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摘要：目的 体外构建重组质粒 pEGFP-N1-apoJ，转染大鼠骨髓间充质干细胞，并检测其在大鼠骨髓间充质

干细胞中的表达。方法 通过脂质体介导重组质粒 pEGFP-N1-apoJ转染大鼠骨髓间充质干细胞，确定转染效

率，并通过Real-time PCR、免疫细胞化学法、Western blot法检测载脂蛋白 -J（apoJ）的表达。结果 增强型绿色

荧光蛋白在大鼠骨髓间充质干细胞中瞬时转染效率达 35%。转染后 Real-time PCR、免疫细胞化学法和West-

ern blot法检测证实重组质粒 pEGFP-N1-apoJ在大鼠骨髓间充质干细胞中的表达。结论 重组质粒 pEGFP-

N1-apoJ成功转染大鼠骨髓间充质干细胞，并在大鼠骨髓间充质干细胞中得到表达,有助于应用 apoJ行基因治

疗,为进一步研究 apoJ作为新的脑出血治疗措施奠定实验基础。
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Construction of recombinant plasmid pEGFP-N1-apoJ
and its expression in rat bone marrow

mesenchymal stem cells in vitro鄢
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Abstract: 【Objective】 To construct recombinant plasmid pEGFP-N1 -apoJ, transfect rat bone marrow
mesenchymal stem cells, and detect its expression in rat bone marrow mesenchymal stem cells(MSCs) in vitro.
【Methods】Rat bone marrow MSCs were transiently transfected with the recombinant plasmid pEGFP-N1-apoJ
and transfection efficiency of the Green Fluorescent Protein (GFP) was determined. Real-time PCR, Western
Blot and immunocytochemistry analysis were also performed to detect the expression of apoJ in rat bone mar原
row MSCs. 【Results】Transient transfection efficiency can reach 35%. After transfection, transcription of apoJ
was detected in MSCs and expression of apoJ protein was also verified. 【Conclusion】Recombinant plasmid
pEGFP-N1-apoJ was successfully constructed, transfected into rat bone marrow MSCs and expressed in rat
bone marrow MSCs. This procedure may be helpful to the application of apoJ for gene therapy and provide
the experimental basis for the further study of apoJ as a new treatment of cerebral hemorrhage.

Key words: apolipoproteinJ (apoJ, clusterin); recombinant plasmid; cell transfection; bone marrow mes原
enchymal stem cells
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附表 apoJ及 GAPDH mRNA的引物序列

目的基因 引物序列 片段长度 /bp

apoJ 5'-TGTGGCACTGCTGCTGACCT-3' 129

5'-TGGACGGCGTTCTGAATCTC-3'

GAPDH 5'-CCTCAAGATTGTCAGCAAT-3' 140

5'-CCATCCACAGTCTTCTGAGT-3'
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载脂蛋白 -J（apolipoproteinJ，apoJ，又称 clus-

terin）是一种几乎所有类型的细胞都能分泌的多功

能糖蛋白。在血浆中 apoJ与高密度脂蛋白（补充英

文全称，HDL）相关，尤其与含有 ApoAI和胆固醇转

移蛋白活性的 HDL亚型联系最密切。在损伤组织

中，载脂蛋白 -J基因表达升高，是一种退化或损伤

组织中基因转录上行调节的蛋白，参与组织损伤的

修复。相关研究表明，补体系统介入脑出血后的神

经元死亡，而 apoJ作为一个明确的补体调节因子，

通过抑制脑出血后的补体激活阻止补体介导的神经

元死亡，使 apoJ作为新的脑出血的治疗措施成为可

能。本研究旨在建立 apoJ基因的体外真核细胞表达

系统，为进一步研究高表达 apoJ基因的骨髓间充质

干细胞移植治疗脑出血疾病奠定实验基础。

1 材料与方法

1.1 主要材料及试剂

实验动物：清洁级(SD)大鼠，体重 80～100 g，由

四川医科大学动物中心提供。

试剂：α-MEM培养基；胎牛血清（Gibco公司），

脂质体 Lipofectamin TM 2000（Invitrogen 公司），兔抗

鼠 apoJ抗体（Bioworld Technology 公司），上下游引

物（上海生物工程有限公司），总 RNA提取试剂盒，

SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒（Solaria公司），兔抗鼠

apoJ抗体（Proteintech公司），Anti-GAPDH，二抗 -

羊抗兔 IgG（Bios公司），10～170 kD电泳蛋白彩色

预 Marker（Thermo 公司），ECL 发光液（Millipore 公

司），重组质粒 pEGFP-N1-apoJ和空质粒 pEGFP-N1

由上海生工完成并提供。

1.2 大鼠骨髓间充质干细胞的培养

大鼠骨髓间充质干细胞细胞株由四川医科大学

附属第一医院中心实验室赠送，采用贴壁培养法。

1.3 脂质体介导重组质粒 pEGFP-N1-apoJ和空

质粒 pEGFP-N1瞬时转染大鼠骨髓间充质干细胞

胰蛋白酶消化第 3代大鼠骨髓间充质干细胞,

以 5～6×106接种于 6孔板中，细胞接种到 6孔板融

合达 90%以上时即可进行转染，转染前 1天换液。转

染前将 6孔板中的细胞用无血清培养基冲洗 2遍，

加入 2 ml无血清培养基。转染实验分为 A组、B组

和 C 组，A 组为实验组，用质脂体 Lipofectamine TM

2000 进行 pEGFP-N1-apoJ 转染；B 组为实验对照

组，转染空质粒 pEGFP-N1；C组为空白对照组，加

入等量质脂体，其他步骤均相同。各组所用脂质体量

相等，A组所用重组质粒 pEGFP-N1-apoJ的量与 B

组所用空质粒 pEGFP-N1 的量相等。转染后在

37℃、5%二氧化碳的培养箱中培养 6 h，6 h后更换

含有血清无双抗的全培养基继续培养。转染 24 h

后，于荧光显微镜下观察荧光表达情况，并利用流式

细胞仪分别测定转染后 1 d、2 d、3 d和 5 d时的表达

效率。

1.4 重组质粒 pEGFP-N1-apoJ携带的目的基因

apoJ在大鼠骨髓间充质干细胞中表达的检测

采用 Real-time PCR法检测重组质粒 pEGFP-

N1-apoJ携带的目的基因 apoJ在大鼠骨髓间充质干

细胞中的表达，转染 72 h后，分别收集 A组、B组和

C组细胞，一步法提取各组细胞总 RNA，行逆转录，

用先前设计的上下游引物（见附表），通过 Real-time

PCR法检测 apoJ基因的表达，并行各组 PCR产物

2%琼脂糖凝胶电泳分析。Real-time PCR条件为：

Stage 1：预变性 95℃、30 s，1个循环，Stage 2：PCR反

应 95℃、5 s，58℃、34 s，共 40个循环。

1.5 免疫细胞化学法检测 apoJ蛋白的表达

转染 72 h后，取出 3组细胞爬片。经 4%多聚甲

醛固定，用 3% H2O2处理, 滴加 5%BSA，37℃孵育

20 min，去血清，滴加兔抗鼠 apoJ抗体（1∶100），4℃

过夜。加二抗，37℃孵育 30 min；上述各操作步骤之

间均用 PBS振荡洗涤。最后用 DAB显色，常规脱

水、封片，显微镜下观察。

1.6 利用Western blot法检测 apoJ蛋白的表达

转染 72 h后，分别收集 3组细胞，行贴壁细胞

蛋白提取。利用Western blot法进行检测 apoJ蛋白

的表达，制胶，上样行 SDS-PAGE蛋白电泳，转膜，

封闭，孵兔抗鼠 apoJ一抗（1∶1 000）4℃过夜，孵山

羊抗兔二抗 1 h，暗室内曝光，显影、定影。

2 结果

2.1 大鼠骨髓间充质干细胞的形态学观察

光学显微镜下观察，大鼠骨髓间充质干细胞未

贴壁时为圆形单核细胞，折光性强。12～24 h后开始
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图 1 MSCs原代培养 10～14 d （×100）

A：MSCs转染pEGFP-N1-apoJ 72 h；B：MSCs转染pEGFP-N1 72 h

图 2 转染 72 h时荧光显微镜观察 （×100）

A B

C：GAPDH；D：A组；E：B、C组

图 3 转染 72 h时 Real-time PCR

MSCs转染pEGFP-N1-apoJ 72 h

图 5 MSCs转染 p-EGFP-N1-apoJ

72 h细胞免疫组织化学 （×400）
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贴壁，贴壁后形态发生改变，变为多角形和扁平形。

培养 10～14 d培养板孔内即可达 90%融合，形态变

为长梭形为主（见图 1）。第 5～6代后细胞形态趋于

稳定相同，挤压成束状，漩涡状，细胞胞浆丰富，核

大，核仁也较明显。

2.2 脂质体介导质粒对大鼠骨髓间充质干细胞瞬

时转染

经脂质体 Lipofectamine TM 2000介导转染 24 h

后,由于脂质体本身的细胞毒性，造成 3组细胞均出

现少量呈悬浮状的絮状物，经换液去除这些死细胞

后未再发生上述现象。转染 24 h后在荧光显微镜下

观察，A组和 B组均有较多的细胞出现绿色荧光，C

组细胞未见荧光。绿色荧光多见于折光性强、处于分

裂期的细胞；绿色荧光强弱不均,提示基因转入的拷

贝数略有差异。至转染后 72 h绿色荧光最明显（见

图 2），以后无明显改变，5 d以后绿色荧光呈逐渐下

降趋势。利用流式细胞仪测定 EGFP在第 1、2、3、5

天对骨髓间充质干细胞的转染效率分别为 28.60%、

31.67%、34.62%和 15.32%。

2.3 重组质粒 pEGFP-N1-apoJ携带的目的基因

apoJ在大鼠骨髓间充质干细胞中的表达

转染 72 h后，经 Real-time PCR扩增后，3组细

胞均有不同程度的 apoJ mRNA表达，但 A组细胞

apoJ mRNA表达量明显高于其他两组，提示 A组细

胞除细胞本身内源性 apoJ基因表达外，同时存在

pEGFP-N1-apoJ携带的外源性目的基因 apoJ 表达

（见图 3）。Real-time PCR扩增产物进行 2%琼脂糖

凝胶电泳分析，A 组、B 组和 C 组细胞均在 129 bp

处有一特异性扩增条带，提示均有 apoJ基因转录，应

用 Ea-gle EyeⅡ型图像分析处理系统对电泳带进行

扫描，根据各条带光密度值，计算各组 apoJ mRNA

表达的相对水平，结果提示 A组细胞 apoJ mRNA表

达水平明显高于其他两组（见图 4）。

2.4 转染后 3组细胞经免疫细胞化学法检测 apoJ

蛋白的表达

转染 72 h后，3组细胞爬片经免疫细胞化学法

检测，A组阳性细胞率明显高于其他两组。提示 A

组细胞转染外源性目的基因 apoJ后，外源性目的基

因 apoJ得到高效的转录和翻译（见图 5）。

2.5 转染后 3 组细胞经 Western blot 法检测

apoJ蛋白的表达

转染 72 h后，3组细胞利用 Western blot 进行

检测apoJ蛋白的表达，A组细胞可见 apoJ蛋白大量

表达，B、C组细胞见 apoJ蛋白微量表达，利用 quan-

tity one软件进行条带灰度值分析，结果表明 A组

细胞 apoJ蛋白表达量明显高于 B、C组细胞。提示 A

组细胞转染外源性目的基因 apoJ后，外源性目的基

因 apoJ得到高效的转录和翻译（见图 6）。
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M 1 2 3 4 5 6 M

200 bp

100 bp

1~3：GAPDH；4：A 组；5：B 组；6：C 组；M：DL 1 000 DNA Marker

（1 000 bp，700 bp，500 bp，400 bp，300 bp，200 bp，100 bp）

图 4 转染 72 h时 Real-time PCR扩增产物电泳

A：转染pEGFP-N1-apoJ质粒转染组；B：空转染 pEGFP-N1质粒

转染组；C：空白对照组

图 6 Western Blot检测转染 72 h时 apoJ的表达

A B C

70 kD

37 kD

apoJ

GAPDH

3 讨论

载脂蛋白 -J（apolipoproteinJ，apoJ，又称 Clus-

terin）是一种杂二聚体糖蛋白，由两个亚单位α和

β链组成，相对分子质量为 70000。广泛分布于各种

组织和体液中[1-3]，人 apoJ mRNA 在脑组织中浓

度最高，依次分别为睾丸、卵巢、肝、心和肺，在脾、乳

腺和膀胱中含量最少。apoJ在多种神经系统疾病中

均有高表达[4]，在神经系统疾病中的作用日益受到

重视。相关研究表明[5-6]，apoJ具有抑制细胞凋亡、

参与补体调节抑制炎症反应、参与脂质代谢等多种

生理功能。补体激活引起的炎症反应和细胞凋亡在

脑出血后继发性损伤中的作用日益受到重视[7]，炎

症反应和细胞凋亡是脑出血疾病重要的病理生理机

制，抑制炎症反应和细胞凋亡成为治疗脑出血的新

方法[8]。有关 apoJ保护神经细胞的具体机制目前尚

未明确，CALERO等[9]的研究表明：脑损伤后 apoJ浓

度上调是对神经元的一种保护反应，主要有 4种机

制：?apoJ可作为反凋亡信号；?抑制补体形成膜攻击

复合物，从而抑制炎症；?apoJ具有抗氧化作用；④和

部分炎症相关蛋白结合，抑制这些蛋白导致的炎症

反应。apoJ与阿尔茨海默病、前列腺癌和乳腺癌的相

关研究报道较多，而与脑血管疾病的研究报道不多。

相关研究表明，apoJ还具有促进神经元分化和营养

神经元的作用[10]，亦有利于神经元的可塑性[11]。

MSCs最早是由 FRIEDENSTEIN 等 [12]从骨髓中

分离培养出来, 是一种具有多向分化潜能的原始细

胞，在特定环境下可分化为所在组织的表型细胞。骨

髓间充质干细胞可分化为多种细胞，如骨细胞、肌腱

细胞、脂肪细胞、神经细胞和神经胶质细胞 [13-14]。

KOPEN 等[15]首次报道将骨髓间充质干细胞注入新

生鼠侧脑室可以分化为神经元和神经胶质细胞。有

关研究表明骨髓间充质干细胞可以诱导分化为特征

类型和有功能的神经元 [16-18]，并且通过独立的调节

机制完成向神经元分化[19]。骨髓间充质干细胞有类

似神经干细胞的多向分化潜能，但又有其他干细胞

没有的特性，使其成为干细胞移植治疗中枢神经系

统损伤的理想细胞供体和转基因的细胞载体 [20-22]。

干细胞移植治疗中枢神经系统损伤，使损伤轴突再

生、突触重建和恢复部分功能成为可能，骨髓间充质

干细胞除了具有干细胞的一般特性外，还具有取材

方便、不涉及伦理问题、易于外源基因转染及稳定表

达、免疫原性弱、可进行自体移植等优点，被认为是

一种细胞替代治疗及基因治疗的理想靶细胞[23]。另

外，有研究表明骨髓间充质干细胞可分泌多种细胞

因子，发挥抗凋亡、抗炎，促进脑损伤组织内源性修

复等作用[24-25]。

THAMBISETTY等[26]研究提示 apoJ具有保护神

经元的作用，本研究通过构建重组质粒 pEGFP-N1-

apoJ转染大鼠骨髓间充质干细胞，尝试建立 apoJ基

因修饰的骨髓间充质干细胞体系, 为后续进一步研

究 apoJ的作用机制及进一步为临床基因工程干细

胞移植治疗脑出血提供一定的理论基础。本研究通

过脂质体介导 pEGFP-N1-apoJ对大鼠骨髓间充质

干细胞进行转染，经实时定量 PCR、免疫细胞化学

及 Western Blot检测，apoJ在骨髓间充质干细胞中

得以转录和翻译，说明携带外源性载脂蛋白 -J基因

的骨髓间充质干细胞构建成功。基于上述原因，采用

表达外源性 apoJ的骨髓间充质干细胞移植治疗脑

出血，可以产生双重作用：一方面，外源性携带载脂

蛋白 -J基因骨髓间充质干细胞能分化为神经元和

神经胶质细胞，以补充脑出血后脑损伤丢失的细胞，

在结构上修复和重建神经环路；另一方面，携载脂蛋

白 -J基因骨髓间充质干细胞分泌高水平的 apoJ可

以改善脑出血部位及周围组织的微环境，并通过多

种途径抑制炎症反应及神经细胞凋亡，促进受损神

经元和神经胶质细胞的功能恢复。本研究提示携外
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源性载脂蛋白 -J基因骨髓间充质干细胞体外培养

构建成功，并且外源性目的基因 apoJ得到高水平表

达，为进一步开展携载脂蛋白 -J基因骨髓间充质干

细胞移植治疗脑出血的实验提供一定的实验基础和

理论依据，希望能够成为新的脑出血疾病治疗措施。
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