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小鼠水通道蛋白１基因慢病毒载体构建及其在神经膜细胞中的表达
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　　［摘要］　目的　构建表达小鼠水通道蛋白１（ＡＱＰ１）基因的慢病毒载体，体外感染原代培养的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠神经膜细

胞，观察是否提高ＡＱＰ１的表达，为进一步研究ＡＱＰ１与周围神经系统损伤后水肿的关系奠定基础。方法　将小鼠ＡＱＰ１基
因克隆到慢病毒ｐＣＤＨＣＭＶＭＣＳＥＦ１ｃｏｐＧＦＰ载体，通过ＰＣＲ和测序鉴定获得连接正确的克隆。将鉴定后的重组表达质

粒ｐＣＤＨＣＭＶＭＣＳＥＦ１ｃｏｐＧＦＰＡＱＰ１与包装质粒 ｐｓＰＡＸ２、ｐＭＤ 共转染２９３Ｔ 细胞，制备携带 ＡＱＰ１基因的慢病毒

ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓＡＱＰ１。体外培养Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的神经膜细胞，将ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓＡＱＰ１感染神经膜细胞，ＲＴＰＣＲ和蛋白质印迹法检测

感染后神经膜细胞ＡＱＰ１ｍＲＮＡ和蛋白的表达情况。结果　构建的慢病毒载体ｐＣＤＨＣＭＶＭＣＳＥＦ１ｃｏｐＧＦＰＡＱＰ１经

ＰＣＲ鉴定和测序正确。慢病毒ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓＡＱＰ１感染神经膜细胞后 ＡＱＰ１表达增加（Ｐ＜０．０５）。结论　成功构建了小鼠
ＡＱＰ１基因的慢病毒表达载体，该载体能有效感染神经膜细胞，使ＡＱＰ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平增高。
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　　水通道蛋白１（ａｑｕａｐｏｒｉｎ１，ＡＱＰ１）存在于多种

组织细胞中，参与水的排出、吸收及细胞内外水平衡

的维持，与组织器官水肿的形成和消除密切相关，对

胶质细胞的作用发挥有重要影响，是一种高效介导

跨膜水转运的膜蛋白［１］。已有研究发现，ＡＱＰ１是

周围神经系统表达最多的ＡＱＰ，并且定位在神经膜
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细胞内［２］，对周围神经系统损伤后水肿起重要作用，

但ＡＱＰ１在周围神经系统中的具体功能及其作用机

制还不清楚。本研究通过构建携带ＡＱＰ１基因的重

组慢病毒，并使其感染神经膜细胞，以提高 ＡＱＰ１

ｍＲＮＡ和蛋白表达，为探讨ＡＱＰ１在周围神经系统

损伤后水肿中的功能及机制，确定 ＡＱＰ１与周围神

经损伤后水肿的因果关系及寻求基因治疗奠定

基础。

１　材料和方法

１．１　材料　ｐＣＤＨＣＭＶＭＣＳＥＦ１ｃｏｐＧＦＰ慢病

毒载体系统购自ＳＢＩ公司，该病毒包装系统由ＳＢＩ
公司提供；原代小鼠神经膜细胞由第二军医大学神

经生物研究所分离鉴定，２９３Ｔ细胞由第二军医大学

神经生物研究所保存。限制性内切酶ＢａｍＨⅠ、

ＥｃｏＲⅠ以及Ｔ４连接酶购自 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄ公司；小

鼠ＡＱＰ１ｃＤＮＡ购自北京傲锐东源生物科技有限公

司；Ｃ５７ＢＬ／６新生鼠（３日龄）购自第二军医大学实

验动物中心；琼脂糖凝胶回收试剂盒购自北京天根

生物科技有限公司；大肠杆菌ＤＨ５α购自ＴＲＡＮＳ

ｇｅｎｅ公 司；ＳＹＢＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘｔｕｒｅ 试 剂 盒 购 自

ＴａＫａＲａ公司；ＩｎＦｕｓｉｏｎ试剂盒购自ＢＤ公司；ＴＲ

Ｉｚｏｌ试剂盒、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司；小鼠抗ＡＱＰ１单克隆抗体、山羊抗小鼠二抗购自

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；蛋白定量试剂盒购自美国Ｐｉｅｒｃｅ
公司；ＥＣＬＰｌｕｓ试剂盒购自Ａｍｅｒｓｈａｍ公司；ＰＶＤＦ
膜购自ＢｉｏＲａｄ公司；细胞培养液ＤＭＥＭＦ１２购自

ＨｙＣｌｏｎｅ公司；ＡＢＩＰＲＩＳＭ９７００ＰＣＲ扩增仪，ＡＢＩ

７９００ＨＴ定量ＰＣＲ仪；胎牛血清、胰蛋白酶购自美

国Ｇｉｂｃｏ公司；荧光倒置显微镜（ＣＫＸ４１Ｆ３２ＦＬ）购

自日本奥林巴斯；蛋白质印迹法的电泳以及转膜采

用ＢｉｏＲａｄ仪器。引物合成由上海生工生物工程技

术服务有限公司完成，基因测序均由上海联合基因

科技有限公司完成。

１．２　ＰＣＲ法获取目的基因片段　使用小鼠ＡＱＰ１

ｃＤＮＡ作为模板，ＰＣＲ上游引物为５′ＡＡＡＧＧＡ

ＴＣＣＡＴＧＧＣＣＡＧＣＧＡＧＴＴＣＡＡＧＡ３′，下游

引物为５′ＡＡＡＧＡＡＴＴＣＣＴＡＴＴＴＧＧＧＣＴＴ

ＣＡＴＣＴＣＣＡＣ３′。ＰＣＲ反应体系：Ｂｕｆｆｅｒ（１０×）

５μＬ，Ｐｒｉｍｅｒｍｉｘｔｕｒｅ２μＬ，模板（１００ｎｇ／μＬ）２μＬ，

ｄＮＴＰｍｉｘ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，ＰｆｕＵｌｔｒａ Ⅱ
１．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３８μＬ，共５０μＬ。ＰＣＲ反应条件：

９５℃预变性２ｍｉｎ；９５℃２０ｓ、５２℃２０ｓ、７２℃１５ｓ，

共３０个循环；最后７２℃延伸３ｍｉｎ。通过１％琼脂

糖凝胶电泳分析ＰＣＲ扩增结果，用ＤＮＡ标志物判

断扩增片段大小，紫外灯下观察大小为８００ｂｐ的

ＡＱＰ１并切胶回收。

１．３　慢病毒表达载体和ＡＱＰ１基因扩增产物的酶

切和纯化　取慢病毒表达载体ｐＣＤＨＣＭＶＭＣＳ

ＥＦ１ｃｏｐＧＦＰ５μｇ以及纯化的ＰＣＲ产物３０μＬ，使

用ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ将其切成带黏性末端的线性

载体，总体积４０μＬ，３７℃酶切过夜。酶切载体产物

经１％琼脂糖凝胶电泳，切胶回收。ＰＣＲ产物经过

ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ限制性内切酶酶切后使用异丙

醇沉淀，ｄｄＨ２Ｏ溶解。

１．４　制备重组ＡＱＰ１过表达慢病毒克隆　ＡＱＰ１
片段及ｐＣＤＨＣＭＶＭＣＳＥＦ１ｃｏｐＧＦＰ质量比约为

５１（ＡＱＰ１产物片段大致２５０ｎｇ，酶切载体约为５０

ｎｇ），２μＬ的 Ｔ４连接酶缓冲液（ＮＥＢ），１μＬ的 Ｔ４
连接酶，室温２ｈ，并设立对照组（不加入ＡＱＰ１的产

物片段）。连接产物分别全部转化１００μＬ的ＤＨ５α
感受态细菌，冰上３０ｍｉｎ，热激１ｍｉｎ，然后置于冰上

２ｍｉｎ，加入７００μＬ预冷的无氨苄青霉素抗性的无

菌ＬＢ培养液，６．３×ｇ、３７℃摇菌１ｈ。离心转化的

感受态细胞，去上清，吹匀感受态细胞，均匀涂在含

有氨苄青霉素（５０μｇ／ｍＬ）的ＬＢ琼脂平板上，待其

吸收后，倒置平皿，３７℃培养１６ｈ。

１．５　ＰＣＲ扩增法鉴定重组克隆　待克隆长到直径

约０．５ｍｍ时，用高压灭菌的牙签随机挑选６个克隆

到３ｍＬ有氨苄青霉素（１００μｇ／ｍＬ）抗性的ＬＢ中，

水平摇床３７℃、６．３×ｇ过夜。标记好每个克隆，然

后用高压灭菌的枪头吸２００μＬ的菌液到ＥＰ管中，

沸水煮５ｍｉｎ，４℃、２２５００×ｇ离心１０ｍｉｎ。反应体

系：取上述细菌裂解液上清１μＬ作为模板，去离子

水１８．５μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，２．５ｍｍｏ１／ＬｄＮＴＰ

ｍｉｘ２μＬ，前、后引物各０．５μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶

０．５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变

性２０ｓ、５５℃退火２０ｓ、７２℃延伸６０ｓ，扩增２５个循

环；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。取扩增产物各１０μＬ，用

琼脂糖凝胶电泳分析电泳结果，用ＤＮＡ标志物来判

断扩增片段的大小。取 ２ 个以上阳性克隆送

测序。　　　　
１．６　重组慢病毒包装及滴度测定　２９３Ｔ细胞培养

于ＤＭＥＭ高糖培养液（含胎牛血清１０％），在体积

分数５％ＣＯ２、饱和湿度及３７℃下进行培养。当细

胞融合度达６０％～７０％时转染；取２个无菌１．５ｍＬ
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ＥＰ管，各加入５００μＬＯｐｔｉＭＥＭ培养液，将慢病毒

包装系统中３种质粒混合物与克隆的慢病毒载体加

入其中一个ＥＰ管中，混合均匀。另外一个ＥＰ管中

加入６０μＬ的Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００进行混合，静置５

ｍｉｎ。然后将质粒混合物缓慢加入含有脂质体的ＥＰ
管中，形成ＤＮＡ与转染试剂的转染复合物。将转染

复合物转移至换为无血清培养液的２９３Ｔ细胞中，混

匀，培养６ｈ后弃上清，加入含１０％胎牛血清的培养

液继续培养。当细胞培养液变黄时，收集转染的

２９３Ｔ细胞上清液，重复收集２次，于４℃条件下

４０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，收集上清液，使用贝克曼高速

离心机９７８００×ｇ 离心２ｈ，弃上清，使用无菌的

ＰＢＳ溶解，将上述溶解液以０．４５μｍ滤器过滤，分装

于１．５ｍＬ的ＥＰ管，冻存于－８０℃备用。慢病毒感

染２９３Ｔ细胞以确定病毒的滴度，使用梯度稀释法将

病毒稀释成不同浓度的病毒液。将２９３Ｔ细胞均匀

铺于６孔板中，分别加入１、５、１０、２０、４０、１００μＬ病

毒液。７２ｈ后观察细胞的荧光效率。

１．７　神经膜细胞的培养及感染　原代培养新生

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（３日龄）面神经神经膜细胞，在解剖

显微镜下于小鼠耳前与眼连线之间，用显微镊剥离

皮肤及皮下组织显露面神经，可见面神经主干及其

分支，取出面神经放入解剖液内（以无机盐和葡萄糖

配成的ＰＢＳ），仔细剥除神经外膜，显微剪反复剪碎

组织块，０．２５％胰蛋白酶３７℃消化１ｈ，含１０％胎牛

血清的ＤＭＥＭＦ１２培养液终止消化，１５７×ｇ离心５

ｍｉｎ后用培养液重悬，３７℃、５％ＣＯ２孵箱内培养，以

获得神经膜细胞；接种目的细胞于６ｃｍ培养皿中，

当细胞融合度达到３０％～４５％时，加入５００μＬ的浓

缩病毒上清，同时加入１０ｍＬ含１０％胎牛血清的细

胞培养液，加入ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（Ｓｉｇｍａ）至终浓度４～８

μｇ／ｍＬ，２４ｈ后更换为普通培养液。７２ｈ荧光显微

镜下观察细胞感染效率。

１．８　ＲＴＰＣＲ和蛋白质印迹法检测 ＡＱＰ１ｍＲＮＡ
和蛋白表达　（１）用ＴＲＩｚｏｌ法提取未感染和慢病毒

感染神经膜细胞的总 ＲＮＡ，经反转录试剂盒合成

ｃＤＮＡ；ＡＱＰ１ＲＴＰＣＲ检测前引物为５′ＧＣＴＣＡＣ

ＣＣＧＣＡＡ ＣＴＴＣＴＣ３′，后引物为５′ＧＧＧＣＴＴ

ＣＡＴＣＴＣＣＡＣＣＣＴ３′，内参（βａｃｔｉｎ）检测前引物

为５′ＣＡＣＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＣＧＡ３′，后引物为

５′ＣＡＧ ＧＡＴ ＴＣＣ ＡＴＡ ＣＣＣ ＡＡＧ３′。使 用

ＴａＫａＲａ公司的ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ○Ｒ ＲＴＰＣＲＫｉｔ进行实

时荧光定量ＰＣＲ，按照ＴａＫａＲａ实时荧光定量ＰＣＲ

说明书，加入引物等，置于７９００ＨＴ 荧光定量ＰＣＲ
仪上进行扩增。数据使用ＳＤＳ２．１软件分析，采用

２－ΔΔＣｔ方法计算基因相对表达。（２）用ＰＢＳ洗涤受感

染和未感染的神经膜细胞，收集并用裂解液裂解，用

细胞刮刮下裂解产物，３０７００×ｇ、４℃离心１５ｍｉｎ，

去除细胞碎片。使用蛋白定量试剂盒测定裂解产物

的蛋白浓度为２μｇ／μＬ。用１０％琼脂糖凝胶电泳分

离等量的蛋白质，然后电转移至ＰＶＤＦ膜。将膜浸

入ＴＢＳＴ５％脱脂奶粉中室温放置１ｈ，与１１００稀

释的小鼠抗ＡＱＰ１抗体和１２５００稀释的抗βａｃ

ｔｉｎ抗体共孵育，４℃过夜。与１５０００稀释的羊抗

鼠ＩｇＧ在室温下孵育１ｈ。经过多次清洗，用ＥＣＬ

Ｐｌｕｓ试剂盒观察蛋白条带。实验至少重复３次。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５统计软件进行分

析，计量资料以珚ｘ±ｓ表示，多样本均数比较采用单

因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），检验水平（α）为

０．０５。

２　结　果

２．１　目的基因ＡＱＰ１ＰＣＲ扩增产物电泳结果　以

小鼠ＡＱＰ１ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ，取ＰＣＲ产物

１０μＬ进行琼脂糖凝胶电泳，显示在８１０ｂｐ处有扩

增条带，片段大小与预期值一致，表明目的基因克隆

成功（图１）。

２．２　慢病毒载体ｐＣＤＨＣＭＶＭＣＳＥＦ１ｃｏｐＧＦＰ

ＡＱＰ１构建鉴定及测序　使用ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ
限制性内切酶双酶切后的质粒载体与ＰＣＲ产物连

接后，挑选５个克隆进行菌液ＰＣＲ。如图２所示，１、

２、４泳道为阳性克隆，表明连接成功，ＰＣＲ产物电泳

结果显示均表达与扩增条带大小一致的ＤＮＡ片段。

对质粒载体送测序，测序结果表明：表达克隆中插

入目的基因的片段序列与美国国家生物技术信息中

心的ＮＭ＿００７４７２．１序列一致，大小为８１０ｂｐ（小鼠

ＡＱＰ１基因），表明慢病毒载体ｐＣＤＨＣＭＶＭＣＳ

ＥＦ１ｃｏｐＧＦＰＡＱＰ１构建成功。

２．３　双酶切鉴定结果　对ＰＣＲ鉴定初步筛选为阳

性重组子ｐＣＤＨＣＭＶＭＣＳＥＦ１ｃｏｐＧＦＰＡＱＰ１进

行双酶切鉴定，由于目的基因ＡＱＰ１两端在扩增引

物上加入了ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ 酶切位点，使用

ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ限制性内切酶酶切重组质粒

ｐＣＤＨＣＭＶＭＣＳＥＦ１ｃｏｐＧＦＰＡＱＰ１，可以得到２
个片段，即约７５００ｂｐ的慢病毒载体ｐＣＤＨＣＭＶ

ＭＣＳＥＦ１ｃｏｐＧＦＰ片段与８１０ｂｐ的目的基因片段，
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见图３。经酶切鉴定再次证实获得的重组子ｐＣＤＨ

ＣＭＶＭＣＳＥＦ１ｃｏｐＧＦＰＡＱＰ１构建成功。

图１　目的基因ＡＱＰ１的ＰＣＲ扩增产物凝胶电泳分析

Ｆｉｇ１　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓ

ｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＡＱＰ１

ＡＱＰ１：Ａｑｕａｐｏｒｉｎ１；Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＡＱＰ１（８１０ｂｐ）

图２　目的基因ＡＱＰ１重组克隆ＰＣＲ鉴定结果

Ｆｉｇ２　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓＡＱＰ１

ＡＱＰ１：Ａｑｕａｐｏｒｉｎ１；Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１５：Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓＡＱＰ１ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＢａｍＨⅠ ａｎｄＥｃｏＲⅠ（ＡＱＰ１

ＰＣＲａｍｐｌｉｌｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｂｅｉｎｇ８１０ｂｐ）

２．４　慢病毒滴度测定　对数生长期的２９３Ｔ细胞于

病毒感染前１ｄ使用胰酶消化细胞并计数细胞密度，

按照１４的细胞密度接种到６孔板中。按病毒滴

度梯度分别加入不同量的病毒，加入ｐｌｏｙｂｒｅｎｅ使细

胞内终浓度达到８μｇ／ｍＬ。２４ｈ后换成新鲜的含

１０％胎牛血清的培养液。７２ｈ观察细胞的荧光效率

以此判断病毒的滴度。病毒经浓缩后其滴度为２×

１０８ＰＦＵ／ｍＬ。

图３　ｐＣＤＨＣＭＶＭＣＳＥＦ１ｃｏｐＧＦＰＡＱＰ１
双酶切鉴定结果

Ｆｉｇ３　Ｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｐＣＤＨＣＭＶＭＣＳＥＦ１ｃｏｐＧＦＰＡＱＰ１

Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＣＤＨＣＭＶＭＣＳＥＦ１ｃｏｐＧＦＰＡＱＰ１；

２：Ｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ（ＢａｍＨⅠａｎｄＨｉｎｄⅢ）ｆｏｒｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｏｆ

ｐＣＤＨＣＭＶＭＣＳＥＦ１ｃｏｐＧＦＰＡＱＰ１

２．５　慢病毒感染神经膜细胞后荧光表达　经过病

毒滴度的测定，以合适的病毒量（约５×１０６ＰＦＵ空

载体慢病毒或ＡＱＰ１过表达慢病毒）分别感染原代

分离的小鼠神经膜细胞，细胞感染后７２ｈ，如图４所

示，在倒置荧光显微镜下均可观察到绿色荧光，感染

效率都在９０％以上。

２．６　ＲＴＰＣＲ 检测慢病毒感染神经膜细胞后

ＡＱＰ１ｍＲＮＡ表达　细胞感染后９６ｈ收取ＲＮＡ，

经反转录成ｃＤＮＡ后，ＲＴＰＣＲ检测ＡＱＰ１ｍＲＮＡ
表达。如图５所示，相对于未感染组和空载体感染

组，ＡＱＰ１过表达慢病毒组的ＡＱＰ１ｍＲＮＡ表达水

平上升（Ｐ＜０．０５），表明ＡＱＰ１过表达成功。

２．７　蛋白质印迹法检测慢病毒感染神经膜细胞后

ＡＱＰ１蛋白表达　感染后９６ｈ收取蛋白，蛋白定量

后检测ＡＱＰ１的蛋白表达情况。如图６所示，空白

对照组和空载体对照组在相对分子质量为２８０００处

均有较弱的印迹条带，而ＡＱＰ１过表达慢病毒组的

印迹条带最明显，强于空白对照组和空载体对照组，

说明构建的表达ＡＱＰ１基因的慢病毒载体可高效表

达ＡＱＰ１蛋白。
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图４　利用绿色荧光观察慢病毒对神经膜细胞的感染效率

Ｆｉｇ４　ＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｅｄＳｃｈｗａｎｎｃｅｌｌｓ

图５　ＲＴＰＣＲ检测过表达

ＡＱＰ１基因后神经膜细胞ＡＱＰ１ｍＲＮＡ结果

Ｆｉｇ５ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＱＰ１ｍＲＮＡｉｎ

ＳｃｈｗａｎｎｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

Ｂｌａｎｋ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｖｅｃｔｏｒ：Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ（ｐＣＤＨ

ＣＭＶＭＣＳＥＦ１ｃｏｐＧＦＰ）；ＡＱＰ１：ｐＣＤＨＣＭＶＭＣＳＥＦ１ｃｏｐＧ

ＦＰＡＱＰ１ｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５ｖｓｔｈｅｏｔｈｅｒ２ｇｒｏｕｐｓ．ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

图６　过表达ＡＱＰ１基因的慢病毒载体

感染神经膜细胞后的蛋白质印迹分析结果

Ｆｉｇ６　ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＱＰ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎ

ＳｃｈｗａｎｎｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

Ｂｌａｎｋ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｖｅｃｔｏｒ：Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ （ｐＣＤＨ

ＣＭＶＭＣＳＥＦ１ｃｏｐＧＦＰ）；ＡＱＰ１：ｐＣＤＨＣＭＶＭＣＳＥＦ１

ｃｏｐＧＦＰＡＱＰ１

３　讨　论

　　目前已知周围神经的各种损伤，包括牵拉伤、离

断伤、压迫伤、感染等，均会造成周围神经的水肿，但

导致周围神经水肿的分子机制还不清楚。而面神经

作为周围神经的一种，因解剖特殊，损伤后受面神经

管压迫，常形成水肿缺血水肿的恶性循环，进一步

加重面神经的损伤。因此，如何预防或减轻面神经

的水肿在面瘫临床治疗中显得尤为重要。ＡＱＰｓ是

一组对水有高度选择性的细胞膜转运蛋白，也是跨

膜水转运的重要通道，广泛分布于机体的多种组织

细胞中，在组织器官水肿形成和消除以及水液代谢

的调节中起重要作用，并对胶质细胞的作用发挥有

重要影响［３］。ＡＱＰ１则是周围神经系统表达最多的

ＡＱＰ，其在周围神经系统的定位也一直受到关注。

Ｇａｏ等［２］报道，使用免疫组化、ＲＴＰＣＲ和免疫印迹

的方法，发现ＡＱＰ１定位在周围神经系统的胶质原

纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）表达阳性的神经膜细胞内，近

来也有研究发现ＡＱＰ１在肠道神经系统的神经组织

内表达阳性［４］，而且 ＡＱＰ１也在周围神经系统的背

根神经节、三叉神经节、结节性神经节的神经膜细胞

和卫星细胞内表达［５］，明确了 ＡＱＰ１在周围神经系

统的定位。本研究前期通过细胞免疫组化双标法确

定来自面神经体外培养的Ｓ１００表达阳性的原代神

经膜细胞表达ＡＱＰ１，与文献相符［２，４５］；而且还发现



·２０４　　 · 第二军医大学学报　２０１３年２月，第３４卷

面神经损伤后ＡＱＰ１表达增高，并与面神经损伤后

水肿时相性变化高度一致，提示 ＡＱＰ１与面神经损

伤后继发性水肿密切相关，但是 ＡＱＰ１表达增高与

面神经水肿的因果关系还未确定，ＡＱＰ１在神经膜

细胞内如何发挥生理和病理作用也不清楚。因此本

研究构建ＡＱＰ１过表达病毒载体感染体外培养的神

经膜细胞，为后期观察神经膜细胞表型及功能变化，

进而确定ＡＱＰ１与周围神经水肿关系及研究ＡＱＰ１
基因功能奠定实验基础。

　　细胞基因转染有多种载体可供选择，如质粒、脂

质体、反转录病毒、腺病毒等。然而，这些载体与慢

病毒相比具有许多缺点，如质粒和脂质体转染效率

低、细胞毒性强［６］；反转录病毒只能在可分裂细胞中

整合外源基因；腺病毒只能瞬时表达外源基因，感染

效率较低且需较高的病毒量［７］。而慢病毒载体能将

目的基因或ＲＮＡｉ高效导入动物或人的原代细胞或

细胞系，具有毒力低、感染效率高、容纳外源性基因

片段大等特点，并能将目的基因整合到宿主细胞染

色体中，可长期稳定表达外源基因，还可为活体动物

模型实验提供高质量的包含目的基因的病毒液，产

生转基因动物，是目前理想的基因治疗载体系

统［８９］。

　　本研究经ＰＣＲ筛选阳性克隆及测序鉴定结果

表明：成功构建了含有小鼠ＡＱＰ１基因的慢病毒载

体。慢病毒包装质粒包装病毒ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓＡＱＰ１能

有效提高神经膜细胞ＡＱＰ１表达，并且随细胞传代，

将ＡＱＰ１ 基因稳定地遗传给下一代，为研究受

ＡＱＰ１基因感染的神经膜细胞表型及功能改变奠定

了基础。
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