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慢病毒介导的 GFP转染对大鼠骨髓间充质干细胞增殖、
细胞表型及脑脊液诱导后分化能力的影响 *
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摘要 目的：研究慢病毒（Lentivirus）介导的绿色荧光蛋白（Lentivirus-GFP）转染大鼠骨髓间充质干细胞（BMSCs）的可行性及稳定

性，以及对人脑脊液诱导转染后 BMSCs（BMSCs-GFP）成神经分化能力的影响。方法：全骨髓贴壁法培养 BMSCs，Lentivirus-GFP

以 5、10、30、50的感染复数（MOI）转染 BMSCs，96h后倒置显微镜下观察 GFP转染效率和表达情况，筛选最适 MOI；流式细胞术

检测细胞表型；CCK8法检测细胞活力。人脑脊液诱导 BMSCs-GFP向神经细胞分化，蛋白印迹法检测神经细胞表面标记物

MAP-2和 Nestin表达。结果：全骨髓贴壁法分离培养的 BMSCs生长旺盛。MOI值为 5、10、30、50的转染效率分别为 56.2%、

87.3%、94.7%和 95.1%，当 MOI 为 30 时，Lentivirus-GFP 转染 BMSCs 效率较高，且对 BMSCs 生长状态无显著性影响。

BMSCs-GFP表达 CD29、CD90，较少表达 CD45、CD54，符合干细胞特性。BMSCs-GFP增殖活性与未转染 GFP基因的 BMSCs相

比，差异无统计学意义（P>0.05）。人脑脊液诱导 BMSCs-GFP成神经细胞分化后表达神经元标记物 MAP-2和 Nestin。结论：

Lentivirus-GFP能高效稳定转染大鼠 BMSCs（最适 MOI值为 30），同时不影响其生物学特性，人脑脊液能诱导 BMSCs-GFP成神

经细胞分化。
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Effects of Lentivirus-GFP Transfection System on Proliferation,
Phenotype and Differentiation Ability of Rat Bone Marrow Mesenchymal

Stem Cells Induced by Cerebrospinal Fluid*

The object of this study is to evaluate the transfection efficiency and stability of lentiviral-GFP into rat bone

marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) and detect the differentiation ability of BMSCs carrying GFP (BMSCs-GFP) induced by

Human cerebrospinal fluid. BMSCs derived from rat bone marrow were isolated and cultivated in vitro. Cells were transfected

with lentiviral-GFP at different multiplicity of infection (MOI=5, 10, 30, 50). The GFP expression was observed under inverted

fluorescence microscopy after 96h. Flow cytometry was used to evaluate the transfection efficiency at proper MOI and CD phenotype on

the surface of BMSCs-GFP. Growth curve was acquired by CCK8 to compare the difference of the growth rate between BMSCs and

BMSCs-GFP. BMSCs-GFP were induced by Human cerebrospinal fluid and the expression of neuron specific protein MAP-2 and Nestin

were detected by western blot method. Under the inverted fluorescence microscope, green fluorescent was found partly after 96h.

The transfection rate were 56.2%, 87.3%, 94.7% and 95.1%, while the transfect MOI were 5, 10, 30 and 50, respectively. At transfect

MOI 30, the transfection efficiency of BMSCs was the best, and there was no obvious effect on cell activity observed. The results of flow

cytometry analysis are shown BMSCs-GFP expressed CD29 and CD90 and rarely express CD45 and CD54. The result of CCK8 measured

growth curve showed that there was no significant difference in the proliferative capability between the BMSCs and BMSCs-GFP（P>0.
05）. BMSCs-GFP was induced to differentiate into neuron like cells by Human cerebrospinal fluid and could express nerve cell markers

MAP-2 and Nestin. The most proper MOI is 30 in this experiment. The lentiviral-GFP could infect BMSCs efficiently and

expressed stably, and BMSCs-GFP could be induced by Human cerebrospinal fluid to differentiate into neuron like cells.
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前言

骨髓间充质干细胞（bone marrow mesenchymal stem cells，

BMSCs）是干细胞家族的重要成员，具有稳定的增殖能力、多向

分化潜能、免疫原性弱等特点[1-4]，被认为是细胞替代治疗及基

因治疗理想的靶细胞，在神经系统损伤修复领域，有着良好的

应用前景[5-8]。我们研究组已建立脑脊液诱导 BMSCs定向分化

神经干细胞[9]，定向移植进而促进中枢神经损伤修复。为了更好

地观察移植后细胞在体内的迁移及存活情况，建立适当的生物

标记方法，同时不影响其细胞学特性，是目前急需解决的问题。

本研究采用 Lentivirus-GFP 转染大鼠 BMSCs（BMSCs-GFP），

观察 BMSCs-GFP的细胞生物学特性，并研究脑脊液对 BM-

SCs-GFP诱导分化的影响，为移植细胞的应用及研究提供安全

有效的标记方法。

1 材料和方法

1.1 实验材料

Lentivirus-GFP购于苏州吉玛基因公司；FBS胎牛血清，

DMEM/F12培养基和胰酶购于美国 GIBCO公司，FITC anti rat

CD29、FITC anti rat CD90、PE anti rat CD45 购于美国 BioLe-

gend公司，FITC anti rat CD54购于美国 BD公司。

1.2 实验方法

1.2.1 实验动物 清洁级健康 4 周龄 SD 大鼠 10 只，体重

80g～100g，雌雄不限，由徐州医学院实验动物中心提供（实验

动物许可证号：苏 SCXK2005-0005）。

1.2.2 大鼠 BMSCs 的分离及培养 根据文献 [10，11] 提取

BMSCs，于 37℃、5%CO2培养箱中培养，24 h后首次半量换液，

以后每 3～4d全量换液，待细胞 90%融合时以 1∶3比例进行

传代培养，反复传代扩增，并标记为 P1-P3。

1.2.3 BMSCs的形态学鉴定 倒置相差显微镜观察原代及传

代细胞生长状态和形态特征并拍照记录。

1.2.4 Lentivirus-GFP 基因转染大鼠 BMSCs 取 P3 代

BMSCs制成单细胞悬液，计数后以 1伊105细胞密度接种至 24

孔板，分别以 5、10、30 和 50 的感染复数（multiplicity of infec-

tion，MOI）转染 Lentivirus-GFP，转染 12 h 后换液，采用

DMEM/F12完全培养基继续培养，于倒置荧光显微镜下观察细

胞情况。转染 96 h后，收集 BMSCs制成单细胞悬液，以未转染

的 BMSCs作为对照，倒置荧光显微镜下观察各孔细胞的 GFP

表达情况及细胞形态学变化，随机选取 3 个非重叠视野（伊
100），计数 GFP阳性细胞百分比，筛选最适MOI。

1.2.5 流式细胞仪检测 BMSCs表面标记物 取最适 MOI值

的 Lentivirus-GFP转染 P3代 BMSCs，96 h后收集细胞，PBS洗

涤 2次，按 1伊106/mL重悬细胞，分别加入适当稀释的流式抗体
（FITC-CD29、FITC-CD54、PE-CD90、PE-CD45），充分混匀，4℃

避光孵育 30 min；1000 r/min离心 5 min，弃上清，PBS重悬；再

次离心，1000 r/min离心 5 min，弃上清，500 滋L PBS重悬细胞
后流式细胞仪检测。一抗用 PBS作为阴性对照。

1.2.6 CCK8 法检测 BMSCs-GFP 的增殖状态 采用最适

MOI值的 Lentivirus-GFP转染 P3代 BMSCs，以 96孔板每孔

铺 4000个 BMSCs细胞，每孔加完全培养基 100 滋L，四周加

PBS防止水分蒸发。置 37℃、5%CO2培养箱中培养 24、48、72、

96 h，每个时间点设置 4个复孔。24、48、72、96 h后弃去 96孔

板中旧的培养基，每孔加入无血清培养基 100 滋L，CCK-8溶
液 10 滋L，混匀 2种液体，避光操作。放入培养箱中继续孵育

0.5、1、2、4 h。酶标仪测定 OD值，记录结果，以时间为横坐标，

OD值为纵坐标绘制细胞生长曲线。

1.2.7 使用人脑脊液体外诱导 BMSCs-GFP 成神经细胞分化

取 BMSCs和 BMSCs-GFP，以 1伊104/孔浓度接种于 24孔细胞

培养板，培养 24h换液。BMSCs加入 0.5 mL DMEM/F12完全

培养基覆盖细胞；BMSCs-GFP 加入 0.5 mL 人脑脊液覆盖细

胞；放入 37℃、5％CO2培养箱中继续培养 3 d。

1.2.8 Western blot检测神经细胞标记物蛋白的表达 收集细

胞加入 RIPA缓冲液裂解、变性、离心、收集蛋白。根据 Bradford

法对蛋白进行定量分析。加热变性，SDS-丙烯酰胺凝胶电泳，

转膜，以含 5%脱脂奶粉室温封闭 1 h，一抗 4℃孵育 12 h，TBST

洗膜后加入二抗孵育 1 h，TBST 洗膜后进行曝光显影，用

Image J软件分析并求出相应灰度值。

2 结果

2.1 大鼠 BMSCs分离培养与鉴定

倒置相差显微镜下观察发现，原代细胞接种 12h后开始

贴壁，贴壁细胞呈长梭型，培养 6d左右，细胞胞体变大呈典型

纤维细胞样，大量细胞向外放射状生长。原代细胞培养 9～10d

各集落逐渐融合到 80%，经过 3～4次传代，BMSCs增殖速度

明显加快，形态均一（见图 1）。

2.2 Lentivirus-GFP转染 BMSCs

倒置荧光显微镜下计数 GFP阳性细胞百分比，结果显示

MOI 为 5、10、30 和 50 时的转染效率分别为 25.6%、57.4%、

94.7%和 95.1%，见图 2-1。当MOI为 30，转染效率较高，细胞生

长速度快，且对 BMSCs细胞形态无明显影响，因此本研究选定

最佳MOI为 30，见图 2-2。

2.3 BMSCs-GFP流式细胞仪检测细胞表面标记

流式细胞仪检测结果表明 BMSCs-GFP表达 CD29、CD90

的阳性率分别为 96.5%和 95.2%，表达造血干细胞标记物

CD54、CD45阳性率分别为 1.9%和 3.8%，符合 BMSCs特征，

见图 3。

2.4 BMSCs-GFP细胞增殖状态检测

CCK8检测结果显示 BMSCs-GFP细胞增殖活性与未转染

的 BMSCs增殖活性相比，差异无统计学意义（P>0.05），说明慢
病毒转染对细胞的增殖活性无影响，见图 4。

2.5 人脑脊液诱导 BMSCs-GFP后神经细胞标记物蛋白表达

Western blot检测显示 BMSCs-GFP体外经人脑脊液诱导

后细胞MAP-2和 Nestin的表达显著高于 BMSCs，差异有统计

学意义（P<0.01）（见图 5-1，5-2）。

3 讨论

骨髓间充质干细胞为一种来源于中胚层的干细胞，具有跨

胚层分化为各类型细胞的能力，因其可以向神经细胞分化，故

在治疗中枢系统疾病中具有重要意义。骨髓间充质干细胞治疗

神经损伤的机制包括能够分化为神经元样细胞、促进轴突再
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图 1 BMSCs培养第 3天、6天、9天及 P3代细胞贴壁生长图（伊100）
Fig.1 Primary BMSCs cultured for 3 days,6 days, 9 days and the third passage (P3) of BMSCs（伊100）

A: 3d BMSCs B: 6d BMSCs C: 9d BMSCs D: P3 BMSCs

生、营养神经及减轻炎症反应的作用。我们前期研究表明，侧脑

室注射法移植 BMSCs对大鼠大脑中动脉缺血再灌注损伤有显

著的保护作用，显著改善动物的神经行为学指标和神经功能。

研究表明，早期应用骨髓间充质干细胞治疗小鼠脊髓损伤，可

抑制疼痛相关信号级联并可抑制脊髓横断损伤后胶质瘢痕形

成，促进轴突再生和功能恢复[12-14]。但骨髓间充质干细胞向神经

细胞分化效率低，迁移和存活率低，这就意味着细胞移植在体

内的定向趋化、定植分布和生存是干细胞治疗研究的一项重要

内容[15]。然而，BMSCs缺少有效的特异性标记，如何对组织工

程应用的 BMSCs进行追踪观察，以探讨其在体内的生物学行

为是目前的研究重点。因此寻找一种稳定高效的示踪标记物进

行 BMSCs活细胞追踪显得至关重要。本研究探索出慢病毒的

高转染效率，转染 BMSCs-GFP，探究 BMSCs向神经细胞高效

率转化的实验方法，为临床上中枢神经损伤和脊髓损伤提供新

的种子细胞。

目前，细胞转染主要包括非病毒介导的转染和以病毒介导

的外源基因转染。非病毒载体的转染中较多应用脂质体或电穿

图 2-1不同MOI值感染 BMSCs 96h后 GFP表达情况（伊100）
Fig.2-1 Expression of GFP in BMSCs infected with different MOI values for 96 hours（伊100）

图 2-2 MOI值为 30时流式细胞术检测慢病毒转染效率

Fig.2-2 The transfection efficiency of lentivirus was detected by flow

cytometry when MOI was 30
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图 4 CCK8法检测 GFP转染 BMSCs增殖活力

Fig.4 CCK8 method was used to detect the proliferation activity of GFP

transfected BMSCs

Note: compared with the BMSCs group, P＞0.05.

图 5-2各组细胞在感染 3d神经细胞标记物蛋白表达灰度分析图

Fig.5-2 Gray scale analysis of neural cell marker protein expression in each

group after 3 days transfection

Note: compared with the BMSCs group, **P < 0.01（n=3）.

图 3 BMSCs-GFP表面标志物流式细胞仪分析结果

Fig.3 Flow cytometry analysis of BMSCs GFP surface markers

A：CD29 B：CD54 C：CD90 D：CD45

孔法，但脂质体和电穿孔对细胞毒性较大，较常用于悬浮细胞，

且对干细胞转染效率较低 [16]。病毒载体目前有逆转录病毒载

体、腺病毒载体和慢病毒载体。慢病毒属于逆转录病毒的一种，

为非致癌性病毒，可以高效感染处于分裂期和非分裂期的细

胞，可将外源基因高效整合进宿主细胞基因组中，使基因持久

稳定的在体内较表达，且免疫反应小，安全性较好。慢病毒与其

他病毒载体相比较有着高效的转染率，尤其对难转染细胞，如

原代细胞、干细胞，有研究表明慢病毒对 BMSCs的具有更高的

优越性[17]，显著高于腺病毒转染效率，成为当前转基因载体研

究的热点[18-23]。GFP是一种从水母体内分离得到的生物发光蛋

白，在蓝色波长范围的光线激发下，会发出绿色荧光，具有高度

特异性、性质稳定、无细胞毒性的特点，作为一种新型的报告基

图 5-1 Western blot检测细胞在诱导 3d时神经细胞标记物的表达

Fig.5-1 Western blot was used to detect the expression of neural cell

markers after 3 days transfection
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因能与目的基因相融合，通过载体转染入细胞表达，可在细胞

或活体内示踪标记目的蛋白[24]，因此近年来已作为报告基因或

标记分子被广泛应用于活体组织和细胞学的检测[25，26]。

基于以上特点，本实验选用慢病毒 Lentivirus作为载体，

GFP作为报告基因，观察 Lentivirus-GFP对大鼠 BMSCs的转

染效率，结果显示，随着 MOI值的增加，GFP表达也增强。以

30 MOI 感染 P3 代 BMSCs，96h 后 GFP 阳性细胞率可达

94.7%，同时流式细胞检测结果显示转染 Lentivirus-GFP后其

对细胞表型亦无影响。虽然 50 MOI时感染效率有所提高，但效

果不甚明显，且转染过程中需要使用更多的阳离子聚合物聚凝

胺（Polybrene）来提高慢病毒载体的转染效率，而过多的使用

Polybrene可导致 BMSCs增殖率降低，在满足实验要求的前提

下，应尽可能减少慢病毒的使用量[27]，因此选择对细胞毒性小

效果好的 30MOI作为本实验的最适MOI值。且本研究中采用

30MOI 的病毒浓度时转染效率已达 90%以上，比常用的

100MOI低，细胞毒性小，转染后细胞活力正常，CCK8结果表

明，Lentivirus-GFP转染 BMSCs后不影响细胞的增殖活性。

神经前体细胞表面标志有巢蛋白（Nestin）、多唾液酸神经

节苷脂（A2B5）、半乳糖脑苷脂（GC）等，神经元细胞表面标志

有神经元核抗原（NeuN）、神经元特异性烯醇化酶（NSE）、微管

结合蛋白 2（MAP-2）等，神经胶质细胞表面标志有星形胶质原

性蛋白（S100茁）和胶质纤维酸性蛋白（GFAP）。Nestin[28]主要分

布于细胞质，表达于未分化、具有分裂能力的细胞中。在中枢神

经系统发育过程中，胚胎早期的神经上皮即有 Nestin表达，出

生后表达即停止，故在哺乳动物的中枢神经系统，Nestin是中

枢神经系统发育过程中神经前体细胞的标志[29]，发育成熟的神

经系统 Nestin表达降低。微管结合蛋白 2（MAP-2）是一种热稳

定的磷蛋白，属于结构性微管相关蛋白家族的一员，主要表达

于神经元细胞胞体、树突、树突棘和突触后密度中[30，31]，是大脑

中枢神经系统主要表达含量丰富的蛋白之一。MAP-2还可通

过细胞骨架连接一些信号蛋白或膜受体的突触后膜，促进微管

形成、保持微管稳定、诱导微管成束，还可参与神经元发育、突

起形成和生长、轴突和树突的细胞器运输、稳定结构、传导信号

等。本实验选用 Nestin和MAP-2作为神经细胞表面标志的检

测指标，创新性的使用人脑脊液诱导 BMSCs-GFP体外成神经

分化，Western blot结果显示诱导后的细胞能有效表达神经细

胞表面标记物MAP-2和 Nestin，表明 BMSCs-GFP仍具有分化

潜能，可向神经元样细胞分化，且可能形成神经突触，转染

Lentivirus-GFP对 BMSCs分化能力无明显影响，可作为转基因

研究中的理想转染介质。

综上所述，Lentivirus-GFP可高效感染大鼠 BMSCs，且对

细胞表型、细胞活性和分化潜能无影响，使用人脑脊液诱导仍

可使其成神经分化，是一种有效的细胞示踪方法，从而为后续

进行携带外源性基因的功能研究及体内生物学行为观察奠定

了坚实的基础，为中枢神经系统疾病的干细胞治疗提供新策

略。但骨髓间充质干细胞分化为神经元样细胞是否具有神经传

递功能及具体机制尚不足够清楚，需要进一步研究。
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