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Lenti-eGFP体外转染兔角膜上皮细胞的实验研究 
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【摘 要 】目的：观察慢病毒载体(Lentivirus vectors，LVs)介导的增强型绿色荧光蛋白(Enhanced green fluorescence protein， 

eGFP)基因转染离体兔角膜上皮细胞对其生理功能的影响。方法：角膜上皮细胞的原代及传代培养并细胞鉴定。分正常细胞组 

(对照组)与转染细胞组。LVs介导的eGFP基因(Lenfi—eGFP)以最适感染复数(Multiples ofinfection，MOI)=100转染角膜上皮细 

胞并成功传代。倒置荧光显微镜观察eGFP的表达情况。HE染色光镜观察及透射电子显微镜观察2组细胞的形态及超微结构 

变化；计算2组细胞在传代第2、3、4天的细胞增殖率；流式细胞技术(Flow cytometer，FCM)检测2组角膜上皮细胞凋亡率的变 

化。结果：eGFP于转染48 h即开始有表达，随着转染时间的延长其在角膜上皮细胞内的表达增强。细胞成功传代后，eGFP仍明 

显表达于角膜上皮细胞。在最适感染复数，即MOI=100时，HE染色光镜观察见转染组细胞形态规则，无异常核分裂像，与对照 

组角膜上皮细胞形态一致；透射电子显微镜观察转染组细胞超微结构与对照组细胞无明显差别。2组细胞分别在传代第 2、3、4 

天的增殖率差异无统计学意义( 0．05)。FCM检测细胞凋亡率2组间无明显差异( 0．05)。结论：Lenti—eGFP可以有效转染离 

体兔角膜上皮细胞，但对上皮的影响需要进一步探讨。 
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胞因子的表达，引发炎症，而炎症又能够诱导活性氧的生成， 

形成恶性循环嗍。Sarir等 人的实验中，ROS大量产生的同时 

细胞内 TLR4表达也显著上升。而抗氧化剂可以抑制这一 

现象，提示氧化应激可以增加TLR4表达。TLR4识别配体后 

经过细胞内一系列信号转导过程，最终活化NF—KB，诱导靶 

基因表达。NF—KB是一个多向性核转录调节因子，可调节与 

炎症、免疫及生长调控有关的蛋白基因的表达[10,11】。本实验结 

果提示在 Hcy的作用下细胞内 NF—KB含量以及 TLR4mRNA 

和蛋白的表达都增加。而 Hcy拮抗剂组无此相应改变，因而 

认为HUVECs在 Hey作用下产生大量ROS，进而激活TLR4／ 

NF—KB的表达引发炎症，这可能是AS发生发展的始动机制 

之一。 

综上所述，Hcy引起HUVECs损伤与TLR4、NF—KB、MDA 

和SOD等的表达密切相关，其中氧化应激起了重要的作用， 

这可能是Hey引起 HUVECs损伤又一重要机制。 
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【Abstract]Objective：To observe the influence on cell physiological function after lentivirus vectors mediated enhanced green fluores- 

cence protein(eGFP)gene transfection into rabbit COlTleal epithelial cells in vitro．Methods：The primary and passage rabbit corneal 

epithelial cells were cultured and the cells were transfected by lentivirus vectors mediated eGFP gene(1enti-eGFP)with the optimum 

multiplicity of Infection(MOI)=100．After successful transfection，the expression of eGFP was examined through the inverted fluores- 

cence microscope．The cellular morphology and ultra microstructures of the epithelial cells were observed by HE stain and transmis- 

sion electron microscope．Furthermore，we calculated the proliferation rate of the normal(contro1)and transfected cells on 2 73 d and 4 

d since the culture．The apoptosis rate of both transfection cells and control cells was counted by Flow cytometer(FCM)．Results： 

Th e eGFP began to express in the cells and was observed by the inverted fluorescence microscope 48 h after transfection and was still 

seen after the cells were subcuhured．At MOI=IO0，the cellular morphology and ultra microstructure of infected cells were not changed 

significantly compared with the normal epithelial cells．The cell proliferation rate for the two groups on 2．3 d and 4 d since the culture 

was 1．07±0．14 vs 1．04±O．19．0．52±O．06 vs O．53±0．05 and O．23±0．03 vs O．21±0．04 respectively．There was no significant difference 

in the cell proliferation rate between infected cells and control cells(P>0．o5)．The outcome of apoptosis rate(0．645±0．040 vs 0．650± 

0．030)suggested no significant difference in both normal and infected cells(P>O．os)．Conclusion：Lenti-eGFP could transfect the 

rabbit epithelial cells ex vivo efficiently and the influence on the cells needs further discussion． 

【Key words]lentivirus vectors；gene tmnsfection；enhanced green fluorescence protein；corneal epithelial cell；cell experiment 

临床上一些较常见的角膜病，如长期不愈的角膜溃疡、 

各种原因导致的角膜新生血管、角膜瘢痕及准分子激光原位 

角膜磨镶术 Laser in situ keratomileusis，LASIK)术后出现的 

上皮植入等疾病，目前还没有令人满意的治疗方法，而基因 

疗法的出现无疑为上述问题的解决带来了希望。角膜组织透 

明、无血管、位置表浅易于观察，作为基因治疗的靶组织具有 

独特的优势，在基因治疗领域具有巨大的潜力并可能会发挥 

先锋作用[̈。基因治疗的关键问题之一就是选择一种高效、稳 

定的基因载体。慢病毒载体(Lentivirus vectors，LVs)是一种高 

效的、可以在宿主细胞内长期稳定表达的病毒载体闭。前期研 

究i31已经证实lenti—eGFP可以有效地转染离体兔角膜上皮细 

胞，本部分实验主要探讨lenti—eGFP转染角膜上皮后对其增 

殖及凋亡的影响。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物、主要试剂及设备 

健康清洁级新西兰白兔 30只(重庆医科大学实验动物 

中心提供)，雌雄兼用，体重 1．8—2．5 kg。Lenti—eGFP购自本元 

正阳基因技术有限公司；抗角蛋白(广谱)抗体(Pan Cytoker— 

atin)及荧光标记二抗(羊抗小鼠IgG—FITC)购自博士德生物 

公司 ；倒置荧光显微镜 (Olympus，Et本 )、正置荧光显微镜 

(Olympus，日本)、透射电子显微镜(Hitachi一600型，日本)、流 

式细胞仪(TACSCalibur型，美国)等。 

1．2 角膜上皮细胞的培养与鉴定 

空气栓塞法处死实验兔，无菌操作取新鲜角膜组织，解 

剖显微镜下撕除角膜基质层及其以下组织，将上皮层剪成 

10 15块约2 mm x 2 mm x 2 mm大小，置于50 ml玻璃培养 

瓶中。10％胎牛血清培养液(DMEM／F12培养基配制)原代组 

织块法培养并传代。以上皮细胞的特异性蛋白一角蛋白抗体 

运用免疫荧光法对培养细胞进行细胞鉴定。 

1．3 Lenti—eGFP转染角膜上皮细胞 

50 ml培养瓶培养角膜上皮细胞覆盖率达 50％时，以最 

佳 MOI=IO0 TU／cell加入用 DMEM／F12培养基稀释的 lenti— 

eGFP约 1 ml：轻摇匀 ，37℃培养 2 h。感染 2 h后，吸去含病 

毒的培养液，换上新鲜的完全培养液，继续37℃培养，于转染 

24 h开始用倒置荧光显微镜观察eGFP的表达情况并拍照； 

约于转染96 h细胞达融合状态，待用。设正常传代角膜上皮 

细胞为对照组。对照组细胞在细胞生长汇合率达 50％时，只 

加DMEM／F12培养基 1 ml，其余操作同转染组细胞。 

1．4 HE染色光镜观察转染组角膜上皮细胞形态及结构的 

变化 

Lenti—eGFP转染 72 h，收集转染的角膜上皮细胞．常规 

制作细胞爬片。常规行苏木精一伊红染色(HE染色)，显微镜 

下观察并拍照。设正常角膜上皮细胞为对照。 

1．5 透射电子显微镜观察转染组角膜上皮细胞超微结构 

Lenti—eGFP转染 72 h，收集上述转染组角膜上皮细胞及 






