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??摘?要!?目的?观察重组腺病毒 HWFJcN转染新生小鼠离体耳蜗基底膜培养组织的情况&

方法?取新生 ! hG W 小鼠的耳蜗基底膜$离体培养 ! W 后$加入重组腺病毒 HWFJcN继续培养 ! W$在荧

光显微镜及 '.*3.U12显微镜下观察病毒对离体耳蜗基底膜的转染情况& 结果?耳蜗基底膜离体培养 ! W

后$在显微镜下观察$可见基底膜贴壁生长良好$外周有新生上皮细胞和成纤维细胞长出(高倍显微镜

下可见耳蜗内外毛细胞和支持细胞等结构& 离体耳蜗基底膜培养组织加入重组腺病毒 HWFJcN继续培

养 ! W 后$可见重组腺病毒 HWFJcN能高效转染新生小鼠离体耳蜗基底膜及其外周长出的新生上皮细胞

和成纤维细胞(在新生小鼠离体耳蜗基底膜上$不仅大上皮嵴细胞区域'小上皮嵴细胞区域的细胞能被

高效转染$毛细胞也能被高效转染& 结论?重组腺病毒 HWFJcN能高效转染新生小鼠离体耳蜗基底膜

培养组织&

关?键?词!基因转染(重组腺病毒(耳蜗(基底膜(小鼠
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??!:1+%*6+!?;:<&6+,0&?M.W+5+U55(+501*,3+U5).* .3.071* .3'.05)30.Q*+.*1512Q./,+Z)5( HWFJcN)* V)50.=

=&+5-21?4*+W16135+05),,/+U/25)V15).*$ 5(+.071* .3'.05)30.Q*+.*1512Q./,+Z1,501*,3+U5+W Z)5( HWFJcN)*

V)50.=4*+W16135+0501*,3+U5).*$ 5(+501*,3+U5).* +33)U)+*U6Z1,1*126S+W Z)5( '.*3.U121*W 32/.0+,U+*U+Q)U0.,U.X+,=

>&1()+1?4*+W16135+05(+5),,/+U/25)V15).*$ 5(+.071* .3'.05)70+ZZ+2! 1*W *+Z+X)5(+2)12U+22,1*W 3)\0.\21,5,

Z+0+3./*W 10./*W 5(+5),,/+=4*+W16135+05(+501*,3+U5).*$ 5(+(1)0U+22,$ 5(+U+22,)* 2+,,+01*W 70+15+0+X)5(+2)12

0)W7+,$ 5(+ *+Z +X)5(+2)12U+22,1*W 3)\0.\21,5,10./*W 5(+ 5),,/+ Z+0+ +33+U5)V+26 501*,3+U5+W \6 HWFJcN=

?-.6)(1,-.1?HWFJcNU1* 501*,3+U5.071* .3'.05)30.Q*+.*1512Q./,++33+U5)V+26)* V)50.=

??@&7 A-%21!J+*+501*,3+U5).*( HW+*.V)0/,( '.U(2+1( 4071* .3'.05)( Y./,+

??基因转染日益成为实验研究和临床应用

的热门课题& 在耳科领域中$P(+*7等)!* 通过

往离体耳蜗基底膜中转染毛细胞的发育基因

Y15(! $发现了新生毛细胞样细胞$为感音神经

性聋的治疗带来了曙光( 9/S/:)等)$* 通过往庆

大霉素致聋的活体耳蜗中转染神经营养因子

J@>c基因$使不易通过血迷路屏障的 J@>c在

耳蜗中大量表达$有效地防止药物性聋& 所有

这些实验都不可避免地要求真核表达载体在

耳蜗组织内有效转染和表达& 本实验通过对
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重组腺病毒载体 HWFJcN转染新生小鼠离体耳

蜗基底膜进行研究$为基因转染活体耳蜗的实

验奠定了基础& 现报道如下&

BC材料与方法

B=BC材料和试剂

'GB D;& 小鼠 # 南京大学模式动物研究

所% (aIl$"# 细胞 #南京大学模式动物研究

所 % (重组腺病毒 HWFJcN#南京鼓楼医院耳

科 % ( 无 血 清 培 养 基 的 配 置! "&=K Q2@YIY

# 9a#%%$$ 8%! $ (6U2.*+% ' ! Q2,+0/QF30++,/XF

X2+Q+*5# AF!CCK $ ,)7Q1% ' $=K Q2$%e 葡萄糖

#JF$%$% $,)7Q1% '! Q2谷氨酰胺 #JF&#"$ $,)7F

Q1% ' %=$ Q2青霉素 J# NF#K!K $ ,)7Q1% 配成

!%% Q2无血清培养基(鼠尾胶 #重庆吉盛 % (

'.*3.U12显微镜 # +̀)U1% (荧光显微镜 # IC%% $

>):.*% &

B=DC实验方法

!=$=!?重组腺病毒 HWFJcN的滴度测定?用

空斑测定法进行重组腺病毒 HWFJcN的滴度即

感染效率#空斑形成单位$Nc_%测定&

!=$=$?新生小鼠耳蜗基底膜的解剖与培养?

取新生 ! hG W 的 'GB D;& 小鼠$BGe乙醇浸泡

消毒$眼科剪断头$剪开颅骨$去除脑组织$剪

下颞骨部分$移入 N;9 培养液$去除多余组织

及骨质$打开听泡$剥去蜗壳$用游丝镊沿蜗轴

环行分离螺旋韧带$取下整个耳蜗基底膜组

织$用尖刀切取基底膜片段$置于已经包被了

鼠尾胶的 #G QQ培养皿中$组织块周围滴加数

滴无血清培养液$培养箱内预孵 $% Q)* 后取

出$以使之贴壁良好$再加入无血清培养液$放

回 #Bf'4

$

培养箱中培养$以后隔日换培养

液&

!=$=#?重组腺病毒 HWFJcN对新生小鼠离体

耳蜗基底膜的转染?离体耳蜗基底膜培养 ! W

后见基底膜生长良好$外周可见新生上皮细胞

和成纤维细胞长出$ 加重组腺病毒 HWFJcN

G

"

2$放回 #Bf'4

$

培养箱中继续培养&

!=$=K?新生小鼠离体耳蜗基底膜转染情况的

观察?转染 $K ( 后$分别在荧光显微镜下和

'.*3.U12显微镜下观察新生小鼠离体耳蜗基底

膜培养组织上的绿色荧光 $以了解重组腺病毒

HWFJcN对新生小鼠离体耳蜗基底膜的转染情

况及转染效率&

DC结果

D=BC重组腺病毒 HWFJcN的滴度测定

利用空斑测定法进行重组腺病毒 HWFJcN

的滴度测定$其结果为 !=C g!%

"

X3/ DQ2&

D=DC新生小鼠耳蜗基底膜的离体培养

新生小鼠耳蜗基底膜离体培养 $K ( 后$在

显微镜下观察$可见基底膜贴壁生长良好$外

周有新生上皮细胞和成纤维细胞长出$高倍显

微镜下可见耳蜗内外毛细胞和支持细胞等结

构#图 ! % &

图 BC耳蜗基底膜离体培养图?H!新生上皮细胞和

成纤维细胞 (;!耳蜗毛细胞

D=EC重组腺病毒 HWFJcN对新生小鼠离体耳

蜗基底膜培养组织的转染情况

重组腺病毒 HWFJcN能高效地转染新生小

鼠离体耳蜗基底膜及其外周长出的新生上皮

细胞和成纤维细胞$表现为被转染的细胞呈绿

色荧光#图 $ $ # % $在新生小鼠离体耳蜗基底膜

上$不仅大上皮嵴细胞区域'小上皮嵴细胞区

域的细胞能被高效转染$毛细胞也能被高效转

染#图 K % &

图 DCHWFJcN转染离体耳蜗基底膜图? H!外周新

生上皮细胞和成纤维细胞 (;!基底膜
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图 ECHWFJcN转染离体耳蜗基底膜图?H!外周新生

上皮细胞和成纤维细胞 (;!基底膜

图 FCHWFJcN转染离体耳蜗基底膜图?H!新生上皮

细胞和成纤维细胞 (a'!毛细胞 (JI]!大上皮嵴细胞

区域 ( Ì]!小上皮嵴细胞区域

EC讨论

近年来$大量实验研究)#FG*表明神经营养因

子对耳蜗有显著的保护作用$但这类神经营养

因子是大分子蛋白$难以透过耳蜗的血迷路屏

障$因此这类神经营养因子的内耳给药方法成

为世界研究的热点& 目前比较成熟的方法有

直接灌注法'微离子泵持续灌注法等& 但由于

这类神经营养因子半衰期短$需要多次重复耳

蜗灌注$才能维持耳蜗内的有效浓度$但多次

耳蜗给药势必会对耳蜗造成损伤& 因此$其在

耳蜗中的应用受到很大的限制& 近年来$由于

基因工程技术的进步和基因转染方法的建立$

使得这类神经营养因子在耳蜗中长期而高效

表达成为可能)$$&FB*

& 另外$在细胞中表达 H5.*F

12同源基因以产生新生毛细胞也主要借助基

因转染技术)!*

& 所以$基因转染日益成为耳科

实验研究和临床应用的热门课题& 并且耳蜗

也是基因转染的理想器官$因为外淋巴使基因

转染载体快速到达整个耳蜗同时耳蜗是一个

相对独立的器官$便于药物的高度集中$而不

影响其他组织& 因此耳蜗的基因转染无疑具

有潜在价值和广阔的应用前景&

基因转染需要借助基因转染载体& 理想的

基因转染载体应具备以下特点)CF"*

!

$

能有效

的传递所需大小的一种或多种目的基因(

%

具

有靶组织或细胞特异性$不被免疫系统所识

别(

&

具有较好的稳定性和较易重复生产(

'

能大量'高纯度的纯化(

(

不产生炎症$对受

体和环境安全(

)

能以可调节方式按需要长期

表达一种或多种基因& 目前基因转染载体主

要有非病毒载体和病毒载体& 非病毒载体具

有容易制备'免疫原性小'缺少病毒组分'炎症

反应及细胞毒性小等优点$但转染效率远不如

病毒载体高& 非病毒载体主要有阳离子脂质

体'阳离子多聚体和纳米载体系统等& 本文作

者曾 经 成 功 地 构 建 了 真 核 表 达 质 粒 载 体

XA]I9$F@,]+W$Fa15(!

)!%*

$该质粒能通过阳离子

脂质体有效地转染 aIl$"#M细胞$目的基因

能有效表达$其转染效率比较高并且实现了其

与 XA]I9$FIJcNF>M# 质粒的共转染)!!F!$*

& 但

脂质体介导质粒转染的效率与被转染细胞的

细胞类型和组织结构等密切相关$在笔者用脂

质体介导质粒转染离体耳蜗基底膜时$发现离

体耳蜗基底膜虽然能被转染$但被转染的细胞

通常位于耳蜗基底膜的边缘部位$且转染效率

很低$在新生小鼠离体耳蜗基底膜一转的范围

内仅转染进 !B 个细胞)!#*

& 而病毒载体无疑是

最有效的基因转染工具$它能高效转染哺乳动

物绝大多数的组织和细胞$能携带基因长片

段$能同时转染多个基因$但也存在制备难度

大'免疫原性大'潜在危害等缺点& 常用的病

毒载体有腺病毒 #1W+*.V)012V+U5.0,$ H<% '单纯

疱疹病毒# (+0X+,,)QX2+RV)012V+U5.0,$ a9<% '腺

病毒相关病毒#1W+*.F1,,.U)15+W V)0/,$ H<<%等&

其中$腺相关病毒载体存在携带外源基因能力

有限'病毒滴度低'制备繁琐等缺点(单纯疱疹

病毒载体尽管有嗜神经性$但细胞毒性大$在

活体试验中有严重的免疫反应& 而本组所选

择的腺病毒载体凭借其安全性好'感染效率

高'病毒滴度高等特点$成为研究非增殖细胞

基因表达的最佳系统$是神经系统疾病基因治

疗的常用载体& 本实验发现$重组腺病毒载体

HWFJcN不仅能高效转染新生小鼠离体耳蜗基

底膜外周长出的新生上皮细胞和成纤维细胞$

而且对新生小鼠离体耳蜗基底膜本身也能高

"%"!"
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效转染(在新生小鼠离体耳蜗基底膜上$不仅

大上皮嵴细胞区域'小上皮嵴细胞区域的细胞

能被高效转染$毛细胞也能被高效转染& 这表

明重组腺病毒载体是高效的耳蜗基底膜转染

载体$本文作者已经成功构建了携带目的基因

a15(! 和红色荧光蛋白 @,]+W$ 基因的重组腺

病毒载体)!K*

$这为毛细胞再生的实验研究打下

了很好的基础& 同时也为神经营养因子在耳

蜗中长期而高效表达的实验研究奠定了很好

的基础&

本实验以新生小鼠的离体耳蜗基底膜的培

养组织作为研究对象$具有下面优点!

$

保持

了原有组织器官的结构特征$接近在体生活状

态(

%

易于施用各种物理'化学和生物因素$具

有可控制性'易操作性(

&

便于使用相差显微

镜'荧光显微镜等各种不同的技术方法来观察

和研究(

'

经济'耗资少$可提供大量生物性状

相似的实验对象(

(

新生 ! hG W 小鼠的耳蜗基

底膜获取方法简单& 但本研究不能取代小鼠

耳蜗的活体研究$在活体状态$其转染效率怎

样$用什么方法将重组腺病毒载体导入活体小

鼠的耳蜗$重组腺病毒对活体耳蜗的毒性怎

样$重组腺病毒的免疫活性怎样等$这些都需

要重组腺病毒对活体小鼠耳蜗转染的进一步

研究&
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