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研究报告                                                              

含GDNF基因的慢病毒载体的构建和其在人胚胎神经干

细胞中的表达 

王淑艳 1, 任萍 1, 谢淑 2, 朱宛宛 1, 王暘 1, 关云谦 1, 张愚 1 
1 首都医科大学 宣武医院细胞治疗中心, 北京 100053 
2 国家人类基因组北方研究中心, 北京 100176 

摘  要: 利用含胶质源性神经营养因子(Glial cell derived neurotrophic factor, GDNF)基因的慢病毒载体转染了人胚胎

来源的神经干细胞, 探讨了转染后 GDNF 在神经干细胞中的体外表达水平及其影响因素。首先 GDNF 基因被克隆入

慢病毒载体, 通过瞬时转染法包装出病毒上清, 经滴度鉴定后分别按拷贝数为 1、2.5、5、10 转染神经干细胞。转染

后细胞经过潮霉素筛选得到均一表达 GDNF 的神经干细胞体系。其后分别利用酶联免疫吸附(ELISA)方法和 Real-time 

PCR 方法测定不同转染组细胞在不同时间点 GDNF 的蛋白分泌水平和基因表达水平。实验中构建了表达 GDNF 基因

的慢病毒载体 , 包装出的病毒上清在体外培养条件下成功转染了神经干细胞 , 经潮霉素筛选可以得到均一的持续表

达分泌 GDNF 的人胚胎皮层神经干细胞体系。实验结果表明转染拷贝数可以影响 GDNF 的分泌水平, 相同条件下转

染拷贝数越高, GDNF 分泌量越多, 其基因表达水平越高。因此, 含 GDNF 的慢病毒载体可以成功转染人胚胎来源的

神经干细胞, 使其持续表达 GDNF, 转染过程中可以通过拷贝数在一定水平上控制 GDNF的蛋白分泌水平和基因表达

水平。 
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Abstract: We transfected human neural stem cells using lentiviral vectors encoding glial cell line derived neurotrophic factor 
(GDNF) to study its expression level in vitro and to get a stable cell line expressing GDNF. First, GDNF gene was sub-cloned into 
the lentiviral transfer vectors. Then, the recombinant lentiviral supernatants were packaged by 293T cells through three plasmids 
transient co-transfection method using standard lipofectamine reagent. The viral titers were tested by the transfection efficiency of 
293T cells. At the same time, human neural stem cells (hNSC) were transfected under different multiplicity of infection. GDNF gene 
expression level and protein secretion level of hNSC were tested by real-time PCR and ELISA methods after transfection. Lentiviral 
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vectors encoding GDNF were constructed. Using lentiviral vectors encoding GDNF we successfully transfected human neural stem 
cells, and got a stable neural stem cell lines over-expressing GDNF. Furthermore, the results indicated that GDNF expression was 
influenced by the multiplicity of infection. Human neural stem cells could over-express GDNF through lentivial vectors tranfection. 
Its gene expression level and protein expression level correlate with the multiplicity of infection. 

Keywords: GDNF, neural stem cells, lentiviral vectors, transduction 

胶质源性神经营养因子(GDNF)是一种具有神

经营养和神经保护作用的神经营养因子, 多种动物

模型的研究证实 GDNF 能够促进多巴胺能神经元, 

运动神经元的存活及损伤后神经突触的重建[1−4]。但

由于 GDNF 是一种大分子蛋白质, 难以通过血脑屏

障到达局部病变脑组织, 这成为阻碍其临床应用的

主要原因。解决这一问题的途径之一是基因治疗和

细胞治疗相结合 , 选择合适的干细胞类型 , 通过体

外转基因的方法使其表达分泌 GDNF, 再将细胞移

植入病变部位使 GDNF可以长期持续的表达并释放, 

实现其神经营养功能。神经干细胞具有自我增殖和

多向分化为神经元和胶质细胞的能力, 为神经退行

性疾病的细胞治疗带来了希望。神经干细胞移植实

验证实, 移植入动物模型脑内的神经干细胞能够整

合入局部脑组织, 在一定范围内迁移并分化成为神

经元和胶质细胞 [5]。神经干细胞也因此被作为携带

GDNF 的一种细胞载体。研究证实, 将过表达 GDNF

的神经干细胞移植入灵长类和鼠类的帕金森动物模

型的病变部位, 动物的行为学评分明显提高[4, 6]。说

明过表达 GDNF 基因的神经干细胞是一种较好的细

胞治疗载体。由于神经干细胞分裂增殖相对缓慢 , 

特别是经过长期的传代培养后, 处于分裂增殖状态

的细胞比例会逐步下降 [7], 直接进行质粒转染 , 未

取得良好的效果, 慢病毒载体的特有优势使其成为

对神经干细胞进行 GDNF 基因修饰的最佳选择。 

首先, 慢病毒载体可以高效转染分裂缓慢的细

胞 , 以及处于分化终末状态的细胞 , 如神经元和胶

质细胞等 [8]; 其次 , 慢病毒载体可以使外源基因整

合入靶细胞基因组中 , 使其长期表达 [9]; 同时慢病

毒载体可以容纳 8~10 kb 的大片段外源基因; 另外, 

慢病毒载体不会引起导致靶细胞死亡的免疫反   

应[10]。随着慢病毒载体的设计进展, 具有较强功能

的管家基因启动子, 如 EF1-α、PGK 等被引入了载

体系统, 并实现了在同一载体中表达 2 个外源基因

的功能[11]。这一进展可有助于利用慢病毒载体更好

的表达外源基因, 另一方面可以同时表达抗性基因

和细胞标记基因。 

本研究构建了由 EF1-α驱动的编码 GDNF 的慢

病毒载体, 成功转染了人胚胎皮层来源的神经干细

胞。由于本载体含有 2 个启动子 , 在 EF1-α驱动

GDNF 基因表达的同时, 另外一个启动子 PGK 驱动

潮霉素抗性基因的表达(载体示意图见图 1-D)。转染

成功后细胞同时表达 GDNF 和潮霉素抗性基因, 通

过在体外培养过程中加入潮霉素进行筛选, 得到了

更为均一的可持续分泌 GDNF 的神经干细胞体系。

同时 , 测定了这一载体不同拷贝数转染条件下

GDNF 分泌量, 为过表达 GDNF 的神经干细胞移植

治疗神经退行性疾病提供了实验依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  细胞及质粒 

原代神经干细胞取自人胚胎自然流产胎儿(宣

武医院妇产科提供, 经伦理委员会批准), 经体外扩

增培养后用于实验。293T 细胞由北京大学生命科学

院惠赠。包含人 GDNF 的质粒 PLNCX-2 获赠于首

都医科大学神经科研学究所 , 慢病毒穿梭质粒

DUET101 及包装质粒 CMV△R8.91, PMD.G 由美国

Johns Hopkins 大学程教授惠赠。 

1.1.2  试剂 

细胞培养试剂 DMEM-F12、DMEM、胎牛血清、

牛血清白蛋白、N2、青链霉素等购自美国 Invitrogen

公司。碱性成纤维细胞生长因子(bFGF), 表皮生长

因子购自美国 R&D 公司。分子克隆试剂限制性内切

酶, T4 DNA 连接酶, DNA 聚合酶购自美国 NEB 公

司。转染试剂 Lipofectamine 2000购自美国 Invitrogen

公司, polybrene 购自 Sigma 公司。潮霉素(Hygromycin)

购自罗氏公司。RNA 提取试剂 TRIzol, 逆转录酶

SSII 购自美国 Invitrogen 公司。Real-time PCR 试剂

购自大连宝生物公司。 
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1.2  方法 
1.2.1  神经干细胞培养 

原代神经干细胞取自人胚胎自然流产胎儿

(8~16 周) (宣武医院妇产科提供, 经伦理委员会批

准)。取材过程参照以前的方法[7], 单细胞悬液过 400

目滤网去除组织残渣, 胎盘蓝计数后以 2.5×105/mL

的密度接种。3 d 左右可见小的细胞集落形成, 1 周

可见神经球。每隔 3 天半量换液, 待神经球生长至直

径 50 μm 左右时, 进行剪切传代。待神经球扩增到

一定数量后, 将神经球用胰酶打散成单细胞悬液后
[12], 再以 2×105/mL 的密度接种。 

1.2.2  含 GDNF 基因的慢病毒载体构建和病毒上清

的包装 

GDNF 编码序列全长为 558 bp。根据慢病毒载

体质粒结构, 设计了包含 Xba I 和 BsrGI 两个酶切位

点的扩增 GDNF 的引物。上游引物: 5′-TTCTAGAC 

CACCATGAAGTTATGGGATGTCGTG-3′, 下 划 线

部分为加入的酶切位点 Xba I, 酶切位点前面加入保

护碱基 T, 其后的 CCACC 为 Kozark 序列, 再其后是

从 GDNF 起始密码 ATG 开始的一段序列。下游引物: 
5′-CATGTACATCAGATACATCCACACCTTTTAGC
G-3′, 下划线部分为加入的酶切位点 BsrG I, 前面同

样加入保护碱基, 其后为 GDNF 基因序列中包含终

止密码的一段序列。通过 PCR 方法 , 以质粒

PLNCX-2 为模板, 用高保真的 DNA 聚合酶扩增出

GDNF 基因序列全长。将所得 PCR 产物用 Xba I 和

BsrGI 两个酶进行双酶切反应, 产物回收后备用。同

时对慢病毒载体的转移质粒 DUET101 进行 Xba I 和

Bsr GI 双酶切反应 , 琼脂糖凝胶电泳分离小片段 , 

玻璃奶凝胶回收方法回收载体片段。T4 DNA 连接

酶连接 GDNF PCR 产物和回收的载体片段, 连接

产物转化感受态细菌 Stbl-3, 铺板后进行菌液 PCR

鉴定, 选取阳性克隆, 提取质粒后进行酶切及测序

鉴定。 

慢病毒颗粒的包装采用脂质体介导的瞬时转染

方法进行, 转染前一天将 293T 细胞传代于多聚赖氨

酸包被的直径为 100 mm 的培养皿中, 每皿细胞总

数约为 5×106, 培养 24 h, 待细胞 70%~80%汇合后进

行转染。转染过程中, 首先将构建好的编码 GDNF 和

GFP 的转移质粒 DUET101, 编码慢病毒载体 gag, pol

结构的质粒 CMV△8.91, 以及编码 VSV-G 结构的质

粒 PMD.G 按一定比例溶于含 800 μL OPTI- MEM 的

聚苯乙烯管中, 同时将脂质体按一定比例溶于等体

积的 OPTI-MEM 中, 室温放置 5 min。然后将分别含

有 DNA 和脂质体的溶液混合, 轻柔混匀, 室温静置

20 min。弃去原有的 293T 细胞培养基, 加入 8 mL 

OPTI-MEM 培养基, 随后加入 DNA 和脂质体混合液, 

混合均匀。待加入转染混合液培养 8 ~ 12 h 后, 完全

弃去转染混合液, 换成 ITS 培养基收集病毒上清。

此后分别于换液 24 h 和 48 h 后收集上清, 所得上清

用 0.45 μm 滤器过滤去除细胞碎片, 4oC 保存。收集

好的病毒上清用 Centricon plus-20 浓缩, 所得浓缩

病毒转染 293T 细胞进行滴度鉴定后, −80oC 保存, 

用于下一步实验。 

1.2.3  慢病毒载体转染神经干细胞 

由于神经干细胞以神经球的形式悬浮生长, 为

提高转染效率, 转染前 1 天, 将神经球用胰酶消化, 

打散成单细胞悬液[12], 以 2.5×105/mL 的密度接种

于六孔板中, 培养 12 h 后, 分别以转染拷贝数为 1、

2.5、5、10 加入 GDNF 和 GFP 的慢病毒载体上清。

以 2 μg/mL 浓度加入凝聚胺(Polybrene)培养 20 h, 换

新鲜培养基。转染后 1 周, 将神经球打散成单细胞

悬液, 荧光显微镜下观察并计数 GFP 阳性细胞百分

比。进一步用流式细胞仪测定 GFP 阳性神经干细胞

的百分比, 分析转染效率。对于只含有 GDNF 不表达

荧光标记的上清,采用转化后第 5 天加入 100 μg/mL

的潮霉素进行筛选, 筛选后 72 h, 未能成功转化神

经干细胞会死亡。以转染 GFP 的神经干细胞作为对

照 , 分析筛选效率 , 转染成功的神经干细胞扩增后

用于下一步实验。 

1.2.4  转染前后 GDNF 蛋白表达分泌测定 

将转染完成后不同 MOI 值的皮层神经干细胞

用潮酶素筛选后进行扩增, 神经球打散成单细胞悬

液, 以 2×105 个/mL 的密度接种于 6 孔板中, 加入

2 mL培养液, 培养 3 d使其处于增殖状态 , 加入新

鲜培养基后分别取 24 h、48 h 后上清 1 mL 冻存

于−80oC 中准备测定 GDNF 浓度。每种拷贝数接

种 3 孔, 同样分别测定了接种 3、7、10、21、40 d
时每 1×106 个细胞的 GDNF 分泌量 , GDNF 测定

采用 ELISA 测定方法 , 具体参照 Promega 公司提

供的 GDNF 酶联免疫吸附检测试剂盒的实验步骤

进行。  
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1.2.5  转染前后 GDNF 的基因表达水平测定 

首先用 TRIzol 法提取各组神经干细胞的 mRNA, 

用无 RNA 酶的 DNA 酶处理提取的 RNA 样品, 除去

RNA 样品中的 DNA 污染。以随机引物为引物将处

理过的 mRNA 逆转录成 cDNA 。用 Real-time PCR

方法比较转染前后和不同拷贝数转染组间 GDNF 

基因表达量有无差异。GDNF 扩增引物为 : 上游 , 

5′-ACTGACTTGGGTCTGGGCTATG-3′; 下游, 5′-TTT 

GTCACTCACCAGCCTTCTATTT-3′。扩增片段大小为

134 bp。以 18S rRNA 为内参, 扩增引物为: 上游, 

5′-ACTCAACACGGGAAACCTCA-3′; 下游 , 5′-AA 

CCAGACAAATC GCTCCAC-3′。扩增片段大小为

123 bp。 

1.2.6  统计学分析 

测定结果均以平均数±标准差表示 , 采用

SPSS11.1 统计学软件进行方差分析 , 检验水准取

α=0.05。 

2  实验结果 

2.1  神经干细胞原代培养与传代 
原代取材的人胚胎皮层神经干细胞培养 1 周后, 

可见神经球形成。此时神经球各胞体间结合紧密 , 

性质均一, 折光性较强, 待神经球长到 0.5 mm 左右

时, 开始进行剪切传代。经过 3~4 次剪切传代, 神经

球扩增至一定数量, 采用消化振荡法将神经球打散

成单细胞悬液[12], 以 2×105 密度接种进行传代, 此

时由单细胞形成神经球的周期明显缩短, 传代 1 周

后可以得到 2~3 倍的细胞。细胞传代 10 次以后, 体

外培养 2 个月左右, 进行了分化增殖能力鉴定, 用

于下一步实验。 

2.2  含 GDNF 基因慢病毒载体的构建和病毒载体

的包装 
以包含 GDNF基因序列的质粒 PLNCX2为模板, 

经 PCR 扩增后, 2%琼脂糖凝胶电泳显示与目的片段

大小相符的条带(图 1A)。慢病毒载体经 Xba I/BsrG I

双酶切后, 1.2%的琼脂糖凝胶电泳显示载体中位于

两酶切位点间的原有片段被分离, 载体被切割成线

性(图 1B)。PCR 产物和经凝胶回收的载体片段 T4 

DNA 连接酶连接后转化大肠杆菌感受态细胞后挑

选阳性克隆, 扩增后提取质粒进行酶切鉴定可见与

GDNF 基因大小相符的片段被分离(图 1C)。经测序

插入片段与 GenBank 中长度为 558 bp 的 GDNF 序列

相符, 说明 GDNF 基因已经被克隆入慢病毒载体。 

慢病毒载体系统的 3 个质粒 DUET101、CMV

△8.91 和 PMD.G 按一定比例共转染 293T 细胞, 收

集转染后 24 h、48 h 的上清浓缩后, 转染 293T 细胞,  

 

图 1  含 GDNF 基因的慢病毒载体构建 
Fig. 1  Construction of lentivirus vectors encoding GDNF 

(A) result of GDNF gene PCR with enzyme sites (1-3: three repeats); (B) enzyme digestion result of DUET101 plasmids. The original DNA 
was separated after enzyme digestion (1-3: three repeats); (C) ligation result of DUET101-GDNF plasmids enzyme digestion (1: GDNF PCR 

production as a control; 2: the enzyme digestion result of original plasmids; 3, 4: the enzyme digestion result of pasmids encoding GDNF 
after ligation; M: DNA marker); (D) picture of lentiviral vectors encoding GDNF. EF1-а and PGK promote GDNF and hygromycin gene 

alternatatively. LTR refers to the long terminal region of lentiviral vectors 
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计数 GFP阳性细胞百分比, 进行滴度鉴定, T＝5.2×

106 TU/mL(TU, Transduction unit)。转染 GDNF 的

293T 细胞 GDNF 抗体染色计数阳性细胞比例, 滴度

为 4.6×106 TU/mL。 

2.3  神经干细胞的转化 
神经球打散成单细胞悬液后, 含 GDNF 和 GFP

的浓缩病毒上清分别以不同的 MOI 值进行转化, 实

验结果表明, 慢病毒载体可以成功转染神经干细胞, 

使其表达绿色荧光蛋白和 GDNF(图 2B、2D)。 转

染 GFP 的神经干细胞打散成单细胞悬液流式细胞仪

测定转化效率为 30%左右(图 2G)所示。100 μg/mL

潮霉素筛选 3 d 后, 流式细胞仪测定 GFP 阳性细胞

比例在 90%以上(图 2H), 说明经过抗生素筛选, 可

以得到纯度较高的表达 GFP 和 GDNF 的神经干 

细胞。 

2.4  转染前后 GDNF 蛋白表达分泌测定 
转染 GDNF 的皮层神经干细胞经 100 μg/mL 的

潮霉素筛选 3 d 后, 分别测定了各组不同时期每 106

个细胞每小时 GDNF 的分泌量。ANOVA 分析, 各组

与对照组间 P<0.05, 对照组与转染组之间均有显著

性差异。各转染组之间, MOI=1, 2.5 与 MOI=5, 10 组

间分析 P<0.05, 差异有显著性(图 3)。另外随时间的

延长, GDNF 可以持续表达 1 月以上, GDNF 分泌量

没有明显改变(图 4)。 

2.5  转染前后 GDNF 基因表达水平测定 
首先 , 通过标准曲线扩增得到 GDNF 和 18S 

rRNA 的 标 准 曲 线 分 别为 : Y=−0.28X+8.72, R2= 

0.993; Y=−0.29X+8.23, R2=0.991。取相同稀释倍数的

cDNA 为模板进行扩增。实验结果分析表明, 通过内

参 18S rRNA 的标准化, 在转染不同拷贝数条件下

GDNF mRNA 的表达水平与对照组相比, 都有不同

比例的增高。增高的倍数与转染拷贝数相关, 转染

拷贝数越高 , 增高比例越大。其中 , MOI=0.5 组 , 

GDNF 的 mRNA 的表达水平比对照组平均增高 2.05

倍; MOI=1 组, 平均增高 14.17 倍; MOI=2.5, 平均增

高 21.35 倍; MOI=5 组, 平均增高 81.73 倍; MOI=10

组, 平均增高 99.42 倍(图 5)。 

3  讨论 

  本研究构建了由管家基因启动子 EF1-a 驱动的

表达 GDNF 的慢病毒载体。试验证实, 携带 GDNF

和 GFP 基因的慢病毒载体可在体外成功转染神经干

细胞, 使其持续表达 GDNF 和 GFP。由于转染成功

的神经干细胞同时表达潮霉素抗性基因, 经过体外

加入潮霉素进行筛选, 可以得到均一表达 GDNF 和

GFP 的神经干细胞体系。运用这种过表达 GDNF 的

神经干细胞进行移植将进一步提高移植治疗的安全

性和有效性。 

 
图 2  含 GFP 的慢病毒载体转染神经干细胞后第 12 天荧

光显微镜观察和流式检测结果 
Fig. 2  Lentiviral vectors transfetion efficiency 

identification and FACS results after 12 days 
A: Neurospheres expressing GFP under fluorescence microscope (400×); B: 
Neurospheres observed under light microscope (400×); C: 95% single cells 
were GFP positive under fluorescence microscope (400×); D: Single cells 
dissociated from neurospheres under microscope (400×); E: 293T cells as 
negative control. GFP was negative, and PI wa positive; F: 293T Cells as 
positive control. GFP was positive, and PI positive; G: hNSC FACS result 
before hygromycin selection, 38.5% hNSC were GFP positive; H: hNSC 
FACS result after hygromycin selection, 99.5% hNSC were GFP positive 
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图 3  不同拷贝数条件下 GDNF 分泌情况 ELISA 测定结果 

Fig. 3  ELISA results about GDNF secretion level of 
hNSC under different MOI 

After hygromycin selection (100 μg/mL), the GDNF secretion level 
of hNSC were tested using ELISA method. The results indicated 
that hNSC transfected GDNF over-expressed GDNF significantly 

comparing with control. GDNF secretion level increased 
accompanied MOI improved (ANOVA analysis, *P<0.05) 

 

图 4  转染后不同时期 hNSC 分泌 GDNF 的 ELISA 测定 
Fig. 4  hNSC GDNF secretion level after GDNF 

transfection 
After hygromycin selection, hNSC were continuously cultured for more 
than one month, GDNF secretion level at different time were tested. 
The results were indicated that LV-GDNF modified hNSC 
over-expressed. GDNF continuouly, the GDNF secretion level and the 
relationship between GDNF secretion level and MOI were stable 

 
图 5  以不同拷贝数转染 GDNF 后神经干细胞 GDNF 

mRNA 表达水平比较 
Fig. 5  Comparison of GDNF mRNA expression level of 

neural stem cells at different transfection MOI 
Compare with the control group, the GDNF mRNA expression level of 
neural stem cells increased averagely 14.17 times, 21.35 times, 81.73 
times and 99.42 times when MOI equal to one, 2.5, 5, and 10 respectively. 
The expression level of 18S rRNA was as reference in this experiment 
 

本试验对转染 GDNF 后神经干细胞的 GDNF 分

泌水平进行了连续监测, 发现 GDNF 可在体外持续

表达分泌, 且分泌水平没有随时间延长发生明显的

改变。在经潮霉素筛选后的长期培养中, 转染后的

神经干细胞可以保持原有的生物学特性。因此, 可

以在今后的研究中对过表达 GDNF 的神经干细胞进

行长期的培养并可以建立稳定的细胞体系, 为今后

的研究提供参考。 

以前的很多研究证实过量的 GDNF 注入会带来

副作用[13]。因此, 体外研究转染后神经干细胞表达

GDNF 的分泌水平神经干细胞的移植治疗神经退行

性疾病有重要意义。本实验通过控制转染过程中慢

病毒载体的拷贝数对转染后神经干细胞 GDNF 的分

泌水平进行了研究。发现不同拷贝数条件下, 相同

数量的神经干细胞相同时间内 GDNF 的基因表达水

平和蛋白分泌水平有所不同。相同条件下, 拷贝数

越高, GDNF 基因表达和蛋白分泌水平都有增加趋

势, 统计学分析, 拷贝数不同组间有显著性差异。这

一结果表明, 有希望通过控制慢病毒载体转染的拷

贝数来控制 GDNF 的分泌水平, 为今后的应用研究

提供更详尽的实验数据。 

研究证实 , 慢病毒载体是对神经干细胞进行

GDNF 基因修饰的较好选择。因此可以通过慢病毒

载体介导的基因修饰方式使神经干细胞过表达

GDNF, 并通过药物筛选方式获得持续表达分泌

GDNF 的细胞体系。同时有可能通过控制转染拷贝

数在一定水平上调整 GDNF 的分泌水平。实验中也

发现了需要进一步解决的问题, 例如如何更准确的

控制基因转染的拷贝数, 以及高拷贝数的转染是否

会对神经干细胞的生物学特性有所影响等。 
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