VFEGKOC =3）对 _>&! 细胞生长的抑
制率，[(OQIbU染色和 _;染色流式细胞仪（W)(f QcU(EOUScC 5><）检测 [!0!和 =3对 _>&!细胞凋亡的诱导作用。
【结果】!"#$ 基因修饰的大鼠淋巴细胞的培养上清可降低 [!0! 和 =3 对 _>&! 细胞生长的抑制率并能抑制

[!0! 和 =3诱导 _>&! 细胞凋亡。【结论】!"#$基因修饰淋巴细胞的培养上清对 _>&! 细胞氧化应激损伤具有
保护作用。
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障运送至受损伤的神经元部位，一直是一个十分困

难的问题，因此采用基因修饰的细胞脑内移植成为

研究的重点。淋巴细胞是体外基因转移的常用靶细

胞，我们曾将构建好的 !"#$基因重组逆转录病毒
转染了大鼠淋巴细胞，发现其在体外高表达和分泌

具有生物活性的 #$%&蛋白 ’ ( )，本实验将以 *"+"和

$,损伤 -./"细胞为神经损伤模型，进一步探讨其
体外抗神经细胞损伤的作用，为研究 !"#$基因修
饰的淋巴细胞防治神经损伤奠定前期基础。

/ 材料和方法

/0 / 细胞和细胞培养
-./" 细胞是大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞株由

我校实验动物中心引入，培养于含体积分数为 /12
马血清、体积分数 !2胎牛血清的 3-456/781培养
基中，于 (9 :、体积分数 !2 .+"条件下培养。选取

对数生长期细胞实验。

/0 " 试剂和质粒
甲氮甲唑蓝 （(6 ’8; !6<=>?@ABC@A=DEFC6"6BC ) 6";

!6<=GA?HBC@?@IDEFC=J> KIF>=<?; 4LL）、 碘 化 丙 啶
（GIFG=<=J> =F<=<?，-5）、3%DM? ,、*F?NAM@ (("!O、多
巴胺购自 P=Q>D公司 R美国 S，3-456/781培养基、马
血清、胎牛血清购自 T=KNF#3U公司 R美国 S，*"+"

R分析纯 S购自广州化学试剂厂。!"#$基因重组逆
转录病毒（GUVP%6#$%&）由本室构建。
/0 ( 动物与仪器

P$大鼠 R ""1 W "!1 Q，雌雄不拘 S由我校实验动
物中心提供。流式细胞仪：为美国 #?NX>DHNFJC@?I公
司产品；YU5LY，激光波长 8OO H>，功率 /! >Z。 酶
联免疫仪：美国 #=F6LY[公司产品（YC\O11）。倒置荧
光显微镜：日本 +CB>GJM公司产品（5V91）

/0 8 !"#$ 基因重组逆转录病毒感染淋巴细
胞 !" #

取 P$大鼠颈椎脱位处死后，无菌取脾脏于 "11
目金属网筛上研压，用 3-456/781培养基冲洗，收
集网下的细胞悬液，并用尖咀吸管吹打使成单细胞

悬液，/ 111 I ] >=H离心 /1 >=H RL$!型离心机，离心
半径为 /" N>S，去上清，加入 9 Q ] U的 %*8.C裂解
红细胞，离心，去上清，3-456/781培养基洗 "次后，
用含体积分数 /12小牛血清、"1 ^ ] >U 5U6" 和 !
!Q ] >U -*,的 3-456/781培养基含配成所需浓度
于 (9 :、体积分数 !2 .+"中培养 "8 A，然后按以

下进行 GUVP%6#$%& 感染淋巴细胞：淋巴细胞用含
体积分数 /12小牛血清、"1 ^ ] >U 5U6"和 ! !Q ] >U
-*,的 3-456/781培养基培养 " <，收集细胞，按
" _ /17 N?CCM ] >U 加入病毒上清，并加入 O !Q ] >U
GFCBKI?H?，于 (9 :、体积分数 !2 .+"中培养 "0 ! A
后，加上述培养基使 GFCBKI?H?稀释至 " !Q ] >U，继
续培养。"8 A后换液，重复感染。如此重复病毒感染
连续 ( <。
/0 ! 流式细胞仪 $%&’(检测 )*+%蛋白的表达
收集淋巴细胞，调整浓度为 / _ /19 N?CCM ] >U，

用 /11 !U固定试剂 R 5. ‘=\D@=FH #J‘‘?I，?#=FMN=?HN?
公司产品 S固定 / A。加入破膜试剂 R -?I>?DK=C=ED@=FH
#J‘‘?I; ?#=FMN=?HN?公司产品 S !11 !U，离心去上清
后再加入 (11 !U破膜试剂，/1 >=H后离心去上清。
加入 !1 !U按 / a /11用破膜剂稀释的一抗（空白对
照管不加一抗），室温 R /O W "! : S孵育 (1 >=H。!11
!U -#P 洗两次后，加入按 / a "11用体积分数 10 !2
小牛血清 ] -#P稀释的二抗 /11 !U，室温 R /O W "!
: S孵育 (1 >=H，用 !11 !U -#P 洗两次上机检测。计
数 /1 111个细胞，记录标本的阳性细胞的平均荧光
强度（>?DH ‘CJFI?MN?HN? =H<?HM=@B，4&5）。
/0 7 ’,,法测定 -&./细胞生长抑制率
淋巴细胞经病毒连续感染 ( <后，换不含 5U6"

和 -*,的完全培养基继续培养 / <，收集淋巴细胞
培养上清。-./"细胞按 8 111 N?CCM ] AFC?接种至 b7
孔板过夜后，换成 !"#$基因修饰淋巴细胞的培养
上清和 ]或不同浓度的 *"+"及 $,。(9:、体积分数
!2 .+" 中培养 "8 A 后，每孔加 ! >Q ] >U 4LL "1
!U，再培养 8 A，倾去培养液，加 $4P+ /11 !U ]孔，
待甲赞完全溶解后，用酶联免疫仪在波长 !91 H>
处读取吸光度 （%）值，按公式计算细胞抑制率
（=HA=K=@FI ID@?; 53）：53 c（/ d试验孔 %均值 ]对照
孔 %均值）_ /112。重复 (次。
/0 9 0123456染色检测 -&./细胞凋亡
将 -./"细胞接种于 7 孔板内的盖玻片上，加
入 !"#$ 基因修饰淋巴细胞的培养上清和 ]或
*"+"（/11 !>FC ] U）和 $,（/11 !>FC ] U），作用 "8 A
后，加入新鲜配制的 81 Q ] U多聚甲醛于 8: 固定细
胞 /1 >=H，加 ! >Q ] U *F?NAM@ (("!O 染色液染色 /1
>=H，-#P液洗后，用封片液 R "1 >>FC ] U 柠檬酸，!1
>>FC ] U 磷酸氢二钠，体积分数 !12甘油，G* !0 ! S
封片后荧光显微镜观察、摄片。正常细胞核出现弥

漫均匀的低强度荧光7 细胞核如呈浓染致密的固缩
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形态或颗粒状荧光! 记为凋亡的细胞。
$% & "#染色流式细胞仪 （$%&）检测 "%’(细胞
凋亡

取对数生长期 ’($"细胞，加入 !"#$基因修
饰淋巴细胞的培养上清和 )或不同浓度的 *"+" 和

,-，作用 ". /后，收集各组细胞，’01洗 "遍，用体
积分数 23 4乙醇 . 5固定过夜。’01洗 $遍，加 ’6
荧光染液 7 ! 89 ) : ’6; "3 89 ) : <=>?@-A 于 . 5冰
箱中放置 .! 8BC，D33目尼龙网过滤，上流式细胞仪
检测。计算 $3 333个细胞，以亚 E$峰细胞为凋亡细

胞，计算凋亡率。

$% F 统计学处理
全部数据经 1’11$3% 3 统计软件进行统计分

析，数据用 % & ’ 表示，组间比较用 GC@HI>J
-=+K-。

" 结 果

"% $ !"#$ 基因修饰淋巴细胞 )*+$ 蛋白表达
明显

流式细胞仪检测细胞 0,=L蛋白表达，结果显
示正常淋巴细胞有微量的 0,=L表达， !"#$基因
修饰淋巴细胞 0,=L蛋白的表达明显增加，0,=L
蛋白的 ML6值由 $% $$增至 #% .!（( N 3% 3$）。
"% " !"#$基因修饰淋巴细胞培养上清对 ,(-(

和 *.抑制 "%’(细胞生长的影响
"% "% $ !"#$ 基因修饰淋巴细胞培养上清减弱
*"+" 对 ’($" 细胞生长的抑制作用 采用 MOO 法
检测细胞的增殖状况，以了解 !"#$基因修饰淋巴
细胞的培养上清对 *"+" 抑制 ’($" 细胞生长的影
响。$3 P "33 !8GQ ) : *"+"对 ’($"细胞的生长具有
明显的抑制作用，加入 !"#$基因修饰淋巴细胞的
培养上清后，可明显减弱 $3 P "33 !8GQ ) : *"+"对

’($"细胞生长的抑制作用，而加入正常淋巴细胞的
培养上清并不影响 *"+" 对 ’($" 细胞生长的抑制
作用（图 $>）。
"% "% " !"#$ 基因修饰淋巴细胞培养上清减弱
,-对 ’($"细胞生长的抑制作用 !3 P "33 !8GQ ) :
,-对 ’($"细胞的生长具有明显的抑制作用，加入
!"#$基因修饰淋巴细胞的培养上清后，可明显减
弱 !3 P "33 !8GQ ) :,- 对 ’($" 细胞生长的抑制作
用，而加入正常淋巴细胞的培养上清并不影响 *"+"

对 ’($"细胞生长的抑制作用（图 $R）。

"% D ,/01234染色检测 !"#$基因修饰淋巴细胞
培养上清对 ,(-(和 *.诱导 "%’(细胞凋亡的影响
经 *G@S/?T DD"!& 染色，荧光显微镜下观察细胞

内 ,=- 的形态，结果发现，正常 ’($"细胞染色质
分布均匀，为弥漫均匀的低强度荧光 （图 "-）；经
*"+"和 ,-处理 ". /后，’($"细胞有大量的细胞
核呈浓染致密的固缩形态或颗粒状荧光的凋亡细

胞，且有少量凋亡小体 7图 "0、UA；合并应用 !"#$
基因修饰淋巴细胞的培养上清可明显降低出现细

胞核呈浓染致密的固缩形态或颗粒状荧光的细胞

数; 大部分细胞染色质呈弥漫均匀低强度荧光 7图
"(、LA；合并应用正常淋巴细胞的培养上清，对 *"+"

和 ,- 造成的这种细胞损伤无明显影响 7图 ",、
EA。
"% . $%&检测 !"#$基因修饰淋巴细胞培养上
清对 ,(-(和 *.诱导 "%’(细胞凋亡的影响
"% .% $ !"#$ 基因修饰淋巴细胞培养上清抑制
*"+"诱导 ’($"细胞凋亡 采用 L(M检测 ’($"细
胞凋亡情况，以明确 !"#$基因修饰淋巴细胞的培

图 ’ !"#$基因修饰淋巴细胞的培养上清对 "%’( 细胞生
长的影响

$567 ’ 899014 /9 3:;0<=>4>=4 /9 ?@A;2/1@403 60=0451>??@
A/B5950B C@ !"#$ 60=0 /= "%’( 10?? 6</D42 7 ) V D A

>W *"+"X RW ,-； 0@TI@@C 9YGZ[?; $ V #% .&; ( V 3% 33&X

SG8[>Y@\ IBT/ SGCTYGQ; "" ( N 3% 3$
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养上清对 $"%"诱导 &’("细胞凋亡的影响。&’("细
胞的自然凋亡率为 )* +,。!-、(-- !./0 1 2 $"%"作

用 "3 4 后，&’(" 细胞的凋亡率分别为 )5* +,、
63* 5,，合并应用 !"#$基因修饰淋巴细胞的培养
上清后，$"%"诱导的 &’("细胞凋亡率分别下降到
"(* ),、#)* #, （% 7 -* -(）；正常淋巴细胞的培养
上清并不影响 $"%" 对 &’("细胞的凋亡诱导作用，

合并应用后，$"%"诱导的 &’("细胞凋亡率分别为
)3* !,、6(* +,（% 8 -* -!）（图 )9）。
"* 3* " !"#$ 基因修饰淋巴细胞培养上清抑制
:;诱导 &’("细胞凋亡 !- !./0 1 2和 (-- !./0 1
2 :; 作用 "3 4 后，&’(" 细胞的凋亡率分别为
!5* ),、#3* 6,，合并应用 !"#$基因修饰淋巴细
胞的培养上清后，:;诱导的 &’("细胞凋亡率分别

第 5 期 黄居科，等 < !"#$基因修饰淋巴细胞培养上清对 &’(" 细胞氧化应激损伤的保护作用
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下降到)*+ ,-、!.+ *- （! / 0+ 0’）；正常淋巴细胞
的培养上清并不影响 12 对 34’" 细胞的凋亡诱导
作用，合并应用后，12诱导的 34’"细胞凋亡率分
别为 !5+ ,-、,’+ ,-（! 6 0+ 0!）（图 )7）。

) 讨 论

基因转移神经营养因子可靶向治疗脑实质内的

位点，并形成特异的神经营养通路，可长期、稳定表

达神经营养因子，从而预防甚至逆转神经元损伤或

变性。819: 是神经系统最主要的神经营养因子之
一;具有很强的刺激和促进神经细胞生长、分化; 防
止损伤后的细胞凋亡，促进损伤细胞修复的作用 & " (。

2<=>7?@A等 & 5 (发现在兔大脑中动脉栓塞前 5 B !周，
通过腺相关病毒预先将 "#$% 基因转移到兔的纹
状体内，可适度减缓脑卒中时神经元的死亡。CD7EF>
等 & ! (将 "#$%基因修饰的原代培养的成纤维细胞移
植于受损的脊髓束后，可刺激发芽，拯救丢失和萎缩

的运动红核神经元，并能使之再生。最近 GFH@?<I?

等 & . (将 "#$%基因修饰的施沃恩细胞移植于营养不
良的视网膜上，取得令人满意得疗效。以上研究表明

通过 "#$% 基因转移来治疗神经系统疾病具有较
好的应用前景。

我们尝试将 "#$%基因导入淋巴细胞，期望利
用其在神经系统疾病状态下易通过血脑屏障，且可

在损伤部位聚集的特性 & , (，通过静脉注射移植入脑，

实现 "#$%基因的非损伤性脑内转移。J@FK?@等 & # (

曾通过逆转录病毒将 $&% 基因导入淋巴细胞而透
过血脑屏障，提示将 "#$%基因导入淋巴细胞，实
现 "#$%基因的非损伤性脑内转移是可行的。
氧化应激能诱导神经细胞凋亡，是造成中枢损

伤后继发性病理损害的主要机制之一 & * (。在中枢神

经系统继发性损害过程中，由于损伤组织缺血、缺氧

等继发病理改变，造成组织内氧自由基产生增加，清

除能力下降，导致氧自由基聚集。大量的实验证明氧

化应激能引起多巴胺能神经元凋亡 &’0 (，在帕金森病患

者的脑内，活性氧一个重要的来源就是多巴胺，这种

神经递质通过自氧化或酶代谢而生成自由基 & ’’ (。越

来越多的实验证实多巴胺不仅可作为一种神经递

质，而且还可作为一种神经毒参与神经退行性病

变 & ’" (。

我们前段工作表明 "#$% 基因修饰的淋巴细
胞能高表达和分泌具有生物活性的 819:蛋白 & ) (。

它能否具有抗神经细胞氧化应激损伤的作用呢？本

研究以 L"M"和 12损伤 34’"细胞为氧化应激损伤
神经细胞模型，探讨了其对氧化应激损伤神经细胞

的保护作用。结果显示，"#$%基因修饰淋巴细胞的
培养上清不仅可明显减弱 L"M"和 12对 34’"细胞
生长的抑制作用，还可显著抑制 L"M" 和 12 诱导
34’"细胞凋亡，表明 "#$%基因修饰的淋巴细胞的
上清对神经细胞具有拮抗氧化应激损伤的作用，这

为进一步探讨 "#$% 基因修饰淋巴细胞非损伤性
脑内转移而进行 49N 损伤的基因治疗提供了有意
义的实验依据。
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