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NGF基因重组慢病毒载体的构建及其在人脐带血间充质干细胞的表达 *
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摘要 目的：构建神经生长因子（NGF）的慢病毒表达载体，并观察其转染人脐带间充质干细胞后的表达情况。方法：采用实时定量

PCR（RT-PCR）方法获取 NGF基因编码片段，并将构建的慢病毒载体质粒与包装质粒和包膜质粒共转染 293T细胞，包装生产慢

病毒。应用相同滴度的慢病毒转导等量间充质干细胞（MSCs），观察转染后细胞的生长形态及生长曲线，再采用 RT-PCR、Western

Blot方法检测 NGF mRNA、蛋白质的表达水平。结果：经 PCR、酶切和测序结果证明成功构建 NGF基因重组慢病毒载体。同时

NGF基因重组慢病毒载体能够成功转染人脐带间充质干细胞，转染率达 95.35%，转染后干细胞在 NGF mRNA及蛋白质的表达

方面较对照组明显升高，同时经倒置显微镜观察及生长曲线实验证实转染后干细胞的生长与对照组相比无明显差异。结论：重组

NGF的慢病毒表达载体能够高效的转染人脐带间充质干细胞，基因转染后干细胞的增殖分化能力与未转染细胞差异无统计学意

义，可作为一种高效的干细胞转染方法。
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Construction of Lentiviral Expression Vector of NGF and Its Expression
in Human Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cell*

To investigate the effects of nerve growth factor gene transfection via a recombinant lentiviral virus vector

on the proliferation and cell cycle of human umbilical cord mesenchymal stem cells cultured in vitro. The NGF gene was

cloned into lentiviral shuttle plasmid, and identified by the enzyme cut assay, PCR and gene sequencing. It was then transfected into 293T

cells to construct the recombinant lentiviral vector plasmid. Cellular proliferation was determined by cell growth curve and Cell Counting

Kit-8 assay. The infection efficiency of lentiviral virus transfection was detected by fluorescence microscope and the protein expression

of NGF was tested by Western blot. NGF gene recombinant lentiviral vector was successfully transfected into human umbilical

cord mesenchymal stem cells, and the transfection rate reached 95.35%. The expression of NGF mRNA and protein in stem cells was sig-

nificantly higher than that in the control group after transfection. It was confirmed by inverted microscope observation and growth curve

experiment that the growth of stem cells after transfection was not significantly different from that of the control group.

These findings suggest that the recombinant lentiviral virus-mediated nerve growth factor gene can transfect the umbilical cord mes-

enchymal stem cells. There was no significant difference in the proliferation and differentiation ability of stem cells after transfection with

untransfected cells.
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前言

糖尿病性勃起功能障碍 (diabetes mellitus induced erectile

dysfunction，DMED)是男性糖尿病患者的并发症之一，其发生

率约为 35％～90%是非糖尿病患者发病率的 3倍[1-3]。目前对于

DMED的治疗效果并不理想，仅对 50％～60％的患者有效[4]。

DMED发病机制复杂，涉及多个方面，具体包括血管、神经、神

经递质、内分泌及代谢等，其中神经病变是其最重要原因，神经

2001· ·



现代生物医学进展 biomed.cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.19 NO.11 JUN.2019

生长因子（nerve growth factor, NGF）的减少是神经病变的基础。

前期实验中我们发现糖尿病大鼠阴茎组织中 NGF蛋白表达水

平较正常组明显降低，因此我们认为 NGF的表达与糖尿病性

ED的发生发展密切有关。NGF是一种重要的神经细胞生长调

节因子，它同时具有营养神经和促进神经轴突生长的效应[5-7]。

近年来基因治疗和干细胞治疗的深入研究为 ED治疗提

供了新的选择。干细胞具有自身复制和多向分化的潜能，在注

入体内后有明显趋化性，较明显地集中到达受损伤的部位并在

局部微环境的诱导下，发生明显的诱导分化，使十细胞向损伤

组织修复所急需的组织细胞分化，从而促进损伤组织的修复。

同时干细胞具有很强的自我扩增能力，能够耐受基因导入后长

时间的筛选过程，一旦与外源基因整合，单个稳定表达的细胞

就能无限扩增成为稳定的转基因细胞系用于研究，而且这样可

以减少了基因直接用于人体治疗的未知不良影响[8-10]。

本实验拟构建 NGF的慢病毒表达载体，并观察其转染

MSCs后 NGF表达的变化情况，为下一步体内、外实验奠定基

础，从而为验证我们上述的实验设想奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂 试剂名称：

1 kp DNA ladder Marker；250bp DNA ladder Marker；In-Fu

sionTM PCR Cloning Kit；Taq polymerase；dNTP；Primer；限制性

内切酶；Plasmid抽提 Kit；琼脂糖凝胶 DNA回收试剂盒。

1.1.2 主要仪器及器材 仪器名称：PCR 仪；positive clone 测

序；稳压 DNA电泳仪；凝胶成像仪；Gilson移液器；细菌摇床；

细菌培养箱；高速离心机。

1.1.3 细胞 293T细胞（实验室现有），大肠杆菌菌株 DH5琢。
1.2方法

1.2.1 NGF慢病毒质粒的制备和检验 实验中我们按照 U-

bi-MCS-3FLAG-SV40-EGFP的载体元件顺利进行试验，选择

AgeI克隆位点。

用上游引物 5'-GAGGATCCCGGGTACCGGTCGCCAC-

CATGTCCATGTTGTTCTACAC-3' 和下游引物 5'-TCCTTG-

TAGTCCATACCGGCTCTTCTCACAGCCTTC-3'，经 PCR 在

293T细胞中扩增 NGF基因。用氯化钙制备新鲜的大肠杆菌

DH5琢感受态细胞。重组的 PCR产物经纯化和定向连接后转化

感受态细胞。采用 PCR鉴定阳性克隆。

1.2.2 质粒表达检测 选取对数生长期的 293T 细胞悬液，

37℃、5%培养箱培养至细胞融合 80%，按照 Lipofectamine 2000

的使用说明操作，将 NGF质粒转染 293T细胞。一天后，利用荧

光显微镜观察荧光标记基因的表达情况，判断感染效率，转染

36小时后，收集细胞，Western Blot检测 NGF的蛋白表达。

1.2.3 NGF慢病毒包装及滴度检测 制备编码慢病毒颗粒的

重组及两种辅助包装原件载体质粒，三种质粒载体分别进行高

纯度无内毒素提取，按 Lipofectamine 2000使用说明进行共转

染 293T细胞，转染 8 h后更换完全培养基，培养 48 h后，收集

上清液，浓缩后移出，分装保存于病毒管中，于 -80℃冻存。取一

支用 RT-PCR法测定病毒滴度。

1.2.4 NGF慢病毒载体构建 将重组的慢病毒载体行 1.0%琼

脂糖凝胶电泳。将慢病毒载体线性化，并将目的片段和载体进

行连接，再进行重组 EGFP-NGF质粒的转化。挑选 4个克隆，

进行质粒小量抽提。

1.2.5 重组 NGF慢病毒载体质粒的鉴定 对重组慢病毒载体

pLVTHM-EGFP-NGF质粒的双酶切：取适量酶切产物反应液，

行 1%琼脂糖凝胶电泳检测，在凝胶图像分析仪上观察 DNA

电泳条带。上述电泳鉴定正确的质粒，由生工生物工程（上海）

有限公司进行测序鉴定。

1.3 建立过表达 NGF的人脐带血间充质干细胞

1.3.1 慢病毒的包装、浓缩和滴度测定 通过三种质粒共转染

293T细胞产生复制缺陷型慢病毒。利用脂质体 Lipofectamine

2000将载体质粒、包装质粒和包膜质粒以 2:1:1的质量比例共

转染 293T细胞。根据病毒转导 293T细胞后 EGFP蛋白的表达

水平来测定功能滴度。选择阳性率为 10%-30%的孔进行计算，

取滴度的平均值。

1.3.2 重组慢病毒转导靶细胞 MSCs 分别将两种特异质粒

和空载体质粒对应的慢病毒上清转导MSCs，将MSCs以 5× 105

个细胞 /孔的密度接种于 6孔板，达到 70%融合时进行转导，

每种病毒各备 2孔，另设空白对照；用 2个感染复数（MOI）的

病毒液按前述方法转导MSCs。转导后第 3天收获MSCs。

1.3.3 倒置相差显微镜观察转染细胞的生长形态 每天在倒

置相差显微镜下观察细胞生长情况，包括细胞的数量、大小、形

态、活力、有无污染等，并照相记录。

1.3.4 转染细胞生长曲线绘制 收集处于对数生长期转染

NGF基因后第 2代人脐带间充质干细胞及第 5代人脐带间充

质干细胞，计数。再以含 10%FBS的 DMEM/F12培养液调整细

胞密度为 1.5× 104个 /mL，接种于 24孔板中（100 滋L/孔），实
验组和空白对照组各设置 5个复孔，置于 5% CO2、37℃培养箱

中，培养 24 h。24 h后，更换新鲜培养液，同时设置加培养液不

加细胞的空白对照；每个浓度的每个时间点接种 5个复孔。置

于 5% CO2、37℃培养箱中分别培养 24、48、72、96、120、144、

168、192、216、240 h。在预定培养时间结束前 4 h，每孔加入 10

滋L的 CCK8 10 滋L；继续置于 5% CO2、37℃培养箱中培养 2 h。

酶联免疫检测仪上检测各孔在 450 nm波长时的吸光度值（op-

tical density，OD）。以时间为横坐标，以为 450 nm波长时的吸光

度值为纵坐标，绘制各个时间点的细胞生长曲线。

1.3.5 RT-PCR检测 NGF mRNA水平 RT-PCR行一个循环

的溶解曲线，观察反映扩增的特异程度。NGF mRNA的表达水

平用 2-△ △ CT（即与管家基因 Ct值差值的差值）方法检测。

1.3.6 Western Blot检测 NGF蛋白表达 按 4:1比例将各蛋

白样品及缓冲液混合。转膜后将膜放入含兔抗 NGF多克隆抗

体（1:300）的 5%脱脂奶粉的 l× TBS-T液中，4℃反应过夜。用

TBS-T洗涤三次，每次 5 min。采用小鼠抗 茁-actin单克隆抗体
（1:500）作为对照。用含 5%脱脂奶粉的 l× TBS-T液稀释二抗，

即 HRP标记的山羊抗兔 IgG（1:1000），室温下摇动反应 2 h。采

用 HRP标记的山羊抗小鼠 IgG（1:5000）作为对照。胶片拍照后

用图像处理系统分析目标条带的分子量和净光密度值。

1.4 统计学处理

采用 SPSS13.0统计软件分析，实验数据以均数± 标准差

（x± s）表示，应用 t检验或方差分析。P＜0.05为差异有显著性
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意义，P＜0.01为差异有极显著性意义。

2 结果

2.1 NGF基因重组慢病毒载体的构建

2.1.1 成功获取 NGF基因片段 RT-PCR后行 1.0％琼脂糖凝

胶电泳检测于 767 bp处见目的条带(图 1)。

2.1.2 EGFP-NGF重组质粒双酶切鉴定 GFP-NGF重组质粒

双酶切后，可见 767 bp处的目的条带以及 11.0 kbp处的载体

条带(图 2)。

2.2 慢病毒的包装、浓缩及功能滴度测定

通过慢病毒载体质粒，包膜质粒和包装质粒共转染 293T

细胞，包装生产慢病毒。经转染 48 h，在倒置荧光显微镜下可观

察到大量表达 EGFP的 293T细胞，表达阳性率达 95%以上（图3）。

各组未浓缩慢病毒悬液经超速离心后功能滴度可提高 100倍。
图 1 人 NGF基因 RT-PCR后电泳结果

Fig.1 The electrophoresis results of human NGF gene after RT-PCR

图 2 EGFP-NGF重组质粒酶切鉴定

Fig.2 The identification of EGFP-NGF recombinant plasmid by restriction

enzyme digestion

图 3 慢病毒转导 293T细胞后表达 EGFP（× 40）

Fig.3 The expression of EGFP in 293T cells by Lentiviral transduction

A: NGF- 293T cell; B: null- 293T cell.

2.3 过表达 NGF的人脐带血间充质干细胞建立

2.3.1 慢病毒转导的MSCs MSCs经慢病毒转导 48 h后，倒

置荧光显微镜下可观察到大量表达 EGFP的 MSCs细胞，通过

流式细胞术测定 NGF-MSCs组和空白组 EGFP阳性率分别为

95.35%、96.28%（图 4）。

2.3.2 倒置相差显微镜观察转染 NGF 基因前后细胞形态

转染目的基因 NGF基因后人脐带间充质干细胞形态与正常对

照组细胞相比并未发生明显改变,呈形态较为均一的梭形成纤

维细胞，漩涡样生长。细胞密度较大时，被压缩成较方的多角

形。细胞传至十余代，在形态上，无明显变化(图 5)。

2.3.3 生长曲线绘制 转染目的基因 NGF基因后人脐带间充

质干细胞和第 10代人脐带间充质干细胞生长曲线(如图 6)。

2.3.4 RT- PCR检测 NGF mRNA表达 经慢病毒作为载体介

导 NGF基因转染 48 h后, NGF转染组脐带间充质干细胞检测

到到 NGF mRNA表达，对照组、空载病毒组未检测到 NGF

mRNA表达，表明 NGF基因已稳定整合入转染脐带间充质干

细胞的基因组中。

2.3.5 Western Blot检测 NGF 通过 Western blot 产物电泳，

经慢病毒作为载体介导 NGF基因转染 48 h后，NGF转染组脐

带间充质干细胞检测到到 NGF蛋白表达，对照组、空载病毒组

均未检测到神经生长因子蛋白表达，表明 NGF基因已稳定整

合入转染脐带间充质干细胞的基因组中，并且能够稳定的表达

目的蛋白 , 经灰度值分析，对照组的灰度值分别为 0.005±

0.0001，0.008± 0.0004，实验组的灰度值为 0.785± 0.092，显著

高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）（图 7）。这与 RT-PCR

检测结果一致，表明 MSCs能够有效表达 NGF基因。
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图 4 慢病毒转导MSCs后表达 EGFP（× 40）

Fig.4 The expression of EGFP in MSCs by Lentiviral transduction

A: NGF-MSCs group; B: null-MSCs group.

图 5 NGF转染后干细胞生长情况

Fig.5 The growing situation of MSCs after NGF transfection

3 讨论

DMED发病机制复杂，涉及多个方面，具体包括血管、神

经、神经递质、内分泌及代谢等，其中神经病变是其最重要原

因，神经生长因子（nerve growth factor, NGF）的减少是神经病

变的基础。

神经生长因子是典型的靶源性神经营养因子，具有营养神

经元和促进突触生长的双重功能。神经生长因子的减少是神经

病变的基础。神经生长因子不仅对神经系统具有重要的神经元

营养和促神经突起生长的生物效应，在非神经系统中也具有调

节免疫，促进损伤修复的作用，我们在前期试验中也发现糖尿

病大鼠阴茎组织中 NGF蛋白表达水平较正常组明显降低，因

此我们认为 NGF的表达与糖尿病性 ED 的发生发展密切有

关。NGF是神经营养因子家族中的重要成员之一，是一种重要

的神经细胞生长调节因子，兼有神经元营养和促进轴突生长的

双重效应，对神经元的生长、发育、分化及再生和功能性表达均

具有重要的朋控作用[11]，然而，外源性 NGF存在半衰期短、生

物利用度低等问题，能否通过对某种治疗手段使机体达到持续

稳定释放 NGF，成为治疗的关键所在。

近年来基因治疗和干细胞治疗的深入研究为男性勃起功

能障碍的治疗提供了新的选择。离子通道和细胞间通讯的研究

为 ED基因治疗带来了极大的优势及可行性，然而目前基因转

染常用的腺病毒载体却因治疗引起的炎症反应、目的基因的无

选择性表达、以及存在潜在的致癌风险等因素[12,13]，使得其难以

图 6 NGF转染后干细胞生长曲线

Fig.6 The Growth Curves of MSCs transfected with NGF

图 7 慢病毒转染后MSCs中 NGF蛋白的表达

Fig.7 The expression of NGF protein in MSCs after lentiviral transfection
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得到推广及大规模应用。

干细胞是一类具有自身复制和多向分化潜能的细胞，干细

胞有明显趋化性，在注入体内后能够迅速到达受损部位，同时

在受损部位局部微环境的刺激诱导下，干细胞可发生诱导分化

为损伤组织修复所急需的组织细胞，以促进受损组织的修复。

干细胞强大的自我扩增能力，使得其能够耐受基因转染后长时

间的筛选过程，与外源基因整合后，干细胞能够无限扩增成为

稳定的转基因细胞用于后续研究[14]。

根据分化潜能，干细胞主要分为 3种类型：(1)全能干细胞

(totipotent stem cells)，此类干细胞具有生成胚胎和支持胚胎在

子宫中生长发育的全部细胞和组织、并继续分化生长为成熟个

体的潜能。只有胚胎干细胞(embyonic stemcells，ESCs)属于全

能干细胞。(2)多能干细胞(multipotentstem cells)，也具有分化为

多种成熟细胞组织的潜能，但发育潜能受到一定的限制，失去

了发育成完整个体的能力，如神经干细胞，具有一定限度的多

潜能分化能力，可分化为神经元、星形胶质细胞和少突胶质细

胞。研究表明，多能的成体干细胞在正常组织中仅单向分化；当

组织受损时，其多潜能性被激活，从而产生多种类型细胞以修

复、替代损伤组织，例如骨髓间充质干细胞。(3)单能干细胞(u-

nipotent stemcells)，也称专能、偏能干细胞，这类干细胞只能向

一种类型或密切相关的两种类型的细胞分化，如眼角膜缘干细

胞只能分化为角膜上皮细胞[15,16]。

间充质干细胞是多能干细胞的一种，国内外多个实验组报

道了骨髓间充质干细胞（mesenchymal stem cells,MSCs）体外特

定条件下能转化为神经元样细胞，使骨髓MSCs受到越来越多

的关注[16,17]，MSC的营养支持在治疗中起主要作用。源于神经

血管破坏的实验性糖尿病周围神经病变，在应用血管内皮生长

因子（VEGF）治疗后病变可发生逆转[18]，MSC在损伤局部除分

化为血管内皮细胞促进新生血管的形成外，还反应性分泌各种

生长因子，如 VEGF、脑源性神经营养因子(BDNF)、碱性成纤维

细胞生长因子(bFGF)、神经生长因子(NGF)和肝细胞生长因子

(HGF)等，这些因子能产生神经保护作用和促进局部微血管再

生，促进组织回到“进化”状态，支持新生血管形成、神经再生和

重构，从而起到治疗神经损伤的作用[14,15]。

目前用于 ED治疗研究的干细胞种类繁多，常见的主要包

括脂肪间充质干细胞、骨髓间充质干细胞、肌源性干细胞、脐血

干细胞、胚胎干细胞、脑源性干细胞以及尿源性干细胞等。其中

脐带来源的间充质干细胞(human umbilical cord Wharton's jelly-

derived mesenchymal stem cells, HUMSCs) 具有增殖能力强、分

化潜力大、免疫原性低、无道德伦理问题的限制、取材方便、易

于工业化制备等特征，使得其在种类众多的干细胞中脱颖而

出，有望成为组织工程及基因治疗的种子细胞，广泛地应用于

科研和临床研究[19-25]。

脐带中分离出MSC的重要意义在于，脐带作为分娩废弃

物，来源广泛，取材方便，对供者无任何损伤不受任何伦理及法

理限制且 MSC含量丰富，免疫原性低，不表达 HLA-DR，因此

有望成为脐血和骨髓MSC的替代来源，广泛地用于科研和临

床前试验。

有研究显示人脐带间充质干细胞能够顺利分离和体外扩

增，通过连续传代可获得稳定的干细胞[26,27]，我们在前期实验中

也顺利利用组织块贴壁发成功分离培养人脐带间充质干细胞。

然而，作为基因治疗的关键步骤，如何安全搞笑的将目的基因

导入，并持续稳定的表达目的基因仍然是一个困扰大家的问题[28]，

慢病毒载体是目前基因工程研究的热点之一，它具有安全性

好、免疫原性低、致病性低、潜伏感染、定向导入、能介导基因长

期稳定表达、简单易行等优点[29]，所以作为一种基因治疗的导

入载体，慢病毒载体在基因治疗的研究中受到越来越多的关注[30]。

基于此，在 ED的基因治疗及干细胞治疗中，通过对体外

培养的干细胞进行目的基因的修饰和改造，让干细胞作为基因

治疗的载体进行移植，目前这方面已有相关研究，并取得了良

好效果[8-10]。

本实验在体外通过基因转染技术使人脐带 MSCs持续稳

定的表达 NGF，使通过基因修饰后的人脐带间充质干细胞能

够同时发挥基因治疗和细胞治疗作用，这将成为治疗勃起功能

障碍的又一良好途径。本项目将为人转基因脐带 MSCs治疗

DMED提供实验和理论基础，具有良好的临床应用前景；初步

阐明 NGF和MSCs的作用机制，对于揭示 DMED发生发展及

转归机制具有一定的理论意义。
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