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摘要 构建肝细胞生长因子受体( c-met) 慢病毒载体，并稳

定转染骨髓间充质干细胞( BMSCs) 。将 c-met 连接到慢病

毒载体 GV358 上，重组获得慢病毒载体 GV358-c-met。再将

该重组体与病毒辅助质粒共转染 293T 细胞，包装生产慢病

毒并测定其滴度为 2 × 108 TU /ml。将此慢病毒转染 BMSCs，

经嘌呤霉素筛药后，荧光显微镜下检测荧光阳性率达

100%，且 Western blot证实该细胞株表达 c-met 蛋白。成功

构建了 c-met慢病毒载体，并建立了稳定表达 c-met 的 BM-

SCs。
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肝细胞生长因子受体( cellular-mesenchymal to
epithelial transition factor，c-met) 基因是由 α 链和 β
链组成的异源二聚体，其编码的蛋白质是跨膜酪氨

酸激酶受体( receptor tyrosine kinases，ＲTKs) 超家族
成员之一，具有自主磷酸化的活性［1］。肝细胞生长
因子( hepatocyte growth factor，HGF ) 为 c-met 的配
体，其与受体 c-met 特异结合后，可诱导 c-met 构象
发生改变，进而激活细胞内蛋白激酶结构域中的酪

氨酸激酶( phosphotyrosine kinase，PTK) 发生磷酸化，
从而激活下游信号转导通路而发挥效应［2］。在肝
脏，HGF与 c-met受体结合具有增加肝细胞再生和
抑制肝细胞凋亡的功能。慢病毒表达载体具有高转
染效率，目的基因可整合到宿主细胞基因组中，且长

期表达。故该研究通过成功构建 c-met 基因慢病毒
载体，以建立稳定表达 c-met 的骨髓间充质干细胞

( bone marrow mesenchymal stem cell，BMSCs) ，为下
一步研究该细胞株治疗肝衰竭的疗效及是否更好地

归巢于肝脏及向肝细胞分化奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂与材料 4 周龄 SPF级 SD雄性大鼠
( 南京医科大学医药实验动物中心) ; 胎牛血清( 美

国 Corning公司) ; DMEM低糖培养基( 美国 HyClone
公司) ; 大鼠淋巴细胞分离液( 天津灏洋生物制品科

技有限责任公司) ; 慢病毒载体 GV358、病毒包装辅
助质粒( Helper1. 0、Helper2. 0 ) ( 上海吉凯公司) ;
1 000 bp DNA Ladder Marker ( 加拿大 Fermentas 公
司) ; 250 bp DNA Ladder Marker ( 上海捷瑞公司) ;
Plasmid 抽提 Kit( 北京 Promega公司) ; 嘌呤霉素( 美
国 Amresco公司) ; PCＲ 仪( 美国 Applied Biosystems
公司) ; positive clone 测序( 上海美季生物技术公
司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 大鼠 BMSCs 的提取与培养 选取 4 周龄
SPF级 SD雄性大鼠，80 ～ 100 g，依据施启鹏 等［3］提
取细胞的方法，提取并培养 BMSCs。依照 Li et al［4］

的方法，将细胞培养到第 3 代，采用流式细胞仪技术
进行鉴定。细胞培养到第 5 代用于转染。
1． 2． 2 大鼠 c-met 基因过表达慢病毒载体构建与
鉴定 根据 c-met基因序列，设计合成引物( P1: 5'-
GAGGATCCCCGGGTACCGGTCGCCACCATGAAGGC
TCCCACCGCGCTGGCACCTGG-3'; P2: 5'-TCCTTG-
TAGTC CATACCTGTGTTCGCTTCGCCGTCAATGTTGT
CTTG-3') ，PCＲ扩增获取目的基因。利用限制性内
切酶 Age Ⅰ酶切载体 GV358( 该载体元件顺序: Ubi-
MCS-3FLAG-SV40-EGFP-IＲES-puromycin ) ，将获得
的线性化载体和目的基因进行重组反应。重组产物
直接进行转化，挑取转化后平板上的单克隆进行

PCＲ鉴定及测序分析。鉴定体系相应电泳泳道安
排如下: 第 1 孔是加入双蒸水( ddH2O) 的空白对照，
用于检测鉴定体系是否存在污染; 第 2 孔是未插入
目的基因的空载体 GV358 的阴性对照，用于证明扩
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增过程中无假阳性现象; 第 3 孔是 GAPDH 基因的
阳性对照，用于验证鉴定工作体系是否正常; 第 4 孔
为 Marker，第 5 ～ 12 孔均为挑取的 c-met单克隆。
1． 2． 3 c-met 基因重组慢病毒包装、浓缩与纯化
将重组慢病毒质粒 GV358-c-met与病毒包装辅助质
粒( Helper1. 0、Helper2. 0 ) 这 3 种质粒共转染 293T
细胞。根据转染后细胞状态，收集转染后 48 h ( 转
染时即可为 0 h 计起) 的 293T 细胞上清液离心 10
min，除去上清液中的细胞碎片; 再将上清液进行过
滤，滤液离心 2 h，收集离心管中底部沉淀，并加入病
毒保存液冲悬，高速离心后，取上清液并分装。上述
构建过程在 BSL-2 级别实验室完成，操作时在生物
安全柜中进行，且注意防护。
1． 2． 4 c-met重组慢病毒滴度测定 采用荧光法测
定病毒滴度，测定前 1 天，使用 293T细胞铺板; 准备
7 个无菌的 EP管，每管中加入 90 μl无血清培养基，
取待测定的病毒原液 10 μl 加入到第 1 管中，混匀
后，从该管取 10 μl加入到第 2 管中，继续相同的操
作直到最后 1 个管; 选取所需的细胞孔，加入稀释好
的病毒溶液。4 d 后，观察荧光表达情况，荧光细胞
数随稀释倍数的增加而减少，病毒滴度 =荧光细胞
数 /病毒原液量，计算病毒滴度。
1． 2． 5 确定嘌呤霉素筛选浓度 取对数生长期的
BMSCs接种于 6 孔板中，待各孔细胞长满后，梯度
加入含嘌呤霉素的完全培养基 2 ml，各孔嘌呤霉素
浓度分别为 0、6、7、8、9、10 μg /ml。每天对各孔细
胞生长情况进行观察。4 d 可以杀死相应孔中全部
细胞的嘌呤霉素最低浓度即为最终药物筛选浓度。
1． 2． 6 重组慢病毒载体转染 BMSCs及转染后嘌呤
霉素筛选 转染前 1 天，将细胞接种于 96 孔板中。
当细胞融合度达到 30%左右时，以感染复数( MOI
=100) 进行转染。待感染后 12 h换回常规培养基。
转染 48 h后，即可用荧光显微镜观察转染情况。转
染 72 h后，向各细胞培养基中加入嘌呤霉素，药物
筛选周期为 1 周，筛选后的药物浓度维持在 1 /5 筛
选浓度，并在荧光显微镜下观察效果。
1． 2． 7 Western blot 法检测稳定转染细胞株 c-met
蛋白表达 采用上述相同方法构建 GFP 慢病毒载
体，并转染 BMSCs，形成稳定表达 GFP 的 BMSCs。
分别取相同细胞数的稳定转染 c-met的 BMSCs和稳
定转染 GFP的 BMSCs的两组细胞行Western blot法
检测。PBS 洗涤 2 次，再加入适量 1 × Lysis buffer

裂解细胞，得到的细胞裂解样品转移入 EP 管中，经
离心及沸水中水浴后 － 80 ℃ 保存备用。配 10%
SDS-PAGE凝胶，将样品进行电泳、转膜及用封闭液
室温封闭，一抗孵育 2 h 后洗膜 3 次，二抗孵育 2 h
后洗膜 3 次，显色、曝光，成像分析。

2 结果

2． 1 大鼠 BMSCs 的提取培养与鉴定 提取的细
胞 1 d后即可贴壁，第 3 天开始出现形变，第 7 天形
成 MSC 簇，并逐渐向周边增殖扩大。生长成形的
BMSCs形态均一，呈梭形、纺锤形，细胞排列紧密，
呈旋涡状或扫帚状排列( 图 1) 。流式细胞仪检测第
3 代 BMSCs 表面标志物，结果显示其表面 CD29、
CD90 表达均在 90%以上，CD34、CD45 表达均低于
2%。从细胞提取到培养时的形态改变过程和流式
检测结果显示该细胞为 BMSCs。

图 1 大鼠 BMSCs × 100

A: 原代细胞; B: 第 5 代细胞

2． 2 大鼠 c-met 基因过表达慢病毒载体构建与鉴
定 c-met的获取与鉴定 PCＲ 扩增目的基因: 产物
经琼脂糖凝胶电泳显示扩增片段为 4 190 bp，与目
的基因大小相符( 图 2) 。慢病毒重组载体 GV358-c-

图 2 c-met基因电泳图

M: Marker
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met的构建与鉴定: 构建的慢病毒重组载体 GV358-
c-met，转化后行阳性克隆 PCＲ 鉴定( PCＲ 产物大小
为 1 181 bp) 及测序，结果一致，慢病毒重组载体构
建成功( 图 3) 。

图 3 重组载体阳性克隆 PCＲ鉴定

1: 空白对照( ddH2O) ; 2: 阴性对照( 空载自连对照组) ; 3: 阳性

对照( GAPDH) ; 4: Marker; 5 ～ 12: c-met 挑取的 1 ～ 8 号单克隆

2． 3 c-met 慢病毒转染 293T 细胞 转染后 72 h，
荧光显微镜下观察荧光阳性率可达 90%以上，病毒
滴度为 2 × 108 TU /ml( 图 4) 。

图 4 转染 72 h后荧光显微镜下观察 GFP荧光结果 × 100

A: 白光视野; B: 荧光视野

2． 4 显微镜下观察确定嘌呤霉素筛选药物浓度
BMSCs经不同浓度嘌呤霉素筛选 4 d 后，药物浓度
为 9 μg /ml时，即可杀死全部细胞，故最终确定嘌呤
霉素筛选浓度为 9 μg /ml( 图 5) 。
2． 5 c-met 重组慢病毒载体转染 BMSCs及转染后
嘌呤霉素筛选 转染 48 h后，荧光显微镜下观察可
见荧光，GFP阳性细胞占总细胞 10% ( 图 6) 。转染
72 h后，加入嘌呤霉素筛选，筛选 1 周后荧光显微镜
下观察荧光，荧光阳性率达 100% ( 图 7) ，即形成稳
定表达 c-met基因的大鼠 BMSCs。
2． 6 稳转细胞株中 c-met 蛋白的表达 Western
blot结果显示，稳定转染 c-met 基因的 BMSCs 组表
达 c-met蛋白，且表达量明显高于稳定转染 GFP 的
BMSCs组( 图 8) 。

图 5 不同浓度嘌呤霉素筛选 4 d后大鼠 BMSCs结果 × 100

A: 0 μg /ml; B: 6 μg /ml; C: 7 μg /ml; D: 8 μg /ml; E: 9 μg /ml; F: 10

μg /ml

图 6 细胞转染 48 h后荧光显微镜观察 GFP荧光 × 100

A: 白光视野; B: 荧光视野

图 7 细胞筛药 1 周后荧光显微镜观察 GFP荧光 × 100

A: 白光视野; B: 荧光视野
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图 8 Western blot法检测 c-met蛋白表达
1: 稳定转染 c-met的 BMSCs; 2: 稳定转染 GFP的 BMSCs

3 讨论

慢病毒载体是以人类免疫缺陷型病毒为基础发

展起来的载体，其对分裂细胞和非分裂细胞均具有

感染能力，感染效率高，且基因可长期表达、安全性
高，在基因治疗中应用前景广阔。因此，本实验选取
慢病毒载体系统。构建 c-met 慢病毒载体，首先将
c-met连接到慢病毒表达质粒 GV358 上，接着将该
重组质粒与辅助质粒共转染 293T 细胞进行病毒包
装，以获得高滴度慢病毒转染 BMSCs。该慢病毒载
体选取 GV358 载体，该载体含 2 个启动子 SV40 和
IＲES，且紧接 2 个启动子后分别是 EGFP和 puromy-
cin，此种改进使该慢病毒载体转染入 BMSCs 后，
EGFP和 puromycin 能更高地表达，有利于后续转染
效率的观察和嘌呤霉素药物筛选细胞。肝衰竭是由
多种原因引起的肝细胞亚大片或大片坏死，致使其

功能严重受损一种临床症候群［5］。该病病情凶险、
进展迅速、病死率高，是严重威胁人类健康的疾病之
一。在我国，乙型肝炎病毒感染是引起肝衰竭的主
要原因［6］。目前，肝移植是该病最有效的治疗方
法，但因各方面条件的缺乏而受到限制。因此，寻找
一种新的方式治疗肝衰竭至关重要。BMSCs 是一
种能自我复制和具有多向分化潜能的非造血干细

胞，且易于分离，增殖能力强。在适宜的信号刺激下
可以向不同组织类型细胞分化，易于进行外源性基

因的转染和其蛋白的表达［7］。Cai et al［8］研究发现，
移植 BMSCs可显著改善肝衰竭患者的肝功能。但
目前大部分研究［9］结果提示经移植 BMSCs 治疗的
肝衰竭患者肝功能只在短期内均可以获得明显改

善，但其远期生存率并无明显改善。造成的原因可
能是 BMSCs回输后归巢于肝脏细胞数过少，以及其
归巢的细胞分化再生能力差。研究［10］显示，HGF /
c-met 受体通路与 BMSCs 归巢密切相关，且影响
BMSCs向类肝细胞分化及调节肝细胞的再生功能。
朱传龙 等［11］研究发现，在制造的大鼠肝衰竭模型

中，大鼠血清 HGF 水平较正常有所升高，但 c-met
蛋白的表达水平却明显降低。这表明肝衰竭患者肝
细胞再生障碍与肝细胞 c-met 基因表达水平下降、
HGF /c-met通路受损有关。因此，c-met 基因可作为
BMSCs治疗肝衰竭的一种新的目标基因，为以后肝
衰竭的治疗提供新的更有效的治疗方式［10］。本实
验以 BMSCs作为 c-met 基因转染的载体，以建立稳
定表达 c-met基因的 BMSCs，为下一步研究该细胞
株治疗肝衰竭时的疗效及是否更好地归巢于肝脏及

向肝细胞分化，以及以后是否可作为治疗肝衰竭患

者的一种新的、更有效的治疗方案奠定了基础。
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Construction of c-met lentiviral vector and stable
transfected bone marrow mesenchymal stem cells

Wang Kun1，Zhu Tiantian1，Li Yuwen2，et al
( 1Dept of Infectious Disease，Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001;

2Dept of Pediatrics，The First Affiliated Hospital of Nanjing Medical University，Nanjing 210029)

Abstract To construct cellular-mesenchymal to epithelial transition factor( c-met) lentiviral vector，then transfect
it into bone marrow mesenchymal stem cells( BMSCs) stably． c-met was connected to the lentiviral vector GV358，
and the lentiviral vector GV358-c-met was restructed． Then the recombinant and lentiviral helper plasmid were co-
transfected into 293T cells to generate the traget lentivirus which the titer was 2 × 108 TU /ml． After transfecting this
lentiviral vector into BMSCs and screening by puromycin，the positive rate of fluorescence was 100% by fluores-
cence microscopy，and the expression of c-met protein was confirmed by Western blot． Therefore，we successfully
constructed c-met lentiviral vector，and established the BMSCs with the characteristics of stable expression c-met
protein．
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IL -23 和 IL -17 在 OSAHS患者外周血中的水平变化及意义
周 钦，凌月福

摘要 探讨白介素( IL) -23 和 IL-17 在睡眠呼吸暂停低通气
综合征( OSAHS) 患者外周血中的水平变化及临床意义。通
过 ELISA法检测 OSAHS患者与正常健康者血清及外周血单
个核细胞( PBMCs) 上清液中 IL-23、IL-17 的水平，检测经韩
氏悬雍垂腭咽成形术( H-UPPP) 治疗前后 OSAHS 患者血清
中 IL-23、IL-17 含量的变化。OSAHS患者血清及培养的 PB-
MCs上清液中 IL-23 和 IL-17 的水平均高于对照组( P ＜
0. 05) ，血清 IL-23 和 IL-17 水平随 OSAHS 严重程度增加而
增高，血清和 PBMCs上清液中 IL-23 与 IL-17 水平均呈正相
关性( rs = 0. 644，P ＜ 0. 01; rs = 0. 251，P ＜ 0. 05) 。经 H-UPPP
术 2 个月后，患者血清 IL-23、IL-17 水平和呼吸紊乱指数均
较治疗前有明显降低( P ＜ 0． 05) ，患者睡眠质量和夜间低氧
有明显改善，最低血氧饱和度较治疗前显著升高 ( P ＜
0. 05) 。IL-23 和 IL-17 可能在 OSAHS 的发病及预后中发挥
着重要作用。
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阻塞性睡眠呼吸暂停低通气综合征( obstructive
sleep apnea-hypopnea syndrome，OSAHS) 是指睡眠中
出现的上气道反复塌陷阻塞，伴睡眠紊乱、呼吸暂
停、血氧降低、高碳酸血症、白天嗜睡、打鼾等症状，
可导致心血管疾病［1］等并发症，严重危害人们的健

康。目前，OSAHS 的发病机制尚不十分清楚，既往
研究［2］显示相关炎性因子如 C 反应蛋白( C-reac-
tionprotein，CＲP) 、肿瘤坏死因子-α ( tumor necrosis
factor，TNF-α) 、白介素( interleukin，IL) -6 等在 OS-
AHS患者血清中均呈高表达。而近年来对 IL-23、
IL-17 的系统性研究也越发深刻，但关于其在 OS-
AHS疾病方面的研究仍少有涉足。该研究拟通过
检测 OSAHS患者血清中及外周血单个核细胞( pe-
ripheral blood mononuclear cells，PBMCs ) 上清液中
IL-23 与 IL-17 的水平变化，以及经韩氏悬雍垂腭咽
成形术( Han-uvulopalatopharyngoplasty，H-UPPP) 治
疗前后血清中 IL-23、IL-17 含量的变化，以期探讨
IL-23 和 IL-17 在 OSAHS病理生理过程及临床中的
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