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Abstract
誗 AIM: To study the changes of brain - derived
neurotrophic factor (BDNF) expression in gene modified
bone marrow mesenchymal stem cells (BMSC) .
誗METHODS: BMSC were divided into blank control group
( without transfected BMSC ), negative control group
(empty vector without BDNF gene transfected BMSC) and
experimental group (BDNF gene transfected BMSC) . The
expression of BDNF mRNA in BMSC was measured by
Realtime PCR, and the expression of BDNF in BMSC was
measured by ELISA.
誗RESULTS: The BDNF mRNA expressions of 3, 4, 5, 6, 7
and 8 - generation BMSC cells in the experimental group
were higher than those in the blank control group and
negative control group. The differences were statistically
significant (P3: F = 491. 788, P< 0. 05; P4: F = 380. 112, P<
0郾 05; P5: F= 1854. 929, P<0. 05; P6: F = 224. 540, P< 0. 05;
P7: F= 619. 155, P<0. 05; P8: F = 10. 092, P<0. 05) . As the
BMSC cells in the experimental group passaging, the
BDNF mRNA expressions in the experimental group
decreased. The difference of BDNF mRNA expression
among different passage cells was statistically significant
(F= 298. 603, P<0. 05) . The BDNF secretion of 3, 4, 5, 6, 7

and 8 - generation BMSC cells in the experimental group
were higher than those in the blank control group and
negative control group. The differences were statistically
significant (P3: F = 520. 609, P< 0. 05; P4: F = 734. 520, P<
0郾 05; P5: F= 152. 847, P<0. 05; P6: F= 80. 372, P<0. 05; P7:
F= 96. 083, P<0. 05; P8: F= 38. 532, P<0. 05) . As the BMSC
cells in the experimental group passaging, the BDNF
secretion decreased. The difference of BDNF secretion
among different passage cells was statistically significant
(F= 230. 084, P<0. 05) .
誗CONCLUSION: Long-term expression of BDNF in BMSC
can be enhanced by genetic engineering.
誗 KEYWORDS: bone marrow mesenchymal stem cell;
brain-derived neurotrophic factor; gene modified; retinal
degenerative diseases; therapy
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摘要
目的:研究基因修饰的骨髓间充质干细胞( bone marrow
mesenchymal stem cell,BMSC)分泌脑源性神经营养因子
(brain-derived neurotrophic factor,BDNF)的表达变化。
方法:实验分为空白对照组(未经转染 BMSC 细胞)、阴性
对照组(采用不含 BDNF 基因的空载质粒转染的 BMSC 细
胞)和实验组(采用含 BDNF 基因的质粒转染的 BMSC 细
胞)。 Realtime PCR 测定基因修饰的 BMSC 细胞 BDNF
mRNA 表达,ELISA 测定基因修饰的 BMSC 细胞 BDNF 的
分泌表达。
结果:实验组第 3、4、5、6、7 和 8 代 BMSC 细胞 BDNF
mRNA 表达高于空白对照组和阴性对照组,组间差异具有
统计学意义(P3:F = 491. 788,P<0. 05;P4:F = 380. 112,P<
0. 05;P5:F=1854. 929,P<0. 05;P6:F = 224. 540,P<0. 05;
P7:F=619. 155,P<0. 05;P8:F = 10. 092,P<0. 05)。 实验
组 BMSC 细胞随着细胞传代,BDNF mRNA 表达逐渐下降,
不同代数间差异具有统计学意义(F = 298. 603,P<0. 05)。
实验组 3、4、5、6、7 和 8 代 BMSC 细胞 BDNF 的分泌表达高
于空白对照组和阴性对照组,组间差异具有统计学意义
(P3:F=520. 609,P<0. 05;P4:F =734. 520,P<0. 05;P5:F =
152. 847,P<0. 05;P6:F=80. 372,P<0. 05;P7:F = 96郾 083,
P<0. 05;P8:F = 38. 532,P<0. 05)。 实验组 BMSC 细胞随
着细胞传代,BDNF 的分泌表达逐渐下降,不同代数间差
异具有统计学差异(F=230. 084,P<0. 05)。
结论:通过基因工程可增强 BMSC 细胞表达 BDNF。
关键词:骨髓间充质干细胞;脑源性神经营养因子;基因修
饰;视网膜变性疾病;治疗
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0 引言

摇 摇 视网膜变性疾病是严重的不可逆性致盲眼病。 目前

此类疾病尚无有效的治疗方法[1-2]。 细胞移植治疗为视

网膜变性疾病的治疗点亮了希望。 骨髓间充质干细胞

(bone marrow mesenchymal stem cell,BMSC)由于多向分化

潜能、自体取材方便,无免疫原性等优点,是理想的种子细

胞[3-4]。 脑源性神经营养因子(brain-derived neurotrophic
factor,BDNF)可增加突触可塑性及神经发生,促进神经细

胞生存[5-6]。 干细胞治疗和基因治疗有望为视网膜变性

疾病的治疗提供新的途径。 本项目研究拟通过基因工程

增强 BMSC 表达 BDNF 神经营养因子,研究基因修饰的

BMSC 细胞 BDNF 的表达变化。
1 材料和方法

1. 1 材料摇 健康清洁级雄性 SD 大鼠(福建医科大学实验

动物中心),10 只,4 ~ 6 周龄,体质量 80 ~ 100g,排除眼部

及全身疾病,按照正常昼夜节律,室内温度 25益,相对湿

度 40% ~ 65% ,置于独立笼内,可自由摄食、饮水,大鼠的

实验 条 件 及 使 用 过 程 符 合 视 光 与 眼 科 研 究 协 会

( Association for research in vision and ophthalmology,
ARVO)相关的动物使用规定。 纯化的 BDNF 过表达慢病

毒液(上海吉玛制药技术有限公司)。 FITC-小鼠抗 CD44
单克隆抗体、FITC-小鼠抗 CD34 单克隆抗体、FITC-小鼠

抗 CD90 单克隆抗体(Santa Cruz 公司),DMEM / F12 培养

液、胎牛血清、胰酶(Gibco 公司),大鼠 BDNF ELISA 试剂

盒(R&D 公司),RNeasy Mini Kit(Qiagen),PrimeScript襆 1st
strand cDNA Synthesis Kit ( Takara ), SYBR襆 Premix Ex
TaqTM Kit(Takara)。
1. 2 方法

1. 2. 1 大鼠 BMSC取材和培养鉴定摇 大鼠 BMSC 培养鉴

定方法[7]:健康清洁级 4 周龄雄性 SD 大鼠腹腔注射

100g / L 水合氯醛麻醉后无菌条件下取出双侧胫骨和股

骨,无菌 PBS 冲洗备用。 把胫骨和股骨从中间剪断,用完

全培养液(DMEM / F12 培养液+200mL / L FBS+50U / mL 肝

素)10mL 反复冲洗骨髓腔,冲洗液经 200 目不锈钢标准筛

过滤掉大的团块后充分吹打混匀获取细胞悬液,接种于

25cm2培养瓶中,置于 37益,50ml / L CO2 的培养箱(美国

Thermo Forma)内培养。 3d 后首次换液,换液时倒除旧的

培养液,加入含 0. 4g / L EDTA 的 PBS 4mL 润洗,37益孵育

10min,倒除 PBS 和未贴壁的细胞,加入新的完全培养液。
采用 CD44、CD34、CD90 对细胞进行鉴定。 当细胞融合达

80%时进行传代培养,取第 2 代细胞用于基因修饰。
1. 2. 2 BDNF 基因修饰的 BMSC 细胞摇 取生长状态良好

的第 2 代的 BMSC,细胞融合率约 30% ~ 50% ,更换为新

鲜完全培养液。 调整慢病毒感染复制数 MOI 为 30 加入

浓缩纯化的 BDNF 过表达慢病毒液(滴度为 2伊108TU/ mL),

表 1摇 BDNF和 GAPDH的引物序列

基因 引物序列

BDNF F:5蒺-GGAGCCTCCTCTGCTCTTT-3蒺
R:5蒺-TTTTGATACCGGGACTTTCT-3蒺

GAPDH F:5蒺-ACGGCAAGTTCAACGGCACAG-3蒺
R:5蒺-GAAGACGCCAGTAGACTCCACGAC-3蒺

同时加入稀释好的 Polybrene 至终浓度为 5滋g / mL。 轻晃

混匀,继续培养。 感染 24h 后,更换为新鲜完全培养液。
荧光显微镜下,计数表达绿色荧光的 BMSC,计算感染率。
1. 2. 3 实验分组摇 实验分为空白对照组(未经转染 BMSC
细胞)、阴性对照组(采用不含 BDNF 基因的空载质粒转

染的 BMSC 细胞)和实验组(采用含 BDNF 基因的质粒转

染的 BMSC 细胞)。
1. 2. 4 Realtime PCR测定基因修饰的 BMSC细胞 BDNF
mRNA表达摇 取第 3 代、第 4 代、第 5 代、第 6 代、第 7 代、
第 8 代和第 9 代细胞各 5伊105抽提各组细胞总 RNA,逆转

录成 cDNA。 BDNF 引物序列参照 GenBank 中的序列,用
primer 5. 0 软件设计而成,具体序列见表 1。 以 GAPDH 为

内参,进行 Realtime PCR 检测,预变性 95益 10min,变性

95益 15s、退火延伸 60益 60s,共进行 40 个循环。 每次在

延伸阶段读取吸光值。 PCR 结束后,在 95益 变性 1min。
然后冷却至 55益 1min,使 DNA 双链充分结合。 收集获取

荧光信号得到扩增曲线、溶解曲线和 CT 值,通过内参

GAPDH 校正,采用 2-吟吟CT 法分析数据,用相对表达量表

示,实验重复 3 次。
1. 2. 5 ELISA测定基因修饰的 BMSC 细胞 BDNF 的分泌

表达摇 取第 3 代、第 4 代、第 5 代、第 6 代、第 7 代、第 8 代

和第 9 代细胞调整 BMSCs 密度,按 3伊104 / 孔接种于 6 孔

板,24h 后细胞约为 5 伊104 / 孔,更换新鲜培养基 (2mL /
孔),培养 12h 后收集各组细胞上清液,按照 BDNF 的

ELISA 检测试剂盒说明书进行检测。 每组设 3 个复孔。
摇 摇 统计学分析:所有数据采用 SPSS 15. 0 统计软件进行

统计分析。 各组 BDNF 基因的 mRNA 相对表达量、蛋白分

泌量数据均以均数依标准差(軃x依s)表示,采用随机区组的

ANOVA 检验分析组间差异,以 P<0. 05 为差异有统计学

意义。
2 结果

2. 1 基因修饰的 BMSC细胞 BDNF mRNA 表达摇 实验组

第 3、4、5、6、7 和 8 代 BMSC 细胞 BDNF mRNA 表达高于空

白对照组和阴性对照组,组间差异具有统计学意义(P3:F =
491. 788, P < 0. 05; P4: F = 380. 112, P < 0. 05; P5: F =
1854郾 929,P < 0. 05; P6: F = 224. 540, P < 0. 05; P7: F =
619郾 155,P<0. 05;P8:F = 10. 092,P<0. 05,图 1)。 实验组

BMSC 细胞随着细胞传代,BDNF mRNA 表达逐渐下降,不
同代数间差异具有统计学意义(F = 298. 603,P<0. 05);第
3 代与第 4 代,第 4 代和第 5 代、第 5 代与第 6 代,第 6 代

和第 7 代组间两两比较差异具有统计学意义(P<0. 05);
第 7 代与第 8 代,第 8 代和第 9 代组间两两比较差异无统

计学意义(P>0. 05)。
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2. 2 基因修饰的 BMSC细胞 BDNF 的分泌表达摇 实验组

第 3、4、5、6、7 和 8 代细胞 BMSC 细胞 BDNF 的分泌表达高

于空白对照组和阴性对照组,组间差异具有统计学意义

(P3:F=520. 609,P<0. 05;P4:F =734. 520,P<0. 05;P5:F =
152. 847,P<0. 05;P6:F=80. 372,P<0. 05;P7:F = 96. 083,
P<0. 05;P8:F = 38. 532,P<0. 05,图 2)。 实验组 BMSC 细

胞随着细胞传代,BDNF 的分泌表达逐渐下降,不同代数

间差异具有统计学意义(F = 230. 084,P<0. 05);第 3 代和

第 4 代、第 4 代和第 5 代、第 5 代和第 6 代组间两两比较

差异具有统计学意义(P<0. 05);第 6 代和第 7 代、第 7 代

和第 8 代、第 8 代和第 9 代组间两两比较差异无统计学意

义(P>0. 05)。
3 讨论

摇 摇 视网膜变性疾病是严重的不可逆性致盲眼病。 视网

膜变性疾病如黄斑变性、光感受器细胞变性、视网膜色素

上皮变性、Stargardt 病等最终均可致盲[1-2]。 由于体内视

网膜神经细胞不能再生,目前此类疾病尚无有效的治疗方

法。 寻找再生能力强、非视网膜来源的、可替代视网膜细

胞功能的自体细胞是移植的理想种子细胞,也是近年视网

膜变性疾病治疗的研究热点和焦点。 干细胞治疗和基因

治疗有望为视网膜变性疾病的治疗提供新的途径。 自体

BMSC 是理想的种子细胞[3-4]。 BMSC 可能通过固有的再

生能力分化替代变性的视网膜细胞、上调神经营养因子表

达、修复变性的视网膜细胞等途径综合治疗视网膜变性疾

病。 van Velthoven 等[8] 研 究 发 现, BMSC 可 通 过 分 泌

BDNF、类表皮生长因子、persephin (PSP)或 sonic hedgehog
调节神经干细胞增生和分化,改善新生儿缺血缺氧性脑病

的预后。 BMSC 不仅可通过分化替代变性的视网膜细胞,
还可通过分泌神经营养因子,挽救修复周围神经细胞,发
挥神经保护作用[5-6]。 通过基因工程,可增强 BMSC 的神

经保护功能。
摇 摇 本项目研究在体外成功构建了 BDNF 过表达的慢病

毒载体,将目的基因 BDNF 导入 BMSC 中,转染效率较高。
BDNF 基因的质粒转染的 BMSC 细胞实验组第 3、4、5、6、7
和 8 代 BMSC 细胞 BDNF 的 mRNA 表达高于空白对照组

和阴性对照组;ELISA 证实了第 3、4、5、6、7 和 8 代 BMSC
细胞 BDNF 的分泌表达高于空白对照组和阴性对照组。
BDNF 表达于中枢和周围神经系统。 主要在脑组织合成,
上丘和视皮质有丰富的 BDNF 分布。 视网膜 M俟ller 细胞、
神经节细胞自身和移位的无长突细胞可以分泌 BDNF,视
网膜的外丛状层、外核层、内丛状层、内核层和神经节细胞

层均有表达。 BDNF 的受体主要有两种:高亲和力受体酪

氨酸蛋白激酶(Trk)和低亲和力的 P75NT 受体。 视网膜

的 TrkB 受体主要位于内丛状层和神经节细胞层。 BDNF
与 TrkB 受体结合后引起 Trk 蛋白及多种蛋白的磷酸化,
激活胞内信号转导通路(主要包括 MAPK / ERK 和 PI3K /
AKT)),营养突触后的神经元,促进神经元的生长、发育、
功能维持,调节轴突和树突的生长、突触的形成与功能、细
胞的迁移和增生及神经元的存活[9-10]。 含有 BDNF 的培

养液中成活的 RGC 比例多于不含 BDNF 的培养基[9-10]。
视神经夹伤动物模型于造模后立即玻璃体腔注射不同剂

图 1摇 各组 BMSC细胞 BDNF mRNA表达变化摇 bP<0. 01 vs 空
白对照组;dP<0. 01 vs 阴性对照组。

图 2摇 各组 BMSC细胞 BDNF的分泌变化摇 bP<0. 01 vs 空白对

照组;dP<0. 01 vs 阴性对照组。

量的 BDNF,BDNF 注射量为 30滋g 时 RGC 的存活率最高,
大的 RGC 数目较多;而 BDNF 注射量为 90滋g 时,可最大

程度减少中等大小 RGC 的缺失,保持小、中、大 3 种 RGC
的正常比例[11-12]。 这提示 RGC 对不同治疗剂量的反应不

同。 注射 1wk 后与未处理组比较,玻璃体腔注射 BDNF,
视神经横切显示存活的 RGC 增多,细胞凋亡延缓[13]。 但

是外源性 BDNF 半衰期短,反复眼内注射可能造成眼球损

伤,增加眼内感染风险。 我们研究发现 BDNF 基因的质粒

转染的 BMSC 细胞分泌的 BDNF 明显增强,且可持续表达

5 ~ 6 代。 这为进一步研究其对视网膜的保护作用奠定了

基础。 Saito 等[14]用腺相关病毒将 BDNF 基因转入虹膜色

素上皮细胞,然后将细胞移植入光损伤的大鼠模型视网膜

下腔,移植细胞对感光细胞有显著的保护作用,视乳头附

近多个位置的外核层较对照组厚,抑制 TrkB-T1 可降低移

植细胞的保护作用。 这提示通过基因工程增强眼内细胞

长期表达 BDNF,减少反复注射的风险。
摇 摇 本研究发现,实验组 BMSC 细胞随着细胞传代,BDNF
mRNA 表达和蛋白分泌逐渐下降。 第 7 代与第 8 代,第 8
代和第 9 代的 BDNF mRNA 表达,组间两两比较差异无统

计学意义,第 6 代和第 7 代,第 7 代和第 8 代,第 8 代和第

9 代的 BDNF 的蛋白分泌组间两两比较差异无统计学意

义。 这可能是由于体外传代培养时细胞快速增殖,细胞内

BDNF 基因的表达减弱或携带 BDNF 基因的细胞比例减

少。 这提示一方面可通过传代的代数来控制移植细胞在
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眼内 BDNF 的分泌表达。 另一方面用于移植的转染细胞

不宜传代 5 代以上。
摇 摇 综上所述,通过基因工程增强 BMSC 细胞长期表达

BDNF,减少反复注射的风险。 干细胞治疗和基因治疗有

望为视网膜变性疾病的治疗提供新的途径。
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