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一种可分泌多种活化型因子的工程细胞的建立
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摘要      该研究目的是构建可分泌多种活化型因子的工程细胞, 用于诱导干细胞分化为耳蜗

神经元样细胞的共培养。首先将大鼠脑源性神经营养因子(brain-derived neurotrophic factor, BDNF)
和神经营养因子3(neurotrophin 3, NT3)的成熟肽编码序列用内部核糖体进入位点序列(internal ribo-
some entry site, IRES)连接起来, 再插入慢病毒表达载体pLVX-IRES-tdTomato, 并包装成慢病毒, 
再将慢病毒分别感染HEK293T细胞和已有的表达活化型表皮生长因子(epidermal growth factor, 
EGF)、胰岛素样生长因子1(insulin-like growth factor 1, IGF1)和成纤维细胞生长因子2(fibroblast 
growth factor 2, FGF2)的HEK293T/3GF细胞, 采用有限稀释法获得稳定转染的细胞克隆, 利用West-
ern blot检测细胞培养液上清中的BDNF和NT3的表达情况, 并通过检测人肺癌A549细胞和大鼠嗜

铬细胞瘤PC-12细胞的增殖以及PC-12细胞的分化情况对细胞表达的因子活性进行鉴定。结果表明, 
可同时表达分泌活化型EGF、IGF1、FGF2、BDNF和NT3的工程细胞构建成功, 为后续干细胞共

培养和诱导分化研究提供了有力工具。

关键词      生长因子; 神经营养因子; 分泌; 干细胞; 工程细胞

Establishment of an Engineered Cell Secreting Multiple Types of Active Factors 

ZHOU Menglei1, YANG Beibei1*, CAO Jiang2*
(1Department of Otorhinolaryngology, the 2nd Affiliated Hospital, Zhejiang University School of Medicine, Hangzhou 310009, China; 

2Clinical Research Center, the 2nd Affiliated Hospital, Zhejiang University School of Medicine, Hangzhou 310009, China)

Abstract       The purpose of this work is to establish an engineered cell which secrets multiple types of ac-
tive factors, and can be used in co-culture for the induction of stem cell differentiation towards cochlear neuron-like 
cells. The coding sequences of mature peptides of rat BDNF (brain-derived neurotrophic factor) and NT3 (neu-
rotrophin 3) were linked by IRES (internal ribosome entry site), inserted into lentiviral expression vector pLVX-
IRES-tdTomato and packaged into lentiviral particles, and used to infect HEK293T cells and HEK293T/3GF cells (which 
can express active form of EGF (epidermal growth factor), IGF1 (insulin-like growth factor 1) and FGF2 (fibroblast 
growth factor 2). Stable transfectants were cloned by limited dilution. Western blot was used to examine the expression 
of BDNF and NT3 in culture supernatant. The proliferation of human lung cancer A549 cells and rat pheochromocytoma 
PC-12 cells, as well as the differentiation status of PC-12 cells were used to assess the activity of the secreted factors. The 
results showed that the engineered cell expressing secretory active form of EGF, IGF1, FGF2, BDNF and NT3 was suc-
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cessfully established, which provides a powerful tool for the subsequent co-culture with stem cells. 
Keywords        growth factor; neurotrophic factor; secretion; stem cell; engineered cell

质粒购自Clontech公司 , 大肠杆菌E. coli DH5α由本

实验室保存, 人胚肾细胞HEK293T和人肺癌A549购
自ATCC, HEK293T/pLVX-3GF-ZsGreen1细胞由本

实验室构建并保存[16], 大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤PC-12
细胞购自中国科学院上海细胞库。

1.2   试剂

质粒抽提试剂盒Plasmid Midi Kit、转染试剂

Attractene Transfection Reagent和切胶回收试剂盒

QIAquick Gel Extraction Kit购自QIAGEN公司 ; 限
制性内切酶和碱性磷酸酶 (CIP)购自New England 
Biolabs公司 ; T4 DNA连接酶购自Promega公司 ; 高
糖DMEM、RPMI-1640培养液购自BOSTER公司 ; 
PC-12完全培养液购自中国科学院细胞库 ; CCK-8
试剂购自Dojindo公司 ; 胎牛血清购自Biological In-
dustries公司 ; Polybrene和NT3抗体购自Sigma公司 ; 
BDNF抗体购自Abcam公司 ; 封闭液购自Bio Rad公
司 ; 山羊抗兔 IgG/辣根酶标记二抗购自北京中杉金

桥生物技术有限公司。

1.3   方法

1.3.1   pLVX-BDNF-NT3-tdTomato重组质粒的构建      
我们设计了如图 1所示的序列 , 由杭州擎科生物技

术有限公司按照我们的设计合成相应序列片段 , 并
将其克隆于 pUC57质粒。该序列由大鼠BDNF成
熟肽编码序列 (GenBank accession number M61175, 
nt:463-822)、内部核糖体进入位点(internal ribosome 
entry site, IRES)和NT3成熟肽编码序列 (GenBank 
accession number BC070504, nt:739-1098)组成 , 在
BDNF和NT3编码序列前均引入Kozak序列增强翻译

和Igκ信号肽序列引导因子分泌[16]。

将含有上述序列的重组质粒用Spe I和Xba I双
酶切 , 凝胶电泳分离并回收该序列 , 插入慢病毒表

达质粒pLVX-IRES-tdTomato的Xba I位点, 抽提转化

子质粒 , 利用四种方法鉴定插入片段的方向 : Spe I
和Xba I双酶切、EcoR I单酶切、BamH I单酶切以

及Kpn I单酶切 , 将正确插入的质粒命名为 pLVX-
BDNF-NT3-tdTomato。
1.3.2   pLVX-BDNF-NT3-tdTomato重组质粒的构建      
将含有成熟活性肽BDNF和NT3编码序列的重组质

粒pUC57用Spe I和Xba I双酶切 , 慢病毒质粒pLVX-

耳聋是一种全球性的疾病, 严重影响人们的学

习、工作和生活。根据WHO统计, 2019年全球大约

有4.66亿人存在中、重度耳聋, 预计到2030年这一

数字将达到6.3亿[1]。感染、颅脑外伤、耳毒性药物

等多种原因可引起耳蜗毛细胞和螺旋神经元受损, 
导致感音神经性耳聋。人类的耳蜗螺旋神经元的数

量在33 600~45 700, 一旦变性坏死后就不能自然再

生[2]。重度耳聋病人的耳蜗内残存的螺旋神经元数

量对人工耳蜗植入手术后的效果有重要影响。因此, 
修复和保护足够多的耳蜗螺旋神经元至关重要[3-5]。

随着生物治疗技术的不断发展, 干细胞治疗在内

耳神经元细胞的保护修复方面展现出了一些潜能[6-8]。

例如, 通过致聋大鼠经肱静脉注射人脐带血间充质

干细胞或者通过将过表达CXCR4的骨髓间充质干

细胞移植至致聋豚鼠耳蜗鼓阶等实验方法均可显著

改善听力[9-10]。

干细胞的生长和分化方向受多种因子的调控。

脑源性神经营养因子(brain-derived neurotrophic fac-
tor, BDNF)和神经营养因子3(neurotrophin 3, NT3)对
内耳神经元的发育和存活是必需的, 可促进神经元

的分化成熟[11-13]。多种生长因子, 如胰岛素样生长

因子(insulin-like growth factor 1, IGF1)、表皮生长

因子(epidermal growth factor, EGF)、成纤维细胞生

长因子2(fibroblast growth factor, FGF2)等, 与神经营

养因子的联合应用对神经元的生长和分化能够起到

很好的协同作用[14-15]。

传统的干细胞诱导实验都是通过不断添加外

源性因子实现的。如果利用持续表达多种因子的细

胞与干细胞进行共培养, 则可以为干细胞的诱导分

化持续提供稳定的各种因子。因此, 我们在前期已

构建的可以稳定表达三种活化型生长因子的细胞的

基础上[16], 进一步构建了还可持续稳定表达BDNF和
NT3的细胞, 为研究干细胞向内耳神经元的定向诱

导分化提供有力的工具。

1   试剂和材料
1.1   质粒、菌种和细胞株

慢病毒表达载体pLVX-IRES-ZsGreen1、pLVX-
IRES-tdTomato及包装质粒pSPAX2质粒和pMD2.G
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IRES-tdTomato用Xba I单酶切, 将整个目的片段克隆

至pLVX-IRES-tdTomato中 , 分别用四种酶切方法鉴

定插入片段的方向 : Spe I和Xba I双酶切、EcoR I单
酶切、BamH I单酶切以及Kpn I单酶切, 将符合要求

的重组质粒命名为pLVX-BDNF-NT3-tdTomato。
1.3.3   慢病毒包装      用QIAGEN Plasmid Midi 
Kit(100)抽提pLVX-BDNF-NT3-tdTomato, psPAX2
质粒和pMD2.G质粒。取5 μg psPAX2质粒、2.5 μg 
pMD2.G质粒, 以及5 μg pLVX-BDNF-NT3-tdTomato
质粒稀释在 300 μL不含双抗和血清的高糖DMEM
中, 混匀, 加入15 μL转染试剂Attractene Transfection 
Reagent, 轻柔混匀后室温静置20 min。提前将人胚

肾HEK293T细胞接种至直径为10 cm的细胞培养皿

中 , 待细胞达 70%融合度时 , 用不含双抗的含 10% 
FBS的DMEM高糖培养液培养, 吸去上清液, 消化悬

浮制成1 mL细胞悬液 (7×106个 /mL), 将1 mL细胞悬

液与300 μL转染复合物轻柔混匀 , 并接种到直径为

10 cm细胞培养皿中 , 培养6 h后补液至10 mL, 分别

于48 h和72 h离心收集病毒上清, 0.45 μm滤器过滤, 
用截留分子量为10K的超滤管将10 mL含病毒的上

清液浓缩至500 μL, –80 °C保存。以同样的方法包

装pLVX-IRES-tdTomato和pLVX-IRES-ZsGreen1的
空载慢病毒载体作为后续实验对照。

1.3.4   慢病毒感染      将HEK293T/3GF和HEK293T细
胞接种于直径为3.5 cm的细胞培养皿中, 用不含抗生

素的高糖DMEM培养液培养, 细胞达到70%融合度时

A: 活化型BDNF和NT3表达载体插入片段示意图, Kz: Kozak序列; Igκ: 免疫球蛋白Igκ链信号肽; IRES: 内部核糖体进入位点; BDNF: 脑源性神

经营养因子; NT3: 神经营养因子3; B: 活化型BDNF和NT3表达载体插入片段具体核酸序列图, 绿色: Kozak序列; 黑色: 免疫球蛋白Igκ链信号肽

序列; 褐色: 内部核糖体进入位点序列, 蓝色: 脑源性神经营养因子序列、神经营养因子3序列, 红色: 限制性核酸内切酶位点。

A: design of insert fragment for the active form of BDNF and NT3 expression vector, Kz: Kozak sequence; Igκ: signal peptide of immunoglobulin Igκ 
chain; IRES: internal ribosome entry site; BDNF: brain-derived neurotrophic factor; NT3: neurotrophin 3; B: nucleic acid sequence for the inserted 
fragment, green: Kozak sequence; black: sequence for signal peptide of immunoglobulin Igκ chain; brown: sequence for internal ribosome entry site; 
blue: sequences for brain-derived neurotrophic factor and neurotrophin 3; red: restriction endonuclease sites.

图1   活化型BDNF和NT3表达载体插入片段序列

Fig.1   Sequence of the inserted fragment for active form of BDNF and NT3 expression vector
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吸去培养液, 加入500 μL慢病毒浓缩液, 同时加入终

浓度为8 μg/mL的Polybrene, 6 h后补液至2 mL, 24 h后
换液继续培养至48 h。采用有限稀释法, 以0.8个细

胞/孔转接至96孔板, 继续培养筛选出稳定表达荧光

蛋白的稳定转染的细胞克隆。将稳定转染的细胞

分别命名为HEK293T/3GF/BDNF-NT3和HEK293T/
BDNF-NT3。用同样的方法获得HEK293T/tdTomato
和HEK293T/ZsGreen1对照组细胞克隆。

1.3.5   Western blot检测目的蛋白表达      将上述构建

的4组细胞和HEK293T细胞按2×106个/皿接种至直径

为10 cm的细胞培养皿, 用含2.5% FBS的高糖DMEM
培养液培养72 h, 收集各组细胞上清各10 mL, 4 °C、
5 000 ×g离心10 min去除细胞碎片, –80 °C冷冻干

燥后溶于500 μL无菌水, 在4 °C条件下经多次大量

PBS透析后, 用0.22 μm的滤器除菌, 取20 μL上述方

法得到的液体与5 μL的5× 上样缓冲液混匀, 热变性

后进行12% SDS凝胶电泳, 恒流20 mA至溴酚蓝跑

至胶的底部, 恒流250 mA转膜2 h, 转膜后将PVDF
膜用封闭液(含1%酪蛋白的1× Tris buffered saline)室
温封闭1 h, 分别加入BDNF抗体(1:1 000)和NT3抗体

(1:1 000), 4 °C孵育过夜。使用TBST洗膜3×5 min后
加入辣根过氧化物酶标记的二抗(1:5 000), 室温孵

育2 h, TBST洗膜3次, 每次5 min, 然后使用化学发光

法检测信号。

1.3.6   CCK-8检测A549细胞增殖实验      人肺癌A549
细胞接种于96孔板, 密度为2×103个/孔, 24 h后吸去培

养液, 每孔分别加入50 μL之前提取的5组细胞的培养

液上清蛋白浓缩液和50 μL RPMI-1640培养液(含10% 
FBS)。培养48 h后加入10 μL CCK-8试剂, 继续培养

2 h后用酶标仪检测波长为450 nm处的吸光度(D)值。

1.3.7   CCK-8检测PC-12细胞增殖实验      PC-12细胞

接种于96孔板, 密度为1×104个/孔, 24 h后吸去培养液, 
每孔分别加入50 μL上述5组细胞的上清蛋白浓缩液

和50 μL RPMI-1640培养液(含10% FBS)。培养48 h
后加入10 μL CCK-8试剂, 继续培养2 h后用酶标仪

检测波长为450 nm处的吸光度(D)值。

1.3.8   PC-12细胞形态学变化      将PC-12细胞接种于

直径为3.5cm的细胞培养皿, 密度为1×104个/皿, 24 h
后吸去培养液, 每皿分别加入500 μL的上述5组细胞

的上清蛋白浓缩液和500 μL的RPMI-1640培养液(含
10% FBS)。连续培养14天, 隔天换液, 显微镜下观察

PC-12形态学改变。每组选择3个具有代表性的视野

(200×), 计数有树突状分化形态的细胞并计算比例

(有树突状分化形态细胞数/视野内总细胞数×100%)。
1.4   统计学处理

采用SPSS 21.0统计软件。使用独立样本t检验

比较两组之间的差异性, 计量数据以x
_
±s形式表示, 检

验标准α=0.05, 均以P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   重组质粒构建

将合成的含BDNF和NT3编码序列的片段克隆至

pLVX-IRES-tdTomato载体的Xba I单酶切位点, 采用酶

切方法对插入的片段及其方向进行鉴定, 该片段正向

插入载体后经Xba I和Spe I双酶切后应产生大小分别

为1 471 bp和8 892 bp的片段, 经EcoRI单酶切后应产生

大小分别为1 046 bp和9 317 bp的片段, 经BamH I单酶

切后应产生大小分别为1 042 bp和9 321 bp的片段, 经
Kpn I单酶切后应产生大小分别为1 049 bp、2 301 bp
和7 013 bp的片段。电泳结果如图2所示, 所有条带

M: 1 Kb plus DNA ladder marker; 1: Xba I和Spe I双酶切片段; 2: EcoRI单酶切片段; 3: BamHI单酶切片段; 4: Kpn I单酶切片段。

M1: 1 Kb plus DNA ladder marker; 1: Xba I and Spe I double digestion; 2: EcoRI digestion; 3: BamHI digestion; 4: Kpn I digestion.
图2   pLVX-BDNF-IRES-NT3-tdTomato质粒酶切鉴定图

Fig.2   Characterization of plasmid pLVX-BDNF-NT3-tdTomato
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情况均与正向插入相符, 表明重组质粒构建成功。

2.2   稳定转染细胞的获得

将各慢病毒表达载体包装为慢病毒后, 分别感

染相应的细胞, 采用有限稀释法, 通过观察载体所带

的荧光蛋白表达情况筛选出各稳定转染的细胞克隆

(图3)。
2.3   BDNF和NT3成功表达及分泌

收集各细胞培养上清 , Western blot检测BDNF
和NT3的表达情况。HEK293T/3GF/BDNF-NT3和
HEK293T/BDNF-NT3的培养液上清中均有BDNF

A: HEK293T/3GF/BDNF-NT3细胞克隆荧光显微镜下照片。1: 明场下视野; 2: RHOD_LP下视野; 3: FITC下视野。B: HEK293T/BDNF-NT3细胞

克隆荧光显微镜下照片。1: 明场下视野; 2: RHOD_LP下视野。C: HEK293T/ZsGreen1细胞克隆荧光显微镜下照片。1: 明场下视野; 2: FITC下
视野。D: HEK293T/tdTomato细胞克隆荧光显微镜下照片。1: 明场下视野; 2: RHOD_LP下视野。

A: fluorescent image of HEK293T/3GF/BDNF-NT3 cell clone. 1: microscopy under bright field (PH); 2: microscopy under fluorescent field (RHOD_
LP); 3: microscopy under fluorescent field (FITC). B: fluorescent image of HEK293T/BDNF-NT3 cell clone. 1: microscopy under bright field (PH); 2: 
microscopy under fluorescent field (RHOD_LP). C: fluorescent image of HEK293T/ZsGreen1 cell clone. 1: microscopy under bright field (PH); 2: mi-
croscopy under fluorescent field (FITC). D: fluorescent image of HEK293T/tdTomato cell clone. 1: microscopy under bright field (PH); 2: microscopy 
under fluorescent field (RHOD_LP).

图3   稳定转染细胞克隆荧光显微镜下照片

Fig.3   Fluorescent image of stable transfection cell clone
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和NT3的条带 , 而对照细胞HEK293T/ZsGreen1、
HEK293T/tdTomato和HEK293T均无相应条带 , 表明

HEK293T/3GF/BDNF-NT3和HEK293T/BDNF-NT3两
种细胞均成功表达BDNF和NT3两种神经营养因子 , 
并可分泌到培养液上清中(图4)。
2.4   稳定转染细胞可表达并分泌活化型生长因子

由于活化的 IGF1、EGF和FGF2可促进人肺癌

A549细胞增殖 [16], 我们通过CCK-8法检测A549细胞

的增殖 , 对HEK293T/3GF/BDNF-NT3细胞表达并分

泌到培养液中的这些因子的活性进行了分析。结

果表明 , 该细胞上清条件培养液确实具有促进A549
细胞增殖的作用。如图5所示 , 与对照组HEK293T/
ZsGreen1、HEK293T/tdTomato和HEK293T相比 , 含
HEK293T/3GF/BDNF-NT3上清的条件培养液可明显

促进A549细胞的生长, 差异有统计学意义(**P<0.01), 

即该细胞表达并分泌的这些生长因子具有活性。

2.5   稳定转染细胞可表达并分泌活化型神经营养

因子

由于活化型 BDNF和NT3两种神经营养因子

可促进大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤PC-12细胞增殖 , 并
诱导其分化 , 我们利用含稳定转染细胞上清的条件

培养液培养 , 通过CCK8法检测 PC-12细胞的增殖

以及显微镜下形态变化情况 , 对稳定转染细胞所分

泌的这两种神经营养因子活性进行了分析。如图

6所示 , 与对照组HEK293T/ZsGreen1、HEK293T/
tdTomato以及HEK293T相比 , 含HEK293T/3GF/
BDNF-NT3上清和HEK293T/BDNF-NT3上清的条

件培养液均可促进PC-12细胞的生长, 两组之间有显

著性差异 (**P<0.01)。而且HEK293T/3GF/BDNF-
NT3的条件培养液促进 PC-12细胞生长的作用比

M: precision plus proteinTM standards; 1: HEK293T/3GF/BDNF-NT3培养液上清; 2: HEK293T/BDNF-NT3培养液上清; 3: HEK293T/ZsGreen1培养

液上清; 4: HEK293T/tdTomato培养液上清; 5: HEK293T培养液上清。

M: precision plus proteinTM standards; 1: HEK293T/3GF/BDMF-NT3 supernatant; 2: HEK293T/BDNF-NT3 supernatant; 3: HEK293T/ZsGreen1 su-
pernatant; 4: HEK293T/tdTomato supernatant; 5: HEK293T supernatant. 

图4   Western blot检测细胞培养液上清液中BDNF和NT3的表达

Fig.4   Expression of BDNF and NT3 in the supernatant detected by Western blot
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1: HEK293T/3GF/BDNF-NT3组; 2: HEK293T/BDNF-NT3组; 3: HEK293T/ZsGreen1组; 4: HEK293T/tdTomato组; 5: HEK293T组。n=3, 以x
_
±s形

式表示, 独立样本t检验比较两组的差异, **P<0.01。
1: HEK293T/3GF/BDNF-NT3 group; 2: HEK293T/BDNF-NT3 group; 3: HEK293T/ZsGreen1 group; 4: HEK293T/tdTomato group; 5: HEK293T 
group. n=3, expressed in the form of  x

_
±s, independent sample t test was used to compare the differences between the two groups, **P<0.01.                

图5   CCK-8检测A549增殖实验

Fig.5   A549 proliferation assay by CCK-8
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HEK293T/BDNF-NT3更强 (P=0.038)。图7显示 , 经
3GF/BDNF-NT3和BDNF-NT3条件培养液处理的

PC-12细胞的树突状分化的比例指标明显高于对照

组 (**P<0.01)。因此 , HEK293T/3GF/BDNF-NT3和
HEK293T/BDNF-NT3均可表达并分泌具有活性的

BDNF和NT3两种神经营养因子。

3   讨论
耳蜗螺旋神经元的变性坏死可导致不可逆的

感音神经性聋。对于双耳重度和极重度感音神经性

聋患者来说, 残存的螺旋神经元数量与人工耳蜗植

入手术的治疗效果呈正相关。耳蜗螺旋神经元细胞

属于高度分化的终末细胞, 一旦损伤后不能自然再

生[17], 因此, 保护和修复耳蜗螺旋神经元对听力的恢

复具有重要意义。

神经营养因子在神经元保护修复方面发挥了重

要作用。BDNF和NT3属神经营养因子家族 , 可促进

神经元的生长发育以及新生神经元突触的生长 [18]。

已有研究表明, BDNF和NT3对耳蜗螺旋神经元细胞

的生长存活和保护修复也有重要作用。ERNFORS
等 [12]和FRITZSCH等 [13]发现 , 把BDNF基因和NT3基

因双敲除或将其受体基因双敲除都可导致耳蜗螺

旋神经元完全丧失。QUN等 [19]发现 , BDNF和NT3
可保护豚鼠耳蜗神经元免受氨基糖苷类药物和噪

声造成的损伤。除此之外 , 生长因子与神经营养因

子的联合应用对神经元的生长分化起到协同作用。

GLUECKERT等[15]发现, 对致聋豚鼠同时注射BDNF
和酸性成纤维生长因子(acid fibroblast growth factor, 
aFGF)可明显提高耳蜗螺旋神经元的数量, 而且可使

神经元周围突的数量也明显增加。

除了保护和修复受损的耳蜗神经元外 , 神经营

养因子还可刺激干细胞向耳蜗螺旋神经元样细胞分

化 , 使耳蜗螺旋神经元的再生成为可能。移植具有

一定分化潜能的干细胞对修复受损的耳蜗结构以及

听力重建都具有重要的意义。但是传统的干细胞诱

导培养方式都是在二维的细胞培养皿上进行的 , 干
细胞只能平面生长 , 不能像体内细胞一样具有立体

三维空间环境, 这会影响干细胞诱导分化的效果, 而
且需要不断地添加各种外源性因子 , 很难做到在诱

导过程中因子浓度保持稳定 [16,20]。因此 , 为达到更

好的干细胞诱导分化的效果 , 保证诱导过程中诱导

因子浓度的稳定 , 本工作在前期获得的可同时表达

A: HEK293T/BDNF-NT3条件培养液处理的PC-12细胞分别与HEK293T/ZsGreen1、HEK293T/tdTomato以及HEK293T条件培养液处理组细

胞增殖情况比较。1: HEK293T/BDNF-NT3组 ; 2: HEK293T/ZsGreen1组 ; 3: HEK293T/tdTomato组 ; 4: HEK293T组 ; B: HEK293T/3GF/BDNF-
NT3条件培养液处理的PC-12细胞分别与HEK293T/ZsGreen1、HEK293T/tdTomato以及HEK293T条件培养液处理组细胞增殖情况比较。1: 
HEK293T/3GF/BDNF-NT3组; 2: HEK293T/ZsGreen1组; 3: HEK293T/tdTomato组; 4: HEK293T组。n=3, 以x

_
±s形式表示, 独立样本t检验比较两

组的差异, **P<0.01。
A: comparison of cell proliferation between PC-12 cells treated with HEK293T/BDNF-NT3 conditioned medium and HEK293T/ZsGreen1, HEK293T/
tdTomato and HEK293T treated group. 1: HEK293T/BDNF-NT3 group; 2: HEK293T/ZsGreen1 group; 3: HEK293T/tdTomato group; 4: HEK293T 
group; B: comparison of cell proliferation between PC-12 cells treated with HEK293T/3GF/BDNF-NT3 conditioned medium and HEK293T/ZsGreen1, 
HEK293T/tdTomato and HEK293T treated group. 1: HEK293T/3GF/BDNF-NT3 group; 2: HEK293T/ZsGreen1 group; 3: HEK293T/tdTomato 
group; 4: HEK293T group. n=3, expressed in the form of x

_
±s, independent sample t test was used to compare the differences between the two groups, 

**P<0.01.
图6   CCK-8检测PC-12增殖实验

Fig.6   PC-12 proliferation assay by CCK-8
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IGF1、EGF和FGF2三种生长因子的细胞的基础上 , 
进一步建立了还可分泌BDNF和NT3两种神经营养

因子的细胞 , 以期通过共培养方式为干细胞定向诱

导分化稳定地提供所需的各种因子。

A549细胞对三种生长因子 IGF1、EGF、FGF2
敏感, 三种生长因子均可促使A549细胞增殖[21-23], 因
此我们利用CCK-8法检测A549的生长来验证建立

的细胞所分泌的生长因子活性。结果明确显示 , 在
HEK293T/3GF/BDNF-NT3组中A549细胞增殖比对

照组明显增高, 以此证明我们构建的HEK293T/3GF/
BDNF-NT3细胞分泌的 IGF1、EGF、FGF2可促进

A549细胞的增殖 , 且这些因子具有生物学活性 , 可
用于后续干细胞诱导分化的实验。

PC-12细胞是一种来自大鼠肾上腺髓质的嗜铬

细胞瘤细胞 , 常被用于神经元分化机制的研究 [24-25], 
也被用作 BDNF等神经营养因子的活性检测。在

本工作中 , 我们发现了经3GF/BDNF-NT3和BDNF-
NT3条件培养液处理的PC-12细胞的增殖能力比对

照组明显增强 , 其中3GF/BDNF-NT3条件培养液处

理组的细胞数量多于BDNF-NT3条件培养液处理组, 
说明三种生长因子与两种神经营养因子在PC-12细
胞的增殖中可能存在协同作用。BDNF-TrkB/Ras/

A: 条件培养基对PC-12细胞处理后的显微镜下形态。B: 条件培养基对PC-12细胞处理后有树突状分化形态的细胞比例(n=3, 以x
_
±s形式表示, 

独立样本t检验比较两组的差异, **P<0.01)。1: HEK293T/3GF/BDNF-NT3条件培养液; 2: HEK293T/BDNF-NT3条件培养液; 3: HEK293T/Zs-
Green1条件培养液; 4: HEK293T/tdTomato条件培养液; 5: HEK293T条件培养液。

A: morphology of PC-12 cells under microscope treated by conditioned medium. B: percentage of differentiated cells with dendritic morphology treated 
by conditioned medium (n=3, expressed in the form of x

_
±s, independent sample t test was used to compare the differences between the two groups, 

**P<0.01). 1: HEK293T/3GF/BDNF-NT3 conditional medium; 2: HEK293T/BDNF-NT3 conditional medium; 3: HEK293T/ZsGreen1 conditional 
medium; 4: HEK293T/tdTomato conditional medium; 5:  HEK293T conditioned medium.

图7   条件培养基培养对PC-12分化的诱导作用

Fig.7   Differentiation induction of PC-12 cells by conditioned medium
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Raf/ERK和 IGF-1R/PI3K/AKT等相关信号通路的激

活可促使PC-12细胞出现神经元样的改变 [26]。NT3
可通过与其特异性受体TrkC结合激活下游信号蛋

白Dok5, 促使PC-12细胞出现细长突起 [27]。我们在

本工作中也同样发现了经3GF/BDNF-NT3条件培养

液处理的PC-12细胞周围会出现明显较多的树突状

结构 , 这再次证明了BDNF和NT3蛋白可促进PC-12
细胞出现神经元样的改变。结合 PC-12细胞的增

殖和形态学的变化两项指标 , 证明了我们所建立的

HEK293T/3GF/BDNF-NT3细胞和HEK293T/BDNF-
NT3细胞分泌的BDNF和NT3具有相应的活性。

因此 ,  我们在本文的工作中成功地建立了

HEK293T/3GF/BDNF-NT3细胞 , 证明了其表达并分

泌的五种蛋白因子具有生物学活性 , 该工程细胞可

进一步用于干细胞的诱导分化和受损耳蜗螺旋神经

元的保护修复 , 进而使得耳蜗螺旋神经元的损伤修

复甚至再生成为可能。 
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