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Bdnf 基因过表达慢病毒载体的构建及表达*

钟摇 锦, 史晋朝, 张摇 倩, 孟金凤, 张倩倩, 李建国吟

(山西医科大学生理学系, 细胞生理学教育部重点实验室, 太原 030001)

揖摘要铱 摇 目的: 探讨脑源性神经营养因子(BDNF)基因过表达慢病毒载体的构建和包装,检测其在大鼠海马原代神经元中的表

达。 方法: 利用聚合酶链式反应(PCR)技术扩增 Bdnf 基因的 exons4 和 CDS 序列,将其克隆到 pcDNA3. 1鄄mCherry 载体上,构建

pcDNA3. 1鄄exons4鄄Bdnf鄄mCherry 慢病毒表达载体。 重组质粒经 KpnI 和 EcoRI 双酶切鉴定和测序验证。 使用三质粒包装系统将重

组质粒 pcDNA3. 1鄄exons4鄄Bdnf鄄mCherry 和慢病毒辅助包装质粒 pMDLg / pRRE、pRSV鄄Rev 和 pCMV鄄VSV鄄G 共转染 293T 细胞,制备

并浓缩慢病毒颗粒,感染大鼠原代海马神经元,荧光显微镜和实时荧光定量 PCR 检测目的基因在原代海马神经元中的表达。 结

果: 成功构建 pcDNA3. 1鄄exons4鄄Bdbf鄄mCherry 慢病毒过表达载体,转染后的 293T 细胞表达红色荧光,并在培养大鼠海马原代神经

元中表达增加(P<0. 05)。 结论: 成功构建含有特定转录本的 Bdnf 基因过表达慢病毒载体,为进一步深入研究 Bdnf 的作用提供

技术基础。
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摇 摇 脑源性神经营养因子(brain鄄derived neurotrophic factor,
BDNF)是神经营养因子家族的成员,广泛表达于大脑的各个

区域[1] 。 BDNF 影响神经元的增殖、分化、存活和死亡[1鄄3] 。
BDNF 由包括神经元在内的多种细胞分泌,可通过血脑屏

障[4] 。 研究表明,大脑中的 BDNF 蛋白与精神障碍的发展有

关[5] 。 Bdnf 基因具有多个外显子,每个外显子都有一个特定

的启动子,以形成不同的转录本[6] 。 这些转录本被分选到神

经元不同部位发挥作用[7] 。 对应激产生抵抗的大鼠海马中

观察到 Bdnf 外显子 IV 表达的升高[8] 。 电休克疗法可以增

加小鼠皮层中 Bdnf 外显子 I 和 IV 的表达,从而恢复由慢性

应激引起的树突棘萎缩[9] 。 鉴于 Bdnf 的多个转录本及其特

定功能,海马神经元不同的树突部位可与神经系统内不同神

经元形成突触联系。 抑郁症患者和抑郁模型动物海马脑区

神经元树突萎缩、突触减少[10] 。 因此,明确不同 Bdnf 转录本

在神经元内如何定位到特异的树突和突触部位,会为抗抑郁

症研究提供新思路。 为此,我们构建带红色荧光的过表达慢

病毒载体 pcDNA3. 1鄄exons4鄄Bdnf鄄mCherry,转染培养原代海

马神经元后观察红色荧光在神经元中的定位,从而让特定

Bdnf 转录本在神经元内定位可视化。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

pcDNA3. 1鄄mCherry 质粒由美国麻省 Whitehead 生物医

学研究所惠赠,包装质粒 pMDLg / pRRE、pRSV鄄Rev 由洛桑联

邦理工学院 Didier Tron 教授惠赠,包装质粒 pCMV鄄VSV鄄G 购

自上海碧云天生物技术有限公司,所有 RT鄄PCR 试剂、PCR
试剂、T4 连接酶、DNA Ladder 购自 Takara 公司,引物的合成

和基因测序均由上海生工生物工程股份有限公司完成,质粒

抽提及胶回收试剂盒购自北京天根科技有限公司,转染试剂

盒 Lipofectin3000 采用美国 Invitrogen 生物公司,KpnI、EcoRI
限制性内切酶购自美国 NEB 公司,Ampicillin 购自美国 Sigma
公司, Neurobasal、 DMEM、 Opti鄄MEM、胎牛血清、 B27、胰酶

Trypsin鄄EDTA Solution 和青链霉素均购自 Gibco 公司,293T
细胞和大肠杆菌 DH5琢 由本实验室保存。
1. 2摇 引物的设计合成

依据 NCBI 数据库中大鼠 Bdnf 基因序列设计 PCR 引物,
上下游引物分别加上 KpnI 和 EcoRI 限制性内切酶酶切位点,
上 游 引 物 5 爷鄄GTGGTACCAGCCACCATGTAAAGCGG鄄
TAGCCGGCTGG 下游引物 5 爷鄄GGAATTCTCTTCCCCTTTTA鄄
ATGGTCAGTGTACATAC。
1. 3摇 原代海马神经元培养

新生 1 ~ 3 d SD 大鼠,75%酒精浸泡消毒后断头,取出脑

组织置于含预冷 PBS 的培养皿中,在解刨显微镜下分离出海

马,并去除脑膜和脉络丛,移入另一装有预冷 PBS 的培养皿
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中,收集全部海马碎片,置于含 0. 25% 胰蛋白酶溶液的离心

管中,将离心管放入 37益、5% CO2培养箱中消化 15 min。 收

集全部海马碎片置于 10 ml 预暖 DMEM 培养基的离心管中,
用 DMEM 洗 2 ~ 3 遍,以终止消化反应,加少量培养基于离心

管中反复吹打 10 ~ 15 次,重悬细胞,根据细胞计数结果,调
整细胞终浓度为 5伊105 ~ 1伊106 cells / ml,将细胞接种至经多

聚赖氨酸铺板过夜处理的培养皿中,待 16 h 细胞贴壁后,更
换为完全培养基,培养 36 h 后加入阿糖胞苷以抑制胶质细胞

的分裂生长。
1. 4摇 重组表达载体 pcDNA3. 1鄄exons4鄄Bdnf鄄mCherr 构建及

鉴定

以大鼠海马组织 cDNA 为模板,通过上下游引物进行

PCR 扩增反应,反应条件为 95益 5 min,98益 10 s,60益 1
min,72益 1 min,共 30 个循环,最后再 72益延伸 10 min,PCR
产物经 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定,回收与目的基因大小的片

段,进行测序。 用限制性核酸内切酶 KpnI 和 EcoRI 酶切慢病

毒载体 pcDNA3. 1鄄mCherry 和测序正确的目的片段,酶切产

物回收经 T4DNA 连接酶 17益 连接过夜,重组质粒转化

DH5琢 感受态细胞,在 Ampicillin 平板上挑取阳性克隆,进行

测序。
1. 5摇 含目的基因慢病毒的包装、制备及鉴定

将 293T 细胞接种于 6 孔板中(1. 2 伊106 cells / well),在
37益、5%CO2培养箱中培养 24 h,待细胞密度达到 95% ~
99%可用于慢病毒包装。 根据 LipofectamineTM 3000 Transfec鄄
tion Reagent 使用说明,取两个 1. 5 ml 离心管标记为 A 管和

B 管,在 A 管中加入 250 滋l Opti鄄MEM I 减血清培养基和 7 滋l
Lipofectamine 3000 Transfection Reagent,在 B 管中加入 250 滋l
Opti鄄MEM I 减血清培养基、6 滋l P3000 Enhancer Reagent、
0. 75 滋g 重组质粒和 2. 25 滋g 辅助包装质粒混合物,将 A 管

和 B 管的溶液混合后在室温下孵育 10 ~ 20 min。 弃去 6 孔

板内的多余培养基,使每孔培养基终体积为 1 ml,加入 AB 管

混合溶液,在 37益、5%CO2培养箱中培养 6 h,更换新鲜慢病

毒包装培养基(94. 8% 的 Opti鄄MEM,5% 的胎牛血清,0. 2%
丙酮酸钠)培养 24 h 后,收集病毒上清于 15 cm 离心管中,放
于 4益,每孔重新加入 2 cm 新鲜慢病毒包装培养基继续培养

54 h,再次收集病毒上清,与第一次收集的病毒上清混合,在
室温下 2 000 r / min 离心 10 min,使用 45 滋m 过滤器收集慢病

毒上清进行病毒的纯化和分装。 按倍比稀释法对病毒原液

进行稀释后感染 293T 细胞。 培养 72 h 后观察 293T 细胞

mCherry 的表达情况。 提取 293T 细胞基因组 DNA,用特异引

物进行 PCR 扩增,扩增产物为 Bdnf 基因的 exons4 和 CDS 序

列部分,从电泳结果可见获得了一个长度为 1 111 bp 的 PCR
产物条带,其大小与预期理论值相符,证实慢病毒可以介导

目的基因整合到感染细胞的染色体 DNA 中。
1. 6摇 海马原代神经元的感染及目的蛋白表达的鉴定

收集慢病毒上清液后感染培养至第 9 日的原代海马神

经元,细胞分 3 组:海马神经元组,不含目的基因空载体慢病

毒+海马神经元组;含 Bdnf 基因慢病毒+海马神经元组。 培

养 48 h 后,更换培养基,72 h 后用 Trizol 提取神经元中的总

RNA, 紫外分光光度仪测定 RNA 的量,反转录成 cDNA 后,
RT鄄PCR 检测 pcDNA3. 1鄄mCherry 组和 pcDNA3. 1鄄exons 4鄄Bd鄄

nf鄄mCherry 组中 Bdnf mRNA 的相对表达量。 PCR 反应条件

98益 10 s,60益 5 s,72益 1 min(35 个循环)。

1. 7摇 统计学处理

实验数据均采用平均值依标准误( 軃x依 s軃x )来表示,采用

SPSS 25. 0 统计学软件进行数据分析。 两组之间比较采用非

配对 t 检验。 所有统计图均用 GraphPad Prism 8. 0 软件绘

制。

2摇 结果

2. 1摇 重组表达载体 pcDNA3. 1鄄exons 4鄄Bdnf鄄mCherr 构建

及鉴定

以大鼠海马组织 cDNA 为模板,PCR 扩增产物在 1 000

~ 1 500 bp 之间得到一条特异条带,与目的基因 1 111 bp 大

小相等(图 1)。 酶切后与 pcDNA3. 1鄄mCherry(6 462 bp)连接

并转入大肠杆菌,挑选单克隆后提取质粒并测序,重组载体

pcDNA3. 1鄄exons 4鄄Bdnf鄄mCherry 经过限制性核酸内切酶 KpnI

和 EcoRI 双酶切验证正确(图 2),DNA 测序结果经比对完全

正确(图 3) 。

Fig. 1摇 PCR amplification products identification of target genes
M: DNA marker; 1鄄3: exons4鄄Bdnf PCR product (1 111
bp)

Fig. 2 摇 Identification of recombinant clone vector pcDNA3. 1鄄
exons 4鄄Bdnf鄄mcherry digestion using restriction enzyme
KpnI and EcoRI
M: DNA Marker; 1鄄3: Product of digestion using restric鄄
tion enzymeKpnI and EcoRI
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Fig. 3摇 Recombinant plasmids identified by sequencing
2. 2摇 含目的基因逆转录病毒的包装、制备及鉴定

pcDNA3. 1鄄exons 4鄄Bdnf鄄mCherry、 pMDLg / pRRE、 pRSV鄄
Rev 和 pCMV鄄VSV鄄G 四质粒共转染 293T 细胞后 48 h,荧光
显微镜观察结果显示,几乎所有的 293T 细胞均发出较高亮
度红色荧光(图 4),说明慢病毒载体感染效率高,慢病毒包
装成功。 病毒上清超速离心后感染 293T 细胞,培养 48 h 后
提取细胞基因组 DNA,采用特异引物进行 PCR 扩增,扩增产
物为 Bdnf 基因的 exons4 和 CDS 的序列部分,1%凝胶电泳显
示,空载体感染组未出现条带, pcDNA3. 1鄄exons 4鄄Bdnf鄄
mCherry 载体感染组在 1 000 bp 左右出现一条特异条带,与
理论值 1 111 bp 相符,可以证实 Bdnf 基因的 exons4 和 CDS
的序列部分已经整合到 293T 细胞的染色体上(图 5)。

Fig. 4摇 Expression of mCherry in 293T cells after being infected
by lentiviruses

Fig. 5摇 Analysis of PCR products of exons 4鄄Bdnf gene ampli鄄
fied 293T cells transfected by retroviruses
M: DNA Marker; 1 and 2: PCR products as the template
of 293T cells; 3 and 4: PCR products as the template of
transfected 293T cells

2. 3摇 转染后目的基因在原代神经元表达的检测

慢病毒感染原代海马神经元,72 h 后可见神经元中存在

大量红色荧光,感染率达到 80% 以上(图 6)。 pcDNA3. 1鄄
mCherry 及 pcDNA3. 1鄄exons 4鄄Bdnf鄄mCherry 感染原代海马神

经元 72 h 后,qPCR 检测 Control 组、pcDNA3. 1鄄mCherry 组和

pcDNA3. 1鄄exons 4鄄Bdnf鄄mCherry 组中 Bdnf 基因的 mRNA 水

平检测,结果表明,pcDNA3. 1鄄mCherry 组中 Bdnf 的表达与

Control 组无显著差异(P>0. 05)。 pcDNA3. 1鄄exons 4鄄Bdnf鄄
mCherry 组细胞中 Bdnf 的表达显著上调(P<0. 01),表达量

与 Control 组相比也显著提高(P<0. 01)。 表明原代海马神经

元感染 pcDNA3. 1鄄exons 4鄄Bdnf鄄mCherry 慢病毒后 Bdnf 的

mRNA 水平是有过表达效果的。

Fig. 6 摇 Expression of GFP of neurons after being infected by
lentiviruses
A: Bright; B: Fluorescence; C: DAPI; D: Merge

3摇 讨论

BDNF 的生物学作用最初是在神经系统发育过程中被发

现的,现已发现 BDNF 在神经系统中有多种作用,包括调节

突触连接、突触结构、神经递质释放和突触可塑性等。 BDNF
分泌到突触中,从而激活原肌球蛋白受体激酶 B(TrkB)和下

游信号通路,有助于与突触可塑性和认知功能至关重要的基

因转录。 研究发现,BDNF 的生物合成和分泌可以发生在神

经元的不同位置,BDNF 不仅与 TrkB 受体的选择性群体相互

作用发挥下游效应,而且与定位在神经元不同位置的其他

BDNF 受体和辅助受体(截短的 TrkB、p75、SorCS2 和 Slitrk5)
的阵列结合发挥作用,从而允许单一生长因子的多水平调

节[11鄄13] 。
BDNF,包括其多个转录本,已在许多研究中证明与精神

障碍有关。 例如,应激可诱导大鼠异常行为,伴随着 Bdnf 外
显子 IV 转录水平降低, 从而降低海马 BDNF 表达[14, 15] 。 应

激还可以通过其他大脑区域影响特定 Bdnf 转录本的表达。
例如,患有产前抑郁的雄性大鼠(而非雌性大鼠)在内侧前额

叶(mPFC) 中的 Bdnf 外显子 IV 的转录水平降低[16] 。 应激

源可以影响不同 Bdnf 基因多个转录本的水平。 例如,产前约

束应激降低成年大鼠额叶皮层和海马中 Bdnf 转录本( III、
IV、VI 和 IX)的表达[17] 。 慢性束缚应激导致大鼠海马 Bdnf
外显子 IV 表达减少[18] 。 此外,在大鼠中,单一的固定应激

可以下调 Bdnf 外显子 I 和 IV[19] 。 Nestler 及其同事发现,社
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交失败的压力可以诱发抑郁症样行为,并减少小鼠海马中的

Bdnf III 和 IV [20] 。 抗抑郁药的长期治疗可以逆转 BDNF 的

减少。 例如,雌性大鼠,而不是雄性大鼠,在经历母婴分离

(MS)后,mPFC 中 Bdnf IV 的表达水平下降[21] 。
然而,由于 BDNF 的基础水平较低,加之 BDNF 是由具

有时空特性的 11 种不同转录本翻译,所以,内源性 BDNF 在

动物脑内的具体定位难以研究。 本研究构建只含有一种转

录本的大鼠 Bdnf 基因的慢病毒载体 pcDNA3. 1鄄exons 4鄄Bdnf鄄
mCherr,成功转染神经元并翻译带有神经元定位功能的荧光

BDNF。 为研究神经元中 Bdnf 基因不同转录本的定位和翻

译的时空特性及机制提供稳定的细胞转染载体。
综上,本实验成功构建含有特定转录本的 Bdnf 基因过

表达慢病毒载体,为深入研究 BDNF 的作用提供技术基础。
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