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非病毒载体介导神经干细胞基因转染的效果观察

Transfection efficiency of neural stem cells mediated by non-virus vector

刘仕勇 ,杨　辉 ,张治元 ,王　彬 ,邱克军　　(第三军医大学附属新桥医院神经外科 ,重庆 400037)

　　提　要:目的　寻找较佳的神经干细胞非病毒载体基因转染方法。方法　采用磷酸钙 、不同种类脂质体 、Fugene 6 和

Nucleofector法将绿色荧光蛋白基因转染于神经干细胞 , 用荧光显微镜和流式细胞仪检测转染结果。 结果　荧光显微镜观

察和流式细胞仪检测结果表明 , 转染效率从高到低依次为 Nucleofector 法 、DMRIE-C 介导 、FuGene6 介导 、Lipofectamine和磷

酸钙转染 ,组间均存在显著差异。结论　Nucleofector法和 DMRIE-C 脂质体介导是神经干细胞基因转染的较佳方法。

　　神经干细胞由于其在神经发育和中枢功能重建中

的巨大潜力而倍受关注 ,探讨各种基因在神经干细胞

发育过程中的作用和探索神经干细胞作为基因治疗的

载体细胞是人们研究的主要方向
[ 1 ～ 3]

。但目前的研究

显示 ,神经干细胞的转染效率较为低下 ,某些在非神经

系统细胞效果较为肯定的方法并不适用于神经干细胞

的基因转染
[ 4～ 6]

。尽管病毒介导的基因转染具有更佳

的转染效率 ,但由于其安全性和技术方面的原因 ,探讨

高效率的非病毒载体基因转染方法具有较大的意义。

本实验以绿色荧光蛋白基因(Green fluorescence protein ,

GFP)为报告基因 ,采用磷酸钙 、不同种类脂质体 、Fu-

gene 6(非脂质体配方)和Nucleofector法(原代细胞核转

染法)转染神经干细胞 ,检测其转染效率 ,以期寻找转

染效率较高的非病毒基因转染方法 。

1　材料和方法

1.1　实验动物
　　健康昆明种新生小鼠(P0 天), 雌雄不拘 , 由第三军医大学

实验动物中心提供。

1.2　试剂和抗体
　　DMEM F12和 B27(Gibco)、bFGF(Sigma)、胎牛血清(杭州四季

青生物材料研究所)。脂质体 Lipofectamine 和DMRIE-C由 Invitro-

gen 公司提供 , FuGene6(非脂质体配方)来源于 Roche公司。Nu-

cleofector转染仪和小鼠神经干细胞专用试剂盒购自 Amaxa 公司

(深圳达科为公司代理)。PEGFP-N1 质粒购自 Clontech 公司。
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1.3　实验方法
1.3.1　神经干细胞的分离培养　　参照本实验室已建立的方

法[ 2] 。

1.3.2　GFP基因转染神经干细胞

1.3.2.1　磷酸钙介导　　取生长旺盛的第三代神经干细胞 , 稍

做吹打 ,种植入 6 孔培养板(每孔 1×106 个细胞), 按文献[ 7] 中

的方法制备磷酸钙-DNA 沉淀 ,每 1 ml培养基中加 0.1 ml沉淀 ,

37 ℃培养 , 8 h后加入 10%的有血清培养基 , 24 h后吸去培养基

和沉淀 , 换液后继续培养(仍采用含 10%的胎牛血清培养

液)[6] 。

1.3.2.2　脂质体 Lipofectamine 和 DMRIE-C 介导　　脂质体 Li-

pofectamine 和 DMRIE-C的转染按试剂说明书进行 , 转染时均采

用无血清 、无抗生素培养基 , 脂质体与 DNA 的比例2∶1(μl μg),

将脂质体和 DNA 分别加入 250μl培养基 , 静置 5 min 后将两者

混合 , 轻轻拍打混匀 , 放置 25 min 后加入已预置神经干细胞的

培养孔(每孔种植 1×106 个细胞 , 6 孔培养板), 37 ℃培养8 h 后

加入 10%有血清培养基使神经干细胞贴壁分化。

1.3.2.3　Fugene 6介导　　按试剂说明书进行 , 取 6 μl FuGene

6 稀释于 100μl无血清培养基(无抗生素), 加入3μg 质粒DNA ,

室温下静置25 min。收集细胞 , 种植于6 孔培养板(1×105 个细

胞 孔), 将上述的 FuGene 6-DNA 复合物加入培养板 , 混匀后置

孵箱培养 , 8 h 后加入 10%有血清培养基使神经干细胞贴壁分

化。

1.3.2.4　Nucleofector 法介导　　收集神经干细胞 , 每个样品 4

×106 个 细胞 , 800 r min , 离心5 min ,去上清 , 依次加入100 μl小

鼠神经干细胞转染液和 5 μg DNA , Nucleofector转染仪转染 , 使

用A-33 程序 ,成功后种植于 6 孔培养板 , 每孔种植 1×106 个细

胞 ,转染后立即加入 10%有血清培养基使神经干细胞贴壁分

化。

1.3.3　荧光显微镜观察　　于转染后在 4～ 72 h 内荧光显微

镜下动态观察 , 于 48 h 时进行显微细胞计数:计算 10 个视野

(100 倍 ,随机抽取)的平均阳性细胞数 , 乘以 200(6 孔培养板的

视野数), 即为总阳性细胞数。

1.3.4　流式细胞仪检测　　于转染 72 h 后用 0.25%胰酶消化

培养孔内细胞 , 4%多聚甲醛固定 20 min , D-Hank 液漂洗 , 1 500
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r min离心 5 min ,混匀后采集样本 ,用 FACstar流式细胞仪检测 ,

每组取 3个样本 , 每样本计数 10 000 个细胞 ,并计算其阳性率。

1.4　统计学处理
　　采用 SPSS 软件作χ2 检验。

2　结果

2.1　荧光显微镜下观察结果
　　皮层神经干细胞采用上述方法转染 GFP , 4 h 后即见有少

量阳性细胞 ,荧光强度较亮 , 散在于神经干细胞克隆团中 ,基本

成圆形或椭圆形 , 24 h 后阳性细胞明显增多 , 荧光蛋白表达高

峰期在 48 h。贴壁分化后可见到神经元样细胞 、少突胶质细胞

样细胞和星形胶质细胞样细胞。在脂质体介导和磷酸钙法转染

中观察到部分GFP阳性细胞突起不明显 ,形态不甚规则 , 伴有散

在的绿色颗粒, 在普通光镜下见到较多死亡细胞 ,显示上述转染

方法对细胞有一定的毒性作用。而 Nucleofector 法和 FuGene6 转

染的细胞死亡较少 , GFP阳性细胞的形态也较佳 , 见图 1。

A:Nucleofector;B:DMRIE-C;C:Futene6;D:Lipofectamine;E:Calcium phosphate

图 1　不同方法介导神经干细胞基因转染后的 GFP表达结果　(×200)

　　采用不同方法转染神经干细胞后比较 , Nucleofector 法介导

的转染效率最高 , 见到大量绿色荧光蛋白阳性细胞 , DMRIE-C

脂质体次之 ,明显低于 Nucleofector法 , FuGene6的转染效率也优

于 Lipofectamine ,磷酸钙法转染效率最低 ,见图 1。显微细胞计

数结果显示证实了上述趋势 , 采用 Nucleofector 法转染 , 48 h 后

每孔中有 4.26×105 个阳性细胞 , 而 DMRIE-C 脂质体介导仅为

2.42×105 个 , FuGene6和 Lipofectamine 转染分别为 1.78×105 和

0.74×105 个 ,磷酸钙法为 0.16×105 个阳性细胞。

2.2　流式细胞仪检测结果
　　于转染 72 h 后行流式细胞仪检测 ,结果表明转染效率从高

到低依次为 Nucleofector 法 、DMRIE-C 介导 、FuGene6 介导 、Lipo-

fectamine和磷酸钙转染 , 分别为 45.18%、26.32%、18.34%、

7.88%、2.62%,组间均存在显著差异(P <0.05)。

3　讨论

　　神经干细胞在培养过程中有别于神经系统其它细

胞的一个特性就是它在无血清培养液中呈悬浮球形生

长 ,大量细胞相互重叠 、聚集成团块 ,这使得目前广泛

采用的脂质体等方法难以很好地介导神经干细胞的转

染。在多个作者报道的文献中 ,采用脂质体或常规电

穿孔方法的转染效率未能超过 20%,甚至有报道在

5%以下
[ 4 ～ 6]

。采用病毒载体介导尽管可能得到更佳

的转染效率 ,但由于安全性和技术方面的原因 ,如大片

段基因转染就受限于病毒载体 ,使得探讨非病毒介导

方法具有较大意义。本实验采用多种非病毒载体方法

介导神经干细胞的基因转染取得了较高的效率 ,其中

Nucleofector法 、DMRIE-C 介导的转染效超过了 20%,

这表明非病毒载体介导仍然可以获得较高的转染效

率。本实验转染效率高于国外同类研究的原因可能与

我们在转染后早期采用有血清培养基 ,避免了大量细

胞死亡有关 ,同时 ,本实验采用的独特转染方法如Nu-

cleofector法 、DMRIE-C 介导也提高了神经干细胞的转

染效率。

　　Nucleofector转染是Amaxa 公司近年来基于电穿孔

原理而开发的优化转染程序 ,即针对特定种类细胞(如

神经干细胞),将电穿孔时的各种影响因素进行优化 ,

研制特定细胞的专用电转液 ,并将优化后的转染条件

固定于一特定电脑程序以进行调控 ,这样可以最大限

度的增加转染效率 ,同时避免了常规电穿孔方法的大

量细胞死亡 ,小鼠神经干细胞转染方法和试剂即是该

公司 2003年3月最新推出的产品 。本实验采用Nucle-

ofector转染取得较好的转染效率和较少的细胞死亡 ,

由于该法采用专用程序 ,具有较佳的稳定性和重复性 ,

操作简单 ,对细胞的毒性较弱 ,表明这是一种较为理想

的神经干细胞转染方法。DMRIE-C脂质体转染以前主

要应用于血液系悬浮生长的细胞 ,如T 细胞等 ,本实验

采用此法同样取得了较好的转染效果 ,明显优于其它
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脂质体和 Fugene 6 ,分析其原因可能与神经干细胞的

悬浮生长特性有关 ,考虑到DMRIE-C 相对于Nucleofec-

tor转染低廉的价格 ,采用 DMRIE-C 不失为神经干细胞

基因转染的较好选择 。
　　关键词:神经干细胞;基因转染;绿色荧光蛋白

　　中图法分类号:R329.2　　　文献标识码:B
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文章编号:1000-5404(2003)20-1855-02　 技术方法

ASA-602立体定向仪的计算方法

Stereotactic calculation method for ASA-602 stereotactic apparatus

刘海鹏 ,杨　辉 ,周　政　　(第三军医大学附属新桥医院神经外科 , 重庆 400037)

　　提　要:目的　寻找 ASA-602立体定向仪的立体定位计算方法。方法　先根据中心点与靶点的关系 , 计算出靶点的

坐标值(X、Y、Z);然后根据立体定位框架上的固有数值 , 找出靶点测量值(X2、Y2 、Z2)与靶点标值的关系。结果　无论靶

点与中心点的关系如何 ,都可直接将靶点测量值换算成靶点坐标值。即:X=X2 , Y=Y2+40 , Z=Z2+40。结论　该方法

简便 、直观 , 适合进一步推广应用。

　　立体定向神经外科就是利用立体定向仪上固定系

统和导向系统将手术器械或特殊装置送入脑内预定靶

点进行毁损 、慢性电刺激 、脑内神经细胞介质测定或进

行脑组织移植等 ,使病人神经系统和内分泌系统的功

能失调性症状改善 ,对脑功能或脑内某些疾病进行治

疗和病因学研究
[ 1～ 3]

。近来 CT 定向术已相当普及 ,广

泛用于颅内疾病诊断和治疗
[ 4]
。

　　立体定向系统包括固定架 、定位架 、导向仪和手术

操作器械四个部分。将人脑颅骨固定于立体定向固定

架 ,并在固定架上安装“N”形定位标志 ,即定位架 ,进

行CT MRI扫描 ,从带有定位框架的影像片上把可见

的或推算出的目标点 ,投影到定向仪上的三维坐标刻

度上 ,求出它的坐标读数(即 X 、Y 、Z 坐标值),依据这
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些读数 ,调整定向仪上与之相应数值 ,就可使患者脑内

目标点坐标数值与定向仪上坐标数值吻合(重叠)。此

时用定向仪上定向系统就能准确地把手术器械送到颅

内目标点 ,完成定向手术
[ 5]
。

1　ASA-602立体定向仪的性能特点

　　ASA-602立体定向仪是 ASA-601S 的改进型 , 属于混合性坐

标系定向仪 ,符合球心原理。用硬质轻合金材料制成 , 保持了

原有的精度较高 , 做工精良 , 操作方便的特点 , 同时提高了刚

度 ,减轻了重量 ,扩大了术野 , 既可进行常规定向手术 , 又为定

向显微外科提出供有力的支持。导向操作灵巧 ,调节角度大 ,

同时可进行两半球或后颅凹手术 , 精密度高 , 靶点命中准确度

≤1.0 mm。可允许的靶点位置范围:X方向 50 ～ 145 mm , Y 方

向30～ 170 mm , Z 方向 55～ 145 mm。可允许的手术入颅点探针

活动范围:弓形架上的托板沿弧形架作左右滑动 10°～ 170°, 弓

形架沿框架作前后转动20°～ 250°。既可用于 X线定位 , 也可与

CT 或MRI相匹配来定位 ,适合各种手术要求 ,临床应用广泛。

2　ASA-602立体定向仪的应用

　　立体定向手术的应用包括:①立体定向功能神经外科:帕金
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