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人干细胞白血病基因重组慢病毒载体的构建
及其在Cajal 样间质细胞中的表达鄢
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摘要：目的 构建含人干细胞白血病渊 冤 基因的重组慢病毒载体袁 并转染体外培养的 Cajal样间质细胞

渊 ICC冤袁为进一步利用慢病毒表达载体行体内实验奠定基础遥 方法 通过聚合酶链反应渊 PCR冤将人 SCL基质

粒内的遗传物质扩增袁与慢病毒载体质粒 GV287- EGFP结合袁构建重组质粒 GV287- EGFP/ SCL袁通过Western

blot检测及基因测序对阳性克隆进行鉴定袁并测定病毒滴度遥体外分离尧培养及鉴定 ICC袁重组慢病毒载体以感
染复数渊 MOI冤值为 0.5尧1.0尧5.0尧10.0尧50.0和 100.0时袁分别转染 ICC袁通过激光共聚焦显微镜观察袁计算不同
MOI 值的转染效果袁确定最佳 MOI 值遥 重组慢病毒载体以最佳 MOI 值感染 ICC作为实验组袁以空载体转染
的 ICC渊 空载体组冤及未转染的 ICC渊 空白组冤作为对照袁通过逆转录聚合酶链反应渊 RT- PCR冤检测 基因在

ICC中的表达遥 结果 经Western blot检测及基因测序鉴定 SCL重组慢病毒表达载体构建成功袁并成功转染
ICC袁激光共聚焦显微镜下可观察到强绿色荧光遥 MOI 为 10时转染效果最佳袁转染效率 >85%曰RT- PCR 结果
表明袁实验组 基因的表达量高于空载体组和空白组遥结论 成功制备人 基因重组慢病毒载体袁并能高
效转染 ICC袁介导 基因在 ICC中表达遥
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Construction of recombinant human stem cell leukemia gene
lentiviral vector and its expression in Cajal-like interstitial cells鄢

Jian-chao Yu, Jiang-ping Wang, Ying-long Li, Biao Qian, Zhao Ni,
Xin-min Wang, Qiang Li, Qin-zhang Wang

(Department of Urology, the First Affiliated Hospital of Medical College,
Shihezi University, Shihezi, Xinjiang 832000, China)

Abstract: Objective To construct recombinant lentiviral vectors containing human stem cell leukemia
( ) gene and to observe its ability in transfecting Cajal -like interstitial cells and mediating gene
expression. Methods The gene was amplified from plasmid with gene by PCR, connected to the
shuttle plasmid GV287 -EGFP to construct GV287 - , the obtained replication -defective recombinant
lentiviral GV287- was propagated in 293T cells according to the steps of Invitrogen Lipofectamine 2000.
The recombinant lentiviral GV287- was purified and titrated by dilution technique. The transfected Cajal-
like interstitial cells were cultured , the distribution and efficiency of recombinant lentiviral mediated

were observed by the expression of green fluorescence protein (GFP) under the fluorescent microscope.
RT-PCR were used to measure the expression of mRNA in the transfected Cajal-like interstitial cells.
Results Western blot and gene sequencing confirmed that the gene was successfully inserted into the
lentiviral vector, and recombinant lentiviral vector was successfully transfected into Cajal-like interstitial
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糖尿病膀胱异常病症渊 diabetic cystopathy袁DCP冤
属于糖尿病末期出现频率最高的并发症袁其在糖尿病
患者中的发病率可达 19%～84%[1-2]袁严重影响患者的
生活质量袁其病因复杂袁截止目前尚未完全阐明糖尿
病膀胱异常病症的发病机制[3- 5]遥 近年研究发现袁在
人类尧 豚鼠等很多动物的膀胱逼尿肌中存在着一种
与胃肠道 Cajal 样间质细胞渊 interstitial cells of Ca-

jal袁ICC冤形态类似的特殊细胞袁称为膀胱 ICC[6-7]遥 近
年来研究发现袁DCP膀胱中袁ICC数量明显减少袁与
其他 ICC尧 逼尿肌细胞及神经末梢之间的缝隙连接
均显著减少袁并伴随细胞内超微结构的改变曰体外模
拟高糖环境培养豚鼠膀胱 ICC发现袁该细胞不仅发
生形态改变袁而且细胞自发兴奋功能下降[8]遥 上述研
究结果表明袁高糖环境所导致的膀胱 ICC数量减少尧
起搏功能降低是 DCP的发病机制之一遥高糖环境引
起 c- kitmRNA和 c- kit蛋白表达下降是导致 ICC数

量减少袁形态和功能损害的主要原因遥因此如果能恢
复和增强高糖环境下受损的 c- kit表达袁则有可能促
进膀胱 ICC增殖袁重塑高糖环境下受损的 ICC表型袁
恢复 ICC形态和起搏功能袁促进膀胱功能恢复袁从而
达到治疗 DCP的目的遥
研究证实袁 - 基因转录调控区存在干细胞白

血病基因渊 stem cell leukemia袁 冤结合位点袁
主要是通过作用于 - 基因启动子袁调节 c- kit表

达来发挥其野 生存基因冶的功能袁而 SCL过表达则可

使 c- kit表达升高袁并对干细胞因子渊 stem cell fac-

tor袁SCF冤反应性恢复正常[9]袁可见 SCL在 c- kit的表

达调控中发挥重要作用袁通过过表达 基因袁上
调 c- kit表达来逆转遥 基因治疗是在 DNA 或 RNA

水平上人为地将某些外源性的基因导入相应的靶细

胞袁从而获得表达袁继而产生特定的生物学效应以达
到治疗的目的遥 本实验通过构建 基因过表达慢

病毒载体袁转染 ICC袁通过导入外源性 基因可以

实现对 ICC细胞 c- kit表达的上调袁促进 ICC表型恢

复袁具有抑制和逆转 ICC损害袁治疗糖尿病膀胱异
常病症的可能遥

1 材料与方法

1.1 实验动物

成年豚鼠 4只袁雌雄不限袁体重 250～400 g袁由
新疆医科大学动物实验中心提供遥
1.2 主要试剂与仪器

慢病毒载体及包装系统渊 含 GV287- EGFP表达

载体尧p- Helper 1.0和 p- Helper 2.0 3个质粒冤购自
上海吉凯基因化学技术有限公司袁感受态大肠杆菌
DH5α 尧293T细胞与载体购自上海吉凯基因化学技
术有限公司袁改良伊格尔培养基渊 dulbecco's modified

eagle medium袁DMEM冤 胎牛血清转染试剂盒 Lipo-

fectamine 2000购自美国 Invitrogen公司袁 质粒提取
试剂盒尧凝胶回收试剂盒尧DNA片段提纯试剂盒与
DNA提取试剂盒购自日本 Qlagen生物研究中心袁逆
转录聚合酶链反应渊 reverse transcription polymerase

chain reaction袁RT- PCR冤 试剂盒购自立陶宛 Fermen

tas公司袁十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺渊 sodium do

decyl sulfate- polyacrylamide gelelectrophoresis袁SDS-
PAGE冤蛋白电泳仪尧蛋白转膜仪购自南京天能生物
研究公司遥
1.3 人 基因重组慢病毒载体的构建、鉴定及

测序

聚合酶链反应渊 polymerase chain reaction袁PCR冤
扩增人 基因袁引物由上海吉凯基因化学技术有
限公司设计并合成遥 正向引物院5- GAGGATCCCCGG
GTACCGGTCGCCACCATGACCGAGCGGCCGCCGA

G- 3曰反向引物院5- TCACCATGGTGGCGACCGGCCG
AGGGCCGGCTCCATC- 3遥反应条件院94℃变性 30 s袁
55℃退火 40 s袁72℃延伸 1min袁共 30个循环袁72℃继
续延伸 10min遥 琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCR产物遥 将
含人 基因的 PCR扩增因子进行提纯袁通过 In-

Fusion转换酶的催化可以把靶基因的 PCR产物与

GV287- EGFP线性化载体进行结合遥 提取含有人
基因 GV287- EGFP质粒阳性克隆菌落 PCR模板上

的交换转化产物长出菌袁加入 10μ l 培养基并混匀袁
用 1μ l 设置模板袁通过 PCR反应实现基因扩增袁正

cells. The adenovirus had a high transfection efficiency of up to 85% when MOI was 10. RT-PCR showed
the expression of mRNA in the Cajal interstitial cells of the experimental group was lower than that of
the vector group and the blank group. Conclusions The recombinant lentiviral vector containing human
gene has been successfully constructed by homogenous recombination in bacteria, and it has a high
transfection efficiency and can mediate expression of gene in Cajal-like interstitial cells.

Keywords: stem cell leukemia gene; lentiviral vector; transfection; Cajal-like interstitial cell
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向引物院5- GGTATAAGAGGCGCGACCAG- 3曰反向引
物 院5- CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG- 3遥 反应条
件院94℃变性 30 s袁60℃退火 30 s袁72℃延伸 1 min袁
共 30个循环袁72℃继续延伸 6 min遥琼脂糖凝胶电泳
鉴定 PCR产物袁设阴性对照[双蒸水渊 distillation- dis-

tillation H2O袁ddH2O冤 ]尧阴性对照渊 空载自连对照冤及
阳性对照[甘油醛 - 3- 磷酸脱氢酶渊 glyceraldehyde-

3- phosphate dehydrogenase袁GAPDH冤 ]袁 并对阳性克
隆进行测序袁测序结果与 GenBank数据库进行比对遥
1.4 人 基因重组慢病毒载体的包装及滴度测定

以 293T细胞为包装细胞袁 制备编码慢病毒的
重组病毒质粒及其两种辅助包装原件载体质粒袁
3种质粒分别进行高纯度无内毒素抽提袁按 Lipofec-

tamine2000转染试剂盒使用说明书袁共转染 293T细

胞袁转染 8 h后更换为完全培养基袁培养 48 h袁收集
含人 基因慢病毒载体的细胞上清液袁对其浓缩
后得到高滴度的含人 基因慢病毒载体浓缩液袁
用荧光法在 293T细胞中测定病毒滴度遥
1.5 豚鼠膀胱 ICC体外培养及鉴定

1.5.1 体外分离尧培养 ICC 随机选取实验动物袁用
10%水合氯醛将其麻醉袁无菌环境中剖开腹部获得膀
胱组织袁剔除膀胱壁内黏膜袁将膀胱剪碎至 1 mm3

大小的碎块袁在 1.0 mg/ml 胰蛋白酶中袁室温下消化
15 min袁加入 DMEM培养基渊 内含 1.0 mg/ml Ⅴ型胶

原酶袁青霉素 100 u/ml袁链霉素 100 g/ml冤袁37℃尧5%
二氧化碳 CO2温箱内消化 90 min遥 超净台下将消化
好的絮状液进行无菌过滤袁1 500 r/min袁离心 5 min遥
过滤上清液并丢弃袁 然后用 1%磷酸盐缓冲溶液

渊 phosphate buffer saline袁PBS冤液进行漂洗尧反复离
心袁共 3次遥 充分吹打单细胞悬浮液后进行接种处
理袁将其接种至 6孔培养皿中袁加入内含 10%胎牛

血清液袁1%双抗渊 青霉素 100 u/ml 链霉素 100 g/ml冤
的低糖 DMEM培养基袁37℃尧5% CO2细胞培养箱内

培养遥
1.5.2 ICC的鉴定 细胞接种 24h后袁可以看到 ICC

大部分贴壁生长袁但平滑肌细胞未发生该现象袁因此
需要培养基去除未贴壁细胞袁已出现贴壁的 ICC待

72 h后可以通过 ICC特异性标记物 c- kit抗体做免

疫荧光标记鉴定遥 具体流程为院将细胞爬片拿出袁放
置于 1%PBS溶液中进行漂洗袁重复 3次袁共 15 min遥
在室温条件下袁 用纯度 100%丙酮进行固定处理袁
15 min袁待进行风干后放置于 1% PBS溶液中进行漂

洗袁重复 3次袁共 15min遥0.03%双氧水 H2O2溶液将内

源性过氧化物酶进行密封处理约 0.5h遥 1%PBS漂洗

3次袁5min/次遥 1%胎牛血清白蛋白开展孵化实验袁共
0.5h遥 慢慢吸取孵化液袁与经过 1% PBS稀释的第一

抗体融合渊 大鼠抗小鼠的单克隆 KIT抗体袁1∶100袁
上海百赛生物技术有限公司冤1μ l袁湿盒内室温孵育
2 h后用 1% PBS漂洗 3次袁5 min/次遥 与经过异硫
氰酸荧光素标记的荧光第二抗体融合渊 兔抗大鼠二
抗袁1∶100袁 美国 Sigma公司冤 避光孵育 60min遥 1%

PBS漂洗 3次袁5 min/次遥 在盖玻片上添加 50%甘油

溶液袁将其封置在载玻片中袁利用激光聚焦显微镜进
行观察遥
1.6 人 基因重组慢病毒载体转染豚鼠膀胱

ICC

参照慢病毒转染手册渊 由上海吉凯基因化学技
术有限公司提供冤袁设置不同感染复数渊 multiplicities

of infection袁MOI冤渊 0.5尧1.0尧5.0尧10.0尧50.0尧100.0冤袁ICC
中加入 5× 108 TU/ml 含人 基因慢病毒载体袁同
时加入 10μ g/ml 聚凝胺袁置于温箱中袁培养 8～12 h

后袁在显微镜下观察各 MOI 下的细胞状态袁弃去培
养基袁加入新鲜配制的完全培养基袁继续培养 48 h

后袁在激光共聚焦显微镜下观察 ICC生长状态并计

算转染效率袁转染效率 =[表达绿色荧光蛋白渊 green

fluorescent protein袁GFP冤的细胞数 /总细胞]× 100%袁
确定最佳 MOI 值遥

将 ICC分为空白组尧空载体组与实验组遥 其中
空白组加入 1% PBS袁空载体组加入空白慢病毒袁实
验组按最佳 MOI 加入含人 基因慢病毒载体袁同
时加入 10μ g/ml 聚凝胺遥培养 24 h后用移液器吸去

培养基袁1% PBS漂洗 2次袁加入 1 ml 新鲜配制的含

10% FBS的 DMEM培养液继续培养遥 分别在转染
2尧3和 5 d时袁采用激光共聚焦显微镜袁沿单孔板垂
直于水平连续视野渊 约 0.77 mm2/ 视野冤袁连续观测
20个视野渊 × 200冤袁通过观察 GFP表达强度来确定

转染效果遥
1.7 重组慢病毒 GV-287-SCL 介导的 基因

在豚鼠膀胱中的表达

参照慢病毒载体作用时间袁 各经过感染 2尧3和
5 d后袁提取实验组渊 最佳 MOI 感染冤尧空载体组及空
白组细胞总 RNA袁加各组细胞总 RNA袁加入人
基因引物袁 按逆转录试剂盒说明书操作流程进行
RT- PCR反应遥 PCR扩增正反向引物和反应指数与

上述一致遥 反应结束后行电泳尧凝胶成像及灰度分
12窑 窑



1院Maker曰2院PCR产物

图 1 人 基因 PCR扩增产物琼脂糖凝胶电泳图

1院阴性对照渊 ddH2O冤曰2院阴性对照渊 空载体组冤曰3院阳性对照
渊 GAPDH冤曰4院Marker曰5～12院SCL- 1～8号转化子

图 2 含人 基因的GV287-EGFP

阳性克隆琼脂糖凝胶电泳图

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

503 bp

50. kb
3.0 kb
2.0 kb
1.5 kb
1.0 kb
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

2μ l 10μ l

图 3 不同剂量慢病毒原液感染 293T 细胞

24 h 后荧光蛋白的表达 渊 × 100冤

1院WB标准品 SURVIVIN- 3FLAG- GFP渊 分子大小 48kD冤曰2院293T
细胞曰3院目的基因质粒转染 293T细胞样品

图 4 重组慢病毒GV287-SCL感染 293T细胞后

的蛋白表达

1 2 3

250 kD

130 kD

100 kD

70 kD

55 kD

35 kD

25 kD

15 kD

析袁检测各组 ICC中 SCL mRNA表达遥
1.8 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件进行数据分析袁计量资
料以均数± 标准差渊 x± s冤表示袁多组间比较用单因
素方差分析袁组间两两比较用 SNK- 检验袁 <0.05为

差异有统计学意义遥

2 结果

2.1 人 基因扩增的 PCR产物

在目的基因 进行扩增袁扩增产物行琼脂糖
凝胶电泳实验袁电泳结果示袁PCR扩增产物的长度为
1 036 bp袁与目的基因相关片段中的 SCL- DNA长度

相同遥 见图 1遥
2.2 重组质粒GV287-EGFP/SCL

2.2.1 重组质粒 GV287- EGFP/ SCL阳性克隆 抽

选 8个转化子袁通过 引物对其行 PCR反应袁用
1.5%琼脂糖凝胶电泳进行鉴定袁实验结果表明袁阳性
转化子通过扩增后袁都形成 503bp的条带袁其大小与
目的片段人 SCL cDNA相当袁表明 8个转化子均接

入目的基因袁而阴性转化子得到 192 bp的条带遥 见
图 2遥
2.2.2 重组质粒 GV287- EGFP/ SCL阳性克隆测序

测序结果显示袁目的基因 成功插入到 GV287-

EGFP袁将其基因排序进行对比袁与 GenBank 信息库

里的人 SCL mRNA完全一致遥
2.3 重组慢病毒载体

设置不同剂量的重组慢病毒载体做转染实验袁
了解该重组介质对 293T细胞的感染情况遥 转染
293T细胞 24h后袁倒置显微镜下观察GFP成功表达遥
目的基因融合蛋白大小为 39 kD袁经 Western blot检

测袁可以观察到 48 kD附近处有特征条带袁其大小和

目的基因融合蛋白相比较偏大遥实验结果表明袁该质
粒用 FLAG抗体检测到目的条带偏大袁蛋白可能存在
某种修饰袁过表达较好遥 因此可以看出 GV- 287- SCL

重组慢病毒表达载体可以有效地介导 基因蛋白

表达遥 见图 3尧4遥
2.4 含人 基因重组慢病毒载体滴度

对重组慢病毒颗粒进行反复感染尧外扩和提纯袁

第 6期 于建超袁等院人干细胞白血病基因重组慢病毒载体的构建及其在 Cajal样间质细胞中的表达
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图 5 重组慢病毒GV287-SCL滴度 渊 × 100冤

图 8 含人 基因重组慢病毒载体转染 ICC 48 h 后，

激光共聚焦显微镜下的豚鼠 ICC细胞 渊 × 200冤

图 6 培养的豚鼠 ICC细胞 渊 × 200冤

细胞接种后第 2天袁倒置显微镜下可见梭形胞体袁细胞两极有两
个突起的细胞贴壁

图 7 酪氨酸蛋白激酶 c-kit 受体免疫荧光

鉴定豚鼠 ICC细胞 渊 × 200冤

图 9 不同MOI 下转染效率比较

用荧光法检测并计算病毒滴度袁算出病毒滴度为 5×

108 TU/m遥 见图 5遥
2.5 豚鼠 ICC

细胞接种 24 h后袁可见一些梭形细胞袁其两侧
有显著外凸分支袁细胞核较大袁细胞质中存在一些黑
色糖原粒子袁其外型规则袁且大部分贴壁生长遥 上述
细胞继续培养 72h后袁ICC特异性标记物 c- kit抗体

做免疫荧光鉴定试验袁激光共聚焦显微镜观察发现
ICC特异性受体 c- kit受体表达成功袁证实培养的细
胞为 ICC遥 见图 6~8遥
2.6 重组慢病毒转染 ICC后 GFP的表达

含人 基因重组慢病毒载体转染 ICC后48h袁
激光共聚焦显微镜观察可见强绿色荧光遥 经计算袁
MOI 值为 0.5尧1.0尧5.0尧10.0尧50.0和 100.0时袁转染
效率分别为 渊 35.42± 0.12冤%尧渊 58.04± 2.28冤%尧
渊 74.47± 3.22冤%尧渊 85.62± 0.33冤%尧渊 90.39± 0.67冤%
和渊 90.77± 0.40冤%遥 MOI值≥ 10时袁转染效率 >85%袁
与MOI值 <10时的转染效率比较袁差异有统计学意义
渊 =0.000冤遥 观察各组细胞生长状态袁当 MOI 值≤ 10

时袁细胞生长状态较好袁无细胞死亡袁当 MOI 值≥ 50

MOI值

100

80

60

40

20

0
0.5 1.0 5.0 10.0 50.0 100.0
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M院Marker曰1院阴性对照组曰2院阳性对照组渊 GAPDH冤曰3尧4院实验组

图 10 SCL mRNA 的表达

1 2 M 3 4

1 036 bp1 200 bp
900 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

时袁虽然转染效率较高袁但可见部分细胞死亡袁细胞
活性降低遥 结合各 MOI 值的转染效率及细胞活性袁
可确定最佳 MOI 值为 10.0遥 见图 9遥
2.7 重组慢病毒转染 ICC后 SCL mRNA的表达

RT- PCR结果表明袁实验组中扩增产物长度与目
的片段长度渊 1 036 bp冤一致袁但是空白组和空载体组
都没有基因表达袁表明构建 基因成功导入 ICC遥
见图 10遥

3 讨论

近年研究发现袁膀胱 ICC可能引起膀胱逼尿肌

出现一系列自发性收缩袁该收缩现象完全受到 ICC的

调节袁认为膀胱真正的起搏细胞为 ICC[10- 11]遥 而在糖
尿病病变膀胱中袁ICC的数量和分布异常袁导致膀胱
功能受损袁进而促进 DCP形成遥 ICC表面存在特异性
酪氨酸激酶受体 c- kit及其配体 SCF袁两者结合后激
活 SCF/c- kit信号通道袁并维持 ICC的表型及生理功

能遥 - 基因转录调控区存在 SCL结合位点袁SCL主
要是通过作用于 - 基因启动子袁 调节 c- kit表达

来发挥其野 生存基因冶的功能袁其对 SCF依赖型细胞

和 CD34+细胞的生存具有重要的调控作用袁可强烈
上调造血细胞尧多种干细胞袁以及其他多种 CD34+细

胞表达 c- kit遥 CD34+的 TL- 1细胞转染反义 SCLc

DNA后 c- kit表达明显降低袁并对 SCF失去反应性袁
而 SCL过表达则可使 c- kit表达升高袁 并对 SCF反

应性恢复正常[12]遥可见 SCL在 c- kit表达调控中发挥

重要作用袁通过过表达 基因上调 c- kit表达来逆

转 DCP膀胱中 ICC形态和功能损害具有可靠的理

论基础遥
基因治疗是在 DNA或 RNA水平上袁人为地将某

些外源性的基因导入相应的靶细胞袁从而获得表达
继而产生特定的生物学效应袁以达到治疗的目的遥通
过导入外源性 基因可以实现对 ICC细胞 c- kit

表达的上调袁促进 ICC表型恢复袁具有抑制和逆转

ICC损害尧治疗糖尿病膀胱的可能遥本实验前期研究
以腺病毒载体系统构建人 基因重组腺病毒载

体袁将 基因转染入体外高糖环境下培养的 ICC袁
成功地上调 c- kit基因和蛋白表达袁显著地改善 ICC

的形态袁减少功能损害[13]遥
目前为止袁以 c- kit为作用靶点袁在机体水平探

索逆转高糖环境导致的 ICC损害袁重塑 ICC形态和

功能袁治疗在体 DCP逼尿肌功能异常的相关研究尚

属空白遥 基因转染能否重塑 DCP中 ICC的表

型袁逆转其形态尧功能损害袁并改善在体膀胱的储尧排
尿功能袁将为临床治疗 DCP提供可靠的依据遥 随着
基因治疗的不断发展袁慢病毒属于一个常规介质袁可
以有效且针对性地对分裂或非分裂细胞实现感染袁
成功的把外源基因导入寄主细胞的细胞核上袁可以
体现出周期长尧特性稳固尧表达显著等特点袁能够用
来开展体内外实验[14-15]遥 本研究采用 3质粒包装系

统构建含人 基因的慢病毒载体袁该操作方法相
对简单袁产物纯化度袁重组率都相对较高[16]遥 本实验
采用 GFP作为标记蛋白袁为实验提供特异稳定尧高效
的标记遥 PCR反应克隆定向正确袁基因全长测序完全
正确袁 说明 SCL已定向克隆至慢病毒载体质粒中遥
包装生产的病毒经荧光法滴度测定袁 滴度达到 5×

108 TU/mL袁符合实验要求遥
研究发现袁慢病毒转染效果与MOI 值密切相关遥

慢病毒载体具有一定的细胞毒性袁过高的 MOI 值可

导致部分细胞死亡 [17]袁因此适当的 MOI 值很重要遥
本实验通过检测不同 MOI 值慢病毒转染后 ICC的

生长状态及 GFP表达情况袁MOI 值为 10时袁GFP表
达达高峰袁转染效果最佳袁是最佳 MOI 值遥继续提高
MOI 值并不能有效增加转染效率袁过高 MOI 值反而

导致部分细胞死亡袁引起转染效率降低遥感染 2 d即

可见绿色荧光表达袁说明目的基因已整合至 ICC基因

组中袁荧光表达在第 3天时达高峰袁第 5天时开始减

弱袁体现慢病毒载体系统具有转染效率高尧目的基因
表达时间长的优点遥 RT- PCR反应表明袁 基因已

成功转染至 ICC中袁并随细胞基因组的分裂而分裂遥
慢病毒转染细胞的转染率 >85%袁 验证慢病毒载体
的高转染效率袁也反映出 ICC易被转染的特点遥 通过
RT- PCR反应袁发现 基因在 ICC细胞内有表达遥
笔者推测袁采取原代培养 ICC袁由于其细胞生命周期
约为 7 d袁根据其生长尧衰老规律袁在提取原代细胞培
养后第 2天进行转染袁第 4天进行观察并提取细胞

总 RNA袁可以观察到较高的转染效率袁并检测到 SCL

第 6期 于建超袁等院人干细胞白血病基因重组慢病毒载体的构建及其在 Cajal样间质细胞中的表达

15窑 窑



的表达遥
综上所述袁本实验成功构建含人 基因慢病

毒载体袁并成功转染体外培养的 ICC袁获得较高转染
效率袁并能介导 基因在 ICC中的表达袁为继续
研究该基因体内转染实验提供可靠的实验工具袁更
重要的是其有望用于 DCP的基因治疗遥
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