
手术和肝脏代偿功能不佳的患者!微波消融治疗虽相

对安全!但需考虑患者的基础疾病!对患者进行全面

评估"
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转铁蛋白靶向脂质体转导 1.L3+

治疗大鼠缺血性脑卒中

赵!浩!马建华!李运军!李文德!高进保!张鹏飞!于!斌!陈立华!魏!群!徐如祥

!!基金项目(国家自然科学基金资助项目-F''&"'#.

作者单位('&&#&&!北京军区总医院附属八一脑科医院

通讯作者(徐如祥!电子信箱(gm̀6-6 +̀3)*Y'G$I/5T

摘!要!目的!通过转铁蛋白靶向脂质体将外源性 .9NP' 基因跨血脑屏障转运至脑缺血大鼠脑内!观察 .9NP' 在脑缺

血大鼠脑内的表达及对神经功能恢复的作用" 方法!将脑缺血大鼠分为两组!分别注射 Z8P.9NP' PO_:和生理盐水!观察

.9NP' 是否可以进入脑内实现高表达!并对新生血管#大鼠神经功能评分和脑血流量进行检测!评估 Z8P.9NP' PO_:的治疗

作用" 结果!药物注射 %H^ 后!Z8P.9NP' PO_:治疗组可见 .9NP' T>=M在脑内表达升高!而生理盐水注射组无 .9NP'

T>=M表达" 药物注射 HF^ 后!检测脑中 .9NP' 蛋白的表达!免疫荧光检测脑中 .9NP' 染色!提示 Z8P.9NP' PO_:治疗组的
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.9NP' 蛋白表达均高于生理盐水注射组-)s&I&E." 药物注射 %' 天后!Z8P.9NP' PO_:治疗组的神经功能评分高于生理盐

水注射组-)s&I&E.!新生血管数量高于生理盐水注射组-)s&I&E.!恢复的脑血流高于生理盐水注射组-)s&I&E." 激光共聚

焦结果提示 .9NP' 主要在胶质细胞中表达!Z8P.9NP' PO_:治疗组脑缺血大鼠的体重恢复早于生理盐水注射组" 结论!Z8P

.9NP' PO_:可以将 .9NP' 基因转运到脑缺血大鼠脑内!实现高表达" .9NP' 可以发挥促进血管新生的作用!进而促进了脑

血流量的恢复!有助于脑缺血大鼠神经功能的改善"

关键词!转铁蛋白!脂质体!基质细胞衍生因子 P'!缺血性脑卒中

1@&<>'96)99.)&8()CL'2@<&3+ !&':*=)&)C$; !&':*=)&&8:!'&A)@)C?8M<*<>)*=<&!&)'@8:A N*2H)>821@&<O)<="'@*E,
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;+5) ?3:5b:,-<,RI0)@H<C*!2,-,b-37+:/̂,T+/-3;:?,-,-3)R5T7AR+<+R,R +);5;?5*-56D:! 3)R ?,-,-,:D,/;+<,7A+)m,/;,R Z8P.9NP'

PO_:3)R :37+),I[^,;̂,-.9NP' /567R b,R,7+<,-,R +);5b-3+) 3)R 3/̂+,<,R ^+*̂ ,̀D-,::+5) ?3:5b:,-<,RIẐ,,88,/;58Z8P.9NP'

PO_:?3:,<3763;,R bA<3:/675*,),:+:! ),6-575*+/37:/5-,3)R /,-,b-37b755R 87,?I")*79@*!M8;,-%H ^56-:58R-6*+)m,/;+5)! .9NP'

T>=M?3:+)/-,3:,R +) Z8P.9NP' PO_:*-56D! b6;)5.9NP' T>=M,̀D-,::+5) +) :37+),*-56DIM8;,-HF ^56-:58R-6*+)m,/;+5)! ;̂,

,̀D-,::+5) 58.9NP' D-5;,+) +) Z8P.9NP' PO_:*-56D ?3:̂ +*̂,-;̂3) ;̂3;+) :37+),*-56D -)s&I&E.IẐ,X63);+;A58.9NP' D5:+U

;+<,/,77:+) Z8P.9NP' PO_:*-56D ?3:̂ +*̂,-;̂3) ;̂3;+) :37+),*-56D -)s&I&E.IM8;,-%' R3A:58R-6*+)m,/;+5)! ;̂,),6-575*+/

:/5-,+) Z8P.9NP' PO_:*-56D ?3:T6/̂ ^+*̂,-;̂3) ;̂3;+) :37+),*-56D -)s&I&E.! ;̂,X63);+;A58),5<3:/673-+g3;+5) ?3:T5-,;̂3)

;̂3;+) :37+),*-56D -)s&I&E.! 3)R ;̂,-,/5<,-A58b755R 87,?+) Z8P.9NP' PO_:*-56D ?3:̂ +*̂,-;̂3) ;̂3;+) :37+),*-56D -)s

&I&E.IẐ,-,:67;58/5)85/3773:,-:/3))+)*R,T5):;-3;,R .9NP' ?3:T3+)7A,̀D-,::,R +) *7+37/,77:! 3)R ;̂,-3;?,+*̂;+) Z8P.9NP

' PO_:*-56D -,:;5-,R 83:;,-;̂3) ;̂3;+) :37+),*-56DI6<:297*8<:!(̀5*,)56:.9NP' *,),/567R b,R,7+<,-,R +);5+:/̂,T+/b-3+) bA

;-3):8,--+) ;3-*,;,R 7+D5:5T,:IẐ,̂ +*̂ ,̀D-,::+5) 58.9NP' *,),+) +:/̂,T+/b-3+) /567R D-5T5;,3)*+5*,),:+:! D-5T5;,;̂,-,/5<,-A58

/,-,b-37b755R 875?3)R +TD-5<,;̂,),6-575*+/86)/;+5)I

4); D<&C*!Z-3):8,--+)) _+D5:5T,) .;-5T37/,77R,-+<,R 83/;5-P') ]:/̂,T+/:;-5S,

!!脑缺血是致死#致残的主要原因之一!而脑缺血

的发生多是由于血栓#栓子和系统低灌注而导致的急

性病理性损伤" 缺血发生时会诱导氧自由基和炎症

因子的产生!从而导致炎症反应" 在炎症反应过程

中!趋化因子可以趋化炎症细胞迁移到脑缺血部位"

.9NP' 是趋化因子家族中的一员!其可以与 @蛋白

偶联的受体 2c2>H 相结合!调整细胞的迁移#增殖和

分化" 脑缺血发生后!可导致 .9NP' 高表达!对血

管再生#神经功能恢复发挥作用" 但是由于血脑屏障

的存在!使基因等小分子物质很难进入血脑屏障!成

为制约基因治疗脑部疾病的瓶颈" 运用血脑屏障上

的受体介导的转运系统进行低分子物质的转运已有

广泛应用" 脑缺血发作后!血脑屏障上的转铁蛋白受

体出现高表达!因此利用血脑屏障上的转铁蛋白受体

介导的转运系统!将外源基因跨血脑屏障转运至脑内

成为可能" 在本研究中!笔者利用转铁蛋白靶向脂质

体!通过尾静脉注射的方式!将 .9NP' 基因转运至

脑缺血大鼠脑内!观察 .9NP' 在大鼠脑内的表达及

对脑缺血症状的改善作用"

材料与方法

'I材料(主要试剂(D21WP_3/l质粒由本实验室保存!

@NMOP_3/l质粒由上海吉凯基因公司合成)胆固醇氯甲酸酯

-上海晶纯试剂有限公司.)=!=P二甲基乙二胺-日照力德士

化工有限公司.#转铁蛋白-Z-3):8,-+)!Z8!美国 .+*T3公司.#%

P亚氨氢氯化硫醇 Z-36;j:试剂盒-O+,-/,公司.)9.O(PO(@

P1M_#OhO2#9.O(PO(@%&&&#9.O(-2-,3;+<,O(@[5-S:.)

O+/5@-,,)核酸定量试剂盒# =3)5h-3)*,蛋白定量试剂盒

-])<+;-5*,)公司.)琼脂糖 .,D^3-5:,2_PH0#葡聚糖 .,D^3R,̀

@P%E-北京L东凯生物.)质粒大提试剂盒 13̀+D-,D-e+3*,)!

2̂3;?5-;̂!2M.) _3/l9,/;/;+5) V+;85-Z+::6,:- ])<+<5*,) 公

司.!>=,3:A1+)+试剂盒和 0,;3P@75M::3A.A:;,T试剂盒

-O-5T,*3公司.!02M蛋白检测试剂盒-O+,/,公司."

%I转铁蛋白靶向脂质体 -Z8PO_:.的制备(D@NMO启动

子启动的 .9NP' 表达质粒 D@NMOP.9NP' 质粒的构建与提

纯由上海吉凯基因化学技术有限公司完成" 转铁蛋白靶向脂

质体制备过程详见本实验室以前发表文献
/'0

"

$I动物分组(.ON级 .9雄性大鼠-体重 %E& Q%F&*.购自

北京维通利华实验动物技术有限公司-实验动物许可证号(京

]2O备 &E&#GGFE 号." 无菌手术在北京军区总医院动物实验

中心屏障动物实验设施进行!并按实验动物使用的 $>原则给

*#%*
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予人道的关怀" 将大鼠行大脑中动脉阻断制备大鼠脑缺血模

型!选取 T=.. 评分在 '& Q'% 分的大鼠模型作为实验对象!随

机分为两组" 制备模型 HF^ 后!分别自尾静脉注射 Z8P.9NP'

PO_:和 Z8PO_:"

HI实时定量 O2>检测 .9NP' T>=M(药物注射 %H^ 后!

每组随机选取 F 只大鼠过量麻醉处死!断头取脑及周围器官!

迅速放入冻存管液氮中保存" 提取各组脑组织总 >=M并通

过 >=,3:A1+)+试剂盒将总 >=M反转录为 /9=M!设计上下游

O2>引物!.9NP' 基因上游引物为 EjP@M@@M@@Z@MM@U

@2M@Z@@2@@P$j!下 游 引 物 为 Ej P2M@@Z@Z@Z@Z@ZU

@@@@Z@@@2P$j!

'

P3/;+) 上游引物为 EjP2MZZ@2Z@MU

2M@@MZ@2M@MM@P$j!下游引物为 EjP@M@22M22MMZ2U

2M2M2M@M@ZP$j" 利用 M0]#"&&CZ定量 O2>仪!进行实时

定量 O2>实验" .9.%I% 软件对数据进行分析处理!并导出文

件及图像" 利用管家基因
'

P3/;+) 对目的基因的表达进行校

正!得到相对定量结果"

EI[,:;,-) b75;检测 .9NP' 蛋白的表达(药物注射 HF^

后!通过 [,:;,-) b75;的方法检测 .9NP' 蛋白在脑内的表达"

将提取的脑组织蛋白-$&

1

*.加 % v.9. 上样缓冲液 -总体积

为 %&

1

7. 经 "Eu变性 '&T+))上样于 FJ .9. 聚丙烯酰胺-美

国 .+*T3公司.凝胶中电泳 %^)用电转膜仪 -0+5P>3R 公司.

将蛋白转印到硝酸纤维素膜-美国 .+*T3公司.上!约 #ET+))

'&J的脱脂奶粉溶液于室温封闭 '^!Z0.Z漂洗 $ 次 v'&T+))

加入一抗 .9NP' 抗体-美国 Mb/3T公司.室温孵育 %^ 后 Hu

过夜!Z0.Z漂洗 $ 次 v'&T+)) 加入 C>OP抗兔 ]*@-'nH&&&!

美国 .+*T3公司.室温孵育 '^!Z0.Z漂洗 $ 次 v'&T+))膜上

加 (2_荧光显影剂!在暗室内压片-V5R3S 公司.)用洗脱缓冲

液 E&u洗涤硝酸纤维素$&T+)" 用同法显示
'

P3/;+) 条带!

以此作为加样的内参照"

GI神经功能评分(在药物注射 '#$###'H#%' 天分别对两

组脑缺血模型进行改良的神经功能评分
/%0

!共 'F 分!分数越

高说明大鼠神经功能缺失越重!" Q'% 分表示造模成功" 观察

大鼠肢体运动功能和感觉功能的恢复情况"

#IN]Z2P葡聚糖染色(为进一步明确脑缺血发生后!.9N

P' 对新生血管的促进作用!行 N]Z2P葡聚糖染色!明确新生

血管增殖情况" 脑缺血模型注射药物 %' 天!每组 G 只动物麻

醉后!在取脑前 'T+) 经左心室注射 EJN]Z2P葡聚糖溶液

-HT7LS*." 取脑后将标本固定于 HJ多聚甲醛 Hu HF^" 以

恒冷冰冻切片机由嘴侧向尾侧行冠状位冷冻连续切片!切片

厚度 E&

1

T!将脑片用毛笔铺于多聚赖氨酸包被的载玻片上!

以 E&J甘油LO0. 混合液封片" 在荧光显微镜下观察 N]Z2P

葡聚糖在脑缺血中心区及周围区微血管显影情况!分别进行

显微图像采集" 将 N]Z2P葡聚糖微血管成像结果输入 ]OO图

像处理系统!测量各样本中 Mh]单位面积-TT

%

.内微血管显

影所占的面积-

1

T

%

.!客观反应缺血周围区微血管密度"

FI大鼠局部脑血流测定(为明确新生血管发生后!是否

有利于局部脑血流量的增加!参考既往文献应用激光多普勒

血流系统-_9N.于注射药物前和注射药物后第 %' 天进行局

部脑血流-20N.测定
/$0

" 方法简述如下(大鼠麻醉后!立体定

位仪固定大鼠头部" 常规消毒后!沿顶部正中切口分离至暴

露的颅骨" 药物注射之前以下列坐标点 3#b-前囟点为原点.

为中心(/3-_%TT!M'TT).)b-_%TT!O'TT.0" 脑缺血注射

脂质体后 %' R 以下列坐标点 /#R-前囟点为原点.为中心(//

->%TT!M'TT.)R->%TT!O'TT.0" 用磨钻由前向后依次磨

开 $ 个直径约为 'TT的骨窗" 将激光多普勒血流测量仪的

专用探头固定在立体定位仪上!并将探头插入测量点硬膜下

'TT" 待用专用软件记录并分析脑表面血流变化" 测量过程

中用红外线灯控制大鼠肛温在-$# t&IE.u左右!使激光反射

率始终控制在 E&J左右" 待脑血流描记线稳定以后每个大鼠

持续测量 '&T+)" 取其 '&T+) 内的血流平均值作为最终血流

值" 然后两次数值的比值作为血流量的相对值"

"I统计学方法(全部资料采用 .O.. ''IE 统计软件包进行

统计学分析" 各组数据均以均数 t标准差 -(t<.表示!采用

O+!PP#M?QOR?统计分析方法中的 B'+8!%%'+.S<6'<">'T分析

法对两组动物同项数据进行差异性分析检验!)s&I&E 为差

异有统计学意义"

结!!果

'I转铁蛋白靶向脂质体的特性(合成的脂质体

通过光散射的方法测定平均粒径为 '&&)T!计算得到

的脂质体包封率为 #&I%$J QFGI%HJ!平均包封率

#FI%$J" Z8偶联率平均为 G"J" 脂质体的 l,;3电

位为 $&I%TW"

%I.9NP' T>=M在脑内的表达(药物注射 %H^

后!实时定量O2>检测脑缺血大鼠脑内 .9NP' T>=M

的表达情况" 结果如图 ' 所示!Z8P.9NP' PO_:注

射组可以在脑内检测到 .9NP' T>=M的表达!生理盐

水注射组在脑实质中未检测到 .9NP' T>=M的表达!

两者比较具有显著性差异-)s&I&E."

图 +,1.L3+ >"P#在大鼠脑内的表达

与生理盐水注射组比较!

"

)s&I&E

!

$I.9NP' 蛋白在脑内的表达(药物注射 HF^

*F%*
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后!对两组大鼠脑组织进行 .9NP' 蛋白鉴定" 结果

如图 % 所示!Z8P.9NP' PO_:注射组 .9NP' 蛋白

表达量明显高于生理盐水注射组!两者比较具有显著

性差异-)s&I&E."

图 J,1.L3+ 蛋白 KQH后在脑缺血大鼠脑内的表达

MI生理盐水注射组)0IZ8P.9NP' PO_:注射组)与生理盐水

注射组比较!

"

)s&I&E

!

HI.9NP' 促进神经功能的恢复(如图 $ 所示!

在注射药物后 '#$## 天两组大鼠神经功能评分无

明显差异!注射药物 'H 天后!Z8P.9NP' PO_:注

射组大鼠神经功能逐渐较生理盐水注射组改善!主

要表现为肢体运动功能的恢复!感觉功能较生理盐

水注射组无明显改善" 注射药物 %' 天后!Z8P.9N

P' PO_:注射组大鼠神经功能评分明显优于生理

盐水注射组!两组比较具有显著性差异-)s&I&E. "

此外!Z8P.9NP' PO_:注射组大鼠体重较对照组

恢复要早-图 H. !大约在注射药物 # 天后体重开始

回升!是神经功能逐渐好转的标志之一"

图 I,脑缺血大鼠神经功能评分

与生理盐水注射组比较!

"

)s&I&E

!

图 K,脑缺血大鼠体重变化

EI.9NP' 促进新生血管生成(通过 N]Z2P葡聚

糖染色检测微血管密度!比较两组血管新生的水平"

如图 E 所示!Z8P.9NP' PO_:注射组微血管密度明

显高于对照组-)s&I&E.!提示 .9NP' 有利于促进

新生血管的生成!而新生血管的生成意味着脑血流的

恢复!从而进一步促进神经功能的恢复"

图 R,脑缺血大鼠脑内新生血管

MIZ8P.9NP' PO_:组)0I生理盐水注射组)与生理盐水注射

组比较!

"

)s&I&E

!

GI.9NP' 促进局部脑血流的恢复(通过超声多

普勒对脑缺血大鼠脑皮质不同区域进行检测!通过药

物注射前和注射后 %' 天进行比较!明确新生血管生

成后!是否促进了局部脑血流的恢复" 结果如图 G 所

示!在药物注射前!两组大鼠模型的脑血流量无显著

差异!注射药物 %' 天后!Z8P.9NP' PO_:注射组脑

*"%*
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血流量较生理盐水注射组明显恢复!两者比较具有显

著性差异"

图 -,脑缺血大鼠超声多普勒测定脑血流量

与生理盐水注射组比较!

"

)s&I&E

讨!!论

在本项研究中通过转铁蛋白靶向脂质体成功将

外源性 .9NP' 转送至脑缺血大鼠脑内!实现了 .9N

P' 在脑内的高表达" 通过 .9NP' 发挥的促进新生

血管生成的作用!增加了脑缺血局部的脑血流量!促

进了脑缺血大鼠神经功能的恢复!为外源基因跨血脑

屏障的转运及 .9NP' 促进血管生成的机制研究奠

定了基础"

基质细胞衍生因子- .9NP'.是一种趋化蛋白!

其可以趋化白细胞的迁移
/H0

" .9NP' 的受体为 2cU

2>H!其可以在成熟神经细胞中表达!包括交感神经

节#背根神经节#中脑以及小脑的颗粒细胞层" 研究

表明!在脑损伤发生时!如脑出血#脑缺血以及炎症

时!.9NP' 在血管内皮细胞中表达上调" 因此笔者

认为 .9NP' 在脑损伤发生后对于新生血管的生成

可以起到促进作用!此外!如果能够实现外源的 .9N

P' 基因在脑内的高表达!那么可以在更大程度上发

挥促进血管新生的作用" 但是由于血脑屏障的存在!

其抵挡了大部分大分子物质和细菌进入脑内!而且在

血液系统中存在巨噬细胞系统可以吞噬外来的异物!

因此如果将 .9NP' 基因直接注射至静脉系统!很快

就会被巨噬细胞所吞噬!无法发挥应有的作用" 脑内

外的大分子物质的交换主要依靠血脑屏障上的载体

转运系统和受体转运系统!而血脑屏障上表达丰富的

转铁蛋白受体" 因此在本实验中!笔者利用了血脑屏

障上转铁蛋白受体介导的转运系统!将构建有 .9NP

' 基因的质粒包裹到脂质体内部!然后将转铁蛋白与

脂质体偶联!形成转铁蛋白靶向的脂质体!实现 .9N

P' 基因的脑内转运"

应用脂质体作为载体具有以下优点
/E0

(

!

成熟

的制备工艺)

"

工艺的可控性高)

&

可以转运较大的

蛋白分子)

.

低免疫原性反应" 笔者合成的转铁蛋白

靶向脂质体粒径在 '&&)T 左右!包封率平均为

#FI%$J!Z8偶联率平均为 G"J" >+<,:;等
/G0

报道!合

成的脂质体的包封率为 #'J t'HJ!抗体偶联率为

GEJ tEJ" 运用转铁蛋白靶向脂质体进行跨血脑屏

障的转运在以往文献中已有报道!本课题组在前期实

验中!运用转铁蛋白靶向脂质体成功将 W(@N转入至

脑缺血大鼠脑内!实现了 W(@N在脑内的表达
/$0

" 截

止到目前为止!运用转铁蛋白靶向脂质体转运 .9NP

' 在国内外文献中尚无报道"

笔者将 Z8P.9NP' PO_:通过尾静脉注射至脑

缺血大鼠体内!%H^ 后提取脑组织的总 >=M!利用实

时荧光定量 O2>对脑实质中外源 .9NP' 的 T>=M

进行检测" 结果表明!在 Z8P.98P' PO_:组脑中!

有外源 .9NP' T>=M的高表达!说明 Z8P.9NP' P

O_:成功地将 .9NP' 跨过血脑屏障转送至脑内" 为

了进一步证实 .9NP' 的表达!HF^ 后我们通过 [,:;U

,-) b75;的方法对 .9NP' 蛋白进行了检测!结果表明

在 Z8P.9NP' PO_:注射组 .9NP' 蛋白的表达量

高于生理盐水注射组"

在本实验中!通过比较两组脑缺血模型在药物注

射后 '#$###'H 和 %' 天的神经功能评分!发现在药物

注射后第 ' 天!两组大鼠模型评分无明显差异!随着

时间的推移!两组的评分开始出现差异!尤其在 %' 天

时!两组差异最为显著" 两组大鼠的运动功能要较感

觉功能恢复的快!具体原因在相关文献中尚无报道"

另外!脑缺血恢复阶段!大鼠体重的逐渐恢复时神经

功能逐渐恢复的标志之一!往往体重恢复的越早!神

经功能恢复的越快!因此认为大鼠的营养和体质也是

影响神经功能评分的影响因素之一"

神经功能的恢复离不开血管再生后养分的供应!

笔者通过 N]Z2P葡聚糖进行微血管染色!在显微镜

下进行微血管密度计数!发现 Z8P.9NP' PO_:注射

组的微血管密度高于生理盐水注射组!这与前面所述

.9NP' 可以促进新生血管发生有关" 为了检测新生

血管是否具有增加脑血流量的作用!笔者用多普勒超

声对脑皮质的血流进行检测!结果提示 %' 天时 Z8P

.9NP' PO_:注射组的脑血流量高于生理盐水注射

组!说明 .9NP' 促进新生血管生成!并形成了能够

提供有效脑血流的血管网"

*&$*
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.9NP' 具有促进血管新生的作用" 从发生学和

组织学的观点来看!血管新生大致可以分为血管发生

和血管新生两种不同类型的过程" 血管发生需要前

体细胞自骨髓向损伤部位的迁移!并对初级血管网进

行重塑
/#0

" .9NP' 对于内皮前体细胞的募集作用在

文献中已有广泛报道!其中内皮前体细胞表面表达的

2c2>H 在细胞向损伤部位的迁移过程中起到了非常

重要的作用
/F0

" 体外实验表明
/"0

!.9NP' 有利于内

皮前体细胞的增殖和迁移!抑制前体细胞的凋亡!增

强 11OP% 和 11OP" 的表达" 研究结果表明!.9N

P' 通过调节血管前体细胞的迁移和募集促进了血

管发生"

综上所述!笔者合成的 Z8P.9NP' PO_:可以成

功的将 .9NP' 通过静脉注射的方式转运至缺血脑

内!实现脑内的表达" .9NP' 可以在 .9NP'L

2c2>H轴的作用下!促进新生血管的发生!构建成熟

的血管网!为脑缺血区域提供血流!促进神经功能的

恢复"
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Ô3-T3/575*A3)R (̀D,-+T,);37Ẑ,-3D,6;+/:! %&&F! $%H-%. (F$H P

FH"

E ! l̂35dl! _6 2ZI])/-,3:+)*;̂,,);-3DT,);58D-5;,+) P753R,R

7+D5:5T,:?+;̂ 3T5R+8+,R 8-,,g,P;̂3? ;,/̂)+X6,( 3D-,7+T+)3-A

,̀D,-+T,);37:;6RA/40I9-6*9,<,75DT,);3)R ])R6:;-+37Ô3-T3/A!
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不同血清微环境培养的施万细胞增殖状况比较

林!兰!郑亚琳!李鸣镝!黄!达

!!基金项目(国家自然科学基金资助项目-F''#$HHE.

作者单位('&&&E$!北京!中国中医科学院广安门医院

通讯作者(李鸣镝!副主任医师!电子信箱(TR7,,%&&"Y'%GI/5T

摘!要!目的!将不同浓度大鼠血清#'&J胎牛血清培养以及无血清培养的大鼠原代施万细胞的增殖状况进行比较!探讨

适合施万细胞生长的血清微环境" 方法!将所培养的原代施万细胞分成 EJ大鼠血清组#'&J大鼠血清组#'EJ大鼠血清组#

%&J大鼠血清组#'&J胎牛血清组#无血清组!另设不含细胞的空白对照组" 采用 22VPF 细胞增殖试剂!分别于培养后 %H#HF#

#%#"G#'%&^ 对各组的细胞增殖情况进行测定" 结果!EJ大鼠血清组的细胞在 "G^ 内的生长状况与 '&J胎牛血清组相比无显

着差异" 结论!在 "G^ 内!EJ的大鼠血清浓度最适合该细胞生长"

关键词!施万细胞!血清微环境!细胞增殖
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0.+ 0#+!I>!+, 1#$.+!0.J.+,=.!A2#+,
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