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摘要 目的：探究慢病毒介导 shRNA LINGO-1质粒转染促进骨髓间充质干细胞（BMSCs）向神经细胞转化

的研究。方法：利用 shRNA基因干扰技术，构建shRNA LINGO-1干扰载体，慢病毒转染BMSCs，根据病毒转

染情况分成空白对照组（未转染慢病毒的BMSCs）、空载体病毒组（转染不含 shRNA LINGO-1干扰载体慢病

毒的BMSCs）、干扰载体病毒组（转染 shRNA LINGO-1干扰载体慢病毒的BMSCs）。利用流式细胞仪检测

BMSCs的表面蛋白，利用RT-PCR和Western-Blot检测胶质纤维酸性蛋白（GFAP）、神经元特异性烯醇化酶

（NSE）、神经丝蛋白（NF）、巢蛋白的表达。结果：CD44和CD29在第 2代BMSCs的表达为 60.2%和 58.3%；

CD34和CD45在第2代BMSCs的表达为3.4%和2.6%。慢病毒转染效率为90%以上。空白对照组、空载体病

毒组和干扰载体病毒组的GFAP、NSE、NF和巢蛋白 mRNA的相对表达量比较差异有统计学意义（P<0.05），其

中空载体病毒组和空白对照组的比较差异无统计学意义（P>0.05），干扰载体病毒组和空载体病毒组的差异有

统计学意义（P<0.05）。Western-blot检测蛋白表达量也具有同样的表达特点。结论：慢病毒介导 shRNA LIN-

GO-1干扰载体转染促进BMSCs可提高BMSCs向神经细胞转化的效率。
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Abstract Objective: To investigate the effect of lentivirus-mediated shRNA LINGO-1 plasmid transfection on

the transformation of bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) into neural cells. Methods: The shRNA

LINGO-1 interfering vector was constructed by shRNA gene interference technique. Lentivirus was transfected

into BMSCs. According to outcome of transfection, BMSCs were assigned to the blank control group (not

transfected), empty vector virus group (transfected with lentivirus not containing the shRNA LINGO-1

interfering vector), and interfering vector virus group (transfected with lentivirus containing the shRNA

LINGO-1 interfering vector). The surface proteins on BMSCs was detected by flow cytometry. The expression of

glial fibrillary acidic protein (GFAP), neuron-specific enolase (NSE), neurofilament protein (NF), and Nestin was

detected by RT-PCR and Western-Blot. Results: In second generation BMSCs, the expression of CD44 and

CD29 was 60.2% and 58.3% , respectively, and the expression of CD34 and CD45 was 3.4% and 2.6% ,

respectively. Lentivirus transfection efficiency was over 90%. The transfection efficiency was high. The relative

expression of GFAP, NSE, NF, and Nestin mRNA in the blank control, empty vector virus, and interfering vector

virus groups was significantly different (P<0.05), but there was no significant difference between the empty

vector virus group and blank control group (P>0.05). There was a statistically significant difference between the

interference vector virus group and the empty vector virus group (P<0.05). The protein expression level detected

by Western-blot also showed the same expression characteristics. Conclusion: Lentivirus-mediated shRNA

LINGO-1 interfering vector transfection promotes the transformation of BMSCs into neural cells.

Key words LINGO-1; bone marrow mesenchymal stem cells; lentivirus transfection; glial fibrillary acidic

protein; neuron-specific enolase

骨髓间充质干细胞（bone marrow mese-

nchymal stem cells，BMSCs）具有多向分化

潜能，在特定环境下可分化成人体各种细

胞[1]，如骨细胞、软骨细胞及神经细胞等[2-4]。

新近研究表明，BMSCs可在特定诱导条件下

转化成神经细胞，进而能促进中枢神经损伤

的修复，而且BMSCs来源于患者自体，移植

后可避免排斥反应，另外 BMSCs 能分泌多
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种细胞因子，为神经修复提供一个新思路[5]。

LINGO-1（Leucine rich repeat and Ig domain

containing 1）是由人体15号染色体编码，富含亮氨酸编

码重复序列的基因单位，在进化上高度保守。该分子在

神经发育、轴突再生和髓鞘形成方面有重要的作用[6]。

本研究将shRNA LINGO-1干扰载体以慢病毒为媒介导

入BMSCs，探究是否慢病毒介导 shRNA LINGO-1质粒

转染促进BMSCs向神经细胞转化，从而为临床上中枢

神经损伤患者提供新的治疗思路。

1 材料与方法

1.1 材料

胎牛血清购自美国 Gibco 公司；DMEM、0.25%胰

酶Trypsin、Trizol购自美国 Invitrogen公司；氯仿、75%

酒精及逆转录试剂盒购自美国ABI Applied Biosystems

公司；Trizol RNA iso 购自日本 Takara 公司；内参基因

GAPDH 和胶质纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic

protein，GFAP）、神 经 元 特 异 性 烯 醇 化 酶

（neuron-specific enolase，NSE）引物由上海生工公司生

产；Real-time PCR仪购自美国Bio-rad公司。

1.2 方法

1.2.1 人BMSCs的分离和培养 选取 20例健康志愿

者，男8例，女12例；年龄为（27.48±7.83）岁。实验方案

获得本院伦理委员会的批准，所有志愿者均签署知情

同意书，术前查体，排除肝炎、性病、艾滋病等传染性疾

病，术中取俯卧位，暴露双侧髂后上棘，消毒，铺巾，利

多卡因20 mL局部麻醉，利用骨穿穿刺针提取志愿者的

新鲜骨髓，按1∶3体积比加入含0.01 mol/L的胎牛血清、

100 U/mL青霉素的DMEM细胞培养液，充分混匀后，

移入25 cm2Hank培养瓶中，差速培养法培养，3 d后去掉

培养瓶中的油脂等杂质，之后每 3 d 换一次细胞培养

液。BMSCs细胞融合率达70%~80%后进行传代培养。

1.2.2 BMSCs的鉴定 采用流式细胞仪检测BMSCs

的表面蛋白，CD29、CD44、CD71、CD90 和 CD106 等。

采用倒置光学显微镜观察BMSCs的细胞形态。

1.2.3 慢病毒 shRNA LINGO-1 干扰载体的构建 慢

病毒 shRNA LINGO-1干扰载体由上海吉凯公司合成，

选择 pHBLV-U6-ZsGreen-PGK-Puro 作为质粒的克隆

载体。慢病毒 shRNA LINGO-1干扰载体的克隆切入

点是XhoI/BamHI，编号为ENST00000005893。采用基

因测序证明序列的正确性。

1.2.4 慢病毒细胞转染和实验分组 取第3代BMSCs

进行实验，将细胞接种到6孔板，待融合率为50%时进

行慢病毒转染，根据转染说明书，MOI=50，慢病毒滴度

为3×107，根据病毒转染情况分成3组：空白对照组（未

转染慢病毒的 BMSCs）、空载体病毒组（转染不含

shRNA LINGO-1干扰载体病毒的BMSCs）、干扰载体

病毒组（转染 shRNA LINGO-1 干扰载体慢病毒的

BMSCs）。

1.2.5 CCK-8 试剂盒检测细胞活性 慢病毒转染

BMSCs后，细胞计数，接种于 96孔板，每孔细胞量为>

5×104个/孔，设置2个副孔，置于37 ℃细胞培养箱中孵

育，分别于孵育时间点6 h、12 h、24 h、48 h和72 h每孔

加入10 μL CCK-8溶液，测定450 nm吸光度：建议采用

双波长进行测定，检测波长 450~490 nm，参比波长

600~650 nm。

1.2.6 实时荧光定量 PCR 检测 3 组细胞融合率达

80%，0.25%胰蛋白酶消化后放入 15 mL离心管，加入

1 mL Trizol RNA iso，提取总RNA，根据Takara逆转录

试剂盒的说明书，检测总RNA的纯度，为 1.9~2.0。逆

转录 cDNA保存在 4 ℃冰箱中备用。根据Takara荧光

定量PCR试剂盒的说明书的要求，采用 20 μL的反应

体系，加入各样品，进行荧光定量 PCR的检测。采用

FS2000 系统对 PCR 进行分析，反应条件预设为预变

性：95 ℃ 30 s，1个循环；PCR 95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，40个

循环；溶解曲线 95 ℃ 5 s；60 ℃ 1 min；降温 50 ℃ 30 s，

1个循环。GFAP引物序列：正义链5’-CAAGAGGTCCT

GTCTTCAGATGA-3’，反义链5’-TCTGTTTCCGTTTC

CTGGTTC-3’；NSE引物序列：正义链5’-GTGATAAAG

GTTTCGGTTGCTG-3’，反义链5’-TGTTTTCTGTGGC

TCCTCCTCTGG-3’；神经丝蛋白（neurofilament，NF）引

物序列：正义链5’-CCGATAAAGGTTATCGGTTGCAT-3，

反义链 5’-GGTTTTCAATGGCTCCTCCTCTCC-3’；巢

蛋白（nestin）引物序列：正义链5’-AGGATACAGGTTTC

GGTTGCTG-3’，反义链5’-ATGGTTCTATGGCTCCTC

CTCTGG-3’；hGAPDH引物序列：正义链5’-GCACCGT

CAAGGCTGAGAAC-3’，反义链5’-TGGTGAAGACG

CCAGTGGA-3’。采用 2-△△CT的方法计算目的基因的

相对表达量。

1.2.7 Western-blot检测 3组细胞处理后，加入 1 mL

RIPA细胞裂解液，各组细胞在冰上裂解 30 min，收集

入1.5 mL的离心管中，在预冷4 ℃的离心机中离心，预

设5 000 r/min，5 min后提取上清，经95 ℃煮沸后，收集

蛋白备用。制备浓缩胶10 mL，分离胶20 mL。上样后

电泳分离，转膜后在 4 ℃冰箱避光孵育过夜（>12 h）。

GFAP、NSE、NF和Nestin一抗经一抗稀释液 1∶10 000
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稀释后加入样本离子膜。第 2 天用 PBST 稀释液洗

膜，重复 3次，加用山羊抗小鼠 IgG二抗经二抗稀释液

1∶1 000稀释后孵育二抗1.5 h，用PBST稀释液洗膜，重

复3次，而后用DAB显影液处理样本。采用 Image J软

件分析蛋白条带。

1.3 统计学处理

应用SPSS 16.0软件进行统计学分析，计量结果以

（x±s）表示，单因素方差分析，q检验，P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 人BMSCs的培养和鉴定

接种 48 h后，原代BMSCs开始贴壁，细胞成梭形

或者多角形（图 1）；培养至第 2代后，呈旋涡状或者辐

射状生长，细胞增殖迅速（图1B）；流式细胞仪检测第2

代BMSCs的表面蛋白，CD44和CD29在第2代BMSCs

的表达为 60.2%和 58.3%；CD34 和 CD45 在第 2 代

BMSCs的表达为3.4%和2.6%。

2.2 慢病毒 shRNA LINGO-1 干扰载体的构建和慢病

毒转染BMSCs

构建慢病毒 shRNA LINGO-1 干扰载体（图 2A）；

进行空白对照组、空载体病毒组、干扰载体病毒组的慢

病毒转染（图 2B），慢病毒转染效率为 90%以上，转染

效率较高。

2.3 CCK-8检测细胞增殖活性

以 6 h、12 h、24 h、48 h和 72 h为时间节点，检测 3

组BMSCs的细胞活性，可见3组在时间节点细胞量差

异无统计学意义（P>0.05，图 3），说明慢病毒转染对细

胞的增殖活性无影响。
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图1 人BMSCs的培养和鉴定
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注：A：慢病毒载体构建的模式；B：3组转染BMSCs，可见转

染效率为90%以上（×200）

图2 慢病毒 shRNA LINGO-1干扰载体的构建和慢病毒转染
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图3 CCK-8检测细胞增殖活性
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2.4 实时荧光定量 PCR 检测神经标志物 GFAP、NSE、

NF和Nestin mRNA的表达

3 组的 GFAP mRNA 比较差异有统计学意义（F=

17.903，P=0.018，图 4A），其中空载体病毒组和空白对

照组的差异无统计学意义（q=0.942，P=1.923），干扰载

体病毒组和空载体病毒组的差异有统计学意义（q=

1.922，P=0.022）。干扰载体病毒组与空白对照组比较

差异无统计学意义（q=0.107，P=1.215）。

3 组的 NSE mRNA 比较差异有统计学意义（F=

10.213，P=0.028，图 4B），其中空载体病毒组和空白对

照组的差异无统计学意义（q=0.179，P=0.484）；干扰载

体病毒组和空载体病毒组的差异有统计学意义（q=

2.752，P=0.012）。干扰载体病毒组与空白对照组比较

差异无统计学意义（q=0.039，P=1.691）。

另外，NF和Nestin的mRNA水平检测中，空载体

病毒组和空白对照组的差异无统计学意义（P>0.05，图

4C-D），干扰载体病毒组和空载体病毒组的差异有统

计学意义（P<0.05，图4C-D）。

2.5 Western-blot 检测神经标志物 GFAP、NSE、NF 和

Nestin的蛋白表达水平

3组的GFAP相对蛋白表达量比较差异有统计学意

义（F=11.731，P=0.0174，图 5），其中空载体病毒组与空

白对照组比较差异无统计学意义（q=0.227，P=0.721），

干扰载体病毒组与空载体病毒组比较差异有统计学意

义（q=1.389，P=0.0291）。干扰载体病毒组与空白对照

组比较差异无统计学意义（q=0.413，P=0.669）。

3组的NSE相对蛋白表达量比较差异有统计学意

义（F=9.483，P=0.0261），其中空载体病毒组与空白对

照组比较差异无统计学意义（q=0.327，P=0.971）；干扰

载体病毒组与空载体病毒组比较差异有统计学意义

（q=2.001，P=0.002）。干扰载体病毒组与空白对照组

比较差异无统计学意义（q=0.113，P=1.003）。另外，NF

和Nestin的蛋白水平检测中，空载体病毒组和空白对

照组的组间比较差异无统计学意义（P>0.05），干扰载

体病毒组与空载体病毒组的组间比较差异有统计学意

义（P<0.05）。干扰载体病毒组与空白对照组比较差异

无统计学意义（q=0.094，P=1.973）。

3 讨论

近年来，随着交通事故的多发，在交通事故中发生

的中枢神经损伤和脊髓损伤较常见[7]，针对中枢神经损

干
扰
载
体
病
毒
组

空
白
对
照
组

空
载
体
病
毒
组

G
FA

P
m

R
N

A
的

相
对

表
达

量

0

1

2

3

干
扰
载
体
病
毒
组

空
白
对
照
组

空
载
体
病
毒
组

0

4
2

10

6
8

N
S

E
m

R
N

A
的

相
对

表
达

量

①

A B

干
扰
载
体
病
毒
组

空
白
对
照
组

空
载
体
病
毒
组

干
扰
载
体
病
毒
组

空
白
对
照
组

空
载
体
病
毒
组N
F

m
R

N
A
的

相
对

表
达

量

N
es

ti
n

m
R

N
A
的

相
对

表
达

量

0

5

10

15

0

5

10

15

20

C D

①

①
①

B
Nestin

NF

NSE

GFAP

0

5

10

15

蛋
白

相
对

表
达

量

干
扰
载
体
病
毒
组

空
白
对
照
组

空
载
体
病
毒
组

干
扰
载
体
病
毒
组

空
白
对
照
组

空
载
体
病
毒
组

干
扰
载
体
病
毒
组

空
白
对
照
组

空
载
体
病
毒
组

干
扰
载
体
病
毒
组

空
白
对
照
组

空
载
体
病
毒
组

干
扰
载
体
病
毒
组

空
白
对
照
组

空
载
体
病
毒
组

Nestin

NF

NSE

GFAP

β-actin

A

注：①P<0.05

图4 PCR检测3组GFAP(A)、NSE(B)、NF(C)、Nestin(D) mRNA

的相对表达
图5 Western-blot检测3组GFAP、NSE、NF、Nestin的

蛋白印迹(A)和蛋白相对表达(B)
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伤的治疗一直是临床难点。BMSCs具有多向分化潜

能，可分化成骨细胞、软骨细胞及神经细胞[8-11]。有研

究表明，抑制LINGO-1的表达，可促进轴突生长，进而

改善脊髓损伤[12]。本研究利用 shRNA干扰技术，构建

LINGO-1的 shRNA LINGO-1干扰载体，利用慢病毒的

高转染效率，转染BMSCs，探究BMSCs向神经细胞高

效率转化的实验方法，为临床上中枢神经损伤和脊髓

损伤提供新的种子细胞。有研究表明，LINGO-1只在

脑和脊髓中表达，且大脑皮质的表达水平最高，脊髓中

表达最低，利用 siRNA干扰技术将LINGO-1阻断后，可

促进大鼠脊髓损伤的修复[13]。本研究利用 shRNA干扰

技术，构建LINGO-1的 shRNA LINGO-1干扰载体，利

用慢病毒的高转染效率，转染BMSCs。本研究发现，慢

病毒的转染效率较高，为90%以上，可在最大程度上利

用 shRNA LINGO-1干扰载体对BMSCs的转化作用。

GFAP、NSE 和 NF 均是神经细胞的标识蛋白，

GFAP是星形胶质细胞活化的标志物[14]，主要分布于中

枢神经系统的星形胶质细胞，参与细胞骨架的构成并

维持其张力强度[15]。血清NSE是神经元和神经内分泌

细胞所特有的一种酸性蛋白酶[16]。NF是构成神经细

胞轴突中间丝的主要成分，由三种特定的蛋白亚基

（NF-L、NF-M、NL-H）组装而成[17]，其功能是提供弹性

使神经纤维易于伸展和防止断裂。Nestin是神经干细

胞、胰腺干细胞的标志分子，是中间纤维家族的成员，

被列为第Ⅵ类中间纤维，其结构和分子量与其他中间

纤维成员有差异[18]。本研究选用以上4种神经细胞（包

括神经胶质细胞和神经元细胞）的特异性标志物，采用

RT-PCR 和 Western-blot 的实验方法，从基因和蛋白两

个层面上检测空白对照组、空载体病毒组和干扰载体

病毒组的GRAP和NSE的表达水平，结果显示，空白对

照组、空载体病毒组和干扰载体病毒组的 GFAP

mRNA 的相对表达量比较差异有统计学意义（P<

0.05），其中空载体病毒组和空白对照组组间比较差异

无统计学意义（P>0.05），干扰载体病毒组和空载体病

毒组组间比较差异有统计学意义（P<0.05）。同样，

NSE mRNA表达也具有这样的表达特点，从而可以证

明从基因水平上，将 shRNA LINGO-1干扰载体通过慢

病毒介导的方法转染 BMSCs，可提高 BMSCs 向神经

细胞的转化效率，故而，神经细胞的标记物 GFAP 和

NSE的表达量明显增高。然而GFAP是神经胶质细胞

的标志物，而 NSE、NF 和 Nestin是神经元细胞的特异

标志物，故此，shRNA LINGO-1干扰载体对于BMSCs

的促神经细胞转化作用是无序的，并没有特异性的分

化方向，至于特异性分化方向需要进一步进行探究。

另外从蛋白水平上，将 shRNA LINGO-1干扰载体通过

慢病毒介导的方法转染BMSCs，可提高其向神经细胞

的转化效率，故而，神经细胞的标记物GFAP、NSE、NF

和Nestin的表达量明显增高。

综上所述，构建 shRNA LINGO-1干扰载体通过慢

病毒介导的方法转染BMSCs，可提高其向神经细胞的

转化效率，为临床上中枢神经损伤和脊髓损伤提供新

的种子细胞。
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