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［摘要］　目的：制备微囊化血管内皮细胞生长因子（ＶＥＧＦ）基因修饰 ＮＩＨ３Ｔ３细胞，并研究微囊化技术对 ＶＥＧＦ基因修饰

ＮＩＨ３Ｔ３细胞增殖及其分泌ＶＥＧＦ功能的影响。方法：应用海藻酸钠氯化钡技术制备微囊化 ＶＥＧＦ基因修饰 ＮＩＨ３Ｔ３细

胞，并与未微囊化ＶＥＧＦ基因修饰ＮＩＨ３Ｔ３细胞对照培养，在倒置相差显微镜下观察微囊及细胞形态，用 ＭＴＴ法和ＰＩ染色

流式细胞术检测细胞的增殖及活性情况。每４８ｈ收集微囊化及未微囊化基因修饰 ＮＩＨ３Ｔ３细胞培养上清，－２０℃保存，

ＥＬＩＳＡ法检测培养上清 ＶＥＧＦ的含量。结果：微囊形态较圆整，其内细胞生长良好；两组细胞增殖与活性及培养上清中

ＶＥＧＦ含量无统计学差异。结论：微囊化并不影响基因修饰细胞的生长代谢功能，与对照组比较，在体外培养时生物学特性

无明显差异，为研究微囊化基因修饰细胞体内移植奠定了基础。
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　　１９８０年加拿大学者Ｌｉｍ和Ｓｕｎ［１］利用海藻酸
钠多聚赖氨酸聚乙烯亚胺微囊技术包裹大鼠胰岛
细胞治疗实验性糖尿病，标志着微囊化细胞移植技
术的确立。该技术通过微囊的免疫隔离作用，提高
了移植物在异体的存活率。微囊具有透过性，可以

保证囊内细胞分泌产生的特定因子通过囊膜进入细

胞外间隙。随着基因转染技术的成熟，已初步开展
了微囊化基因转染细胞移植的实验及应用研究，并
取得了一些成就［２］。该技术不需要对基因产物进行
化学提纯，减少了中间环节，降低了工作量；而且微
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囊移植本身不会改变受体的基因组，一次性注入，安
全可靠；还可以根据不同的病情需要，调整移植微囊
细胞的数量。

　　血管内皮细胞生长因子（ＶＥＧＦ）是机体内促进
血管生长最主要的生长因子，临床上ＶＥＧＦ基因治
疗促进血管生成已得到认可［３］。小鼠 ＮＩＨ３Ｔ３细
胞是来源于小鼠胚胎的成纤维细胞，易于转染，适宜
作为外源基因的载体，转染 ＶＥＧＦ 基因的小鼠

ＮＩＨ３Ｔ３细胞具有促进组织血管形成的生物活
性［４］。本实验应用海藻酸钠和氯化钡为材料，采用
气体 吹 喷 法 制 备 微 囊 化 ＶＥＧＦ 基 因 修 饰 的

ＮＩＨ３Ｔ３细胞，观察微囊化后 ＶＥＧＦ 基因修饰

ＮＩＨ３Ｔ３细胞在囊内是否仍正常生长并能维持其目
的基因的蛋白表达功能，以及是否影响ＶＥＧＦ的释
放，为 进 一 步 研 究 微 囊 化 ＶＥＧＦ 基 因 修 饰 的

ＮＩＨ３Ｔ３细胞的体内移植奠定实验基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　ＶＥＧＦ１６５重组腺病毒载体由
本室构建；兔抗人 ＶＥＧＦ抗体ｈＶＥＧＦ购自Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司；ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）、胰蛋白酶
和ＥＤＴＡ 均为 Ｇｉｂｃｏ公司产品；二甲基亚砜（ＤＭ
ＳＯ）、四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司；

ＥＬＩＳＡ试剂盒购自晶美公司；碘化丙啶（ＰＩ，北京鼎国
生物技术有限公司）；化学纯海藻酸钠（美国），２５
ｍｍｏｌ／Ｌ的氯化钡溶液（自制）。倒置显微镜（日本奥
林巴斯），ＭＳ３５３酶联免疫检测仪（ＬａｂｓｙｓｔｅｍｓＣｏ．
Ｌｔｄ，芬兰）；ＦＡＣＳｓｃｏｒｔ型流式细胞仪（美国ＢＤ公
司）。ＮＩＨ３Ｔ３细胞购自中国科学院上海细胞研究
所。

１．２　细胞培养　将细胞接种１２孔培养板，培养至

９０％融合时，弃去培养上清。按最佳的感染复制数
（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）用 ＶＥＧＦ１６５重组腺
病毒感染 ＮＩＨ３Ｔ３细胞，获取 ＶＥＧＦ基因修饰细
胞，置于５％ＣＯ２、３７℃条件培养箱中培养。

１．３　ＶＥＧＦ基因修饰细胞的微囊化　首先配制海
藻酸钠溶液，称取２ｇ海藻酸钠，加入１００ｍｌ蒸馏水
溶解。并配制２５ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钡溶液２５０ｍｌ，将上
述溶液及实验器具１２１℃高压灭菌５０ｍｉｎ后，将

ＶＥＧＦ基因修饰ＮＩＨ３Ｔ３细胞消化浓缩成０．５ｍｌ，
细胞密度为３×１０６／ｍｌ，加入到２ｍｌ海藻酸钠溶液
中，经双腔喷头喷入氯化钡溶液中，静置１５ｍｉｎ，离
心收集，用灭菌生理盐水洗涤３次，移入培养瓶中，
加５ｍｌＤＭＥＭ培养液，放入培养箱中培养。

１．４　微囊化细胞的体外培养　微囊化及未微囊化

基因修饰细胞初始密度均为１×１０４／ｍｌ，分装于６孔
板中，每孔分装０．１ｍｌ并加入ＤＭＥＭ培养液２ｍｌ。
两组 均 用 ＤＭＥＭ （含 ２０％ 胎 牛 血 清、青 霉 素

１×１０５Ｕ／ｇ、链霉素１００ｍｇ／Ｌ），置于３７℃、５％ＣＯ２
培养箱中培养，每２ｄ换培养液并收集培养上清于

－２０℃保存，每组６孔重复。

１．５　培养上清ＶＥＧＦ含量的测定　每４８ｈ取各孔
培养液１ｍｌ，３０００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝１０ｃｍ）离心３ｍｉｎ，弃
沉渣。ＥＬＩＳＡ法测定培养上清中ＶＥＧＦ的含量，参
照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明操作。在９６孔板待检孔内加
入５０μｌ检测稀释液，每孔中加入２００μｌ标准品或
待检标本，室温下孵育２ｈ，吸出检测孔内液体，使用
冲洗缓冲液清洗３次，每孔内加入２００μｌｈＶＥＧＦ
抗体，室温孵育２ｈ，吸出检测孔内液体，使用冲洗缓
冲液清洗３次，每孔加入２００μｌ底物溶液，室温下避
光孵育２０ｍｉｎ，每孔内加入５０μｌ终止液，在检测波
长为４５０ｎｍ、校正波长５７０ｎｍ 酶联仪上读取光密
度值（Ｄ），根据标准品测定结果，绘制标准曲线，计
算被检测培养上清内ＶＥＧＦ的含量。

１．６　ＭＴＴ法观察微囊化细胞的生长　对培养的微
囊化 ＶＥＧＦ基因修饰细胞与未微囊化细胞每日取
样进行细胞活性的测定。在２４孔板的每孔中加入

１００μｌＭＴＴ溶液，继续培养２４ｈ，待结晶完全后将
微囊筛出，用１ｍｌＤＭＳＯ将微囊内细胞形成的结晶
充分溶解，吸取２００μｌ溶解液，加入９６孔板，用酶联
检测仪检测波长５７０ｎｍ下的Ｄ 值（６３０ｎｍ为参考
波长）。绘制生长曲线。

１．７　ＰＩ染色流式细胞术检测细胞死亡率　加入

０．０１ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液１００μｌ，待微囊膜溶解后
立即加入细胞培养液中和，破囊时间不超过１ｍｉｎ。
离心收集细胞，胰酶消化，加ＰＩ荧光染液（５μｇ／ｍｌ
ＰＩ）于４℃冰箱中放置４５ｍｉｎ，３００目尼龙网过滤，流
式细胞仪检测，计算细胞死亡率，再推算出微囊化细
胞的活力，同样检测相同剂量的未微囊化细胞的死
亡率及活力。

１．８　统计学处理　ＳＰＳＳ１０．０统计软件对数据进
行分析，所有数据以珚ｘ±ｓ形式表示，采用ｔ检验，

Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　微囊化重组细胞的形态观察　光镜下观察，微
囊为较理想的对称球体，大小较均一，囊壁光滑，无
粘连，囊内细胞呈圆形，折光性强，直径３００～５００

μｍ，每个囊中含细胞５０～８０个，体外培养７ｄ，细胞
在囊内分化发育，边界逐渐模糊不清，部分细胞相互
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聚集并分裂生长，形成大小不等的细胞团，囊外未见
纤维细胞生长（图１）。

图１　微囊化重组细胞的形态

Ｆｉｇ１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌａｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ

ＶＥＧＦｍｏｄｉｆｉｅｄＮＩＨ３Ｔ３ｃｅｌｌｓ
Ａ，Ｂ：Ｐｏｓｔｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ１ａｎｄ７ｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇ

ｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．２　细胞活力的测定　ＰＩ流式细胞术检测结果
（图２）表明微囊化与未微囊化细胞的死亡率分别为
（８．９０±０．３５）％、（８．６４±０．２５）％，两组比较差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５），两组细胞的活力无明显
差异。

２．３　ＥＬＩＳＡ 法检测培养上清 ＶＥＧＦ的表达情
况　自微囊化ＶＥＧＦ基因修饰ＮＩＨ３Ｔ３细胞和未微
囊化细胞体外培养第１日开始，每４８ｈ收集培养上清
液，直至第１３日，ＥＬＩＳＡ法检测 ＶＥＧＦ表达。结果
（表１）显示：两组 ＮＩＨ３Ｔ３细胞均释放一定量的

ＶＥＧＦ，且两组细胞培养２４ｈ后，ＶＥＧＦ就已经有了
显著表达，至第７日达到高峰，此后随着时间的推移，

ＶＥＧＦ表达逐渐下降，但仍保持在一个可检测水平之
上，并持续至１３ｄ以后。两组比较无统计学差异。

图２　ＰＩ流式细胞术检测结果

Ｆｉｇ２　ＲｅｓｕｌｔｏｆＰＩｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｔｅｓｔｉｎｇ
Ａ：Ｎｏｎｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄｇｒｏｕｐ

表１　两组ＶＥＧＦ分泌情况比较

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＶＥＧＦｓｅｃｒｅｔｉｏｎｉｎ２ｇｒｏｕｐｓ
［ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，ρＢ／（ｐｇ·ｍｌ－１）］

Ｇｒｏｕｐ １ｄ ３ｄ ５ｄ ７ｄ ９ｄ １１ｄ １３ｄ

Ｎｏｎｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ １９８±９ ３１２±４２ ４９９±３０ １０５２±５８ ６１０±４６ ４９０±２５ ２５１±１３
Ｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ １９２±１２ ３０４±３６ ４９６±１２ １０４０±６０ ５９６±６３ ４８０±１９ ２４４±３７
　　ｔ ２．１３ １．４３ ０．６２ １．９１ ２．２６ ２．６１ １．７９
　　Ｐ ０．１０ ０．２３ ０．５７ ０．１３ ０．０８ ０．０６ ０．１８

２．４　微囊化对ＶＥＧＦ基因修饰ＮＩＨ３Ｔ３细胞增殖的
影响　在微囊化后２周内用ＭＴＴ法动态检测基因修
饰ＮＩＨ３Ｔ３细胞的增殖情况，与相同浓度未微囊化基
因修饰细胞 ＭＴＴ值比较。结果（图３）显示微囊化对

ＶＥＧＦ基因修饰ＮＩＨ３Ｔ３细胞的增殖没有明显影响。

图３　ＶＥＧＦ基因修饰ＮＩＨ３Ｔ３细胞生长曲线

Ｆｉｇ３　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＶＥＧＦｍｏｄｉｆｉｅｄＮＴＨ３Ｔ３ｃｅｌｌｓ
ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　微囊化细胞技术是由Ｌｉｍ等［１］发明，首次采用
微囊免疫隔离技术进行胰岛细胞微囊化移植研究。

１９８６年，Ｏ’Ｓｈｅａ等［５］在此基础上做了改进，用海藻
酸钠替换了外层聚乙烯亚胺，制成了海藻酸钠聚赖
氨酸海藻酸钠膜，经过处理后膜成凝胶状，具有较
好的生物相容性。近年来，这一技术逐渐被许多异
体或异种移植所采用。该技术已较为成熟，已有实
验证实［６］应用海藻酸钠氯化钡技术可取得较好的
效果，用该法制备微囊化细胞发现微囊的稳定性较
好、不易破裂，且操作步骤相对简单，制成的微囊属
于生物半透膜。微囊膜不允许大分子物质通过，其
截隔的相对分子质量为７００００，在理论上能阻止大
分子物质进入膜内，但又不影响小分子物质的转运，
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Ｏ２、ＣＯ２、小分子营养物质等可以自由通过微囊膜。
已有研究［７］表明，白蛋白、尿素、凝血因子、结合胆红
素、生长因子等生物活性物质可通过微囊膜，但免疫
细胞、免疫球蛋白等因相对分子质量大而无法进入
膜内。我们的实验证实：在体外培养期间，应用海藻
酸钠氯化钡技术制备的微囊具有较好的形态，微囊
化ＶＥＧＦ基因修饰的 ＮＩＨ３Ｔ３细胞具有表达并释
放ＶＥＧＦ的能力。同时，与游离细胞比较，检测结
果差异没有统计学意义。说明微囊膜对 ＶＥＧＦ有
良好的通透性，这也是微囊细胞植入机体后既能保
持其分泌活性又能保持免疫隔离状态的前提条件。

在制囊材料方面，大多采用海藻酸钠聚赖氨酸
制成ＡＰＡ微囊，对ＡＰＡ微囊的研究也比较多。２０
世纪８０年代末，Ｉｗａｔａ等［８］开始以琼脂糖作为微囊

材料之后，各种材料制成的微囊逐渐开展起来。有
文献报道［９］海藻酸钠纯化与否（纯度）也会影响微
囊的生物相容性等性能。张武杰等［１０］的研究结果

表明，纯化海藻酸钠可应用于间充质干细胞的微囊
化中，且制得的微囊生物相容性优于相同工艺条件
下制备的非纯化海藻酸钠组分的微囊。本实验是以
纯化海藻酸钠、氯化钡为材料制成微囊，制囊方法和
材料不同于Ｌｉｍ和Ｓｕｎ发明的 ＡＰＡ微囊，而是采
用“一步法”海藻酸钠与ＢａＣｌ２交联成囊［６］。即将细
胞悬浮于２．０％海藻酸钠液，流经一双腔喷嘴内腔，
经外腔气流的吹力滴入ＢａＣｌ２溶液中成囊。这种方
法在凝胶形成时用ＢａＣｌ２代替ＣａＣｌ２，不使用聚赖氨
酸。它简化了制囊步骤，一步固化成囊，易于在实验
中操作。近年对微囊材料的研究证实，５００μｍ左右
直径的ＡＰＡ微囊有良好的机械耐力，表面光滑，摩
擦力小，在体内生物相容性好［１１］。本实验通过海藻
酸钠氯化钡一步成囊技术，获得的重组细胞微囊直
径为０．３～０．６ｍｍ，囊壁完整呈圆形，与文献报
道［１１］一致。实验中将微囊化基因修饰细胞与未微
囊化的基因修饰细胞培养１３ｄ，检测１、３、５、７、９、

１１、１３ｄ培养上清液中 ＶＥＧＦ的含量，两组对应时
间点比较，无显著性差异，说明微囊化与未微囊化的
基因修饰细胞均具有良好的体外分泌功能，且海藻
酸钠氯化钡微囊对ＶＥＧＦ有良好的渗透性，不影响
微囊化细胞 ＶＥＧＦ的分泌与释放。ＭＴＴ法及ＰＩ
流式细胞术检测结果显示微囊化并不影响基因修饰

细胞的增殖及活性。本研究结果说明基因修饰细胞
微囊化后不仅能正常分泌及释放 ＶＥＧＦ，而且在短
期内也不影响细胞的生长代谢，这将为下一步的基
因修饰细胞异体或异种移植奠定实验基础，也将为
临床基因治疗开辟一条新的途径。

　　近年来，微囊化基因修饰细胞移植的实验研究
在国内外均取得了很大进展，特别是在视网膜、侏儒
症、家族遗传病、肿瘤等治疗领域［２］。研究［１２］表明，
因微囊具有免疫隔离作用，微囊化肝细胞在受体内
存活的时间明显长于游离细胞。微囊化细胞移植与
传统的细胞移植相比有较大的优越性。ＶＥＧＦ基因
治疗可促进血管生成，将 ＮＩＨ３Ｔ３ 细胞移植和

ＶＥＧＦ基因治疗紧密结合，可用于缺血创面及组织
移植，但异种细胞的移植在体内存在免疫排斥，细胞
微囊化技术可解决免疫排斥问题，故微囊化基因修
饰细胞为基因治疗提供了新的思路及途径。但由于
本实验仅对微囊化基因修饰细胞进行短期培养观

察，结论仍有待长期培养观察的结果来进一步验证。
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