附件

“HGF基因修饰骨髓间充质干细胞对新生鼠缺氧缺血性脑损伤的保护作用及机制研究”项目招标服务内容

1.载体构建及细胞转染

 （1）构建HGF腺病毒载体    运用AdEasy System试剂盒及质粒 pTE-TPE-GM包装含有HGF-cDNA的腺 病毒载体，并进行腺病毒的滴度测定。 

（2）骨髓间充质干细胞的分离、培养及鉴定SD大鼠处死后，无菌条件下取出双侧股骨，暴露骨髓腔。利用DMEM/F12培养液反复冲洗 ，将腔内 骨髓全部冲出，制成单细胞悬液，充分混匀后离心弃上清，沉淀用DMEM/F12培养液重悬后再洗涤2次。 细胞沉淀用含有10%胎牛血清的DMEM /F12培养液重悬后接种于培养瓶，置培养箱中培养，获得第4代BMS Cs备用。利用流式细胞仪对培养获得细胞进行特异性表面标志物检测证明所培养细胞为BMSCs。 

（3）腺病毒载体介导HGF-cDNA转染骨髓间质干细胞取对数生长期的SD大鼠骨髓间充质干细胞，加入HGF腺病毒载体稀释液共孵育1小时后，洗涤病毒载 体稀释液，将骨髓间充质干细胞在常规养基中继续培养24小时后待用。同时，分别取HGF腺病毒载体转 染后2、4、6、8、10天骨髓间充质干细胞培养基使用ELISA试剂盒检测HGF表达情况以评估是否转染成功 。

 2.动物实验 
（1）运用Levine/Vannucci法建立新生鼠缺血缺氧动物模型选用出生7天的SD乳鼠，结扎右侧颈总动脉后置于37℃缺氧箱（氧浓度为10%）中90分钟，之后根据 不同实验分组进行干预处理。

（2）根据实验分组移植HGF转染的BMSCs、BMSCs及注射生理盐水进入SD乳鼠侧脑室并检测移植后BMSCs在脑组织中的分布。 

（3）检测移植HGF转染的BMSCs对缺氧缺血脑损伤的保护作用    

  ① 采用TTC染色评估脑梗死面积并用imageJ软件测出梗死面积，以评估移植HGF转染的BMSCs对缺 氧缺血脑损伤的保护作用；   

  ② 利用ELISA、western blot及realtime-PCR检测HGF以及其下游分子MEK、PI3K、Bcl-2在脑组织 内的表达，确定信号通路“X”；     

 ③ 初步探讨保护机制：利用TUNEL试剂盒检测凋亡细胞；免疫荧光染色检测脑损伤区域血管密度 、血管内皮前体细胞的表达及分布、神经干细胞的表达及分布。

 (4) 神经行为学评价：于移植后7天、28天对不同实验组进行mNSS评分及Y迷宫试验，以评估不同干预处 理后试验动物学习、记忆等神经功能改变。

3、细胞实验 

（1）新生SD大鼠神经元原代培养     0.125 %胰蛋白酶37℃水浴震荡消化新生SD大鼠大脑皮质，使用加入10%胎牛血清、1%Glutamax、1% 丙酮酸钠的DMEM作为接种培养基，接种4h后即将接种培养基换为Neurobasal加2%B27作为维持培养基， 可获取纯度在95%以上的皮质神经元。 

（2）神经元氧糖剥夺缺氧缺血损伤模型采用三气培养箱( 2%O2 + 93%N2 + 5%CO2 )联合无糖培养基来模拟缺血缺氧性脑损伤。 

（3）根据实验分组对神经元细胞进行不同干预实验功能分为正常对照组、缺氧缺血组、缺氧缺血+HGF-BMSCs组、缺氧缺血+HGF-BMSCs+X通路阻滞剂组。 

（4）检测移植HGF-BMSCs对神经元缺氧缺血损伤的保护作用利用免疫荧光染色检测神经元形态变化，利用TUNEL试剂盒检测神经元凋亡。 

（5）再次确定信号通路X的保护作用利用western blot及realtime-PCR比较不同实验组中信号通路X中各级信号分子表达水平。

