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骨髓间充质干细胞-胞嘧啶脱氨酶/5-氟胞嘧啶自杀基因治疗系统的 
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Construction and effects of bone marrow mesenchymal stem cells-cytosine 

deaminase/5-fluorocytosine suicide gene therapy system  
 
Cao Shi-bo1, Meng Qing-hai1, Jin Peng1, Wang Hong-wei1, Li Shi-fang1, Dou Yi-he1, Meng Cheng-dong2, Yan Jing-jie3 

 

Abstract 

 

BACKGROUND: In vivo study has verified that bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) can migrate and integrate in the 

brain as neural stem cells (NSCs). If BMSCs can be used in system pathway transplantation, it will simplify the procedures of 

transplantation.  

OBJECTIVE: To construct recombinant expression plasmid pEGFP-N3-CD containing cytosine deaminase (CD). Liposome 

Lipofectamine2000 was used to transfect rat BMSCs. To observe CD gene expression and suicide effects of 

BMSC-CD/5-fluorocytosine (FC) suicide gene therapy system on C6 glioma cells in vitro.   

METHODS: The pEGFP-N3-CD plasmid was constructed, and determined by enzyme digestion and DNA sequence. BMSCs were 

harvested and cultured using the whole bone marrow method. The pEGFP-N3-CD plasmid was used to transfect rat BMSCs in 

vitro using Lipofectamine2000. CD gene protein expression of G418-resistant clones (named BMSCs-CD cells) was detected by 

immunocytochemistry. Apoptosis of C6 cells cultured with BMSCs-CD cells in Transwell culture system induced by 5-FC (24 hours 

later) in BMSCs-CD cells genetically modified to express CD was investigated by applying TUNEL, MTT and flow cytometry 

analysis techniques (72 hours later). 

RESULTS AND CONCLUSION: The pEGFP-N3-CD plasmid containing complete CD gene sequence was constructed. CD gene 

was transfected to BMSCs, and fully expressed in gene and protein levels. Under in vitro co-culture conditions of BMSCs-CD and 

C6 glioma cells, apoptotic rate of C6 glioma cells showed dose-dependent effects, and significant difference was detected as 

compared with control group (P < 0.01). Results have indicated that BMSCs-CD/5-FC suicide gene therapy system exhibits 

significant inhibitory effects on growth of C6 glioma cells. 

 

Cao SB, Meng QH, Jin P, Wang HW, Li SF, Dou YH, Meng CD, Yan JJ. Construction and effects of bone marrow mesenchymal 

stem cells-cytosine deaminase/5-fluorocytosine suicide gene therapy system. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang 

Kangfu. 2010;14(27):4964-4969.      [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 

 

背景：体内研究已经证实骨髓间充质干细胞能够像神经干细胞一样在脑内迁移和整合，如果骨髓间充质干细胞用于系统途径

移植成为可能，将会显著简化移植的步骤。 

目的：构建含胞嘧啶脱氨酶(CD)基因的重组表达质粒 pEGFP-N3-CD，用脂质体 Lipofectamine2000 转染大鼠骨髓间充质干

细胞，体外观察 CD 基因的表达及 BMSCs-CD/5-氟胞嘧啶自杀基因治疗系统对 C6 胶质瘤细胞的杀伤作用。 

方法：构建 pEGFP-N3-CD 质粒，酶切、DNA 测序鉴定。全骨髓贴壁法分离培养骨髓间充质干细胞，脂质体 Lipofectamine2000

介导重组表达质粒 pEGFP-N3-CD 转染大鼠骨髓间充质干细胞。G418 筛选培养获取阳性克隆(BMSCs-CD 细胞)，免疫细胞

化学染色检测 BMSCs-CD 细胞的 CD 基因蛋白表达。Transwell 小室共培养 BMSCs-CD 细胞和 C6 胶质瘤细胞，24 h 后加

入前体药物 5-氟胞嘧啶，72 h 后 TUNEL、MTT、流式细胞术检测 C6 胶质瘤细胞的凋亡情况。 

结果与结论：构建的重组表达质粒 pEGFP-N3-CD 含完整的 CD 基因序列，CD 基因转染至骨髓间充质干细胞并在基因及蛋

白水平有完整表达。BMSCs-CD 和 C6 胶质瘤细胞体外共培养条件下，C6 胶质瘤的凋亡率呈剂量依赖性，与对照组相比差

异有显著性意义(P < 0.01)。结果提示体外共培养条件下，BMSCs-CD/5-氟胞嘧啶自杀基因治疗系统对 C6 胶质瘤细胞生长

有显著的抑制作用。 

关键词：胞嘧啶脱氨酶；转染；骨髓间充质干细胞；transwell 共培养；胶质瘤；基因疗法 

doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.27.006 
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0  引言 

 

资料表明，恶性胶质瘤的 5 年病死率仅次

于胰腺癌和肺癌居第 3 位，其 5 年存活率不足

5%。近 20 年来，胶质瘤的疗效及预后无明显

改善，寻求有效的治疗措施刻不容缓。近年来，

随着细胞生物学及分子生物学的发展，基因疗 
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法有望成为治疗胶质瘤的一个突破点。一些实

验成果已经试用于临床，取得了一定的效果
[1]
，

利用自杀基因的旁观者效应治疗胶质瘤就是其

中之一
[2]
。胞嘧啶脱氨酶(cytosine deaminase, 

CD)是存在于大肠杆菌和真菌中的一种代谢

酶，哺乳动物不含该酶。此酶可将原药 5-氟胞

嘧啶(5-Fluorocytosine,5-FC)代谢为 5-氟尿嘧

啶(5-Fluorouracil,5-FU)，从而导致载体的凋

亡。自杀基因作为目的基因可通过骨髓间充质

干 细 胞 (bone marrow mesenchymal stem 

cells,BMSCs)的定向迁移作用而向肿瘤定向递

送
[3]
。本实验构建了带有加强型绿色荧光蛋白

(enhanced green fluorescence protein，EGFP)

标记的 BMSCs-CD/5-FC 自杀基因治疗系统，

并在实验中观察了该系统体外对 C6 胶质瘤细

胞的抑制作用。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞体外培养及观察。  

时间及地点：实验于 2008-11/2009-08 在

青岛大学医学院附属医院脑血管病研究中心完

成。 

材料： 

细胞和实验动物：含 CD 基因的质粒

pWZLneoTKglyCD 由齐鲁医院马道新教授惠

赠，C6 胶质瘤细胞由青岛大学医学院附属医院

中心实验室隋爱华副教授惠赠。大肠杆菌

Escherichia Coli DH5α 及质粒 pEGFP-N3 购

自南通市百奥生物技术有限公司。SPF 级

Wistar 大鼠 30 只，1 月龄，体质量 80 g 左右，

雌雄不限，购自青岛市实验动物中心。实验过

程中对动物的处置参照国家科学技术部 2006

年发布的《关于善待实验动物的指导性意见》
[4]
。 

主要试剂：  

 

主要试剂 来源 

脂质体 Lipofectamine2000 Invitrogen 公司 

5-FC、G418、DMEM、MTT Sigma 公司 

绵羊抗-CD 多克隆抗体 Biogenesis 公司 

T4连接酶、EcoRⅠ和 XhoⅠ限制

性内切酶 

NEB 公司 

1 kb plus DNA ladder Tiangen 公司 

TUNEL 凋亡试剂盒、AnnexinⅤ

-FITC/PI 双染凋亡试剂盒 

碧云天 

 

实验方法： 

重组表达质粒 pEGFP-N3-CD 的构建：BamH

Ⅰ单酶切质粒 pWZLneoTKglyCD，得 CD 基因

片段，单酶切质粒 pEGFP-N3 成线性，连接酶

连接重组得重组表达质粒 pEGFP-N3-CD，常

规扩增、提取、酶切、测序。 

BMSCs 原代分离培养及鉴定
[5]
：无菌条件下取

80 g 左右 SPF 级 Wistar 大鼠双胫股骨，用含

体积分数为 10%胎牛血清的 DMEM 冲洗髓腔，

得全骨髓细胞悬液，调整细胞浓度 5×10
9
 L

-1
，接

种至 6 孔板，每孔接种悬液容积 3.5 mL(细胞密

度为 1.94×10
6
/cm

2
)。常规培养，72 h 初次换液，

细胞融合度达 90%以上，用 0.25%胰蛋白酶消

化传代。第 1 次传代按 1∶3 传代，以后按 1∶2

传代。一般三四天即传代 1 次。取第 4~6 代细

胞，流式细胞仪测定细胞表面抗原 CD29、

CD45、CD90 的表达。 

转染及筛选：取指数生长期 BMSCs 在 6 孔

培 养 板 中 进 行 转 染 。 转 染 步 骤 按 照

Lipofectamine2000 说明书进行。转染 24 h 后

加含终质量浓度 200 mg/L G418 的培养基加压

筛选，培养基使用条件培养基，荧光显微镜下

每日观察绿色荧光蛋白表达情况，镜下计数观

察 EGFP 表达的阳性细胞数量。阳性克隆形成

后转 24 孔板扩增培养。 

免疫细胞化学染色检测 CD 基因蛋白表达
[6]
：制

备转染与未转染CD基因的BMSCs和BMSCs- 

CD 细胞玻片，以 CD 多克隆抗体检测 CD 基因

蛋白的表达。 

高 效 液 相 色 谱 检 测 ： 6 孔 板 内 接 种

BMSCs-CD，每孔 2×10
5
，次日用含终质量浓

度为 100 mg/L 的 5-FC 的培养基换液。药物孵

育 72 h 收集培养上清，采用高效液相色谱测定

5-FU 浓度，检测波长 270 nm，以 BMSCs 为

对照。 

两种细胞共同培养：以 24 孔板、膜孔径为  

0.4 μm 的 transwell 共培养系统培养两种细胞。

上室接种BMSCs-CD或BMSCs，加液 200 μL；

下室接种 C6 胶质瘤细胞，加液 500 μL。细胞

浓度均为 2×10
8
 L

-1
。培养液统一使用 DMEM+

体积分数为 10%胎牛血清。第 2 天融合度在

80%~90%之间。加不同质量浓度 5-FC(0，50，

100，200 mg/L)，共培养 72 h 后检测 C6 细胞

的存活和凋亡情况。 

MTT 试验
[7]
：取不同质量浓度 5-FC 孵育 72 h

后的共培养系统的 C6 细胞，常规行 MTT 检测

细胞的存活率，设置空白组及对照组(空白组不

加细胞，对照组即 5-FC 为 0 mg/L 组)，检测波

长为 570 nm。计算公式：细胞存活率=实验组
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吸光度值/对照组吸光度值×100%。 

TUNEL 试验：取共培养细胞于 24 孔板中行 TUNEL

细胞检测。设阳性对照(另加 100 μL DNaseⅠ反应液)

和阴性对照(不加 TdT 液)。按照试剂说明进行，荧光显

微镜下观察。 

流式细胞仪检测：收集共培养系统中的 C6 胶质瘤细

胞，制成单细胞悬液，PBS 洗涤，按照 AnnexinⅤ- 

FITC/PI 双染凋亡试剂盒说明，调整细胞浓度，进行细

胞染色，上机检测，AnnexinⅤ-FITC
+
/PI

-
为凋亡细胞，

以凋亡率作为检测指标。以上室中不含 BMSCs 的共培

养体系作为对照。流式细胞仪自带软件进行数据分析处

理。 

主要观察指标：BMSCs 及 BMSCs-CD 的生长状

况，质粒 pEGFP-N3-CD 的转染率，pEGFP-N3-CD 与

C6 胶质瘤细胞共培养后 C6 胶质瘤细胞的凋亡情况。 

设计、实施、评估者：为本文作者，均经系统培训，

未采用盲法评估。 

统计学分析：应用 SPSS 13.0 软件进行统计学处

理。以x
_

±s 表示，进行方差分析(流式细胞仪检测所得百

分数数据经平方根反正弦函数转换后进行方差分析)和 t

检验。结果以 P < 0.01 为差异有显著性意义，P > 0.01

为差异无显著性意义。 

 

2  结果 

 

2.1  重组表达质粒 pEGFP-N3-CD 的构建  BamHⅠ

酶切质粒 pWZLneoTKglyCD 后回收 CD 基因，BamH

Ⅰ酶切质粒 pEGFP-N3 后回收线性质粒载体。取 2 μL

回收液行凝胶电泳，获得 1.28 kb 的 CD 基因及 4.7 kb

的线性 pEGFP-N3，见图 1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

T4连接酶于连接体系中进行连接反应。常规扩增、

抽提。测序证实所得重组质粒 pEGFP-N3-CD 含有 CD

基因，且其序列与基因库中 CD 基因序列一致。 

2.2  BMSCs 的分离培养及鉴定结果  原代细胞培养

在第 1 次换液后即可见到为数众多的贴壁细胞克隆集

落。胞体在贴壁初期较小，多呈短梭形、三角形、圆形。

几经换液传代纯化，细胞多呈长梭形，以均匀有序的成

纤维细胞样分布，呈漩涡状排列，杂质细胞明显减少，

见图 2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10 代以后的细胞胞体扩大呈菱形，多角形，胞内颗

粒增多，老化现象趋于明显。取第 4~6 代细胞，测定细

胞表面抗原 CD45，CD29，CD90 的表达。CD45 的表

达率不足 2%，而 CD29 和 CD90 的表达率在 95%以上。

可以认为所得细胞为 BMSCs 且纯度较高，见图 3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  重组表达质粒 pEGFP-N3-CD 的转染结果  见图

4，5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1  Recovered solution with 1% agarose 
electrophoresis displayed cytosine deaminase (CD) 
gene and linear carrier pEGFP-N3 existence 

    图 1  回收液行 1%的琼脂糖电泳显示 CD 基因和线性载体
pEGFP-N3 的存在 

 

CD target gene 

 1   2   M 

1: pWZLCD; 2: pEGFP-N3; M: 1 kb plus DNA ladder 

 

Figure 2  Bone marrow mesenchymal stem cells at passage 
5 were confluent, uniform, spindle-shaped, and 
whirlpool-shaped (×200) 

    图 2  第 5 代 BMSCs 培养第 2 天，细胞融合生长，形态均
一，呈梭形，呈漩涡长分布(×200) 

Figure 3  Surface markers of bone marrow mesenchymal 
stem cells at passage 5 

    图 3  第 5 代 BMSCs 表面标志的表达 

a: Positive rate of 

CD45 is 1.86% 

b: Positive rate of 

CD29 is 96.4% 

c: Positive rate of 

CD90 is 95.8% 

Figure 4  Green fluorescence in bone marrow mesenchymal 
stem cells-cytosine deaminase is expressed under 
fluorescence microscope after 24 h transfection 
(×400) 

    图 4  转染 24 h 后 BMSCs-CD 荧光显微镜下可见绿色荧光
表达(×400) 
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由图 4，5 可见，EGFP 基因与 CD 基因为融合基

因，转染成功者，荧光显微镜下可看到绿色荧光存在，

镜下计数，转染后带有绿色荧光的细胞最多能达到 10%

左右，命名为 BMSCs-CD。 

2.4  免疫细胞化学染色结果  应用 CD 多克隆抗体进

行常规染色显示，BMSCs-CD 细胞内有棕黄色颗粒表

达，见图 6；而对照组 BMSCs 和阴性对照均未见棕黄

色颗粒表达。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  TUNEL 试验结果  实验组细胞在荧光显微镜下可

见到大量的凋亡信号，见图 7；而对照组无细胞染色。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6  流式细胞术检测结果  流式细胞术检测 C6 细胞

凋亡率结果显示，实验组 C6 细胞最高凋亡率 20.7%，

见图 8；与对照组相比差异有显著性意义(P < 0.01)，见

图 9。说明共培养系统中的 C6 细胞对前药 5-FC 敏感，

见表 1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.7  MTT 试验结果  共培养系统中的 C6 胶质瘤细胞

存活率与对照组 C6 细胞的存活率相比，差异有显著性

意义(P < 0.01)，在实验范围内，C6 细胞的存活率随着

5-FC 的浓度升高而升降低，各组间细胞存活率差异有

显著性意义(P < 0.01)，见表 2。 

Figure 5  Green fluorescence in proliferative bone marrow 
mesenchymal stem cells-cytosine deaminase is 
expressed under fluorescence microscope (×200) 

    图 5  转移扩增后的 BMSCs-CD 荧光显微镜下绿色荧光表
达(×200) 

Figure 6  Cytosine deaminase polyclonal antibody staining in 
bone marrow mesenchymal stem cells-cytosine 
deaminase cells (3,3'-diaminobenzidine 
coloration,×400) 

    图 6  BMSCs-CD 细胞 CD 多克隆抗体染色 (DAB 显色，
×400) 

Figure 7  Under co-culture conditions, apoptosis of C6 cells 
(3,3'-diaminobenzidine coloration,×400) 

    图 7  共培养条件下 C6 细胞凋亡(DAB 显色，×400) 

FL1: Annexin-V-FITC FT2：PI 
 

Figure 8  Apoptotic rate of co-cultured C6 cells tested by flow 
cytometry is 20.7% in the experimental 
5-fluorocytosine 200 mg/L group 

    图8  实验组共培养条件下的C6细胞流式细胞术检测5-FC 
200 mg/L 组凋亡率 20.7% 

FL10: Annexin-V-FITC FT2：PI 
 

Figure 9  Apoptotic rate of co-cultured C6 cells tested by flow 
cytometry is 2.8% in the control group 

    图 9  对照组共培养条件下的 C6 细胞流式细胞术检测凋亡
率 2.8% 

   表 1  流式细胞术检测共培养条件下 C6 胶质瘤细胞的凋
亡率 

Table 1  Apoptotic rate of co-cultured C6 glioma cells tested 
by flow cytometry                    (x

_

±s, n=6) 

Cells  5-FC (mg/L) Apoptotic rate (%)  

BMSCs 0 7.02±1.73 

BMSCs 50 7.55±1.74 

BMSCs-CD 0 6.75±1.45 

BMSCs-CD 50 8.46±2.23 

BMSCs-CD 100 18.52±1.52
a
 

BMSCs-CD 200 25.37±1.15
a
 

 BMSCs: bone marrow mesenchymal stem cells; CD: cytosine 

deaminase; 5-FC: 5-fluorocytosine; 
a
P < 0.01, vs. other groups (raw 

data by the square root of the arcsine function of conversion) 
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2.8  高效液相色谱检测结果  以 5-FC 孵育的 BMS 

Cs-CD和BMSCs两种细胞进行药物质量浓度的检测结

果显示，BMSCs-CD 的培养上清可同时检测到 5-FC 和

5-FU 的存在，而 BMSCs 的培养上清内只有 5-FC 的存

在，见表 3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论  

 

p-EGFP-N3 载体是真核细胞表达载体。从结构上

看，该质粒具有多克隆位点，可插入目的基因；含有高

效的功能强大的启动子 SV40 和 PCMV，使其具有很强

的复制能力，可以使目的基因在增殖细胞中稳定表达，

满足随宿主细胞分裂时跟随胞质遗传给新生的子细胞；

载体带有 neo 基因，可以采用 G418 筛选已成功转染了

该载体的靶细胞。更重要的是该载体带有增强型绿色荧

光蛋白基因，它可在多种异源生物中表达且无细胞毒

性，由于其基因片段较小(约 717 bp)，易于构建融合基

因。在荧光显微镜下，用波长 490 nm 的紫外线激发后，

便可直接观察到绿色荧光，其敏感度高，为追踪、研究

目的基因的表达提供了极大的方便。将 CD 基因亚克隆

至 p-EGFP-N3 载体的 EcoRⅠ和 BamHⅠ的酶切位点

之间。经酶切，DNA 测序证实，融合基因构建正确。实

验中观察到，在转染后发出绿色荧光的阳性细胞的培养

液中，可以检测到 5-FU 的存在，说明目的基因功能完

整。两融合基因 EGFP 和 CD 均得到完整表达。 

BMSCs 是广泛存在于体内的一类成体干细胞，具

有自我复制、多向分化潜能和定向迁移的特性。临床取

材方便，来源丰富，体外培养较易，在临床应用方面可

实现自体移植，不受伦理方面的影响，这是 BMSCs 作

为基因载体功能时其他各类干细胞所不及的。神经干细

胞作为基因载体靶向治疗颅内胶质瘤在实验中取得一

些进展
[2]
，但目前的技术条件尚难为临床提供充足的神

经干细胞
[8]
。目前有关 BMSCs 的实验研究进展较快，

BMSCs 不仅具有低免疫原性，可广泛迁移，易于周围

组织整合，而且多种基因修饰的 BMSCs 其功能未发现

有明显缺陷，可在体内高效长期表达，并在相当长的时

期内保持本身特性不变
[9-13]

。有实验证实，颅内移植和

经颈内动脉移植的 BMSCs 可经过正常的大脑组织，向

肿瘤组织迁移，均匀分布在瘤体与脑组织交界处
[14]

。也

有实验发现，经颈内动脉途径移植的 BMSCs 主要分布

在瘤体内，且沿血管分布
[15]

。基因修饰后的 BMSCs 不

但保留了趋瘤性，而且达到了治疗肿瘤的目的。Hamada

等
[16]

以白细胞介素 2 基因转染 BMSCs，颅内移植治疗

9L 胶质瘤模型鼠，结果发现实验组鼠的生存期明显延

长。另外一些实验提示
[16-18]

：基因修饰的 BMSCs 治疗

胶质瘤，一方面转导的基因可抑制和杀伤肿瘤细胞，另

一方面，BMSCs 可分泌多种因子，这些因子本身具有

抑制肿瘤和保护脑组织的作用。 

CD/5-FC 自杀基因治疗系统已广泛用于实验中治

疗各种肿瘤模型，其主要通过‘旁观者效应’杀伤肿

瘤细胞
[19]

。其机制包括缝隙连接、细胞凋亡、免疫吞

噬等
[20]

。本实验中，构建了带有增强型绿色荧光蛋白的

重组质粒 p-EGFP-N3-CD，成功以脂质体为载体将其转

染入 BMSCs 得到 BMSCs-CD 细胞，且转入 BMSCs

的 CD 基因功能完整。实验显示，转染后的 BMSCs-CD

细胞与 BMSCs 在形态上变化不大，仍为三角形、长梭

形，胞体也未见明显增大。课题组设计了用 transwell

共培养系统，研究体外共培养条件下的 C6 胶质瘤细胞

的凋亡情况。为观察其‘旁观者效应’，应用了 0.4 μm

的膜孔径，防止 BMSCs-CD 细胞的迁移和对实验结果

的干扰。实验显示 5-FC 与 BMSCs-CD 单独存在时对

C6 细胞生长均无明显影响(P > 0.01)。实验中，共培养

条件下的 C6 细胞，随 5-FC 质量浓度的升高其凋亡率

增加 (P < 0.01)。共培养 72 h 后，在 200 mg/L 质量浓

度的 5-FC 作用下，C6 细胞的凋亡率最高达到 20.7%，

平均 0.183 8±0.015 6。共培养实验中两种细胞并无接

触，0.4 μm 的膜孔径也避免了 BMSCs-CD 细胞迁移，

说明旁观者效应除上述机制外还有其他机制在起作用。

可能是 BMSCs-CD/5-FC 系统分泌的毒性物质致使 C6

细胞的凋亡
[21]

。 

真核细胞的转染工具目前应用最多的是病毒载体，

其转染率高，但安全性是最大的临床应用障碍。非病毒

   表 2  MTT 检测共培养条件下 C6 胶质瘤细胞的吸光度值 
Table 2  Absorbance value of co-cultured C6 glioma cells 

tested by MTT                      (x
_

±s, n=6) 

Cells  5-FC (mg/L) Absorbance 

BMSCs 0 1.53±0.13 

BMSCs 50 1.54±0.10 

BMSCs-CD 0 1.31±0.08 

BMSCs-CD 50 1.06±1.10 

BMSCs-CD 100 0.86±0.06 

BMSCs-CD 200 0.71±0.10 

 BMSCs: bone marrow mesenchymal stem cells; CD: cytosine 

deaminase; 5-FC: 5-fluorocytosine; P < 0.01 among groups 

   表 3  5-FC 孵育后细胞培养液内 5-FU 质量浓度测定 
Table 3  Mass concentrations of 5-Fluorouracil (5-FU) in 

cell culture medium containing 5-fluorocytosine 
(5-FC)                        (x

_

±s, n=6, mg/L) 

5-FC 

(mg/L) 
24 h 72 h 96 h 168 h 

0 0 0 0 0 

50 0.299±0.010 0.689±0.042 0.897±0.090 0.845±0.096 

100 3.003±0.316 5.070±0.623 11.986±0.978 14.534±1.359 

200 11.284±1.461 22.477±3.164 71.877±8.216 146.614±11.829 

     

     

 

BMSCs: bone marrow mesenchymal stem cells; CD: cytosine 
deaminase; 5-FC: 5-fluorocytosine 
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载体中脂质体应用最多，安全性高，但转染率亟待提高。

脂质体转染率的高低与多种因素关系密切：脂质体的

量，及其与DNA含量、靶细胞数量三者之比，靶细胞的

生长状态、暴露时间及其对脂质体的耐受性，培养液成

分等。实验应用脂质体作为转染的工具，是出于应用安

全的初衷，却也避不开转染率低的缺点。实验中得到的

最高的转染率也仅为10%左右，与文献中一致
[22]

。基因

治疗的安全性和转染率是目前其发展亟待解决的问题。

相信，随着高转染率新的非病毒载体的发现和高安全性

病毒载体的构建
[23-24]

，基因治疗将会有更广阔的应用前

景。 
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