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重组杆状病毒转导恒河猴骨髓间充质干细胞 

刘正山1, 2, 张成1* , 卢锡林1, 许勇峰1, 冯善伟1, 2, 周畅1, 李勇2, 程菲2  
(1中山大学附属第一医院神经内科, 广州 510080) 

(2中山大学干细胞与组织工程研究中心, 广州 510080) 

摘要：【目的】研究重组杆状病毒(Bac-CMV-EGFP)能否能有效转导恒河猴骨髓间充质干细胞(rhesus 

Bone marrow-derived Mesenchymal Stem Cells, rBMSCs), 及杆状病毒转导后对细胞活力, 增殖及分

化能力的影响。【方法】体外原代培养 rBMSCs, 不同剂量的杆状病毒转导 3 代以后的细胞, 并用流

式细胞仪分别检测其转导效率。在较高的杆状病毒转导效率下, 检测 rBMSCs细胞活力, 增殖及分化 

能力, 并与正常对照组细胞进行比较。【结果】杆状病毒在感染指数(Multiplicity Of Infection, MOI)

为 300v.g/cell, 孵育温度为 25度, 孵育时间为 4h的转导条件下, 对 rBMSCs转导效率可达 80％左右。

进一步检测后发现, 高效转导杆状病毒后的 rBMSCs 的细胞活力, 增殖及分化能力与未转导病毒细

胞组无明显变化。【结论】重组杆状病毒可安全有效地基因修饰 rBMSCs, 且不影响其生物特性, 为 

今后的体内基因治疗灵长类动物模型试验奠定了基础。 
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经基因载体修饰的干细胞是基因治疗一种新的

途径。杆状病毒早期常被人们用来转导昆虫细胞, 并
大规模生产重组目的蛋白 [1]。Thomas 等 [2]指出重组

杆状病毒作为基因载体具有众多优点: ①  重组杆状
病毒易于构建及扩增。②  对哺乳动物细胞无毒性作
用。③  可瞬时 , 稳定的转导靶细胞并有效表达目的
基因。④ 在宿主细胞中不能自主复制。⑤ 载体包容
量较大(38kb)。⑥ 可同时表达多个目的基因。⑦ 表
达的目的蛋白可在宿主细胞中经过一系列正确的转

录后修饰。重组杆状病毒直接注射入体内常被血清灭

活而降低了其基因治疗作用 , 若是将其转导入干细
胞内 , 使其在胞内表达目的蛋白而又避免被血清灭
活, 从而提高其基因治疗疗效。Shoji 等[3, 4]的研究表

明重组杆状病毒可有效转导多种哺乳动物细胞。

Yi-Chen 等[5]将重组杆状病毒转导人的骨髓间充质干

细胞的研究表明 , 杆状病毒亦可高效转导人的骨髓
间充质干细胞, 且不影响其增殖及分化能力。 

然而, 杆状病毒是一种新型病毒载体, 其各种生
物特性对人体健康安全与否, 还有待进一步研究。恒
河猴是一种灵长类动物 , 若是杆状病毒亦可有效转
导 rBMSCs且不改变其生物特性, 再将经杆状病毒基
因修饰的 rBMSCs移植入恒河猴体内以治疗各种疾病
模型及评价杆状病毒在其体内的安全性 , 可为今后
杆状病毒应用于人体疾病治疗研究疗效及安全与否

奠定一定的基础。 
Shoji 等[3]的研究表明, 杆状病毒对于不同种类的哺

乳动物细胞的转导效率差异明显 , 其是否亦可有效转
导 rBMSCs, 目前国内外还没有相关报道。我们的研
究是为了证实, 杆状病毒是否可有效转导 rBMSCs且
对其生物特性是否有影响。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要试验试剂来源：低糖 DMEM 培养基(Gibco, 
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美国), 胎牛血清(Fetal bovine serum, FBS, Gibco), 
无钙镁 PBS(Gibco), 胰酶(Sigma, 德国), 青霉素和链
霉素(Sigma), 苔盼蓝 (Sigma),  培养瓶 , 离心管及
培养皿 (Corning, 美国 ), 牛血清蛋白 (BSA, Sigma), 
维生素 C(Sigma), 地塞米松 (Sigma), 吲哚美辛
(Sigma), β-磷酸甘油 (Sigma), 氯胺酮 (Sigma), 淋巴
细胞分离液(Sigma)。 
1.1.2  重组杆状病毒及恒河猴骨髓：带有绿色荧光蛋
白基因的重组杆状病毒 (BacV-CMV-EGFP, 滴度为     
1×1011v.g/mL)由华中农业大学农业微生物国家重点
实验室惠赠。恒河猴骨髓来源于 1~2岁的雄性恒河猴, 
其伺养于中山大学中山医学院实验动物中心二级动物

室, 相关动物实验遵守中山大学动物实验管理条约。 

1.2  rBMSCs 原代培养及传代 
1~2 岁的恒河猴经氯胺酮 (4mg/kg, IM)麻醉下 , 

在其后肢长骨取 1.5mL的骨髓。经淋巴细胞分离液分
离之后取单核细胞, 用含 10%FBS, 100 U/mL 青霉素 
和 100μg /mL 链霉素的低糖 DMEM冲悬并至于培养
瓶中, 放置 5%CO2, 37℃细胞培养箱原代培养。3天换液
1次, 待贴壁细胞长至 80%后, 用PBS洗 2遍之后, 0.25%
的胰酶消化并 1︰2传代。当 P5~P8代 rBMSCs长至 90%
左右, 0.25%的胰酶消化后, 按 1∶3 的比例传至培养皿
中, 当培养皿中的细胞长至 80%左右后, 进行后续病毒
转导, 细胞增殖, 细胞活力及分化实验。 

1.3  重组杆状病毒体外转导 rBMSCs 
当培养皿中的 rBMSCs长至 80%, 即细胞数约为

4×105个时, 吸去培养基, 无钙镁 PBS洗 2遍之后加

重组杆状病毒, 依据病毒数与细胞数的比值, 调整不

同的 MOI 值, 即 MOI 分别为 50、100、200、300、

500v.g/cell时, 加 0.5mL无钙镁 PBS冲悬后, 放置 25℃

摇床孵育 4h。4h 后吸去病毒悬液, 并用 PBS 洗 2 遍

后加完全培养基置于细胞培养箱培养。2d后用流式细

胞仪检测重组杆状病毒的转导效率。每组实验单独重

复 3次。 

1.4 流式细胞仪检测杆状病毒转导效率 
转导重组杆状病毒的 rBMSCs, 2 天后置于倒置

荧光显微镜下, 采用蓝光激发观察, 摄像。转导重组
杆状病毒的 rBMSCs, 2天后用 0.25%胰酶消化, 吸管
移至离心管于 1200r/min 离心 6min, 用 0.5mL含 5%
牛血清蛋白的 PBS 重新悬浮, 并吹散为单细胞悬液
后使用流式细胞仪 (FACSCalibur, Becton-Dickinson, 
美国)检测报告基因转导效率及阳性细胞平均荧光强

度, 用 Cell-Quest 软件对其结果进行分析。每个细胞
样品约(4~5)×105 个细胞 , 每组检测单独重复 3 次 , 
以未经杆状病毒转导的 rBMSCs作为阴性对照。 

1.5  rBMSCs 细胞增殖及活性检测 
经细胞计数仪计数后 , 取 2×105 个杆状病毒转

导或未转导的 rBMSCs接种于培养皿中, 并于接种后
的第 1 天, 胰酶消化后, 吹打混匀为单细胞悬液后用
细胞计数仪计数, 用 0.4%台盼蓝检测 2组细胞活力。
接种后的第 3﹑5﹑7﹑9 天用同样的方法检测 2 组细
胞的数量及细胞活力。 

1.6  rBMSCs 成脂, 成骨诱导分化潜能鉴定 
将经杆状病毒转导或未转导的 rBMSCs 传至培

养皿中, 待其长至 70%后, 吸去培养基并用 PBS 洗 2
遍之后加入以下成脂或成骨诱导液进行诱导: (1) 成
脂诱导液：低糖 DMEM, 含终浓度为 10%胎牛血清, 
50μg/mL维生素 C, 10−7 mol/L地塞米松, 50μg/mL吲
哚美辛; (2) 成骨诱导液: 低糖 DMEM, 含终浓度为
10%胎牛血清, 50μg/mL维生素 C, 10−8 mol/L 地塞米
松, 10 mM/L β-磷酸甘油。每 3d换一次诱导液, 3周
后用油红O对成脂诱导液诱导细胞染色, 以确定是否
有脂肪样细胞形成 ; 用茜素红对成骨诱导液诱导细
胞染色, 以确定是否有骨样细胞形成。 

1.7  统计学处理 
所有数据均采用均数表示, 应用 SPSS13.0 统计

软件, 采用 LSD检验进行统计分析。 

2  结果 

2.1  重组杆状病毒可有效转导 rBMSCs 
原代 rBMSCs经3次以上传代后, 呈现较均一的梭形

细胞及漩涡样生长(图 1-A)。P5~P8代 rBMSCs传至培养
皿中, 待其长至 80%左右后, 转导不同剂量的杆状病毒
(分别为 50, 100, 200, 300, 500v.g/cell)。2d后, 用倒置荧光
显微镜观察并摄像, 结果如图 1-B、C、D、E、F所示。  

随着病毒剂量的加大(MOI 值增加), 平均每个视野
表达绿色荧光蛋白的 rBMSCs 数量亦随之增加。流式细
胞仪检测结果进一步表明, 在孵育时间(4h)和孵育温度
(37℃)一定时, 当杆状病毒的MOI值为 50﹑100﹑200﹑
300﹑500v.g/cell 时, 其对 rBMSCs 的平均转导效率分别
为 19.0%﹑42.5%﹑60.4%﹑78.2%﹑76.2%; 阳性细胞平
均荧光强度为 51.4﹑135.1﹑193.8﹑287.3﹑246.8(图 2-B、
C、D、E、F), 随着杆状病毒的MOI增大, 其对 rBMSCs
的转导效率及阳性细胞平均荧光强度亦随之增高。 
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图 1  杆状病毒以不同 MOI 值转导 rBMSCs 后其胞内 GFP 表达情况(100×) 

Fig. 1  rBMSCs transduced with various MOI of baculovirus expressed different level of GFP(100×). A: The normal morphous of 
rBMSCs showed morphologically homogeneous fibroblast-like cells. B, C, D, E, F: The rBMSCs expressed GFP, which were trans-

duced with various dose of baculovirus (B: MOI was 50v.g/cell; C: MOI was 100v.g/cell; D: MOI was 200v.g/cell; E: MOI was 
300v.g/cell; F: MOI was 500v.g/cell). 

 
图 2  流式细胞仪检测杆状病毒在不同 MOI 下对 rBMSCs 的转导效率 

Fig. 2  The flow cytometry detected the transductive efficiency of rBMSCs transduced by various MOI of baculovirus. A: The rBMSCs untrans-
duced with baculovirus were detected by flow cytometry as a control group. B, C, D, E, F: The Transductive Efficiency (TE) of baculovirus to 
rBMSCs was 19.0% (B: MOI was 50v.g/cell), 42.5% (C: MOI was 100v.g/cell), 60.4% (D: MOI was 200v.g/cell), 78.2% (E: MOI was 300v.g/ 

cell), 76.2% (MOI was 500v.g/cell); and the mean fluorescence intensity (MFI) was 51.4 (B), 135.1 (C), 193.8 (D), 287.3(E), 246.8(F).
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2.2  杆状病毒不影响 rBMSCs 的细胞活性及增殖能力 
细胞计数仪计数 2 组细胞 1﹑3﹑5﹑7﹑9d 后的

细胞数量, 结果发现前 3d 杆状病毒转导组 rBMSCs
生长增殖能力比未转导病毒组稍有停滞, 而 3d之后 2
组细胞增殖能力无明显差别(图 3, P>0.05)。台盼蓝染
色检测结果表明, 转导组 rBMSCs活力与对照未转导
病毒组细胞活力无明显差别(表 1, P>0.05)。 
 

表 1  重组杆状病毒转导后对 rBMSCs 细胞活性的影响 

Table 1  The influence of transduing baculovirus to the 
rBMSCs of viability 

t/d 1 3 5 7 9 
transduced 

groups 95.32% 96.64% 96.85% 95.09% 97.62%rhesus 
cells control 

groups 97.63% 97.56% 95.81% 96.07% 96.14%

The viability of the rBMSCs transduced with baculovirus or 
not were assessed by 0.4% trypan blue, and their results were com-
pared (P>0.05). 
 

2.3  杆状病毒不影响 rBMSCs 的成脂成骨分化能力 
病毒转导组及对照组 rBMSCs 经成脂成骨诱导液 

 
 

图 3  重组杆状病毒转导后对 rBMSCs 增殖的影响 

Fig. 3  The influence of transduing baculovirus to the rBMSCs 
of proliferation. The rBMSCs transduced with baculovirus(+) or 
not (+) were caculated with the haemocytmeter, respectively. 
The proliferative capacity of the rBMSCs transduced by bacu-
lovirus were compared with the control cells’ (P>0.05). 

 

 

 

图 4  baculovirus 转导(A﹑C)及未转导(B﹑D)组 rBMSCs 进行成骨成脂诱导分化(100×) 
Fig. 4  The rBMSCs (transduced with baculovirus A, C or not B, D ) were induced into ostecytes and adipocytes(100×). The rBMSCs 
transduced with baculovirus (A) or not (B) were stained with alizarin red to detect foci of mineral deposition in the osteogenic cells(as 
indicated by the arrowhead); the rBMSCs transduced with baculovirus (C) or not (D) were stained with Oil red O to detect neutral lipid 
accumulation within the adipogenic cells(as indicated by the arrowhead). There were no obvious differences between these two groups. 
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诱导 3 周之后, 分别用油红 O 和茜素红染色鉴定后发
现：无论是病毒转导组  (图 4-A﹑C) 或未转导组(图
4-B﹑D) rBMSCs, 都可以于体外诱导形成脂肪样或
骨样细胞 , 且成脂和成骨能力在两组间无明显差别。 

3  讨论 

我们的研究于国内外首次证实了重组杆状病毒

在体外可有效转导 rBMSCs, 且随着 MOI 值的增加, 

杆状病毒对 rBMSCs的转导效率亦随之增加。杆状病

毒 MIO 值越高, 每个细胞接触并胞吞病毒的几率就

越大, 随之杆状病毒的转导效率亦升高 [6]。而当杆状

病毒的 MOI 值超过 300v.g/cell 后, 其对于 rBMSCs

的转导效率不再升高 , 甚至有降低的趋势。Van Loo 

等 [7]指出杆状病毒进入细胞之后, 还依赖于肌动蛋白

丝等辅助运动进入细胞核 , 过高的病毒进入细胞之

后可能会抑止肌动蛋白丝的辅助运动 , 而使得进入

细胞核的病毒数下降而降低了病毒转导效率。重组杆

状病毒在MOI为 300v.g/cell, 孵育为温度 25℃, 孵育

时间为 4h 时, 对 rBMSCs 的转导效率可达 80%左右, 

明显高于慢病毒对于成年猴骨髓间充质干细胞的转

导效率[8]。 

Detrait 等 [9]发现基因载体在宿主细胞内高效表

达常常会诱导宿主细胞调亡。我们的研究进一步证实

了高效转导重组杆状病毒的 rBMSCs的细胞增殖能力, 

细胞活性与对照组无明显差别。虽然病毒转导后前 3

天细胞计数 , 发现病毒转导组细胞数稍低于对照组

细胞数, 但 3天之后的细胞计数表明, 2组间的细胞增

殖能力相似。Ho 等[10]用重组杆状病毒转导大鼠的成

骨细胞亦发现有类似的现象 , 这可能是由于重组杆

状病毒在靶细胞内高效表达绿色荧光蛋白抑止了细

胞的活性所致 , 而重组杆状病毒是一种瞬时基因表

达载体, 随着时间的延长, 其在靶细胞内表达目的蛋

白会随之下降, 对细胞的抑制也随之减弱。我们同时

证实了重组杆状病毒转导的 rBMSCs, 仍保持成脂成骨

分化潜能。Christos 等[11]将重组杆状病毒转导哺乳动物

细胞后, 通过实时定量PCR检测靶细胞的多种目的基因, 

并与未转导病毒细胞相比较, 发现其基因水平无明显变

化, 进一步从分子水平证实了重组杆状病毒转导哺乳动

物细胞后不会影响其自身基因的表达。 
 

重组杆状病毒作为基因载体具有众多优势[2], 且

其又可于体外高效转导 rBMSCs而不影响它的增殖和 

分化能力 , 为杆状病毒应用于猴体内基因治疗试验

奠定了基础。 
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Abstract: [Objective] To investigate whether the recombinant baculovirus (Bac-CMV-EGFP) can effectively transduce 

into rhesus Bone-marrow derived Mesenchymal Stem Cells (rBMSCs) in vitro, and whether there are some efficiency  to 

the rBMSCs of viability, proliferational and differentiational capacity after recombinant baculovirus transducing. [Meth-

ods] The rBMSCs were cultured in vitro. After passaged more than three times, the rBMSCs were transduced with various 

dose of baculovirus (Multiplicity Of Infection, MOI, the MOI is 50, 100, 200, 300, and 500 vector genome (vg)/cell, re-

spectively). We used flow cytometry to detect different transductive efficiency of various dose of baculovirus to rBMSCs. 

Under a suitable dose of baculovirus (300v.g/cell), we studied cell viability, proliferation and differentiation capacity, and 

compared results with the control. [Results] Baculovirus could be transduced into rBMSCs in vitro. The transductive ef-

ficiency reached about 80% when the MOI was 300v.g/cell, at 25℃, and incubated for 4 h. Furthermore, under a higher 

transductive efficiency of baculovirus, there were no obvious influence to the rBMSCs of viability, proliferation and dif-

ferentiation capacity compared with that of the control. [Conclusion] The baculovirus can be safely and effectively 

transduced into rBMSCs in vitro, without any negative efficiency to cell viability, proliferation and differentiation capacity. 
Keywords: recombinant baculovirus; rhesus bone marrow mesenchymal stem cells; transduction; green fluorescent protein 
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