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慢病毒介导KCNMA1体外转染大鼠间充质干细胞及

功能测定
何　跃　肖明朝*　聂永华　何卫阳　秦国东　罗家宇

(重庆医科大学附属第一医院泌尿外科, 重庆 400016)

摘要      间充质干细胞具有高度增殖、自我更新和多向分化的潜能。大电导钙离子激活的钾

通道M亚族α亚基(potassium large conductance calcium-activated channel, subfamily M, alpha member 1, 
KCNMA1)介导细胞内K+的外流, 使细胞膜超极化, 降低细胞的兴奋性。该研究通过制备KCNMA1
重组慢病毒载体和空白对照慢病毒载体, 将其转染至间充质干细胞内, 测定转染复数值(MOI), 并通

过RT-PCR和Western blot比较转染前后KCNMA1的表达变化情况, 检测转染前后细胞微环境中电解

质浓度变化。结果成功包装了KCNMA1慢病毒载体和空白病毒载体并转染入干细胞内; 含有目的

基因的慢病毒转染间充质干细胞后, RT-PCR和Western blot提示KCNMA1过表达, 且细胞微环境中K+

浓度升高。证实成功地将含KCNMA1的慢病毒载体转染进入大鼠间充质干细胞内, 并在细胞内过

表达且发挥功能, 为体内研究KCNMA1结合干细胞治疗相关疾病奠定了基础。
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间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)
是由Fridenstein等[1]于1969年发现的来源于中胚层的

成体干细胞, 具有高度增殖、自我更新和多向分化

的潜能。骨髓间充质干细胞(bone marrow mesenchy-
mal stem cells, BM-MSCs)是来源于骨髓的干细胞, 其
免疫原性低, 分离及培养相对简单。目前, MSCs已
广泛应用于动物和临床试验中, 包括骨或软骨损伤、

心脏疾病、中枢神经系统损伤、肝损伤, 脊髓损伤

等方面[2]。

KCNMA1编码表达细胞膜上的大电导钙离子激

活的钾离子通道M亚族的α亚基(potassium large con-
ductance calcium-activated channel, subfamily M, alpha 
member 1, KCNMA1)[3]。其单独表达时就能形成功能

性离子通道, 介导细胞内K+的外流, 使细胞膜超极化, 
降低细胞的兴奋性[4]。α亚基与β亚基协调组合形成

大电导钙离子激活的钾离子通道复合体BKca(α4β4)。
BKca通道广泛分布于哺乳动物多种组织细胞中。对

于BKca通道功能的研究, 主要集中在维持细胞内外

K+、Ca2+浓度平衡、调节细胞收缩、维持细胞膜电

位等方面[5]。

在勃起功能障碍(erectile dysfunction, ED)治疗

研究方面, Bivalacqua等[6]发现将体外扩增培养的

BM-MSC通过海绵体注射的方法移植到老龄大鼠

阴茎海绵体组织内, 能改善老龄大鼠的勃起功能, 且
BM-MSC在局部微环境的刺激下具有向内皮细胞及

平滑肌细胞分化的潜能。Christ等[7]将带有KCNMA1
基因的质粒注射入动脉粥样硬化的猕猴阴茎组织

中, 猕猴的勃起功能及性功能明显提高。故本课题

组希望将骨髓间充质干细胞和KCNMA1结合起来治

疗ED等相关疾病。本课题组前期已经培养并鉴定

了大鼠BM-MSCs[8]。本实验拟构建KCNMA1慢病毒

表达载体, 体外转染BM-MSCs, 研究转染前后BM-
MSCs中KCNMA1的表达差异, 为进一步转基因结合

干细胞移植治疗相关疾病的体内实验奠定基础。

1   材料与方法
1.1  实验材料

3~4周龄SPF级健康雄性SD大鼠购自重庆医科大

学实验动物研究中心; LG-DMEM细胞培养基购自美

国Hyclone公司; 胰蛋白酶、优质胎牛血清购自美国

Gibco公司; 大鼠KCNMA1(GenBank序列NM_031828.1)
慢病毒表达载体pLV.EX2d.null-CMV>KCNMA1-T2A-
EGFP购自广州Cyagen公司(载体结构图见图1)。兔抗
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KCNMA1多克隆抗体购自美国Abcam公司; 山羊抗兔

的二抗购自北京中杉金桥生物工程公司; 总RNA提

取试剂Trizol(D9108S)、逆转录试剂盒Prime Script RT 
reagent Kit(DRR037S)、PCRMIX(D334A)、DL1 000  
DNA Marker(D526A)购自大连宝生物工程有限公司;  
鼠抗β-actin抗体、膜蛋白抽提试剂盒(P0033)、PMSF、
BCA法蛋白定量试剂盒、凝胶配制试剂盒、ECL显
影剂均购自碧云天生物技术研究所; PVDF膜、PBS、
PCR引物购自北京鼎国昌盛生物技术有限公司; 实验

所需器材由重庆市神经病学重点实验室提供。

染效率最高时的转染复数值(multiplicity of infection, 
MOI)[当GFP表达率最高时, MOI=病毒颗粒数/细胞

数=(病毒滴度×病毒液体积)/细胞数]。
1.2.2　RT-PCR检测转染前后KCNMA1的表达情况收

集转染72 h的细胞, 总RNA提取及反转录条件、步骤

严格按照说明书操作。引物序列均采用上海生工生

物工程技术服务有限公司设计合成。根据GenBank
上报道的大鼠KCNMA1序列(NM_031828.1)设计引物, 
上游序列: 5'-TAC TTC GCT TCA GGA CAA GGA-3', 
下游序列: 5'-ACA ACC ACC ATC CCC TAA GTC-3', 
产物长度为550 bp; 以β-actin作为内参, 上游序列: 
5'-CAC CCG CGA GTA CAA CCT TC-3', 下游序列: 
5'-CCC ATA CCC ACC ATC ACA CC-3', 产物长度为

207 bp。KCNMA1的PCR反应条件: 94 ºC预变性5 min;  
94 ºC变性30 s, 59 ºC退火30 s, 72 ºC延伸30 s, 循环30次; 
最后72 ºC延伸10 min。β-actin的PCR反应条件: 94 ºC
预变性5 min; 94 ºC变性30 s, 58 ºC退火30 s, 72 ºC延
伸30 s, 循环30次; 最后72 ºC延伸10 min。反应结束

后, 所有PCR产物经2%琼脂糖凝胶电泳、溴化乙啶

染色鉴定, 应用BIO-RAD系统进行分析, 保存图像。

结果采用Qunatity One软件进行图像分析。实验重复

3次。mRNA指数(RI)=KCNMA1 mRNA扫描值/β-actin 
mRNA扫描值。

1.2.3　Western blot检测转染前后KCNMA1的表达情

况　　收集转染72 h的细胞, 细胞膜蛋白及浆蛋白的

提取严格按照说明书操作, 用BCA法测定蛋白质浓

度。配置不同浓度的SDS-PAGE→电泳→转膜→5%
的脱脂奶粉封闭1.5 h→4 ºC孵育一抗液过夜(稀释比

例为1:1 000)→TBS-T洗涤10 min×3次→37 ºC孵育二

抗液(抗兔的二抗稀释比例为1:3 000) 1.5 h→TBS-T洗
涤10 min×3次→ECL化学发光、显影、定影, 凝胶图

像分析。用Quantity One软件进行数据分析。实验重

复3次。蛋白指数(RI)=KCNMA1蛋白扫描值/β-actin
蛋白扫描值。

1.2.4　检测转染前后细胞微环境离子浓度变化　 目
的基因(KCNMA1)转染组、空载体转染组和未转染

组细胞分别使用台盼蓝染色后在显微镜下计数, 使
三组细胞在培养瓶中的数量基本相同。分别保存转

染后24, 48, 72 h的各组细胞培养液, 并送重庆医科

大学附属第一医院检验科检测细胞培养液中的K+、

Ca2+离子浓度。

图1　KCNMA1载体结构图

Fig.1　KCNMA1 plasmid carrier structure map

1.2  方法

1.2.1　慢病毒转染MSCs　　按参考文献[8-9]的方

法分离培养大鼠BM-MSCs细胞并传至第3代, 复苏、

消化、重悬并计数BM-MSCs细胞, 每个12孔板接种

1×105的细胞量, 两板分别各接种5个孔。待细胞完

全贴壁, 细胞融合度达70%左右时, 每孔换成500 µL
新鲜完全培养基。取Cyagen公司提供的慢病毒载体

液, 实验组(目的基因组)病毒滴度7.2×107 TU/mL, 对
照组(空载体组)病毒滴度8.1×107 TU/mL。实验组每

孔分别加入10, 20, 40, 50, 60 µL的含有目的基因的

慢病毒液(Lenti-mKcnma1/hygro), 对照组每孔分别

加入2, 5, 10, 15, 20 µL的空载体病毒液(Lenti-emG-
FP/hygro), 充分摇匀后放入培养箱(37 ºC、5% CO2)
中过夜。16 h后去除含有病毒的旧培养液, 并用PBS
洗2遍, 加入1 mL新鲜完全培养基后放入细胞培养箱

中培养。48 h后, 荧光显微镜下观察转染率, 测出转
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1.3  统计学分析 
采用SPSS 19.0统计软件进行数据统计和分析。

RT-PCR, Western blot, 细胞液K+、Ca2+离子浓度的

结果均采用独立样本的t检验。

2   结果
2.1  BM-MSCs-emGFP和BM-MSCs-mKCNMA1
的MOI测定结果

细胞转染后48 h, 倒置荧光显微镜下观察病毒

转染效率。空载体组中加入10 µL慢病毒液的细胞

转染效率及荧光强度最高, 结果见图2A和图2B; 目

的基因组中加入40 µL慢病毒液的细胞转染效率及

荧光强度最高, 结果见图2C和图2D。空载体组中15, 
20 µL慢病毒液处理的细胞转染效率及荧光强度与

10 µL慢病毒液处理的细胞比较不但没有增高, 细胞

状态反而受到影响; 目的基因组中50, 60 µL慢病毒

液处理的细胞转染效率及荧光强度与40 µL慢病毒

液处理的细胞比较也没有增高, 细胞状态也同样受

到影响。故细胞MOI的计算为MOIemGFP=病毒量

(10×10–3×8.1×107)/细胞数(1×105)=8.1, MOIKcnma1=
病毒量(40×10–3×7.2×107)/细胞数(1×105)=28.8。(目的

基因组病毒滴度为7.2×107 TU/mL, 空载体组病毒滴

A: 空载体转染后的细胞(10 µL慢病毒液处理)光镜观察; B: 空载体转染后的细胞(10 µL慢病毒液处理)荧光显微镜观察; C: 目的基因转染后的细

胞(40 µL慢病毒液处理)光镜观察; D: 目的基因转染后的细胞(40 µL慢病毒液处理)荧光显微镜观察。

A: the empty vector(treated with 10 µL lentivirus) transfected under the light microscope; B: the empty vector(treated with 10 µL lentivirus) transfected 
under the fluorescence microscope; C: KCNMA1(treated with 40 µL lentivirus) transfected under the light microscope; D: KCNMA1(treated with 40 µL 
lentivirus) transfected under the fluorescence microscope.

图2　MSCs细胞转染结果(100×)
Fig.2　Lentiviral tranfected into MSCs(100×)

度为8.1×107 TU/mL。)
2.2  RT-PCR检测转染前后KCNMA1 mRNA的表

达结果

细胞转染后, 未转染组与空载体转染组细胞内

KCNMA1 mRNA的表达量无明显差异(P>0.05), 目的

基因转染组细胞内KCNMA1 mRNA的表达量明显高

于未转染组及空载体转染组(P<0.05), 有统计学差异

(图3和表1)。
2.3  Western blot检测转染前后KCNMA1蛋白的

表达结果

细胞转染后, 未转染组与空载体转染组细胞内

KCNMA1蛋白的表达无明显差异(P>0.05), 目的基因

转染组细胞KCNMA1蛋白的表达明显高于未转染组

及空载体转染组(P<0.05), 有统计学差异(图4和表1)。
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2.4  各组细胞培养液中K+、Ca2+离子浓度结果

新鲜的细胞培养液中K+、Ca2+离子浓度分别为

5.5, 1.81 mmol/L。慢病毒转染后24 h, 目的基因转

染组细胞培养液中K+、Ca2+浓度与空载体转染组和

未转染组比较无统计学差异(P>0.05); 转染后48 h和
72 h, 目的基因转染组细胞培养液中K+浓度明显高

于空载体组和未转染组, 有统计学差异(P<0.05); 转

染后48 h, 目的基因转染组细胞培养液中Ca2+浓度低

于空载体组和未转染组, 有统计学差异(P<0.05); 转
染后72 h, 目的基因转染组细胞培养液中Ca2+浓度高

于空载体组和未转染组, 有统计学差异(P<0.05); 转
染后24, 48, 72 h, 空载体转染组与未转染组细胞培

养液中K+、Ca2+离子浓度均无统计学差异(P>0.05)
(表2)。

1: 未转染组; 2: 空载体转染组; 3: 目的基因转染组。

1: untranfected group; 2: empty vector transfected group; 3: KCNMA1 
transfected group. 

图3　KCNMA1 mRNA在三组细胞中的转录水平

Fig.3　KCNMA1 mRNA transcription level in the three 
groups of cells

1: 未转染组; 2: 空载体转染组; 3: 目的基因转染组。

1: untranfected group; 2: empty vector transfected group; 3: the purpose 
gene(KCNMA1) transfected group.

图4　KCNMA1蛋白在三组细胞中的表达

Fig.4　KCNMA1 expression in the three groups of cells

表1　KCNMA1 mRNA和蛋白在三组细胞中的表达(x－±s)
Table 1　KCNMA1 mRNA and protein levels in three groups of cells(x－±s)

组别 目的基因转染组 空载体转染组 未转染组

Groups KCNMA1 transfected group Empty vector transfected group Untransfected group
KCNMA1 mRNA 1.389±0.031a 0.570±0.033b 0.641±0.040
KCNMA1 protein 1.602±0.020a 0.922±0.013b 0.952±0.025

a: P<0.05, 目的基因转染组与空载体转染组、未转染组比较有统计学差异; b: P>0.05, 空载体转染组与未转染组比较无统计学差异。

a: P<0.05, KCNMA1 transfected group compared with empty vector transfected group and untransfected group, there were significant 
differences; b: P>0.05, empty vector transfected group compared with untransfected group, there was no significant difference.

表2　三组细胞培养液中K+、Ca2+浓度(mmol/L, x－±s)
Table 2　Concentrations of K+, Ca2+ in cell culture medium(mmol/L, x－±s)

离子
 目的基因转染组 空载体转染组 未转染组

Electrolyte KCNMA1 transfected group Empty vector transfected group Untranfected group 
 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
K+ 5.23±0.06c 5.07±0.06a 4.30±0.17a 5.17±0.56b 4.93±0.06b 2.90±0.01b 5.03±0.12 4.80±0.10 2.83±0.06
Ca2+ 1.31±0.01c 1.36±0.02a 1.48±0.02a 1.30±0.01b 1.44±0.02b 1.16±0.03b 1.29±0.01 1.48±0.03 1.11±0.04

a: P<0.05, 目的基因转染组与空载体转染组、未转染组比较有统计学差异; b: P>0.05, 空载体组与未转染组比较无统计学差异; c: P>0.05, 目的

基因转染组与空载体组比较无统计学差异。

a: P<0.05, KCNMA1 transfected group compared with empty vector transfected group and untransfected, there were significant differences; b: P>0.05, 
empty vector group compared with untransfected group, there was no significant difference; c: P>0.05, KCNMA1 transfected group compared with 
empty vector group, there was no significant difference.
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3   讨论
近年来, 随着干细胞工程技术和基因技术的不

断发展和应用, 为两者联合治疗许多疾病提供了新

选择。MSCs在骨髓中含量最丰富, 其免疫原性低, 
能在宿主体内长期存活, 且具有很强的多向分化潜

能, 可分化出各种体内具有特定功能的细胞。Song
等[10]发现, 人MSCs细胞移植入大鼠阴茎组织中能够

转化为内皮细胞和平滑肌细胞。MSCs已经被用作

理想的基因治疗的载体, 一旦干细胞与外源基因整

合, 单个稳定表达外源基因的细胞就能无限扩增成

为能稳定表达外源基因的细胞系, 从而避免了体细

胞增殖能力有限、需要反复导入的问题。故MSCs
以种子细胞广泛应用于诸多领域[11]。KCNMA1的主

要功能是参与细胞兴奋的电活动, 神经递质的释放, 
激素的分泌, 血管、气管、子宫、胃肠道、膀胱及

阴茎海绵体等多种器官平滑肌组织的收缩以及很多

其它重要生理活动的调节[12]。KCNMA1联合MSCs
可治疗许多疾病, 包括泌尿科勃起功能障碍(ED)、
膀胱过度活动症(overactive bladder, OAB)等。

细胞转染目前使用的载体有非病毒载体和病

毒载体两类。非病毒载体应用最多的是脂质体表达

载体, 但由于其对细胞毒性较大, 特别是对干细胞转

染效率低, 目前已不受青睐。病毒载体目前有腺病

毒载体、慢病毒载体、逆转录病毒载体几大类。腺

病毒属于双链DNA病毒, 其转染后病毒基因游离于

宿主细胞基因组外, 瞬时表达外源基因。慢病毒和

逆转录病毒属于RNA病毒, 其转染后病毒基因能够

整合到宿主细胞基因组内, 能够稳定、长时间表达

外源基因。但是反转录病毒只转染分裂细胞, 不转

染静止期细胞, 且对干细胞转染效率低。因此, 本
实验设计并构建了慢病毒表达载体pLV.EX2d.null-
CMV>KCNMA1-T2A-EGFP并转染至MSCs内。从

转染后结果看, 目的基因组MOI为28.8, 转染效率低

于空载体组的8.1, 这可能跟KCNMA1片段较长有

关, 但本实验的MOI值较其他实验研究偏低[13]。

本实验利用RT-PCR和Western blot技术测定显

示, 转染KCNMA1的细胞组与空载体转染组、未转染

组比较, KCNMA1过表达。RT-PCR显示, 目的基因组

的KCNMA1 mRNA RI值高出空载体组、未转染组2
倍; 但Western blot结果提示, 目的基因组的KCNMA1
蛋白RI值虽然明显高于空载体组和未转染组, 但是

并未大于2倍。这说明虽然KCNMA1基因已经转入

细胞, 但是蛋白的表达还要受转录后剪切、翻译调

控、多种β亚基辅助调节等诸多因素的调控[14]。这

就需要进一步实验研究证实。

在可兴奋细胞中, 胞内升高的钙离子水平或者

细胞膜去极化会选择性激活细胞膜上的BKca通道, 
细胞内钾离子(K+)外流, 使细胞膜电位复极化, 从而

降低细胞的兴奋性和动作电位的爆发频率, 参与负

反馈调节。BKca通道在维持机体内环境和内耳淋

巴循环离子浓度的稳定中起重要作用[15]。本实验中, 
各组细胞24, 48, 72 h后培养液中的K+、Ca2+离子浓

度变化提示: 目的基因组24 h后K+、Ca2+浓度变化与

空载体组、未转染组比较无统计学差异, 48 h和72 h
后有统计学差异。目的基因组细胞48 h和72 h微环

境K+浓度下降的幅度明显小于空载体组和未转染组

细胞微环境K+浓度下降的幅度。这说明转入的外源

KCNMA1在细胞中表达并发挥功能, 使细胞内K+外

流, 也可以推测说明转染后24 h, 转入的外源KCN-
MA1才逐渐开始发挥功能。这就为细胞移植治疗的

时间选择提供了依据。目的基因组72 h后Ca2+浓度

升高, 空载体和未转染组Ca2+浓度降低。这可能与细

胞内的KCNMA1有关, 因为细胞内Ca2+作为第二信

使能够激活KCNMA1。目的基因组细胞KCNMA1
过表达, 细胞为了避免激活更多的KCNMA1通道, 就
使细胞内的Ca2+外流, 从而降低了细胞内的Ca2+浓度, 
细胞微环境中的Ca2+浓度也就升高了。这可能是细

胞自身调节保护的机制。另外, 细胞微环境中离子

浓度的变化, 还受很多因素的影响, 譬如细胞的增殖

状况、细胞的代谢状态、其他离子通道相互作用等, 
所以, 细胞在KCNMA1的调控下, 微环境中K+、Ca2+

浓度关系的变化及因果关系还需要进一步实验研究

证明。

综上所述, 本实验成功构建了含KCNMA1的慢

病毒载体并转染进入大鼠BM-MSCs内, 证实转染后

的干细胞KCNMA1过表达, 且发挥了其蛋白功能, 为
进一步体内实验治疗相关疾病提供了依据和策略。
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Transfection of the KCNMA1 Lentiviral into the Mesenchymal 
Stem Cells in vitro and Its Function Assay

He Yue, Xiao Mingzhao*, Nie Yonghua, He Weiyang, Qin Guodong, Luo Jiayu
(Department of Urology, the First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing, 400016, China)

Abstract        Mesenchymal stem cells have a high degree potential of proliferation, self-renewal and multi-
directional differentiation. Large conductance calcium-dependent potassium channel, subfamily M, alpha member 
1 (KCNMA1) mediated intracellular K+ outflow, so that it made the membrane hyperpolarization and reduced cell 
excitability. The study through the preparation KCNMA1 recombinant lentivirus and blank vectors lentivirus to 
transfected into the stem cells, tested the multiplicity of infection (MOI), detected the expression changes of KC-
NMA1 and the microenvironment electrolyte concentration before and after KCNMA1 transfected into cells. Results 
showed that we transfected KCNMA1 and blank vectors lentiviral successfully into the stem cells. The results of RT-
PCR and Western blot showed that KCNMA1 over-expressed in the transfected KCNMA1 cells compared with the 
blank vector cells and untransfected cells, and K+ concentration in the microenvironmental of transfected KCNMA1 
cells was higher than blank vector cells and untransfected cells. It is confirmed that we had successfully transfected 
the lentiviral containing KCNMA1 into the BM-MSCs and the cells over-expressed KCNMA1 and performed its 
functions, laying the foundation for in vivo studies about KCNMA1 and stem cell therapy related diseases.
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