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腺相关病毒介导增强型绿色荧光蛋白基因体外转染兔结膜上皮细胞
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［摘要］　目的：研究２型重组腺相关病毒（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ２，ｒＡＡＶ２）载体介导增强型绿色荧光蛋白基因

（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）对体外培养兔结膜上皮细胞的转染和表达情况，为后续研究提供依据。方法：体

外培养兔结膜上皮细胞，ｒＡＡＶ２ＥＧＦＰ按感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为１０４、１０５、１０６转染第２代兔结膜上皮细

胞，转染后第１、３、５、７日倒置荧光显微镜下观察细胞中ＥＧＦＰ表达情况，计算转染率。ＭＴＴ方法检测ｒＡＡＶ２ＥＧＦＰ转染

对细胞增殖的影响。结果：随着 ＭＯＩ值增大及转染时间延长，ＥＧＦＰ表达效率逐渐增高，转染后第７～８日达到高峰并维持。

ＭＴＴ检测各 ＭＯＩ组与对照组差别无统计学意义。结论：ｒＡＡＶ２载体可以介导ＥＧＦＰ基因高效稳定转染兔结膜上皮细胞，

并且对细胞增殖无影响。
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　　结膜上皮、角膜上皮及泪膜共同构成眼表面，健
康的眼表面对于维持正常的视力具有重要作用。结
膜上皮和角膜上皮的自我更新分别来自于各自的干

细胞［１］。目前角膜上皮干细胞已经定位明确，其特
异性干细胞标志、细胞生物学特性和临床应用已经
取得丰硕的成果，但对结膜上皮干细胞的研究尚处

于起步阶段，对结膜上皮干细胞存在的部位、鉴定尚
存在争议，对其增殖分化的研究尚不深入。近年来，
绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）示踪
技术在胚胎干细胞和成体干细胞的研究中得到广泛

应用，是一种理想的活细胞示踪剂。２型腺相关病毒
（ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ２，ＡＡＶ２）是在眼科基因治
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疗中应用广泛的载体。本研究利用２型腺相关病毒
为载体介导增强型绿色荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）基因体外转染兔结膜上
皮细胞，为进一步利用示踪技术研究结膜上皮干细
胞的鉴别、定位及其增殖分化的调控奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要仪器及试剂　ＣＯ２培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ公
司）；倒置显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；倒置相差荧光显
微镜（ＺＥＩＳＳ）；激光共聚焦荧光显微镜（ＺＥＩＳＳ）；Ｂｉｏ
Ｋｉｔ全自动酶标仪。ｒＡＡＶ２ＥＧＦＰ病毒颗粒购自本
元正阳基因技术有限公司，滴度为１×１０１５ｖｅｃｔｏｒ
ｇｅｎｏｍｅ／Ｌ；Ｆ１２培养基、ＤｉｓｐａｓｅⅡ、胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ
公司）；胎牛血清（杭州四季青生物医药有限公司）；
一抗：单克隆抗体 Ｐａｎｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ（武汉博士德公
司）；二抗：羊抗小鼠ＩｇＧＦＩＴＣ；正常山羊血清（武汉
博士德公司）；二甲基噻唑二苯基四唑溴盐（ＭＴＴ，

Ｓｉｇｍａ公司）；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，Ｓｉｇｍａ公司）。

１．２　兔结膜上皮细胞的体外培养和鉴定　新西兰
大白兔，雌雄不限，体质量２～３ｋｇ，购于同济大学动
物实验中心。取兔结膜上皮组织，用ＤｉｓｐａｓｅⅡ消化
法分离得到纯净的结膜上皮细胞，制成细胞悬液后
接种于培养瓶内，置于３７℃，体积分数５％ＣＯ２的培
养箱中培养，每２ｄ换液１次。培养５～７ｄ，待细胞
完全融合后，部分应用０．２５％胰蛋白酶消化传代。
部分细胞应用Ｐａｎｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ单克隆抗体鉴定。

１．３　ｒＡＡＶ２ＥＧＦＰ转染兔结膜上皮细胞　 取第２
代细胞，按１０５／ｍｌ的细胞密度接种于６孔板。用含

１０％胎牛血清的培养液继续培养２４ｈ后细胞贴壁，
观察细胞状态良好。取２孔计数细胞。无血清的

Ｆ１２培养基清洗细胞２次，按感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ
ｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为１０４、１０５、１０６计算所需ｒＡＡＶ２
ＥＧＦＰ病毒体积，分别加入无血清Ｆ１２培养基稀释
至总体积均为５００μｌ，将上述病毒混合液加入细胞
中转染，每组３孔，置于３７℃、体积分数５％ＣＯ２的培
养箱中培养１ｈ后，去掉培养液，加入含１０％胎牛血
清的培养液继续培养。同一批细胞，按照上述方法
操作，但不进行病毒转染（ＭＯＩ＝０）作为对照。

１．４　兔结膜上皮细胞形态和ＥＧＦＰ表达　转染后
每日于倒置显微镜下观察细胞形态和生长情况，细
胞融合后按１∶２传代。转染后第１、３、５、７日在倒
置荧光显微镜４９０ｎｍ激发光下观察结膜上皮细胞
中ＥＧＦＰ的表达情况。以转染ＥＧＦＰ后在蓝光激发
下发出绿色荧光的细胞为阳性细胞，按每个随机高
倍视野计数２００个细胞中阳性细胞的个数，计算出

各组在各个时间点的阳性细胞平均百分率，即转染
率。当ＥＧＦＰ稳定表达以后，用激光共聚焦荧光显
微镜照相。

１．５　ＭＴＴ法检测ｒＡＡＶ２ＥＧＦＰ转染对兔结膜上
皮细胞增殖的影响　以０．２５％胰蛋白酶消化生长至

９０％融合的兔结膜上皮细胞，按每孔３×１０４个细胞
接种于９６ 孔板，常规细胞培养１ｄ后，按 ＭＯＩ＝
１０４、１０５、１０６分别加入ｒＡＡＶ２ＥＧＦＰ（转染方法同

１．４项下），未转染组作对照，每组设５个平行孔，再
培养５ｄ后，每孔加入 ＭＴＴ溶液２０μｌ，继续培养４
ｈ后终止培养，弃上清，然后每孔加入１５０μｌＤＭ
ＳＯ，震荡１０ｍｉｎ，于酶标仪测定５７０ｎｍ各孔光密度
值（Ｄ值）。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行
方差分析和均数比较的ｔ检验，计量资料以珚ｘ±ｓ表
示，Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　结膜上皮细胞形态观察及免疫组化鉴定　细
胞接种后第３日多数细胞贴壁，伸出伪足，变成扁平
的椭圆形，梭形或者不规则形，部分细胞连接成小片
状。约７ｄ左右细胞已基本融合成片。细胞经传代
培养２～４代，生长良好。实验组各 ＭＯＩ孔细胞转
染后生长情况正常（图１Ａ），细胞形态与对照组比较
未见明显改变。免疫组化鉴定兔结膜上皮细胞：

Ｐａｎｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ染色阳性（图１Ｂ），阴性对照组不
显色。

图１　ｒＡＡＶ２ＥＧＦＰ转染兔结膜上皮细胞后
形态学观察（Ａ）及免疫组化鉴定（Ｂ）

Ｆｉｇ１　Ｒａｂｂｉｔｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｔｈｒｅｅ
ｄａｙｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｒＡＡＶ２ＥＧＦＰ

Ａ：Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ｐａｎｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｔａｉ

ｎｉｎｇｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×３００（Ａ），×６００（Ｂ）

２．２　ＥＧＦＰ在兔结膜上皮细胞中的表达　ｒＡＡＶ２
ＥＧＦＰ转染兔结膜上皮细胞后第１日，按 ＭＯＩ为

１０５、１０６方式转染的细胞开始出现ＥＧＦＰ表达，转染
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后第３日，ＭＯＩ为１０４组的细胞也开始出现较弱的

ＥＧＦＰ表达。ＥＧＦＰ表达阳性的细胞在４９０ｎｍ波
长激发光下发出绿色荧光，弥漫于整个胞质（图２）。

ＭＯＩ值越大，转染效率越高。随着时间的延长，细胞

中ＥＧＦＰ的表达强度增强，表达ＥＧＦＰ的阳性细胞
数增加，转染后第７～８日表达达到高峰并维持，各

ＭＯＩ组转染率比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，表

１），对照组未见任何ＥＧＦＰ的表达。

图２　ｒＡＡＶ２ＥＧＦＰ转染兔结膜上皮细胞后第５日激光共聚焦显微镜照片

Ｆｉｇ２　Ｒａｂｂｉｔｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｆｉｖｅｄａｙｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

ｗｉｔｈｒＡＡＶ２ＥＧＦＰａｓｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｅｄｂｙｌａｓｅｒｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ａ：ＥＧＦＰｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｓｈｏｗｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍ；Ｂ：Ｇｒｏｗｔｈｏｆｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｆｔｈｅｓａｍｅｖｉｓｕａｌｆｉｅｌｄ；Ｃ：Ｔｈｅｃｏｍ

ｂｉｎａｔｉｏｎｏｆＡａｎｄＢ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×６００

表１　各 ＭＯＩ组ｒＡＡＶ２ＥＧＦＰ转染兔结膜上皮细胞的转染效率

Ｔａｂ１　ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓｏｆｒａｂｂｉｔｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｂｙｖａｒｉｏｕｓＭＯＩｏｆｒＡＡＶ２ＥＧＦＰ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％）

ＭＯＩ Ｄａｙ１ Ｄａｙ３ Ｄａｙ５ Ｄａｙ７

１０４ ０．００±０．００ ５．００±０．４１ １０．５７±０．７１ ２９．７２±０．６５

１０５ ３．１２±０．６５ ２３．０８±０．５７ ４１．５０±０．８５ ６２．２５±０．９８

１０６ １０．８８±０．６３ ３２．７２±０．４３ ７３．００±０．８７ ８３．５０±０．９６

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　ＭＴＴ法检测ｒＡＡＶ２ＥＧＦＰ对兔结膜上皮细
胞增殖的影响　ｒＡＡＶ２ＥＧＦＰ按 ＭＯＩ＝１０４、１０５、

１０６转染兔结膜上皮细胞后继续培养５ｄ后行 ＭＴＴ
检测，酶标仪测定５７０ｎｍ 各孔光密度值（Ｄ 值），经

ＳＰＳＳ统计软件行各 ＭＯＩ组与对照组间独立样本ｔ
检验，各转染组与对照组间差别无统计学意义。

３　讨　论

　　近年来，随着胚胎干细胞和各种成体干细胞研究
的兴起，干细胞示踪技术得到广泛的应用，其中绿色
荧光蛋白基因作为活细胞示踪剂应用广泛。绿色荧
光蛋白作为一种新的标记基因，已成功应用于多种基
因转移系统和靶细胞，近年来广泛应用于干细胞移
植、干细胞特性研究及眼部基因治疗中，是一种有效
的活细胞示踪剂。ＧＦＰ在眼表结膜上皮干细胞的研
究中也得到一定的应用。Ｎａｇａｓａｋｉ等［２］发现在ＧＦ
ＰＵ小鼠中，球结膜处的结膜上皮干细胞是均匀分布
的而不是集中分布在某一部位。目前尚未见利用

ＥＧＦＰ示踪体外培养结膜上皮细胞的报道。本实验中

发现ＧＦＰ可以稳定示踪体外培养结膜上皮细胞，并
且标记效率较高，表达持续时间长。ＧＦＰ示踪技术在
结膜上皮干细胞研究中应用的突出优势在于可以对

眼前段进行活体时相荧光显微镜观察。目前关于结
膜上皮干细胞的增殖与分化研究尚不深入，对于结膜
上皮干细胞的定位存在争议［３４］，利用ＧＦＰ示踪技术
可以对体外培养的结膜上皮干细胞在体内基质微环

境中的增殖与分化进行研究，为结膜上皮干细胞的定
位和增殖分化调控因素的研究以及结膜上皮干细胞

体内移植的应用研究提供了可靠的依据。

　　腺相关病毒是目前已知动物病毒载体中最简单
的线状单链 ＤＮＡ 病毒，具有无致病作用、定向整
合、高效转染增殖和非增殖细胞、免疫原性低等优
点［５］，是用于眼部转基因的理想载体，在目前眼部基

因治疗中应用广泛［６８］。本实验中发现 ＡＡＶ转染
结膜上皮细胞后，对细胞生长和形态等无明显影响，
因此ＡＡＶ载体可以安全有效地应用于眼表上皮细
胞的研究。

　　综上所述，ＡＡＶ载体可以携带ＥＧＦＰ报告基因
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稳定高效转染结膜上皮细胞，并且不影响细胞的增
殖与生长，为ＡＡＶ 载体介导ＥＧＦＰ基因转染结膜
上皮干细胞示踪结膜上皮干细胞的定位、增殖与分
化研究奠定了基础。
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