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［摘要］　目的：构建含增强绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）及胰岛素融合基因的重组质粒，转染小鼠骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ），观察

转染融合基因后ＢＭＳＣｓ移植治疗糖尿病模型小鼠的治疗效果。方法：应用重叠延伸ＰＣＲ技术合成ｉｎｓｕｌｉｎＩＲＥＳＥＧＦＰ和

ＩＲＥＳＥＧＦＰ两段序列，分别克隆至逆转录病毒载体ｐＭＳＣＶ中，经过包装细胞ＰＴ６７的包装后转染小鼠ＢＭＳＣｓ。荧光显微镜

观察转染后ＥＧＦＰ的表达；ＲＴＰＣＲ法检测转染后胰岛素基因的表达。将转染了两种质粒的ＢＭＳＣｓ培养后分别植入两组糖

尿病模型小鼠体内，观察各组受体鼠血糖及体质量等指标的变化，并以正常对照组小鼠作对照。结果：成功构建重组质粒

ｐＭＳＣＶｉｎｓｕｌｉｎＩＲＥＳＥＧＦＰ、ｐＭＳＣＶＩＲＥＳＥＧＦＰ；倒置荧光显微镜下观察到转染后的ＢＭＳＣｓ发出稳定的绿色荧光信号。转

染了ｐＭＳＣＶｉｎｓｕｌｉｎＩＲＥＳＥＧＦＰ的ＢＭＳＣｓ能稳定表达外源性胰岛素基因，转染后小鼠血糖明显低于转染ｐＭＳＣＶＩＲＥＳＥＧ

ＦＰ组（Ｐ＜０．０５），但仍高于正常对照组（Ｐ＜０．０５）；转染后３５ｄ体质量明显高于转染ｐＭＳＣＶＩＲＥＳＥＧＦＰ组（Ｐ＜０．０５）。结

论：重构的ｉｎｓｕｌｉｎＥＧＦＰ载体能够起到良好的示踪作用，且ＥＧＦＰ的表达不影响胰岛素基因的表达；转染融合基因的小鼠

ＢＭＳＣｓ移植治疗糖尿病小鼠可以部分缓解小鼠糖尿病症状。

［关键词］　骨髓间充质干细胞；增强绿色荧光蛋白；转染；糖尿病；胰岛素
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　　骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）是细胞移植治疗的理想种子细胞，
应用经基因改造并扩增后的ＢＭＳＣｓ作为替代细胞可
以解决移植物受体免疫排斥的问题［１］。增强型绿色
荧光蛋白（ＥＧＦＰ）作为一种新型的报告基因，具有荧
光性质稳定、对细胞无毒性、使用方便、可行活细胞实
时定位观察等优点［２］。目前国内外ＢＭＳＣｓ移植治疗
糖尿病的途径主要包括：直接移植法、体外诱导法和
基因修饰法等３种［３５］。其中，直接移植法效果不很
稳定；体外诱导法存在受到自身免疫系统特异性攻击
的问题；而基因修饰法能较好解决上述问题，是目前
细胞移植治疗糖尿病的热点。因此，本研究采用重叠
延伸ＰＣＲ技术构建重组质粒（ｐＭＳＣＶｉｎｓｕｌｉｎＥＧＦＰ、

ｐＭＳＣＶＥＧＦＰ），转染ＢＭＳＣｓ，并利用ＥＧＦＰ能稳定
发出绿色荧光的特点，观察转染后细胞的生长情况及
基因治疗效果。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　ＰＣＲ反应试剂盒、ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ、质粒小量抽提试剂盒、ＤＮＡＬｉｇａｔｉｏｎＫｉｔ
Ｖｅｒ．２．１连接试剂盒、限制性内切酶（ＥｃｏＲⅠ、Ｂｇｌ
Ⅱ）等均购自大连宝生物公司；胶回收试剂盒购自

Ｑｉａｇｅｎ公司；ｐＭＳＣＶｉｎｓｕｌｉｎ逆转录病毒载体由本
实验室构建保存；ＩＲＥＳＥＧＦＰ载体购自北京天泽基

因工程有限公司。

１．２　重组质粒的构建

１．２．１　重叠延伸ＰＣＲ法合成融合基因片段　Ｉｎｓｕ
ｌｉｎＩＲＥＳＥＧＦＰ片段合成：ＰＣＲ扩增针对Ｉｖｓ、ｉｎｓｕｌｉｎ、

ＩＲＥＳ、ＥＧＦＰ等４段序列，分别纯化回收，并进行电泳
分析鉴定。针对上述４段基因序列设计特异性互补
引物（表１），引物由上海瑞捷生物工程有限公司合成。
其中Ｐ２与Ｐ３，Ｐ４与Ｐ５，Ｐ６与Ｐ７的序列是互补的。

Ｐ１与 Ｐ８包含 ＥｃｏＲⅠ（ＧＡＡ ＴＴＣ）和 ＢｇｌⅡ（ＡＧＡ
ＴＣＴ）两个酶切位点（表１，下划线）。以片段ｉｎｓｕｌｉｎ、

ＩＲＥＳ、Ｉｖｓ、ＥＧＦＰ为模板，以Ｐ１、Ｐ８为引物通过重叠延
伸ＰＣＲ扩增基因片段ｉｎｓｕｌｉｎＩＲＥＳＥＧＦＰ。

　　ＩｖｓＩＲＥＳＥＧＦＰ片段合成：Ｉｖｓ的引物为Ｐ１和

Ｐ９，ＩＲＥＳ的引物为Ｐ１０和Ｐ６，ＥＧＦＰ的引物为Ｐ７
和Ｐ８，Ｐ９与Ｐ１０的序列互补（表１）。以片段ＩＲＥＳ、

Ｉｖｓ、ＥＧＦＰ为模板，Ｐ１与Ｐ８为引物通过重叠延伸

ＰＣＲ扩增基因片段ＩＲＥＳＥＧＦＰ。

　　反应条件：１０×Ｂｕｆｆｅｒ５μｌ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４
２μｌ，模板１～１００ｎｇ，Ｐ１２０ｐｍｏｌ，Ｐ８２０ｐｍｏｌ，

ｄＮＴＰｓ终浓度０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ酶１．２５～２．５Ｕ，
加ｄｄＨ２Ｏ 总反应体积５０μｌ。循环条件９５℃ １
ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，３０个循环，最
后７２℃７ｍｉｎ。取５μｌ反应产物于１０ｇ／Ｌ琼脂糖
凝胶进行电泳。

表１　引物序列

Ｔａｂ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｂａｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｉｖｓ Ｐ１ ５′ＧＧＣＧＣＣＧＧＡＡＴＴＣＧＴＡＡＧＴＡＴＣＡＡＧＧＴＴＡＣＡＡＧＡＣ３′
Ｐ２ ５′ＧＡＧＧＣＧＣＡＴＣＣＡＣＡＧＧＧＣＣＡＴＣＣＴＡＴＡＧＴＧＡＧＴＣＧＴＡＴＴＡＡＧ３′

Ｉｎｓｕｌｉｎ Ｐ３ ５′ＣＴＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＡＴＧＧＣＣＣＴＧＴＧＧＡＴＧＣＧＣＣＴＣ３′
Ｐ４ ５′ＧＣＣＧＣＣＣＴＡＧＡＴＧＣＡＴＧＣＴＣＧＴＣＡＣＡＡＧＴＴＧＣＡＧＴＡＧＴＴＣＴＣ３′

ＩＲＥＳ Ｐ５ ５′ＧＡＧＡＡＣＴＡＣＴＧＣＡＡＣＴＴＧＴＧＡＣＧＡＧＣＡＴＧＣＡＴＣＴＡＧＧＧＣＧＧＣ３′
Ｐ６ ５′ＣＴＣＣＴＣＧＣＣＣＴＴＧＣＴＣＡＣＣＡＴＴＴＧＴＧＧＣＡＡＧＣＴＴＡＴＣＡＴＣＧ３′

ＥＧＦＰ Ｐ７ ５′ＣＧＡＴＧＡＴＡＡＧＣＴＴＧＣＣＡＣＡＡＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧＧＡＧ３′
Ｐ８ ５′ＧＴＡＧＡＡＴＴＡＧＡＴＣＴＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＡＴＧ３′

Ｉｖｓ Ｐ９ ５′ＧＣＣＧＣＣＣＴＡＧＡＴＧＣＡＴＧＣＴＣＧＣＣＴＡＴＡＧＴＧＡＧＴＣＧＴＡＴＴＡＡＧ３′
ＩＲＥＳ Ｐ１０ ５′ＣＴＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＣＧＡＧＣＡＴＧＣＡＴＣＴＡＧＧＧＣＧＧＣ３′

１．２．２　重组表达载体的构建　ＤＮＡ连接试剂盒进
行连接，取分别经过限制性内切酶双酶切的线性

ｐＭＳＣＶ０．１３μｇ（０．０３ｐｍｏｌ）和ｉｎｓｕｌｉｎＩＲＥＳＥＧ
ＦＰ序列０．０７２μｇ（０．３ｐｍｏｌ）以及ＩＲＥＳＥＧＦＰ序
列０．０７２μｇ（０．３ｐｍｏｌ），溶液体积分别为８μｌ，加入
等体积的含Ｔ４连接酶的溶液Ⅰ，充分混匀，１６℃反
应１ｈ。将连接后产物转化大肠杆菌ＤＨ５α扩增培
养，并进行双酶切，提纯线性载体ｐＭＳＣＶｉｎｓｕｌｉｎ

ＩＲＥＳＥＧＦＰ和ｐＭＳＣＶＩＲＥＳＥＧＦＰ。结果进行进
一步测序鉴定。

１．３　小鼠ＢＭＳＣｓ的培养及重组质粒的转染　取小
鼠肝素化骨髓，全贴壁法培养提纯，取３代细胞做流
式细胞检测。重组逆转录病毒载体经ＰＴ６７细胞包
装后分别转染ＢＭＳＣｓ，并且在荧光倒置显微镜下观
察细胞形态，拍摄照片。ＲＴＰＣＲ法检测胰岛素的
转录，设立转染空载体为对照组。
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１．４　转染后ＢＭＳＣｓ移植治疗糖尿病模型小鼠疗效
观察

１．４．１　小鼠来源及糖尿病模型的建立　Ｃ５７ＢＬ６Ｊ
小鼠由南通大学实验动物中心提供并喂养于实验动

物中心的标准化饲养笼中。小鼠禁食１２ｈ后称重，
用链脲佐菌素（ＳＴＺ）１４０ｍｇ／ｋｇ一次性腹腔内注射
并禁食２ｈ；注射后７２ｈ剪尾取血，微量血糖仪检测
空腹血糖，血糖水平超过１３．９ｍｍｏｌ／Ｌ并稳定３ｄ
以上为建模成功。

１．４．２　转染后ＢＭＳＣｓ移植治疗糖尿病疗效观察　
取糖尿病模型小鼠２０只，雌雄各半，体质量２０～２５
ｇ，随机分成两组，一组进行ｐＭＳＣＶＩＲＥＳＥＧＦＰ
ｍＢＭＳＣｓ移植，另一组进行ｐＭＳＣＶｉｎｓｕｌｉｎＩＲＥＳ
ＥＧＦＰｍＢＭＳＣｓ移植；正常健康小鼠１０只作为正常
对照组。用１％戊巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻
醉小鼠，手术进腹，将ＢＭＳＣｓ以ＰＢＳ重悬（１×１０６／

０．１ｍｌ～２×１０６／０．１ｍｌ），注入胰腺包膜下；移植后
每天记录各组小鼠的血糖水平、血清胰岛素水平、体
质量的变化，并观察其糖尿病症状的变化。

１．５　统计学处理　实验数据以珚ｘ±ｓ表示，应用

ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行数据处理。

２　结　果

２．１　ＰＣＲ扩增序列的鉴定结果　经ＰＣＲ扩增的

Ｉｖｓ、ｉｎｓｕｌｉｎ、ＩＲＥＳ、ＥＧＦＰ这４段序列上样于低熔点
琼脂糖凝胶，可见第１～４泳道分别为Ｉｖｓ（２３０ｂｐ）、

ｉｎｓｕｌｉｎ（３７８ｂｐ）、ＩＲＥＳ（６５６ｂｐ）、ＥＧＦＰ（７５４ｂｐ），与
预期目的基因一致（图１）。

图１　基因片段的鉴定

Ｆｉｇ１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｏｒｉｇｉｎａｌｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔ
Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：ＰＣＲｆｏｒＩｖｓ（２３０ｂｐ）ｐａｒｔｏｆｉｎｓｕｌｉｎ

ＩＲＥＳＥＧＦＰ；２：ＰＣＲｆｏｒｉｎｓｕｌｉｎ（３７８ｂｐ）ｐａｒｔｏｆｉｎｓｕｌｉｎＩＲＥＳＥＧ

ＦＰ；３：ＰＣＲｆｏｒＩＲＥＳ（６５６ｂｐ）ｐａｒｔｏｆｉｎｓｕｌｉｎＩＲＥＳＥＧＦＰ；４：ＰＣＲ

ｆｏｒＥＧＦＰ（７５４ｂｐ）ｐａｒｔｏｆｉｎｓｕｌｉｎＩＲＥＳＥＧＦＰ

２．２　融合基因片段酶切鉴定结果　合成的Ｉｖｓｉｎｓｕ
ｌｉｎＩＲＥＳＥＧＦＰ序列大小约１９２７ｂｐ，与理论计算序
列一致（图２Ａ）。合成的ＩｖｓＩＲＥＳＥＧＦＰ序列大小约

１５９１ｂｐ，条带清晰，与预期序列相符（图２Ｂ）。

图２　融合基因片段ｉｎｓｕｌｉｎＩＲＥＳＥＧＦＰ（Ａ）、

ＩＲＥＳＥＧＦＰ（Ｂ）的鉴定

Ｆｉｇ２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｆｒａｇｍｅｎｔｓ

ｏｆｉｎｓｕｌｉｎＩＲＥＳＥＧＦＰ（Ａ）ａｎｄＩＲＥＳＥＧＦＰ（Ｂ）

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１１４：ｉｎｓｕｌｉｎＩＲＥＳＥＧＦＰｏｒＩＲＥＳＥＧＦＰｐｒｏｄｕｃｔｓ

２．３　重组表达载体的构建及酶切鉴定结果　对构建的

ｐＭＳＣＶｉｎｓｕｌｉｎＩＲＥＳＥＧＦＰ和ｐＭＳＣＶＩＲＥＳＥＧＦＰ质粒
进行ＥｃｏＲⅠ、ＢｇｌⅡ双酶切ＰＣＲ鉴定（图３），并被进一步
的测序鉴定证实。

图３　重组质粒的酶切鉴定

Ｆｉｇ３　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄａｆｔｅｒｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：ｐＭＳＣＶ（６４００ｂｐ）ｉｎｓｕｌｉｎＩＲＥＳＥＧＦＰ（１９２７

ｂｐ）；２：ｐＭＳＣＶ（６４００ｂｐ）ＩＲＥＳＥＧＦＰ（１５９１ｂｐ）；３：ＴｈｅｖａｃｕｏｕｓｐＭＳＣＶ

２．４　ＢＭＳＣｓ的分离、培养及鉴定结果　流式细胞
检测结果发现ＣＤ３４表达率为７．１６％，ＣＤ４５表达率
为３．９６％，ＣＤ２９表达率为９９．２％，Ｓｃａ１表达率为

９８．３％，ＣＤ４４表达率为８７．１％，ＣＤ１０５表达率为

４２．８％。结果表明培养的细胞高表达ＣＤ４４、ＣＤ２９，
证实本研究所培养的细胞为小鼠ＢＭＳＣｓ。

２．５　重组表达质粒转染小鼠ＢＭＳＣｓ的结果

２．５．１　荧光显微镜下观察转染后的ＢＭＳＣｓ　绿色
荧光显微镜下观察发现，转染重组表达质粒（ｐＭ
ＳＣＶｉｎｓｕｌｉｎＩＲＥＳＥＧＦＰ／ｐＭＳＣＶＩＲＥＳＥＧＦＰ）后
的ＢＭＳＣｓ可以表达增强型绿色荧光蛋白报告基因，
细胞仍然呈极性排列，都能发出稳定的绿色荧光，为
后续的实验提供了良好的示踪作用（图４）。
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图４　稳定转染后ＢＭＳＣｓ荧光显微镜下形态

Ｆｉｇ４　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＢＭＳＣｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

ｕｎｄｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ａ：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈｐＭＳＣＶｉｎｓｕｌｉｎＩＲＥＳＥＧＦＰｖｅｃｔｏｒ；Ｂ：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｗｉｔｈｐＭＳＣＶＩＲＥＳＥＧＦＰｖｅｃｔｏｒ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．５．２　ＲＴＰＣＲ检测外源性胰岛素基因的表达　
ＲＴＰＣＲ电泳结果（图５）表明，转染ｐＭＳＣＶｉｎｓｕｌｉｎ
ＩＲＥＳＥＧＦＰ后第１、７、１４、２１日，ＢＭＳＣｓ均有外源性
胰岛素ｍＲＮＡ的表达，而转染空载体ｐＭＳＣＶＩＲＥＳ
ＥＧＦＰ的细胞则未见胰岛素ｍＲＮＡ的表达条带。

２．６　转染后ＢＭＳＣｓ移植治疗糖尿病小鼠的疗效　
小鼠制模前的空腹血糖平均水平为（４．４６±０．８５）

ｍｍｏｌ／Ｌ，注射ＳＴＺ后７２ｈ，各鼠血糖明显升高，均
超过１３．９ｍｍｏｌ／Ｌ。至第７日时（移植当天，即表２
中的０ｄ），与正常对照小鼠比较，糖尿病模型小鼠血
糖水平显著升高，达到（２１．４５±３．４８）ｍｍｏｌ／Ｌ，具

有统计学差异（Ｐ＜０．０１），并出现了多饮、多食、多
尿，皮毛污秽，消瘦，反应性差等糖尿病症状。

图５　转染重组质粒后ＢＭＳＣｓ胰岛素基因的表达结果

Ｆｉｇ５　ＲＴＰＣＲｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆＥＧＦＰｍＢＭＳＣｓ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｉｎｓｕｌｉｎｇｅｎｅ

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１４：ＩｎｓｕｌｉｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃ

ｔｅｄｉｎＢＭＳＣｓｏｎｔｈｅ１ｓｔ，７ｔｈ，１４ｔｈ，ａｎｄ２１ｔｈｄａｙａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；５：

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｉｎｓｕｌｉｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

　　糖尿病模型小鼠移植空质粒转染的ＢＭＳＣｓ后
血糖一直维持高水平；术后２１ｄ，与空质粒转染ＢＭ
ＳＣｓ移植组小鼠相比，移植ｐＭＳＣＶｉｎｓｕｌｉｎＩＲＥＳ
ＥＧＦＰ质粒转染ＢＭＳＣｓ组小鼠血糖水平明显下降
（Ｐ＜０．０５），但仍高于正常对照组（Ｐ＜０．０５，表２）。
健康对照组小鼠体质量稳定上升；空质粒转染移植
组则持续降低；而ｐＭＳＣＶｉｎｓｕｌｉｎＩＲＥＳＥＧＦＰ质粒
转染ＢＭＳＣｓ组在移植１周内下降，１周后开始逐步
上升，３５ｄ时超过了空质粒转染ＢＭＳＣｓ移植组，但
仍低于对照组（Ｐ＜０．０５，表２）。

表２　移植前后各组血糖、体质量的变化

Ｔａｂ２　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｌｅｖｅｌａｎｄｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｔａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｔ／ｄ

０ ７ １４ ２１ ２８ ３５
ＢｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

　ＶａｃｕｏｕｓｐＭＳＣＶ ２１．８３±２．３６ ２１．４６±２．７７ ２１．５１±３．０２ ２１．２６±１．９９ ２１．４８±２．８４ ２１．８４±３．１１

　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ ２１．５２±２．６５△ １８．３８±２．２１△ １８．０７±２．５８△ １５．８３±２．０４△ １５．５２±３．０３△ １４．５７±２．４９△

　Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ５．３２±１．７６ ５．３８±１．４３ ５．５ ±１．６６ ５．４３±１．２７ ５．３５±１．５８ ５．４２±１．７１

ＢｏｄｙｗｅｉｇｈｔｍＢ／ｇ
　ＶａｃｕｏｕｓｐＭＳＣＶ ２１．５４±１．５４ １９．３３±２．１４ １８．２３±３．０１ １７．４５±２．４４ １６．８３±１．８７ １６．１ ±１．２５

　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ ２１．１２±１．９５ １８．７９±２．３１△ １９．６５±１．９９△ ２０．２３±１．８８△ ２０．４２±３．０５△ ２０．７２±２．２４△

　Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ２３．２３±１．７６ ２３．４７±２．５８ ２４．１５±１．４７ ２４．９３±３．２２ ２５．６３±２．０４ ２６．４３±１．６５

　Ｐ＜０．０５ｖｓＶａｃｕｏｕｓｐＭＳＣＶｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＮｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　重叠延伸ＰＣＲ技术由于使用了具有互补末端
的引物，使ＰＣＲ产物形成了重叠链，从而在随后的
扩增反应中通过重叠链的延伸，将不同来源的扩增
片段重叠拼接起来，简单迅速地将多个ＤＮＡ 片段
连在一起，用于嵌合基因的构建［６］。ＳＯＥＰＣＲ的关

键主要在于引物的设计［７］，通过设计特定的搭桥引
物，将两个目的序列融合在一起，避免了不必要的酶
切和连接。更重要的是，重叠延伸对融合位点及其
附近序列没有特殊要求，融合部位可以是任意位点，
只要根据相应原理设计好搭桥引物就可以按照常规

ＰＣＲ轻松操作［８］。因此，此技术在越来越多的实验
室得到广泛的应用。



第１２期．范向军，等．转染绿色荧光蛋白胰岛素融合基因的小鼠骨髓间充质干细胞移植治疗糖尿病小鼠 ·１４５９　 ·

　　ＩＲＥＳ是广泛存在于一些真核细胞的ｍＲＮＡ或
病毒基因组上的一类保守的顺式作用元件，主要作
用是通过与核糖体小亚基结合从而启动５′帽非依赖
方式的翻译模式［９］。国外研究［１０１１］提示内含子对基

因表达调控的机制可能是某些内含子序列含有增强

子或其他顺式作用元件；内含子的剪接增加了 ｍＲ
ＮＡ在核内的稳定性；内含子包含有一些能开放染
色体的功能域序列，可能通过影响核质成分、位置等
来提高外源基因在转基因动物中的表达。

　　荧光蛋白标记技术是近年来迅速发展的一种新
型细胞示踪技术，具有易于检测、特异性强、可以实
现活细胞观察等优势［２］。逆转录病毒可以将 ＧＦＰ
基因整合到被标记细胞的染色体中而获得稳定表

达［１２］，使子代细胞获得与母代细胞一样的标记效
果，实现细胞的长时效标记，这些标记细胞可以通过
荧光显微镜直接观察，而不需要反应底物，更不需要
通过复杂的免疫组织化学分析观察，且被标记的细
胞仍具有多向分化潜能，明显优于其他的标记检
测［１３］。

　　将胰岛素基因转入自体干细胞内，让它们增殖
分化成胰岛素分泌细胞，再回植入糖尿病患者体内
以治 疗 糖 尿 病，具 有 广 阔 的 临 床 应 用 前 景。

Ｍｏｒｉｓｃｏｔ等［１４］用人的骨髓提取间充质干细胞，以腺
病毒作为载体，进行基因转染，该细胞几乎可以表达
所有的胰岛Ｂ细胞相关基因。Ｌｕ等［１５］将人的胰岛

素基因转入人骨髓间充质细胞，转染后细胞可以稳
定分泌胰岛素。

　　本研究通过融合基因质粒转染技术，构建质粒
转染ＢＭＳＣｓ后能够同时稳定表达ＥＧＦＰ和ｉｎｓｕｌｉｎ
两种外源性基因，且互不影响，在基因治疗糖尿病的
同时利用ＥＧＦＰ基因的示踪可以充分了解融合基因
的特征、理化特性及其功能机制以及移植细胞在体
内的功能和分布，为进一步研究基因转染技术治疗
糖尿病提供了一个良好的思路。本研究通过基因转
染干细胞技术成功获得了胰岛素分泌细胞，并在糖
尿病小鼠模型中取得了显著的治疗效果，证实基因
转染干细胞技术治疗糖尿病是一可行方法。基因转
染干细胞技术治疗糖尿病目前虽然不是很成熟，尚
待解决免疫排斥、体内微环境调节等问题，但是随着
对干细胞研究的不断深入，糖尿病的干细胞治疗方
法一 定 会 趋 于 成 熟，为 彻 底 治 愈 糖 尿 病 带 来
希望。　　　　　
　　（志谢　本研究得到南通大学神经生物研究所
丁斐教授及南通大学附属医院临床医学研究中心姚

登福教授的大力支持和帮助，在此一并表示感谢！）
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