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施万细胞（5>?@ABB >C((D 5=E）是构成外周神经
髓鞘的神经胶质细胞，它自身能分泌多种神经营养

类物质 F G H 。现普遍认为 5=E的存在是外周神经能够
再生的一个关键因素，实验也证明移植 5=E可以创
造有利于中枢神经再生的微环境 F ! H。本实验室曾发

现 5=E移植到 7G$全横断性脊髓损伤腔后可存活 I

个月，移植 5=E能提高大脑躯体感觉运动区内锥体
细胞层和脑干红核的神经元胞体存活率，促进神经

纤维再生和后肢功能恢复 F ID # H。然而，人们并不满足

于单纯 5=E移植所发挥的作用，希望它在基因治疗
中枢神经损伤中发挥靶细胞的作用。神经营养素 8I
（BC,J’KJ’L?MB8ID *78I）具有较广泛的生物学活性，
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摘 要R【目的】构建神经营养素 8I（*78I）基因转染的施万细胞。【方法】*78I基因重组腺病毒（2WX*78I）扩
增、纯化和测定后，转染体外培养的施万细胞（5=E）。用免疫细胞化学和 93:52方法分别检测 *78I 基因转染 5=E
的 *78I表达及培养液中 *78I 的含量。 【结果】实验中获得的 2WX*78I中外源基因序列与大鼠 *78I的 <*2序
列完全一致，与未基因转染 5=E相比，*78I 基因转染 5=E的 *78I 阳性增强，培养液中 *78I含量增高。【结论】通
过腺病毒介导可以获得 *78I 过量表达的基因转染 5=E。
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在神经再生过程发挥重要作用。它能有效地促进轴

突损伤神经元的存活，抑制神经元萎缩，能促进运

动神经纤维再生，对感觉神经纤维再生也有一定作

用 & #%’ (。 本研究拟通过腺病毒介导获得 )*%!基因
转染的 +,-，为下一步移植治疗中枢神经损伤奠定
基础。

. 材料与方法

./ . 主要试剂及动物
012)*%!、0123456和复制缺陷性重组腺病毒

载体包装细胞系 78!细胞 （人胚肾细胞系）由中山
大学肿瘤防治研究中心黄文林教授提供。9%:4;
（+4<:=<公司），兔抗大鼠 )*%多克隆抗体 （北
京中山生物公司），>?@ 标记山羊抗兔 A:B （北
京中山生物公司），+0C, 免疫组织化学试剂盒
（武汉博士德公司），+D新生大鼠 （中山大学实
验动物中心）。

./ 7 方 法

./ 7/ . )*%! 基因及 3456 报告基因腺病毒载体
（012)*%! 及 0123456）的扩增、纯化及测定 扩
增：取 78!细胞进行传代培养，当 78!细胞长至约
8"E时接种腺病毒：加入用无血清病毒培养液稀释
的腺病毒 （012)*%! 或 0123456），7 F 后加含 #"
G3 H 3 IC+的病毒培养液继续培养 !J K LM F。收集
细胞，加病毒保存液，液氮冷冻 !" GN<，流水解
冻，反复冻融 ! 次将 78! 细胞裂解以释放出腺病
毒，. """ O !离心 7" GN<去沉淀。重复上述步骤多
次以获得含有大量 012)*%! 或 0123456的细胞裂
解液。纯化：上述细胞裂解液上清轻轻加入 ,-,;梯
度离心管上层，.M" """ O !离心 8" GN<后可见在
离心管下 7 H ! 处有明显的白色病毒带，用注射针
头从离心管侧壁扎入吸出病毒液。再将病毒液移入

透析袋，浸入透析液，L P下透析 .7 F，中途换透析
液 7次。最后将纯化病毒液分装冻存于 Q ’" P备
用。测定：制备成 .# O ."L H G3的 78!细胞悬液，在
8J 孔培养板每孔加入细胞悬液 7"" !3，培养过
夜。将纯化的病毒液制成梯度稀释液。吸去 8J孔培
养板中原培养液，用 ?@RA .JL"培养液洗后加入病
毒稀释液，每个稀释度加 #个培养孔，每孔加 #"
!3。对照孔中则加无血清病毒培养液 #" !3。培养
7 F 后，各孔再加含 #" G3 H 3 IC+ 的病毒培养液
7"" !3继续培养，此后连续 .L 1每天观察并记录

各 孔 中 78! 细 胞 的 病 变 情 况 。 然 后 参 照
?SS1%RTS<5F法 & M ( 计算病毒的滴度。取少量 01%
2)*%! 或 0123456 感染病变的 78! 细胞分别进行
!%半乳糖苷酶组织化学 & M (和 )*%!免疫细胞化学鉴
定。

./ 7/ 7 012)*%!中 )*%!基因序列的测定 取少
量上述扩增纯化的 012)*%!进行基因测序，方法简
介如下：012)*%!1的 D)0提取；@,?扩增 D)0；电
泳检测 @,?产物；交上海博亚生物技术有限公司
测序。测序引物序列分别为：上游引物，#U%B,B
*00 ,,B 0B* 00B 0** *B%!U，下游引物，#U%BB*
,*, B*0 BB* ,00 BB* 0B%!U，上游引物，#U%,B,
0** B,0 B0B 0*0 0*%!U，下游引物，#U%B,* 0**
B*, **, ,,0 0*, ,%!U。
./ 7/ ! +,-的培养、纯化及鉴定 选用新生 . K 7
1的 +D新生鼠，消毒后取臂丛神经和坐骨神经，剥
去神经外膜，剪碎。用胶原酶和胰蛋白酶及 7""目
滤器过滤后制成 . O ."L H G3细胞悬液，移入经多
聚赖氨酸铺板的培养瓶，于 !’ P、体积分数 #E
,V7培养箱中进行培养。7" GN<后将未贴壁的细胞
移入另 .培养瓶，再过 7" GN<重复 .次。培养 7L F
后在培养液中加入终浓度为 ." Q #G=; H 3 的阿糖胞
苷作用 .7 F，细胞每 7 K ! 1更换培养液。当细胞长
至 8"E以上时用酶消化法进行细胞传代。取部分
细胞进行 +%.""免疫细胞化学鉴定。
./ 7/ L )*%! 基因转染 +,- 将培养纯化的 +,-
按每孔 # O ."! 个细胞接种到经多聚赖氨酸铺板的

7L孔培养板，培养 7L F后接种 0123456。方法如
下：用无血清病毒培养液将 0123456制成梯度稀释
液，将培养板各孔内原培养液吸去，用无血清 .JL"
培养液洗 7次，每孔加入 0123456稀释液 ."" !3，
培养 ! F后吸去 0123456稀释液，加 7"" !3含体
积分数 ."E IC+ 的 DRWR H I.7 培养液继续培养
LM F 。然后进行 !%半乳糖苷酶组织化学显色，在显
微镜下观察计数。根据 +,-形态保持完好且 !%半
乳糖苷酶阳性率达到 8"E K 8#E的培养孔的腺病
毒用量接种 012)*%!。然后取部分 )*%!基因转染
的 +,-和未经转染的 +,-进行 )*%!免疫细胞化学
鉴定。

./ 7/ # W3A+0 法检测 )*%!基因转染 +,-培养液
中 )*%!的含量 将培养纯化的 +,-按每孔 # O ."!

个细胞接种到经多聚赖氨酸铺板的 7L 孔培养板，
培养 7L F后按上述方法接种 012)*%!，基因转染后
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继续培养 ( )，中途不换液。以等量 *+,不进行基
因转染，同条件培养作对照。( ) 后吸出培养液
-( """ . !离心 !" /01，取上清作为抗原进行间接
234*5检测。方法如下：在 6#孔可拆酶标板中用碳
酸盐缓冲液（"7 "- /89 : 3，;< 67 #）包被抗原 $=>?!
基因转染 *+,或正常 *+,的培养液上清 %，其中每
孔加碳酸盐缓冲液 -’" !3，培养液上清 ’" !3@ !A
B过夜；"7 "- /89 : 3 CD*?>EFF1&" 洗 ! 次每次 ’
/01；用含 -" /3 : 3 GD*的 "7 "- /89 : 3 CD*?>EFF1
&"封闭，-"" !3 :孔，!A B温育 - H；"7 "- /89 : 3
CD*?>EFF1&" 洗 !次每次 ’ /01；加 -I (""兔抗大鼠
=>?!抗体，-"" !3 :孔，!A B温育 & H；"7 "- /89 : 3
CD*?>EFF1&" 洗 ’ /01 . !次；加 -I & """ <JC标
记山羊抗兔 4KL@ -"" !3 :孔，!A B温育 & H；"7 "-
/89 : 3 CD*?>EFF1&" 洗 ’ /01 . !次；加 MCN底物
液，-"" !3 :孔，!A B温育 !" /01O 加 & /89 : 3 的
<&*M( ’" !3 :孔终止反应；酶联免疫检测仪 （波长
(6" 1/）测吸光度值。阴性对照：用普通 NP2P :
G-& 培养液代替 =>?!基因转染 *+,或正常 *+,的
培养液上清，或用 "7 "- /89 : 3 CD*?>EFF1&"代替
=>?!抗体。
-7 ! 统计学处理
所得数据用 *C**-"7 "进行单因素方差分析。

& 结 果

&7 - !"#细胞在腺病毒扩增时的变化及 $%&#基
因和 ’()*基因的表达

&6!细胞在正常培养条件下贴壁生长，增殖迅
速，大部分细胞有 !个短小突起，另一些有 &个或
多个突起（图 -）。接种腺病毒后，&6!细胞逐渐突起
回缩、变圆、脱壁、并变得肿胀而透亮（图 &）。接种
了 5)Q=>?! 的 &6! 细胞经免疫组织化学显示呈
=>?!阳性（图 !），接种了 5)Q3RST的 &6!细胞经 "?
半乳糖苷酶酶组织化学显示呈 !?半乳糖苷酶阳性
（图 (）。
&7 & +,-$%&#基因测序结果
经测序，结果显示本研究扩增、纯化所获得

5)Q=>?! 中携带的外源基因的 N=5 序列与大鼠
=>?!的 N=5序列完全一致。
&7 ! ./0的鉴定
本实验获得的第二代培养细胞中绝大部分为

轮廓清晰，胞核明显，体积小的长梭形细胞。少量细

胞为轮廓不清晰，胞核浅淡，体积大而不规则 （图

’）。*?-""免疫细胞化学显示前者为 *?-""阳性（图
#），经计数，本实验获得的第二代 *+,的纯度可达
到 6"U V 6’U。
&7 ( ’()*基因及 $%&#基因在 ./0的表达
用 5)Q3RST 转染的 *+, 酶组织化学显示有

6"U以上的细胞可呈 !?半乳糖苷酶阳性（图 A）。经
=>?!免疫细胞化学显示，未经 5)Q=>?!转染的正
常 *+,呈 =>?!弱阳性 （图 W），而经 5)Q=>?!转染
后的 *+, =>?!阳性表达明显增强（图 6）。
&7 ’ 1’2.+ 检测结果
经 234*5 检测，未经细胞培养的普通培养液、

*+, 培养液及经 5)Q=>?! 转染 *+, 培养液的吸光
度值分别为 "7 #W X "7 "-、&7 -( X "7 "’ 和 &7 ’- X
"7 -&。它们之间均有极显著性差异（" Y "7 "-）。

! 讨 论
腺病毒 $ R)F18Q0Z[, % 是一种无包膜的 N=5病

毒。基因组为约 !# \]的线状双链 N=5。分为早期
基因和晚期基因两部分，其中早期基因有 29、2&、
2!和 2(等 (种。早期基因 29R、2-]表达其它早期
基因表达所必需的蛋白质，早期基因 2&表达的蛋
白质是晚期基因表达的反式因子和病毒复制必需

的因子。晚期基因主要表达病毒的结构蛋白。通过

缺损 29基因，腺病毒可以作为基因转移的载体。29
复制缺陷腺病毒在普通细胞中不能复制形成病毒

粒子而包装细胞如人胚肾 &6! 细胞系染色体上整
合了腺病毒左臂完整的 29区，29R、2-]的表达产物
可为腺病毒的复制提供反式因子。通过重组将外源

的治疗基因插入在 29基因位置，在 29启动子或异
源启动子的驱动下即可进行表达外源基因。腺病毒

载体的优点是：具有较广的敏感谱，既能转染分裂

细胞，也可以用于转染分化后非分裂状态的细胞，

能获得较高的转导效率；无外源基因插入靶细胞基

因组引起基因突变的危险故可采用高滴度。由于腺

病毒携带的基因组主要以游离附加体形式存在于

细胞质，不能整合到靶细胞的基因组，所以一般认

为不能形成永久性的基因表达。

-66A年 30[ 等 ^ 6 _ 将携带报告基因的腺病毒注

射到成年大鼠脊髓内，发现注射处附近有大量细胞

被转染，不少细胞直到 & 个月仍有报告基因的表
达。-66W年 38[等 ^ -" _也成功地利用腺病毒将 DS9?&
基因导入到损伤后的脊髓组织中的细胞。同年
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&’()*等 + ,, - 将脊髓大鼠脊髓 ./ 0 .1脊神经切断，
然后向脊髓前角注射含 23%!基因的腺病毒，注射
后 / 0 /" 4，大量胶质细胞和运动神经元能表达
23%!。以上实验提示腺病毒可以介导外源基因转染
在体的神经元和神经胶质细胞，并能在靶细胞较长

时期的表达外源基因产物。

本研究结果显示，经 546.(7& 转染的 89: 有
;"<以上呈 !%半乳糖苷酶阳性表达。54623%!转
染的 89:经免疫细胞化学显示其 23%!阳性比未转
染的正常 89:表达明显增强，=.>85结果也是 54%
623%! 转染的 89:的培养液中 23%! 的含量明显高
于未转染的正常 89:。本实验结果提示经重组腺病
毒载体介导能较好地将外源 23%! 基因转染到 89:
中并能表达其基因产物。下一步将其移植到脊髓损

伤处，我们希望过量表达 23%!的基因转染 89:能
更好地促进脊髓内受损伤神经元的存活及其轴突

再生。
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