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摘 要:为了用绿色荧光蛋白( green fluorescent protein，GFP) 标记梅花鹿生茸区骨膜( antlerogenic
periosteum，AP) 细胞，试验首先构建了含 GFP 基因的重组质粒 pLNHX － GFP，将重组质粒与包装质
粒 VSV共转染包装细胞 GP 2 － 293，获得复制缺陷型逆转录病毒上清液，感染培养的梅花鹿生茸区骨
膜细胞，检测 GFP在骨膜细胞中的表达情况，用 G418 对感染后的细胞进行筛选。结果表明: 试验获
得了能稳定地表达 GFP的生茸骨膜细胞。

Antlerogenic periosteum cells labeled with GFP gene in sika deer
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Abstract: To use green fluorescent protein( GFP) to label the antlerogenic periosteum ( AP) cells in sika deer，a recombinant plasmid pLNHX
－ GFP containing GFP gene was constructed． The recombinant plasmid and the packaging plasmid VSV were co － transfected to package the
GP2 － 293 cells，and then the replication － defective retroviral supematant was obtained to infect the cultured AP cells． The expression of GFP
in the AP cells was detected，and then the infected cells were screened with G418． The result showed that the AP cells stably expressing GFP
could be obtained．

鹿茸作为一种传统中药，在中国已经沿用了两千

多年。梅花鹿的鹿茸角每年都能够脱落再生，鹿茸角
再生的循环过程是在一种永久性的骨桩———角柄上
进行的，梅花鹿不是生来就有角柄的，只有当雄鹿长

到一定阶段，角柄才能长出［1］。角柄生长部位的骨
膜被命名为生茸区骨膜( AP) ，移植试验证实，AP 组
织可以在移植部位诱导异位角柄和鹿茸的生长［2］。
体外培养的 AP细胞具有多分化潜能，在一定的条件
下可以分化成软骨细胞、脂肪细胞、神经细胞等，同时
AP细胞表达干细胞标记物 CD9，由此证实了 AP 细
胞是一种干细胞［3］。绿色荧光蛋白( GFP) 是来源于
发光水母的一种功能独特的蛋白质，能够自身催化形

成发色结构并在蓝光激发下发出绿色荧光，在活细胞

中也可以表达发光蛋白，检测方法简单，灵敏度

高［4］。本研究采用逆转录病毒载体 pLNHX，通过包

装细胞产生复制缺陷型病毒，通过感染将携带的基因

导入宿主细胞内，从而有效追踪细胞的增殖分化。
1 材料
逆转录病毒表达系统( 包括质粒 pLNHX 和 VS-

VG、包装细胞 GP2 － 293 ) ，购自 Clontech 公司; 大肠
杆菌 DH5α感受态 、质粒 pLL3． 7，中国农业科学院
特产研究所吉林省特种经济动物分子生物学重点实
验室保存; pfuDNA 聚合酶，Transgen 公司生产; 限制
性内切酶 HpaⅠ和 ClaⅠ、T4 DNA连接酶，NEB 公司
生产; 质粒 DNA 大提试剂盒、琼脂糖回收试剂盒，
Qiagen公司生产; DMEM、标准胎牛血清、胰蛋白酶、
转染试剂，购自 Invitrogen公司。
2 方法
2． 1 完整 GFP基因的合成
根据质粒 pLL3． 7 的序列( 上游引物 1 5' － tgtta-

actagtgaccgtcagatcc － 3'，下游引物 1 5' － gatcgatcgacga-
attcctacttg － 3') 设计引物进行扩增，用琼脂糖凝胶电
泳后，回收 750 bp条带。
2． 2 重组质粒 pLNHX － GFP的构建
用 HpaⅠ、ClaⅠ对质粒 pLNHX和 GFP进行双酶

切，回收有效片段后进行连接，转化大肠杆菌 DH5α
感受态，挑选单菌落培养［5］，并进行 PCＲ 鉴定，序列
为上游引物 2 5' － catactgctctcgttggttc － 3'，下游引物 2
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5' － ctttatttatctatggctccgta － 3'。将阳性克隆送至上海
生工生物工程技术服务有限公司进行测序、鉴定，测
序引物用于 PCＲ鉴定。
2． 3 重组逆转录病毒的包装
将约 1 × 106 个 GP2 － 293 细胞接种于 10 cm 的

细胞培养皿中，加入含 10%标准胎牛血清的 DMEM
完全培养基 15 mL，至细胞融合度在 80%左右，利用
脂质体法转染细胞［6］; 5 h 后，用 DMEM 完全培养基
换液，CO2 培养箱培养; 12 h后，用倒置荧光显微镜检
测 GFP表达情况; 48 h后收集培养液，离心后弃去上
清液，即为病毒上清液，分装后 － 80 ℃保存，备用。
2． 4 生茸区骨膜细胞的培养

1 岁龄雄性梅花鹿，在鹿茸生长的初期采集骨膜
进行原代培养［7］。细胞分散后，进行传代培养，细胞
生长良好以后冻存部分细胞，并按 5 × 105 个 /板接种
新的 10 cm 培养皿，用于病毒感染。
2． 5 稳定感染细胞系的筛选
将病毒上清液与 DMEM 完全培养基 1 ∶ 1 混合

后，每板细胞加入 10 mL 后放置于 CO2 培养箱，24 h
后，用荧光倒置显微镜观察细胞表达 GFP 的情况，能
检测到大量 GFP 后给细胞换筛选培养液( 筛选培养
液中含有 150 μg /mL 的 G418) ，每 2 d 换液 1 次，至
细胞全部表达 GFP。
3 结果
3． 1 重组载体质粒 pLNHX － GFP的 PCＲ鉴定结果
根据所设计的引物可知，阴性条带应为 350 bp，

插入片段为 760 bp。PCＲ 鉴定结果表明，阳性克隆
的片段( 见图 1 泳道 2) 在 1 000 bp到 1 500 bp之间，
并且接近 1 000 bp，符合 1 110 bp的预期值。测序结
果说明阳性克隆中正确插入了 GFP基因。

1．阴性对照; 1．重组质粒 pLNHX － GFP; M． 100 bp DNA Marker。

图 1 重组质粒 pLNHX － GFP阳性克隆 PCＲ鉴定结果
Fig 1 PCＲ identification result of positive recombinant

clone pLNHX －GFP

3． 2 梅花鹿生茸区骨膜细胞培养结果
将骨膜组织切碎消化后，边缘模糊，部分组织黏

附于培养瓶底，培养液中有少数亮点为消化出的细胞

和组织碎片，5 d 后组织块( 见图 2 中黑色区域) 贴附

于培养瓶底，周围的细胞已经长满，细胞呈梭状紧密

排列，长势良好。

图 2 AP细胞原代培养结果
Fig 2 Primary culture result of the AP cells

3． 3 感染后的生茸区骨膜细胞
逆转录病毒感染 AP细胞后，病毒携带的基因整

合到宿主细胞内，GFP基因是 1 个完整的开放阅读框
( OＲF) ，感染的细胞开始表达 GFP，通过荧光显微镜
可以检测到( 见 228 页彩图 3) 。由于逆转录病毒载
体内含有新霉素抗性基因，加入含 G418 的培养基
后，未获得抗性的细胞不能存活。
4 讨论
鹿茸角是哺乳动物唯一能够再生的附属器官，是

难得的研究器官再生的模型。鹿茸再生机制的研究，
可以对动物器官再生，特别是人体断肢再生提供理论

依据。作为鹿茸再生的发起点，AP 组织受到了大量
关注，C Li 等［8 － 9］通过组织学和形态学的研究，阐述
了鹿茸的再生过程及 AP 的特异之处。AP 组织可以
诱导异位鹿茸的生长，甚至在实验裸鼠的移植部位诱
导生成类似鹿茸的结构［10］，AP组织包含了鹿茸再生
的全部信息。AP 组织的分离培养，为在细胞水平研
究鹿茸再生打下了基础［11］。本试验选用的逆转录病
毒表达系统，主要感染增殖期的宿主细胞，因此待感

染的细胞密度不能过大，为了提高病毒效价可以使用

半透膜浓缩病毒。
AP细胞作为一种成体干细胞，可以进行多次传

代培养，GFP基因作为一种易于检测的标记基因，第
1 次被导入了 AP 细胞并得到长效表达，为以后将更
多对细胞、组织生长有影响的基因导入 AP 细胞奠定
了基础。但是，本试验是在离体状态下完成的，改造
后的 AP细胞在活体内的增殖情况是下一步研究的
重点。
5 结论
本试验构建了重组质粒 pLNHX － GFP，通过包装

细胞产生携带 GFP 基因的复制缺陷型逆转录病毒;
通过病毒感染 AP 细胞，获得了稳定表达 GFP 的细
胞系。
参考文献:
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增多，氧自由基作用于红细胞膜的多聚不饱和脂肪酸
( PUFA) ，进而加剧脂质过氧化反应，使其过氧化产
生丙二醛( MDA) 增多［11］，导致细胞功能丧失和损
害，继而使红细胞膜完整性和变形性受到影响，其通

透性变化，红细胞活性受损［12］，耗氧量降低，红细胞

肿大［13］，红细胞的渗透脆性增加，从而导致溶血。同
时，M． Brzyska等［14］研究表明，铜复合物( Aβ － Cu) 能
改变细胞的渗透脆性，导致红细胞溶血度升高，与本

试验结果相符。
综上所述，试验剂量铜能够显著提高肉鸡红细胞

渗透脆性和溶血度，对肉鸡造成损害。
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·实验研究·

用 GFP基因标记梅花鹿生茸骨膜细胞
( 作者王大涛 等，正文见第 1 ～ 2，6 页)

图 3 荧光倒置显微镜下感染后的 AP细胞
Fig 3 The infected AP cells under the inverted

fluorescence microscope
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·实验研究·

mir － 133b对牛骨骼肌卫星细胞增殖的影响
( 作者王亚辉 等，正文见第 14 ～ 18 页)

A．转染 pcDNA3． 1( + ) ，EDU增殖; B．转染 pcDNA3． 1( + ) ，
DAPI染细胞核; C． A、B叠加; D．转染 pcDNA3． 1( + ) － mir － 133b，
EDU增殖; E．转染 pcDNA3． 1( + ) － mir － 133b，DAPI染细胞核。

F． D、E叠加。

图 5 EDU增殖试验结果
Fig． 5 The results for the proliferation of EDU
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·实验研究·

杜洛克猪肝脏、肾脏和淋巴结的显微形态及糖原 PAS反应观察
( 作者张家禾 等，正文见第 19 ～ 20 页)

A．放大 40 倍; B．放大 100 倍( 细尾箭头示中央静脉) ;
C．放大 250 倍( 倒置小三角示双核细胞，粗尾箭头示枯否氏细胞) 。

图 1 肝脏 H． E．染色
Fig． 1 H． E． staining in liver

A．放大 40 倍( 细尾箭头示小梁) ; B．放大 100 倍( 细尾箭头示明区，
倒置小三角示血管，粗尾箭头示小结帽) ; C．放大 250 倍

( 细尾箭头示淋巴细胞) 。

图 2 淋巴结 H． E．染色
Fig． 2 H． E． staining in lymph node
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