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摘要
目的:构建过表达睫状神经营养因子(ＣＮＴＦ)的腺病毒ꎬ利
用腺病毒载体转染骨髓间充质干细胞ꎬ使其在体外持续高
效表达 ＣＮＴＦꎬ为视网膜病变的体外研究提供新途径ꎮ
方法:构建空载 ＧＦＰ－腺病毒及 ＣＮＴＦ－腺病毒ꎬ取第 ３ 代
ＢＭＳＣｓ 用于转染实验ꎬ分为 ３ 组:空白对照组(未转染腺
病毒组)、阴性对照组( ＧＦＰ －腺病毒转染组) 和实验组
(ＣＮＴＦ－腺病毒转染组)ꎮ ＥＬＩＳＡ 测转染后 １、２、３ｄ 各组上
清液的 ＣＮＴＦ 蛋白分泌量ꎮ
结果:成功构建空载 ＧＦＰ－腺病毒及 ＣＮＴＦ－腺病毒ꎬ 实验
组的 ＣＮＴＦ 表达量明显高于空白对照组和阴性对照组ꎬ差
异具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:利用腺病毒载体可使 ＢＭＳＣｓ 在体外持续高效表达
ＣＮＴＦꎮ
关键词:骨髓间充质干细胞ꎻ睫状神经营养因子ꎻ视网膜病
变ꎻ腺病毒
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０引言
骨髓间充质干细胞 ( ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓꎬＢＭＳＣｓ)是一类存在于骨髓间质组织中的成体干细
胞ꎬ来源广泛、易培养ꎬ可高效扩增ꎬ进行自体移植无伦理
争议及免疫排斥ꎬ是移植治疗病变视网膜的种子细胞ꎮ 近
年来ꎬ干细胞治疗视网膜病变的研究和试验已获得一定的
进展ꎬ其中间充质干细胞(ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＭＳＣｓ)
最引人注目ꎮ ＭＳＣｓ 是来源于中胚层的成体干细胞ꎬ其视
网膜保护机制主要有:(１)细胞替代治疗:ＭＳＣｓ 在特定微
环境中可被诱导分化为视网膜细胞ꎬ在一定程度上起到替
代作用[１]ꎬ从而达到治疗目的ꎻ(２)旁分泌作用:ＭＳＣｓ 可
以分泌睫状神经营养因子 ( ｃｉｌｉａｒｙ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎬ

９３０２

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２０ꎬ Ｎｏ.１２ Ｄｅｃ. ２０２０　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



ＣＮＴＦ)、脑源性神经营养因子( ｂｒａｉｎ－ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｆａｃｔｏｒꎬ ＢＤＮＦ)等多种神经营养因子ꎬ调节周围受损组织的
微环境ꎬ激活靶器官的修复机制ꎬ抑制视网膜细胞凋亡[２]ꎻ
(３) 调控血管生成的微环境ꎬ抑制新生血管的大量产
生[３]ꎻ(４)促进视网膜形成新的突触连接和信号转导ꎬ提
高视功能[４]ꎻ(５)ＭＳＣｓ 还具有免疫调节能力ꎬ抑制炎症因
子的释放[５－６]ꎬ自体或异体移植后无免疫排斥反应ꎬ并且
在体内移植后归巢至受损靶组织[７]ꎮ Ｔｒａｃｙ 等[８]利用基因
修饰的 ＭＳＣｓ 过表达可溶性溶酶体酶来治疗因 ＰＰＴ－１ 基
因突变引起的溶酶体酶缺陷性视网膜变性ꎬ并未观察到
ＭＳＣｓ 在玻璃体发生增殖或侵袭ꎬ说明基因修饰的 ＭＳＣｓ
在眼内长期分泌所需蛋白治疗视网膜变性是一种安全可
靠的方法ꎮ 还有其他研究表明 ＭＳＣｓ 是良好的基因载
体[９－１１]ꎮ 由此可见ꎬ基因修饰的 ＭＳＣｓ 在视网膜病变研究
中展现出广阔的应用前景ꎮ 本研究拟通过腺病毒载体修
饰 ＢＭＳＣｓꎬ使其过表达 ＣＮＴＦꎬ为视网膜病变的体外研究提
供新途径ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 大鼠骨髓间充质干细胞(广州赛业)ꎬ大鼠骨髓
间充质干细胞完全培养液(广州赛业)ꎬ０.２５％胰酶(美国
Ｇｉｂｃｏ)ꎬ２９３Ａ 细胞(上海汉恒生物)ꎬ载体 ｐＨＢＡｄ－ＭＣＭＶ－
ＧＦＰ ( 上 海 汉 恒 生 物 )ꎬ 大 肠 杆 菌 菌 株 ＤＨ５α ( 北 京
Ｔｉａｎｇｅｎ)ꎬ限制性内切酶(美国 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ)ꎬＴ４ 连接酶(美
国 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ)ꎬ质粒 ＤＮＡ 小、大量抽提试剂盒(北京康为
世纪)ꎬ凝胶回收试剂盒(美国 Ａｘｙｇｅｎ)ꎬ琼脂糖、琼脂粉
(法国 Ｂｉｏｗｅｓｔ)ꎬＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ(美国 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ)ꎬ一次性培养
瓶 / 培养皿(美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ)ꎬＥＬＩＳＡ 试剂盒(英国 Ａｂｃａｍ)ꎮ
ＰＣＲ 仪(美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ)ꎬ紫外分光光度计(美国
Ｂｅｃｋｍａｎ)ꎬＤＮＡ 电泳仪(美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ)ꎬ凝胶分
析仪(美国 Ｂｉｏ Ｒａｄ)ꎬ荧光显微镜(日本奥林巴斯)ꎬ酶标
仪(美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ)ꎮ
１.２方法
１.２.１大鼠骨髓间充质干细胞的培养及传代 　 ＢＭＳＣｓ 以
５×１０５个 / 皿密度接种于 １０ｃｍ 培养皿ꎬ每盘加入完全培养
液 １０ｍＬꎬ置于 ３７℃、５％ＣＯ２和 ９５％相对湿度的培养箱中
培养ꎬ每 ２ｄ 进行换液ꎬ当细胞密度超过 ８０％时进行传代ꎮ
吸除培养皿内旧培养液ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 遍ꎬ加入 ０.２５％胰
酶 １ｍＬꎬ放入培养箱内孵育 １ｍｉｎ 后ꎬ把培养皿放置在倒置
显微镜下进行观察ꎬ发现胞质回缩变圆时ꎬ应立即用等量
完全培养液终止消化ꎬ反复吹打ꎬ形成细胞悬液ꎬ以 １∶ ２ 传
代接种在新培养皿内ꎬ传代后间隔 ２ｄ 换液ꎬ直至细胞生长
至 ８０％汇合后ꎬ继续传代ꎬ如此反复ꎬ取第 ３ 代细胞用于后
续实验ꎮ
１.２.２腺病毒包装和扩增及纯化　 (１)目的基因片段的获
取:根据 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 上大鼠 ＣＮＴＦ 基因(ＮＭ＿０１３１６６.１)编码
区(ＣＤＳ)ꎬ委托基因公司化学合成目的基因ꎬ ｐＨＢＡｄ －
ＭＣＭＶ－ＧＦＰ 载体用 ＢａｍＨ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ｉ 双酶切(酶切体系
含载体、ＢａｍＨ Ｉ、ＥｃｏＲ Ｉ、１０×ｂｕｆｆｅｒ 和水)ꎬ载体酶切完成后
胶回收ꎮ (２)合成的序列载体用 ＢａｍＨ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ｉ 双酶切
获得 ＣＮＴＦ 片段ꎬ目的片段与载体连接ꎬ酶切完成后胶回
收ꎮ (３)转化感受态细胞:事先准备好用于包装病毒的
２９３Ａ 细胞和病毒质粒ꎬ转染每个直径为 ６ｃｍ 的培养皿ꎬ
ｃｏｍｐｌｅｘ 成分:穿梭质粒 ２μｇꎬｐ－ＢＨＧ(ｄｅｌｔａ)Ｅ１ꎬ３ ｃｒｅ ４μｇꎮ
Ｏｐｔｉ ＭＥＭ 在 ３７℃水浴中预热ꎬＬｉｐｏｆｉｔｅｒ ＴＭ 转染试剂恢复

至室温后使用ꎬ使用前摇匀ꎬ抗性:Ａｍｐꎬ３７℃ 培养过夜ꎮ
转染后 ６ｈ 换新鲜培养液ꎮ (４)病毒的收集:病毒收集前
观察病毒空斑是否形成ꎬ为限制病毒的扩散及空斑更好的
形成ꎬ在培养液中加入琼脂糖ꎬ空斑形成后连着琼脂糖一
起将空斑挑起ꎬ放入新鲜培养基中过夜ꎮ 转化后的 ＣＮＴＦ
平板挑菌ꎬ３７℃ꎬ２５０ｒ / ｍｉｎ 摇菌 １４ｈꎬ菌液进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ
并将阳性克隆菌液送基因公司测序ꎮ (５)病毒的扩增:将
培养基中病毒加入新鲜 ２９３Ａ 细胞培养液中进行病毒少
量扩增ꎮ 至细胞再次出现空斑ꎬ收集细胞及上清ꎬ反复冻
融三次收集病毒ꎬ以此病毒为 Ｐ１ 代病毒ꎬ以 Ｐ１ 代腺病毒
感染 ２９３Ａ 细胞ꎬ连续进行三代感染ꎬ至 Ｐ４ 代进行腺病毒
的大量扩增ꎬ待空斑形成后收集病毒并对病毒进行体外纯
化和浓缩ꎮ (６)病毒的纯化:采用 ＣｓＣｌ 密度梯度离心－透
析联用法纯化病毒ꎬ ＣｓＣｌ 梯度的制备方法如下:加入
２.０ｍＬ密度为 １.４０ｇ / ｍＬ 的 ＣｓＣｌ 溶液ꎬ然后缓慢加入 ３.０ｍＬ
密度为 １.３０ｇ / ｍＬ 的 ＣｓＣｌ 溶液ꎬ再加入 ５ｍＬ 的病毒悬浮
液ꎬ透析袋使用前用 １０ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＥＤＴＡ－Ｎａ２煮沸 １０ｍｉｎꎬ
２００００ｒ / ｍｉｎ 室温离心 ２ｈꎬ收集密度在 １.３ ~ １.４ｇ / ｍＬ 的病
毒条带至透析袋中ꎬ配制透析缓冲液:５０ｇ 蔗糖ꎬ１０ｍＬ
１ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌꎬｐＨ８.０ꎬ２ｍＬ １ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２定容至 １Ｌꎬ
在透析缓冲液 ４℃搅拌透析过夜ꎬ中间换一次透析液ꎮ 收
集病毒ꎬ测定病毒滴度ꎮ (７)病毒重悬和保存:５００μＬ 的
ＰＢＳ 重悬病毒沉淀ꎬ置于－８０℃保存备用ꎮ
１.２.３腺病毒感染 ＢＭＳＣｓ　 取第 ３ 代生长良好的 ＢＭＳＣｓꎬ
以 ２ × １０４ 个 / ｍＬ 的密度接种于 ２４ 孔板中ꎬ每孔加入
０.５ｍＬꎬ培养 １８ｈ 后细胞融合率约 ５０％ ~ ６０％ꎬ每孔更换为
新鲜完全培养液 １ｍＬꎬ调整腺病毒感染复数(ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ＭＯＩ)为 １０ꎬ加入稀释好的腺病毒液ꎬ轻晃混匀ꎬ
继续感染 ７ｈ 后ꎬＰＢＳ 洗 ３ 遍ꎬ更换为新鲜完全培养液ꎮ
１.２.４ ＥＬＩＳＡ检测细胞上清液中 ＣＮＴＦ 分泌水平 　 调整
ＢＭＳＣｓ 密度ꎬ按 ２×１０４个 / 孔的密度接种于 ６ 孔板ꎬ２４ｈ 后
细胞约为 ５×１０４个 / 孔ꎬ更换不含青霉素－链霉素和胎牛血
清的新鲜培养基ꎬ１ｍＬ / 孔ꎻ设置三组:空白对照组(未转染
腺病毒组)、ＧＦＰ－ＢＭＳＣｓ 组(空载腺病毒感染ꎬ病毒滴度
２×１０１０ＴＵ / ｍＬꎬＭＯＩ＝ ２００)、ＣＮＴＦ－ＢＭＳＣｓ 组(ＣＮＴＦ 腺病毒
感染ꎬ病毒滴度 １０１０ＴＵ / ｍＬꎬＭＯＩ＝ ２００)ꎬ感染 ７ｈ 后 ＰＢＳ 洗
３ 次ꎬ１ｍＬ / 孔全量更换培养液ꎬ更换为含 ＦＢＳ 和青霉素－
链霉素的大鼠 ＢＭＳＣｓ 完全培养液ꎬ１、２、３ｄ 后收集各组细
胞上清液ꎬ２０００ｒ / ｍｉｎ 离心 ２０ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ按照 ＥＬＩＳＡ
试剂盒操作说明书测定各组上清液中 ＣＮＴＦ 的蛋白浓度ꎮ
比较三组上清液中 ＣＮＴＦ 的蛋白浓度ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２０. ０ 统计软件进行分析ꎬ
ＣＮＴＦ 蛋白浓度以 ｘ±ｓ 表示ꎬ各组在不同时间点 ＣＮＴＦ 蛋
白浓度的比较用重复测量方差分析ꎬ并行正态性检验及方
差球形检验ꎬ若存在时间差异或组间差异ꎬ组间两两比较
采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１合成的目的基因序列　 合成的目的基因为含有 ＣＮＴＦ
序列的 ｐＨＢＡｄ－ＭＣＭＶ－ＧＦＰ 载体ꎬｇｇａｔｃｃ 及 ｇａａｔｔｃ 分别为
ＢａｍＨ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ｉ 酶切位点ꎬ目的基因序列如下:

ｇｇａｔｃｃＡＴＧＧＣＴＴＴＣＧＣＡＧＡＧＣＡＡＡＣＡＣＣＴＣＴＧＡＣＣＣＴＴ
ＣＡＣＣＧＣＣＧＧＧＡＣＣＴＣＴＧＴＡＧＣＣＧＴＴＣＴＡＴＣＴＧＧＣＴＡＧＣＡＡ
ＧＧＡＡＧＡＴＴＣＧＴＴＣＡＧＡＣＣＴＧＡＣＴＧＣＴＣＴＴＡＴＧＧＡＡＴＣＴＴＡ
ＴＧＴＡＡＡＡＣＡＴＣＡＧＧＧＣＣＴＧＡＡＴＡＡＡＡＡＴＡＴＣＡＡＣＣＴＴＧＡＣ
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图 １ 　 ｐＨＢＡｄ－ＭＣＭＶ－ＧＦＰ 载体胶回收结果 　 Ｌａｎｅ１:ＤＮＡ
ＭａｒｋｅｒꎬＬａｎｅ２~５:ｐＨＢＡｄ－ＭＣＭＶ－ＧＦＰ 载体ꎮ

图 ２　 合成载体双酶切胶回收结果 　 Ｌａｎｅ１:ＣＮＴＦ 合成载体双
酶切产物ꎬ上方为 ＧＶ２８７ 载体ꎬ下方为 ＣＮＴＦ 基因ꎻＬａｎｅ２:ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒꎮ

ＴＣＡＧＴＧＧＡＴＧＧＴＧＴＡＣＣＡＧＴＧＧＣＡＡＧＣＡＣＴＧＡＴＣＧＴＴＧＧＡ
ＧＴＧＡＧＡＴＧＡＣＴＧＡＧＧＣＡＧＡＧＣＧＡＣＴＣＣＡＡＧＡＧＡＡＣＣＴＣＣ
ＡＧＧＣＴＴＡＣＣＧＴＡＣＣＴＴＣＣＡＡＧＧＧＡＴＧＴＴＡＡＣＣＡＡＧＣＴＣＴＴ
ＡＧＡＡＧＡＣＣＡＧＡＧＡＧＴＡＣＡＴＴＴＣＡＣＣＣＣＡＡＣＴＧＡＡＧＧＴＧＡ
ＣＴＴＣＣＡＴＣＡＧＧＣＡＡＴＡＣＡＴＡＣＴＣＴＴＡＴＧＣＴＣＣＡＡＧＴＴＴＣＴ
ＧＣＣＴＴＴＧＣＣＴＡＣＣＡＧＣＴＡＧＡＧＧＡＧＴＴＡＡＴＧＧＴＧＣＴＴＣＴＧＧ
ＡＡＣＡＧＡＡＧＡＴＣＣＣＴＧＡＡＡＡＴＧＡＧＧＣＴＧＡＴＧＧＧＡＴＧＣＣＴＧ
ＣＣＡＣＡＧＴＴＧＧＡＧＡＴＧＧＴＧＧＴＣＴＣＴＴＴＧＡＧＡＡＧＡＡＧＣＴＡＴ
ＧＧＧＧＣＴＴＧＡＡＧＧＴＣＣＴＴＣＡＡＧＡＧＣＴＣＴＣＡＣＡＧＴＧＧＡＣＴＧ
ＴＧＡＧＧＴＣＴＡＴＣＣＡＴＧＡＣＣＴＴＣＧＴＧＴＣＡＴＴＴＣＴＴＣＴＣＡＴＣＡ
ＧＡＴＧＧＧＡＡＴＣＴＣＡＧＣＡＣＴＴＧＡＧＡＧＣＣＡＴＴＡＴＧＧＧＧＣＣＡＡ
ＡＧＡＴＡＡＧＣＡＧＡＴＧＴＡＧｇａａｔｔｃꎮ
２.２ 含有 ＣＮＴＦ 的 ｐＨＢＡｄ－ＭＣＭＶ－ＧＦＰ 载体酶切回收
结果　 含有 ＣＮＴＦ 的 ｐＨＢＡｄ－ＭＣＭＶ－ＧＦＰ 载体酶切后得
到约 ５５００ｂｐ 大小的产物ꎬ如图 １ Ｌａｎｅ２ ~ ５ 所示ꎬ 与
ｐＨＢＡｄ－ＭＣＭＶ－ＧＦＰ载体大小一致ꎮ
２.３合成的序列载体用 ＢａｍＨ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ｉ 双酶切获得
ＣＮＴＦ 片段并且酶切完成后胶回收　 合成的序列用 ＢａｍＨ
Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ｉ 进行双酶切ꎬ获得约 ５５００ｂｐ 及 ６００ｂｐ 大小的
产物(图 ２ꎬＬａｎｅ１)ꎬ分别与载体和 ＣＮＴＦ 大小一致ꎬ说明目
的基因构建成功ꎮ
２.４ ＣＮＴＦ 单克隆 ＰＣＲ 鉴定结果 　 用通用引物对 ＣＮＴＦ
单克隆进行 ＰＣＲ 检测ꎬ得到的目的基因比 ＣＮＴＦ 大 ２００ｂｐ
左右(图 ３ꎬＬａｎｅ２ ~ ７)ꎬ与引物大小一致ꎬ说明 ＣＮＴＦ 单克
隆构建成功ꎮ
２.５ ｐＨＢＡｄ－ＭＣＭＶ－ＧＦＰ－ ＣＮＴＦ 重组载体测序结果 　
ＣＮＴＦ 过表达载体测序结果:

图 ３ 　 ＣＮＴＦ 单克隆 ＰＣＲ 鉴定结果 　 Ｌａｎｅ１: ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ
Ｌａｎｅ２~７:重组载体ꎮ

　 　 ＧＣＧＧＡＡＧＧＣＴＣＧＧＴＣＧＴＣＧＣＡＧＴＣＴＴＣＧＧＴＣＴＧＡＣＣＡ
ＣＣＧＴＡＧＡＡＣＧＣＡＧＡＴＣＧＡＡＴＴＡＡＧＣＴＴＧＧＧＣＴＧＣＡＧＧＴＣＧ
ＡＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＴＴＴＣＧＣＡＧＡＧＣＡＡＡＣＡＣＣＴＣＴ
ＧＡＣＣＣＴＴＣＡＣＣＧＣＣＧＧＧＡＣＣＴＣＴＧＴＡＧＣＣＧＴＴＣＴＡＴＣＴＧＧＣ
ＴＡＧＣＡＡＧＧＡＡＧＡＴＴＣＧＴＴＣＡＧＡＣＣＴＧＡＣＴＧＣＴＣＴＴＡＴＧＧＡＡ
ＴＣＴＴＡＴＧＴＡＡＡＡＣＡＴＣＡＧＧＧＣＣＴＧＡＡＴＡＡＡＡＡＴＡＴＣＡＡＣＣＴ
ＴＧＡＣＴＣＡＧＴＧＧＡＴＧＧＴＧＴＡＣＣＡＧＴＧＧＣＡＡＧＣＡＣＴＧＡＴＣＧＴＴ
ＧＧＡＧＴＧＡＧＡＴＧＡＣＴＧＡＧＧＣＡＧＡＧＣＧＡＣＴＣＣＡＡＧＡＧＡＡＣＣＴ
ＣＣＡＧＧＣＴＴＡＣＣＧＴＡＣＣＴＴＣＣＡＡＧＧＧＡＴＧＴＴＡＡＣＣＡＡＧＣＴＣＴ
ＴＡＧＡＡＧＡＣＣＡＧＡＧＡＧＴＡＣＡＴＴＴＣＡＣＣＣＣＡＡＣＴＧＡＡＧＧＴＧＡ
ＣＴＴＣＣＡＴＣＡＧＧＣＡＡＴＡＣＡＴＡＣＴＣＴＴＡＴＧＣＴＣＣＡＡＧＴＴＴＣＴＧ
ＣＣＴＴＴＧＣＣＴＡＣＣＡＧＣＴＡＧＡＧＧＡＧＴＴＡＡＴＧＧＴＧＣＴＴＣＴＧＧＡＡ
ＣＡＧＡＡＧＡＴＣＣＣＴＧＡＡＡＡＴＧＡＧＧＣＴＧＡＴＧＧＧＡＴＧＣＣＴＧＣＣＡ
ＣＡＧＴＴＧＧＡＧＡＴＧＧＴＧＧＴＣＴＣＴＴＴＧＡＧＡＡＧＡＡＧＣＴＡＴＧＧＧＧ
ＣＴＴＧＡＡＧＧＴＣＣＴＴＣＡＡＧＡＧＣＴＣＴＣＡＣＡＧＴＧＧＡＣＴＧＴＧＡＧＧ
ＴＣＴＡＴＣＣＡＴＧＡＣＣＴＴＣＧＴＧＴＣＡＴＴＴＣＴＴＣＴＣＡＴＣＡＧＡＴＧＧＧ
ＡＡＴＣＴＣＡＧＣＡＣＴＴＧＡＧＡＧＣＣＡＴＴＡＴＧＧＧＧＣＣＡＡＡＧＡＴＡＡＧ
ＣＡＧＡＴＧＴＡＧＧＡＡＴＴＣＡＧＡＴＣＴＧＧＴＡＣＣＧＴＣＧＡＣＧＣＧＧＣＣＧ
ＣＴＣＧＡＧＣＣＧＡＴＡＴＣＡＴＡＡＣＣＧＴＡＴＴＡＣＣＧＣＣＡＴＧＣＡＴＴＡＧＴ
ＴＡＴＴＡＡＴＡＧＴＡＡＴＣＡＡＴＴＡＣＧＧＧＧＴＣＡＴＴＡＧＴＴＣＡＴＡＧＣＣＣ
ＡＴＡＴＡＴＧＧＡＧＴＴＣＣＧＣＧＴＴＡＣＡＴＡＡＣＴＴＡＣＧＧＴＡＡＡＴＧＧＣＣ
ＣＧＣＣＴＧＧＣＴＧＡＣＣＧＣＣＣＡＡＣＧＡＣＣＣＣＣＧＣＣＣＡＴＴＧＡＣＧＴＣ
ＡＡＴＡＡＴＧＡＣＧＴＡＴＧＴＴＣＣＣＡＴＡＧＴＡＡＣＧＣＣＡＡＴＡＧＧＧＡＣＴＴ
ＴＣＣＡＴＴＧＡＣＧＴＣＡＡＴＧＧＧＴＧＧＡＧＴＡＴＴＴＡＣＧＧＴＡＡＡＣＴＧＣＣ
ＣＡＣＴＴＧＧＣＡＧＴＡＣＡＴＣＡＡＧＴＧＴＡＴＣＡＴＡＴＧꎮ 测序结果比
对显示:阳性克隆中的序列与 ＣＮＴＦ 上(ＮＭ＿０１３１６６.１)的
ＣＤＳ 区完全一致(图 ４ꎬ绿色标记部分)ꎬ表明克隆成功ꎮ
２.６ 各组在不同时间点上清液的 ＣＮＴＦ 蛋白浓度 　 腺病
毒转染后 １、２、３ｄꎬ检测三个组的 ＣＮＴＦ 蛋白浓度(表 ３)ꎮ
结果表明ꎬ各组在不同时间点 ＣＮＴＦ 蛋白浓度差异有统计
学意义(Ｆ时间 ＝ ２２６６. ２５０ꎬＰ时间 < ０. ００１ꎻＦ组间 ＝ １４９６９. ４９３ꎬ
Ｐ组间<０.００１ꎻＦ组间×时间 ＝ ３３３６.５０５ꎬＰ组间×时间 <０.００１)ꎮ １、２、３ｄ
各时间点ꎬ与空白对照组相比ꎬ实验组的 ＣＮＴＦ 蛋白浓度
上调ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与阴性对照组相
比ꎬ实验组的 ＣＮＴＦ 蛋白浓度上调ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎮ 在实验组内ꎬＣＮＴＦ 蛋白浓度随时间延长而提
高ꎬ差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ３ꎮ
３讨论

ＣＮＴＦ 对视网膜的保护机制主要有:(１)直接作用于
感光细胞[１２－１３]ꎬ阻止光感受器的变性和凋亡ꎻ(２) 激活
Ｍüｌｌｅｒ 细胞[１４]ꎬ使之分泌保护光感受器的神经营养因子ꎻ
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图 ４　 阳性克隆的测序结果分析ꎮ

表 ３　 各组在不同时间点上清液中的 ＣＮＴＦ蛋白浓度

(ｘ±ｓꎬｎｇ / ｍＬ)
组别 １ｄ ２ｄ ３ｄ
空白对照组 ７.５３±０.５６ ７.０１±０.６４ ５.７９±０.６６
阴性对照组 ９.３４±０.５５ ８.４４±０.６０ ４.７４±０.５４
实验组 ２７.０±０.７８ ４６.８９±０.９１ ７９.３５±１.２７

注:空白对照组:未转染腺病毒组ꎻ阴性对照组:ＧＦＰ－腺病毒转
染组ꎻ实验组:ＣＮＴＦ－腺病毒转染组ꎮ

(３)促进谷氨酸盐转运蛋白的合成或分布ꎬ提高谷氨酸盐

的处理效率ꎬ减少对视网膜神经元的兴奋毒性损伤[１５]ꎻ
(４)增强视网膜细胞对新陈代谢损害的抵抗力ꎬ提高视网
膜的应激能力[１５]ꎮ ＣＮＴＦ 可以促进动物视细胞的存

活[１６]ꎬ在变性视网膜中ꎬＣＮＴＦ 可以加快视锥细胞外段的

更新[１７]ꎬ还能抑制视网膜神经节细胞凋亡ꎬ其视网膜神经

保护功能已被广泛研究ꎮ 在啮齿类动物中ꎬ经玻璃体腔注
射 ＣＮＴＦ 蛋白可引起 Ｍüｌｌｅｒ 细胞和视网膜神经节细胞的
信号转导及转录活化因子 ３(ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ
ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３ꎬ ＳＴＡＴ３)磷酸化显著增加ꎬ而感光细胞的

ＳＴＡＴ３ 无明显改变[１５ꎬ １８]ꎮ 因此ꎬＣＮＴＦ 也有可能是间接通
过其他细胞ꎬ如 Ｍüｌｌｅｒ 细胞分泌细胞因子从而保护光感受

器ꎮ ＲＰＥ 细胞顶端存在 ＣＮＴＦ 受体复合物ꎬ提示 ＲＰＥ 细
胞可对 ＣＮＴＦ 产生应答[１９]ꎮ ＣＮＴＦ 可促进 ＲＰＥ 细胞存活ꎬ
加速光感受器的更新ꎬ促进 Ｍüｌｌｅｒ 细胞分泌神经营养因子
等ꎬ从而保护视网膜ꎮ 综上ꎬＣＮＴＦ 对视网膜的保护研究
具有重要意义ꎮ

使 ＢＭＳＣｓ 过表达 ＣＮＴＦꎬ可通过非病毒载体和病毒载
体ꎮ 非病毒载体表达时间短ꎬ对细胞转染率低并且不易保
存ꎮ 腺病毒载体构建周期短ꎬ转染时间短且转染率高ꎬ使
用方便ꎬ但不能整合到靶细胞基因组中[２０]ꎬ因此适合用作

短期的体外实验ꎮ 慢病毒可携带较大的基因片段ꎬ并整合
到靶细胞基因组中ꎬ可以在宿主内长期、高效稳定地表

达[２１－２２]ꎬ然而合成周期较长ꎬ扩增步骤繁琐ꎬ适用于较长

时间的体内实验ꎬ国内已有武晶晶等[２３] 利用慢病毒对
ＢＭＳＣｓ 进行基因修饰ꎬ使其过表达 ＣＮＴＦꎮ 单纯注射或单

剂量使用 ＣＮＴＦ 蛋白ꎬ药物半衰期短[２４]、浓度波动较大ꎬ为
使 ＣＮＴＦ 在体外高效稳定地表达ꎬ进一步研究过表达

ＣＮＴＦ 蛋白的 ＢＭＳＣｓ 在体外研究中对视网膜的保护作用ꎬ
我们成功构建了过表达 ＣＮＴＦ 的腺病毒ꎬ并利用病毒系统
感染 ＢＭＳＣｓꎬ使其持续高效表达 ＣＮＴＦ 成为可能ꎬ以期为

视网膜疾病的体外研究提供新思路ꎮ
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ａｃｔｉｖａｔｅｓ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓꎬ ｒｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｈｅｉｒ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ＧＬＡＳＴ ａｎｄ
ＧＬＴ－１ ｔｏ ｒａｆｔ ｍｉｃｒｏｄｏｍａｉｎｓꎬ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｈａｎｄｌｉｎｇ ｉｎ ｖｉｖｏ. Ｊ
Ｎｅｕｒｏｓｃｉ ２００６ꎻ２６(２２):５９７８－５９８９
１６ Ｍａｒａｎｇｏｎｉ Ｄꎬ Ｖｉｊａｙａｓａｒａｔｈｙ Ｃꎬ Ｂｕｓｈ ＲＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｒａｖｉｔｒｅａｌ Ｃｉｌｉａｒｙ
Ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ Ｆａｃｔｏｒ Ｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙ Ｉｍｐｒｏｖｅｓ Ｃｏｎｅ－Ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ａ
ＣＮＧＢ３－ / － Ｍｏｕｓｅ Ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ａｃｈｒｏｍａｔｏｐｓｉａ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ
２０１５ꎻ５６(１１):６８１０－６８２２
１７ Ｌｉ Ｙꎬ Ｔａｏ Ｗꎬ Ｌｕｏ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. ＣＮＴＦ ｉｎｄｕｃｅｓ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｅ ｏｕｔｅｒ
ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅ ２０１０ꎻ ５

(３):ｅ９４９５
１８ Ｗｅｎ Ｒꎬ Ｓｏｎｇ Ｙꎬ Ｋｊｅｌｌｓｔｒｏｍ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｏｄ
ｐｈｏｔｏｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｍａｃｈｉｎｅｒｙ ｂｙ ｃｉｌｉａｒｙ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ. Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ
２００６ꎻ２６(５２):１３５２３－１３５３０
１９ Ｌｉ Ｒꎬ Ｗｅｎ Ｒꎬ Ｂａｎｚｏｎ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. ＣＮＴＦ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｌｕｉｄ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ. ＰＬｏＳ
Ｏｎｅ ２０１１ꎻ６(９):ｅ２３１４８
２０ Ｐａｎ Ｙꎬ Ｙｉｎ Ｈꎬ Ｌｖ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｏｖｅｌ ｈｙｂｒｉｄ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ － ａｄｅｎｏ －
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ｒａｄｉｏｎｕｃｌｉｄｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ｉｍａｇｉｎｇ
ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ. Ａｐｐｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
２０１５ꎻ９９(３):１４１５－１４２６
２１ ＭｃＧｉｎｌｅｙ Ｌꎬ ＭｃＭａｈｏｎ Ｊꎬ Ｓｔｒａｐｐｅ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ＆ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎ ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｉｓｃｈａｅｍｉａ. Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ Ｔｈｅｒ ２０１１ꎻ２(２):１２
２２ Ｚｈｕ Ｑꎬ Ｌｉｕ Ｚꎬ Ｗａｎｇ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ－ｍｅｄｉａｔｅｄ ｇｒｏｗｔｈ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ－４３ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｍｐｒｏｖｅｓ
ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｏｐｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ ｉｎ ｒａｔｓ. Ｍｏｌ Ｍｅｄ Ｒｅｐ ２０１５ꎻ １２ ( ４ ):
５６９１－５７００
２３ 武晶晶ꎬ华宁ꎬ东莉洁ꎬ 等.睫状神经营养因子基因修饰的大鼠骨

髓间充质干细胞的构建. 中华实验眼科杂志 ２０１４ꎻ ３２(５):３９２－３９７
２４ Ｖａｌｉｅｎｔｅ－Ｓｏｒｉａｎｏ ＦＪꎬ Ｏｒｔíｎ－Ｍａｒｔíｎｅｚ Ａꎬ Ｄｉ Ｐｉｅｒｄｏｍｅｎｉｃｏ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｔｏｐｉｃａｌ Ｂｒｉｍｏｎｉｄｉｎｅ ｏｒ Ｉｎｔｒａｖｉｔｒｅａｌ ＢＤＮＦꎬ ＣＮＴＦꎬ ｏｒ ｂＦＧＦ Ｐｒｏｔｅｃｔ Ｃｏｎｅｓ
Ａｇａｉｎｓｔ Ｐｈｏｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ. Ｔｒａｎｓｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ Ｔｅｃｈｎｏｌ ２０１９ꎻ ８(６):３６

３４０２

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２０ꎬ Ｎｏ.１２ Ｄｅｃ. ２０２０　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ


