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文题释义： 

脑啡肽：属于内源性的阿片肽类的镇痛物质，最早在猪大脑中发现，脑啡肽由前脑啡肽原经酶切加工出

亮氨酸脑啡肽和蛋氨酸脑啡肽，两者通过与相应受体结合发挥镇痛作用。 

细胞镇痛：指移植体外培养的细胞株或者自体细胞至中枢神经系统疼痛调节部位，使其持续分泌信号转

导因子、镇痛蛋白等增加镇痛蛋白表达，从而发挥镇痛作用。 

 

摘要 

背景：有研究发现修饰的细胞株移植能够有镇痛效果，但人前脑啡肽基因修饰骨髓间充质干细胞系的生

物学特性的研究较少。  

目的：观察人前脑啡肽基因修饰骨髓间充质干细胞的生物学特性。  

方法：分离培养骨髓间充质干细胞，建立人前脑啡肽基因修饰的人骨髓间充质干细胞系。 

结果与结论：①锥虫蓝染色：冻存复苏后的 P4代人骨髓间充质干细胞、人骨髓间充质干细胞-pBABE

和人骨髓间充质干细胞-人前脑啡肽细胞活力差异无显著性意义(P > 0.05)；②流式细胞仪检测：P4代

人骨髓间充质干细胞、人骨髓间充质干细胞-pBABE 和人骨髓间充质干细胞-人前脑啡肽细胞的 CD29

和 CD44的表达均呈阳性，CD34和 CD45的表达均呈阴性；③成脂和成骨诱导：P4代人骨髓间充质

干细胞、人骨髓间充质干细胞-pBABE和人骨髓间充质干细胞-人前脑啡肽细胞之间脂肪细胞占总细胞

的比例比较差异无显著性意义(P > 0.05)，成骨诱导分化后，茜素红染色可见红色钙沉积；④PCR检测：

人前脑啡肽基因在 P4代骨髓间充质干细胞-pBABE细胞中高表达，在 P4代人骨髓间充质干细胞中低

表达；⑤免疫荧光染色：转染重组质粒 pBABE-人前脑啡肽的人骨髓间充质干细胞中可见脑啡肽蛋白表

达；⑥结果表明，人前脑啡肽基因修饰的人骨髓间充质干细胞系保持了骨髓间充质干细胞的多向分化潜

能或分裂增殖能力，并可分泌脑啡肽蛋白。 

关键词： 

干细胞；骨髓干细胞；脑啡肽；疼痛；基因；镇痛；骨髓间充质干细胞；反转录；病毒；生物学特性 

主题词： 

干细胞；组织工程；脑啡肽类 

 

Human preproenkephalin gene-modified bone marrow mesenchymal stem cell line: 

its biological characteristics 

 

Li Xin-mao (Department of Anesthesiology, the First Affiliated Hospital of Nanyang Medical University, 

Nanyang 473000, Henan Province, China) 

人前脑啡肽基因修饰的人骨髓间充质干细胞系 

病毒感染 

人前脑啡肽基因修饰的人骨髓间

充质干细胞系 

结局： 

人前脑啡肽基因修饰的人骨髓间

充质干细胞系保持有骨髓间充质

干细胞的多向分化潜能或分裂增

殖能力，并可分泌脑啡肽蛋白 

脑啡肽 



 

李新茂. 人前脑啡肽基因修饰骨髓间充质干细胞系的生物学特性 

P.O. Box 10002, Shenyang   110180   www.CRTER.org 2742 

www.CRTER.org 

Li Xin-mao, Master, 

Department of 

Anesthesiology, the First 

Affiliated Hospital of 

Nanyang Medical College, 

Nanyang 473000, Henan 

Province, China 

 

Corresponding author: Li 

Xin-mao, Department of 

Anesthesiology, the First 

Affiliated Hospital of 

Nanyang Medical College, 

Nanyang 473000, Henan 

Province, China 

 

Abstract 

BACKGROUND: Previous studies have found that the transplantation of modified cell lines exhibit 

analgesic effect. But little is reported on the biological characteristics of human preproenkephalin 

gene-modified bone marrow mesenchymal stem cell lines. 

OBJECTIVE: To observe the biological characteristics of human preproenkephalin gene-modified bone 

marrow mesenchymal stem cells.  

METHODS: Bone marrow mesenchymal stem cells were isolated and cultured to establish human 

preproenkephalin gene-modified bone marrow mesenchymal stem cell lines.  

RESULTS AND CONCLUSION: After freezing-thawing, passage 4 human bone marrow mesenchymal 

stem cells, human bone marrow mesenchymal stem cells-pBABE and human bone marrow mesenchymal 

stem cells-human preproenkephalin exhibited no significant changes in the cell viability (P > 0.05), as well 

as in the fat cell proportion after adipogenic induction (P > 0.05). Moreover, red calcium deposition was 

presented in all these cells by alizarin red staining after osteogenic induction. Flow cytometry results 

showed that passage 4 human bone marrow mesenchymal stem cells, human bone marrow mesenchymal 

stem cells-pBABE and human bone marrow mesenchymal stem cells-human preproenkephalin could 

express CD29 and CD44, but not express CD34 and CD45. Human preproenkephalin genes were highly 

expressed in human bone marrow mesenchymal stem cells-pBABE, but lowly expressed in passage 4 

human bone marrow mesenchymal stem cells. Additionally, recombinant plasmid 

pBABE-preproenkephalin-modified human bone marrow mesenchymal stem cells could express 

enkephalin protein. In conclusion, human preproenkephalin gene-modified human bone marrow 

mesenchymal stem cell lines can maintain the pluripotent differentiation or proliferation capacity of bone 

marrow mesenchymal stem cells, and secrete enkephalin protein. 

Subject headings: Stem Cells; Tissue Engineering; Enkephalins 
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0  引言  Introduction 

疼痛是目前医学尚未解决的问题，对人类的生活质

量造成严重影响，目前临床的镇痛药物治疗效果不满

意，生物镇痛能够模拟人体自身的生理分泌特点，具有

显著优势，在未来的镇痛治疗中有重要意义，其中转基

因细胞移植镇痛是发展潜力最大的镇痛研究方向。脑啡

肽属于内源性的阿片肽类的镇痛物质，最早在猪大脑中

发现，脑啡肽由前脑啡肽原经酶切加工出亮氨酸脑啡肽

(LEK)和蛋氨酸脑啡肽(MEK)，两者通过与相应受体结

合发挥镇痛作用。20世纪80年代兴起了细胞镇痛，细胞

镇痛指移植体外培养的细胞株或者自体细胞至中枢神

经系统疼痛调节部位，使其持续分泌信号转导因子、镇

痛蛋白等增加镇痛蛋白表达，从而发挥镇痛作用
[1-2]
。安

珂等
[3]
实验发现人前脑啡肽原修饰的永生化大星形胶质

细胞株移植能够成为“细胞微泵”，使其持续分泌和表

达脑啡肽，达到镇痛的效果；刘惠宁等
[4]
发现单纯疱疫

病毒Ⅰ型扩增子载体介导人前脑啡肽原表达，可以缓解

炎性疼痛；国外也有研究通过异体肾上腺髓质移植治疗

晚期癌性疼痛
[5]
。 

实验通过构建人前脑啡肽基因修饰的骨髓间充质

干细胞系，并对其生物学特性进行研究，为基因移植治

疗疼痛提供实验依据。 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  细胞学体外实验。 

1.2  时间及地点  实验于2011年3月至2013年4月在河

南省南阳医学高等专科学校第一附属医院实验室完成。 

1.3  材料  人骨髓标本来自河南省南阳医学高等专科

学校第一附属医院，经患者同意并签订知情同意书的骨

折切开修复的患者。 

1.4  实验方法 

1.4.1  人骨髓间充质干细胞的原代培养  将3 mL骨髓

液置于含胎牛血清的a-MEM培养液(Invitrogen公司)中

在37 ℃的条件下培养，72 h进行首次换液，以后每隔  

3 d进行1次换液。待细胞生长至90%以上融合时用胰酶

进行消化，α-MEM培养液终止消化，离心，弃去上清液，

α-MEM培养液重悬，重悬后细胞接种于培养瓶中(浓度

为1×10
6
个/cm)，培养瓶中加入胎牛血清，每隔2 d进行

1次换液，5 d进行传代，并在倒置显微镜下观察细胞生

长情况。 

1.4.2  人骨髓间充质干细胞向脂肪细胞诱导分化  将

100 mL含胎牛血清的α-MEM培养液中加入地塞米松、

胰岛素、IBMX和吲哚美辛制备诱导剂，滤膜过滤后保

存备用。将生长良好的P4代细胞用胰蛋白酶进行消化，

加入6孔板中爬片，细胞贴壁后，除去培养液，加入含
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有诱导剂的培养液培养，每隔3 d进行1次换液，15 d后

进行油红染色：爬片细胞用PBS洗涤，钙-甲醛进行固

定，PBS洗涤，油红进行染色，加入异丙醇5 min，PBS

洗涤，苏木精染色，水溶性封固胶封固。将未加入诱导

剂的细胞作为对照组在显微镜下进行观察拍照。 

1.4.3  人骨髓间充质干细胞向成骨细胞诱导分化  将

100 mL含胎牛血清的α-MEM培养液中加入地塞米松、

维生素C、β-甘油磷酸钠制备诱导剂，滤膜过滤后保存

备用。将生长良好的P4代细胞用胰蛋白酶进行消化，在

6孔板中爬片培养，细胞贴壁后，换成含有诱导剂的培

养液继续培养，每隔3 d进行1次换液，培养至20 d时进

行茜素红染色：将培养细胞用PBS液洗涤，乙醇固定，

蒸馏水洗涤，加入茜素红-Tris-HCl液37 ℃培养，水溶

性封固胶封固。将没有加入诱导剂的细胞作为对照组在

显微镜下进行观察拍照。 

1.4.4  细胞包装  将对数生长的PHOENIX-293T包装

细胞(河南省南阳医学高等专科学校)接种到6孔板中培

养，每孔1×10
4
个细胞，使细胞达孔底面积的65%。在

试管中配制DNA-脂质体Lipofactamine
TM

 2000复合物：

将质粒DNA(pBABE-人前脑啡肽和pBABE puro only)  

4 μg+Opti-MEM培养基250 μL混合孵育5 min，再将

Lipofectamine
TM

 2000脂质体10 μL和Opti-MEM培养基

250 μL混合置5 min，将两种溶液混合置25 min，加入

DMEM/F-12无血清培养基500 μL混合。用无血清

DMEM/F-12培养基洗涤细胞，在每个细胞培养孔中加

入上述制成的溶液，37 ℃条件下培养，约5 h换成正常

生长培养基培养，细胞生长至90%以上融合时进行传代

培养，同时设立对照组，对照组中不加入质粒DNA。培

养48 h后，换成含有嘌呤霉素的选择培养基进行扩增培

养，生成hMSCs-PEN细胞系，转染7 d后，pBABE-人

前脑啡肽组细胞和pBABE puro only组细胞部分存活，

部分死亡，对照组细胞都没有存活，对没有死亡的细胞

进行克隆，传代培养。 

1.4.5  分离单细胞克隆并培养  取pBABE-人前脑啡

肽组和pBABE puro only组对数生长的细胞，用胰蛋白

酶消化后吹打成单个细胞悬液，取少量细胞悬液进行锥

虫蓝染色，计数存活细胞，然后将细胞稀释成5，10，

50×10
3
 L

-1
的细胞悬液，分别接种到96孔培养板中，每

个孔中加入含有嘌呤霉素的选择培养基进行培养，倒置

显微镜下观察细胞生长情况，培养至5 d，培养孔中出

现大的克隆，待生长至孔底面积的1/3-1/2时进行消化，

接种到24孔板中继续培养，得到P293T-人前脑啡肽和

P293T-pBABE单克隆细胞。 

1.4.6  建立人前脑啡肽基因修饰的人骨髓间充质干细

胞系  取上述生长良好的稳定转染的P293T-人前脑啡

肽组和P293T-pBABE组细胞，以5×10
5
/cm的密度接种

于培养瓶中，当细胞生长至达瓶底80%时，用PBS洗涤，

加入含胎牛血清的α-MEM培养液培养24 h，收集病毒上

清液，用于感染细胞。将P3代生长良好的人骨髓间充质

干细胞以5×10
5
/cm的密度接种到6孔板中，代细胞生长

至达孔底约80%时，加入上述病毒上清液感染人骨髓间

充质干细胞，将没有加入病毒上清液的人骨髓间充质干

细胞作为对照组。感染48 h后，用PBS洗涤，用α-MEM

选择培养基培养，约7 d时，对照组所有细胞死亡，转

染病毒上清的人骨髓间充质干细胞部分存活，约14 d出

现阳性细胞集落，嘌呤霉素扩增培养，生成人骨髓间充

质干细胞-人前脑啡肽细胞系，空载体组为人骨髓间充质

干细胞-pBABE。取对数生长期的人骨髓间充质干细胞-

人前脑啡肽和空载体组人骨髓间充质干细胞-pBABE转

染细胞，胰蛋白酶消化，制成单细胞悬液，取少量悬液用

锥虫蓝染色，计算活细胞数量，将细胞悬液在离心管中稀

释成浓度5，10，50×10
3 
L

-1
，将其分别接种到96孔培养

板中，加入含嘌呤霉素的选择培养基培养，培养5 d右

出现较大克隆，待细胞生长达孔底1/3-1/2时进行消化，

然后接种到24孔培养板中继续扩大培养，得到人骨髓间

充质干细胞-人前脑啡肽人骨髓间充质干细胞-pBABE

单克隆细胞。细胞浓度至80%融合时用胰酶消化，加入

含有胎牛血清的α-MEM培养液终止消化，离心，弃去上

清液，α-MEM培养液重悬细胞，接种到培养瓶中培养，

2 d换液1次，5 d开始传代培养，倒置显微镜下观察细胞

形态变化。 

细胞冻存：选取对数生长的P4代人骨髓间充质干细

胞、人骨髓间充质干细胞-人前脑啡肽细胞和人骨髓间充

质干细胞-pBABE细胞，制成单细胞悬液，离心，去上清

液，将冻存液加入离心管，重悬细胞，分装后常规冻存。 

细胞复苏：从液氮罐中取出冻存细胞，37 ℃水浴

中解冻，吸出细胞悬液，置入离心管内，加入培养液吹

打悬浮，离心，弃去上清液，加入含胎牛血清的培养液

吹打，分装至培养瓶中培养，第2天进行换液。 

1.4.7  锥虫蓝染色法检测细胞活力  将复苏后的细胞

稀释成1×10
9
 L

-1
，进行锥虫蓝染色，显微镜下计数活细

胞和死亡细胞的数量，镜下活细胞没有染色，死亡细胞

被染成淡蓝色。计算细胞存活率，活细胞率=[活细胞总

数/(活细胞总数+死亡细胞总数)] ×100%。 
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1.4.8  流式细胞仪检测  选取对数生长的P4代人骨髓

间充质干细胞、人骨髓间充质干细胞-人前脑啡肽细胞和

人骨髓间充质干细胞-pBABE细胞，PBS洗涤，胰蛋白酶

消化，离心，吹打沉淀细胞，PBS洗涤，制成1×10
8
 L

-1

浓度的细胞悬液，加入EP管中，然后加入CD29，CD34，

CD44和CD45抗体孵育30 min，PBS洗涤，离心，制成

细胞悬液，用流式细胞仪检测细胞表面抗原的表达。 

1.4.9  转染前后对细胞进行成脂诱导和成骨诱导  选

取对数生长的P4代人骨髓间充质干细胞、人骨髓间充质

干细胞-人前脑啡肽细胞和人骨髓间充质干细胞- 

pBABE细胞，按上述方法进行诱导和染色，显微镜下观

察。随机选取8个视野进行观察，取平均值。计算脂肪

细胞比值，脂肪细胞比值=脂肪细胞总数/(脂肪细胞总 

数+非脂肪细胞总数)。 

1.4.10  PCR检测人骨髓间充质干细胞-人前脑啡肽细

胞系的人前脑啡肽mRNA的表达  采用异硫氰酸肌苯

酚法提取总RNA，总RNA反转录，合成cDNA：RNA，

加入H2O，再加入退火混合物中进行水浴和变性，得到

cDNA溶液，实时PCR扩增，Primer 5.0软件设计引物，

上游引物为5’-GCT GTC CAA ACC AGA GCT T-3’，下

游引物为5’-CTT CTG GCT CCA TGG GAT A-3’，PCR

产物片段长度161 bp。将产物进行琼脂糖凝胶电泳，紫

外分析仪上进行观察并拍照，如果出现电泳条带，表示

有人前脑啡肽阳性表达。 

1.4.11  免疫荧光法检测人骨髓间充质干细胞-人前脑

啡肽细胞系脑啡肽的表达  将处于对数其生长的人骨

髓间充质干细胞-人前脑啡肽细胞和人骨髓间充质干细

胞-pBABE细胞接种于含有多聚赖氨酸预处理的盖玻片

孔板中，待细胞长满时取出盖玻片，PBS洗涤，甲醇固

定，PBS洗涤，Triton-X100破膜，PBS洗涤。加入一抗

稀释液：兔抗人亮氨酸脑啡肽抗体，过夜孵育，PBS洗

涤，加入羊抗兔二抗稀释液孵育，PBS洗涤，加入DAPI

稀释液孵育，PBS洗涤，水溶性封固胶封固，荧光显微

镜下观察拍照。 

1.5  主要观察指标  各组细胞的成脂和成骨诱导情

况，人前脑啡肽基因的表达及脑啡肽蛋白的表达。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 18.0软件进行数据处理，

计量资料用x
_

±s表示，计量资料先进行正态和方差齐性

检验，两组间数据差异的比较采用t 检验，多组间均数

比较采用单因素方差分析或双因素析因分析，组间数据

的两两比较采用LSD法分析，P < 0.05为差异有显著性

意义。 

2  结果  Results  

2.1  培养的人骨髓间充质干细胞的形态  骨髓间充质

干细胞原代培养24 h时开始出现贴壁细胞，贴壁细胞多

呈多角形或者长梭形，贴壁细胞增殖比较快，培养至第

10天细胞达到90%以上融合。传代培养24 h内出现完全

贴壁，约第5天完全融合(图1A)。 

2.2  反转录病毒包装和克隆筛选情况  经过转染后的

PHOENIX-293T细胞筛选后3周，实验组细胞一部分死

亡，一部分存活(图1B)，对照组细胞均死亡。存活细胞

继续生长为抗性细胞克隆，克隆的周围细胞呈多边形，

呈放射状，中心细胞呈圆形，出现融合。单个细胞继续

扩大培养，细胞呈现多边形，继续扩大培养，得到

P293T-pBABE和P293T-人前脑啡肽单克隆细胞。 

2.3  病毒感染后的人骨髓间充质干细胞抗性细胞形态 

病毒感染后的人骨髓间充质干细胞筛选3周后，实验组

细胞一部分死亡，一部分出现抗性细胞克隆，对照组的

细胞均死亡。克隆细胞四周呈长梭形，出现放射性分布，

中心细胞呈多角形，有融合现象，单细胞克隆扩大培养

后，细胞呈多边形(图1C)，继续扩大培养，得到人骨髓

间充质干细胞-pBABE和-人前脑啡肽单克隆细胞。 

2.4  细胞的生物学特性 经过转染后人骨髓间充质干

细胞-pBABE和-人前脑啡肽细胞系为多边形或者梭形，

旋涡状分布。传代至15代，细胞的冻存和复苏对细胞的

形态和增殖没有影响。锥虫蓝检查冻存复苏后的P4代人

骨髓间充质干细胞、人骨髓间充质干细胞-pBABE和-人

前脑啡肽细胞活细胞的比例分别为(91.45±4.78)%，

(89.87±4.15)%，(90.65±3.21)%，组间差异无显著性意

义(P > 0.05)。表明冻存和复苏不影响转染后细胞的活力。 

2.5  人骨髓间充质干细胞的鉴定结果  流式细胞仪检

测显示：P4代人骨髓间充质干细胞、人骨髓间充质干细

胞-pBABE和-人前脑啡肽细胞的CD29和CD44的表达

均呈阳性，CD34和CD45的表达均呈阴性，且各组之间

比较差异无显著性意义(P > 0.05；表1)。 

2.6  转染前后各种细胞的成脂诱导和成骨诱导情况 培

养第3天可以看草细胞内出现脂滴，呈圆形或者椭圆形，

油红染色后出现橙红色，P4代人骨髓间充质干细胞、人

骨髓间充质干细胞-pBABE和人骨髓间充质干细胞-人前

脑啡肽细胞之间脂肪细胞占总细胞的比例为(79.33± 

4.43)%，(81.24±7.22)%，(80.87±4.23)%，差异无显著

性意义(P > 0.05)。成骨诱导分化后，茜素红染色可见

红色钙沉积，对照组未见红色钙沉积(图2)。表明3种细

胞在体外均可诱导分化为脂肪细胞和成骨细胞。 
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2.7 人骨髓间充质干细胞中人前脑啡肽基因的表达

PCR结果显示，P4代人骨髓间充质干细胞、人骨髓间充

质干细胞-pBABE和人骨髓间充质干细胞-人前脑啡肽

细胞均有Homo-GAPDH mRNA表达，3种细胞均可反转

录出特异性161 bp基因条带(图3)，其中人前脑啡肽基因

在人骨髓间充质干细胞-pBABE细胞中高表达，在P4代

人骨髓间充质干细胞中低表达。 

2.8  人骨髓间充质干细胞-人前脑啡肽细胞系脑啡肽

表达  免疫荧光染色结果显示：转染重组质粒pBABE-

人前脑啡肽的人骨髓间充质干细胞中脑啡肽蛋白表达

比较明显，而空载体组人骨髓间充质干细胞中脑啡肽蛋

白呈低表达(图4)。 

3  讨论  Discussion 

疼痛不仅对人们的生理和心理带来严重影响，也严

重影响生活质量，尤其癌性疼痛占据了一大部分，治疗

主要以外源性的阿片类药物治疗为主，但外源性镇痛药

物有不良反应大、成瘾性高等不少缺陷，限制了其在临

床的应用。随着医学的发展，细胞镇痛在疼痛领域越来

越受到重视，嗜铬细胞和交感神经节细胞等植入椎管内

能够持续分泌脑啡肽，产生镇痛效果，但这些细胞体外

获得和培养比较困难，临床应用受到限制。转基因细胞

移植作为一种新的方法，被广泛应用于各种疼痛的治疗

中，基因治疗包括下调疼痛基因和上调抗疼痛基因，转

基因移植治疗主要是通过上调抗痛基因的表达，达到镇

图 1  感染前后的人骨髓间充质干细胞形态 

Figure 1  Morphology of bone marrow mesenchymal 

stem cells before and after transfection 

图注：图 A为人骨髓间充质干细胞形态(×200)，传代

培养第 5天人骨髓间充质干细胞达到完全融合，贴壁

细胞多呈多角形或者长梭形；B为 PHOENIX-293T细

胞(×100)，筛选后 5 d，部分细胞死亡；C为病毒感染

后的人骨髓间充质干细胞形态(×100)，细胞扩大培养

后出现完全融合。 

 A  B  C 

图 2  人骨髓间充质干细胞向脂肪细胞和成骨细胞诱导分化(×400)

Figure 2  Human bone marrow mesenchymal stem cells 

differentiated into adipocytes and osteoblasts after adipogenic and

osteogenic induction (×400) 

图注：图 A为油红染色；B为茜素红染色。 

 A  B 

 A  B 

图 4  人骨髓间充质干细胞-人前脑啡肽细胞系脑啡肽表达(免疫

荧光染色，×400) 

Figure 4  Expression of enkephalin protein in human bone 

marrow mesenchymal stem cells-human preproenkephalin 

(immunofluorescence staining, ×400) 

图注：图 A为空载体组；B为人前脑啡肽组。箭头所指代表细胞

核。 

图 3  PCR检测人前脑啡肽 mRNA的表达 

Figure 3  Expression of human preproenkephalin mRNA by PCR

图注：A为 P4代人骨髓间充质干细胞；B为人骨髓间充质干细

胞-pBABE细胞；C为人骨髓间充质干细胞-人前脑啡肽细胞。人

前脑啡肽基因在人骨髓间充质干细胞-pBABE细胞中高表达，在

P4代人骨髓间充质干细胞中低表达。 

2 000 bp 

1 000 bp 

A         B        C      Marker 

表 1  各组人骨髓间充质干细胞表面标志物表达    

                              (x
_

±s，n=5，%)

Table 1  Expressions of surface antigens in three kinds of 

bone marrow mesenchymal stem cells 

表注：各组人骨髓间充质干细胞表面标志表达均差异无显著性意义

(P > 0.05)。 

表面 

标示物 

P4代人骨髓 

间充质干细胞 

人骨髓间充质干细 

胞-pBABE细胞 

人骨髓间充质干细 

胞-人前脑啡肽细胞 

CD29 100.32±2.15 101.87±2.76 100.45±2.43 

CD34 0.34±0.11 0.45±0.32 0.59±0.42 

CD44 96.98±1.23 97.01±1.79 95.41±2.02 

CD45 1.99±0.45 1.67±0.42 1.84±0.51 

GAPDH 

(450 bp) 

750  bp

500  bp

250  bp

100  bp
人前脑啡肽 

(161 bp) 
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痛的作用，研究发现：前垂体细胞 At T-20细胞转染人

前脑啡肽基因移植具有镇痛作用
[6]
；携带有人前脑啡肽

原基因的慢病毒载体 PSB251(pLV-Ubc-人前脑啡肽原)

可以感染 HEK293细胞
[7]
，MADB-106大鼠乳腺癌细胞

能够构建构建转移性骨癌疼痛模型
[8]
。细胞移植镇痛治

疗效果的好坏与移植细胞的选择有密切关系，早期的嗜

铬细胞等因细胞来源困难，存活率低等缺点，使其镇痛

效果不稳定。转基因神经细胞及体细胞来源有限，免疫

排斥反应不可避免。干细胞具有增殖能力强，可以多向

分化，在一定条件下可以分化为神经细胞，使其在细胞

移植镇痛中越来越受到重视。 

骨髓间充质干细胞在 1867年被首次提出
[9]
，随后

的研究发现骨髓间充质干细胞具有再生能力，可以分

化为其他谱系细胞
[10]
，有研究发现骨髓间充质干细胞

除了具有强大的多向分化和自我复制潜能外，移植后

基本不产生免疫抑制反应，可移植性比较好
[11]
，能够

分泌生长因子促进局部损伤的修复
[12-15]

，在临床被用

于多种疾病的治疗研究
[16-18]

。骨髓间充质干细胞的分

离和培养方法简单
[19-21]

，可通过流式细胞仪进行表面细

胞标记的鉴定
[22-23]
。骨髓间充质干细胞在体内基本不发

生免疫排斥反应，其机制可能为：通过抑制细胞增殖发

挥免疫抑制作用
[24]
，也有研究认为骨髓间充质干细胞通

过抑制 C3活化作用降低免疫排斥反应
[25]
，诱导 TREG

受体细胞的增殖和促进免疫耐受因子的表达抑制免疫

反应
[26]
。虽然目前对骨髓间充质干细胞的免疫排斥反应

较弱的机制不是十分清楚，但免疫反应弱的特点使其在

临床具有广泛的应用。骨髓间充质干细胞在临床主要用

于对肺部疾病
[27-28]

、肝病
[29-30]

、肾病
[31-33]

、神经退行性

疾病的治疗等方面
[34-38]

。 

因骨髓间充质干细胞是比较理想的移植细胞，将构建

的脑啡肽反转录病毒载体转染到人骨髓间充质干细胞构

建表达脑啡肽蛋白的骨髓间充质干细胞体系为转基因细

胞移植治疗疼痛提供了新的方法。实验发现人前脑啡肽基

因修饰的人骨髓间充质干细胞系保持有骨髓间充质干细

胞的多向分化潜能或分裂增殖能力，能够分泌脑啡肽蛋

白，可能作为基因治疗的种子细胞用于疼痛的治疗。 
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