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摘要 通过重组慢病毒系统感染人胎肝基质细胞(fetal liver stromal cells，FLSCs)，建立了能够稳定高效表达促红细胞生成素
(erythropoietin，EPO)的细胞株 EPO/FLSCs．从胎儿肝脏克隆 EPO基因，构建重组慢病毒 EPO的表达载体，感染 FLSCs，根
据荧光表达强弱进行流式分选，获得能够继续稳定传代的高表达 EPO基因的 FLSCs，RT-PCR和 ELISA结果证实，细胞株
中的 EPO 基因稳定表达．RT-PCR 结果显示， FLSCs 的 EPO 在 mRNA 水平的表达分别是未转染 FLSCs 和转染空载体
FLSCs的 5.63倍和 5.71倍． ELISA法检测了转染重组慢病毒 EPO表达载体的 FLSCs EPO蛋白表达水平，结果显示 EPO蛋
白的表达水平也明显升高．收集 EPO/FLSCs的条件培养基，体外诱导脐血 CD34+细胞向造血细胞分化，结果显示向红系定
向分化的细胞比例明显居多，有可能为临床细胞治疗提供稳定、高质量的细胞来源．
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红细胞输注是目前临床细胞治疗的常用手段，

可以用来治疗恶性血液疾病、遗传性疾病、重症免

疫缺陷等疾病，尤其适用于自身免疫性溶血性疾病

的患者、骨髓移植及既往有过输血反应的患者[1]．

但血细胞来源短缺仍然是临床面临的主要问题之

一，乙型肝炎病毒(HBV)、丙型肝炎病毒(HCV)等
病原体的污染也使临床用血的安全性受到了极大的

挑战[2-3]．因此，人们期望更为安全、有效的血细

胞资源．随着干细胞研究及其相关领域生物技术的

快速发展，使得人类有可能在体外定向诱导干细胞

分化为所需要的各种组织细胞以供临床应用[4]．近

年来，造血干细胞工程，尤其是以人胚胎干细胞作

为启动细胞的造血干细胞工程为许多临床疾病的治

疗提供了新的措施和希望，也为解决临床输血不足

提供了新的解决方法．

促红细胞生成素(erythropoietin，EPO)是促进
红系祖细胞的增殖、分化和红细胞成熟的主要刺激

因子，主要来源于肾脏和肝脏，而脑、肺、脾也能

少量产生[5-6]．EPO能促进造血干细胞向原始红细
胞分化，加速幼红细胞的分裂、增殖，促进血红蛋

白的合成[5-8]．近年来，随着基因工程技术的发展，

以及人们对基因重组促红细胞生成素(rh-EPO)研究
的不断深入，rh-EPO开始应用于肾衰、尿毒症伴
随的贫血、人类免疫缺陷病毒(HIV)相关贫血和心
肌梗死后的心肌损伤等临床疾病的治疗[9-12]．不同

组合的细胞因子能够促进造血干细胞体外扩增并向

红系细胞分化[13-14]．但各种细胞因子多为基因工程

产品，价格昂贵．因此，人们一直期望建立一种高

效、经济的诱导造血干细胞向红系分化的方案．本

研究建立了转 EPO基因的滋养层细胞，通过收集
胎肝基质细胞的条件培养基，促进脐血 CD34+细胞
向红系细胞分化，有可能为细胞治疗提供新的细胞

来源，并在组织工程和细胞治疗中发挥重要作用.
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1 材料与方法

1援1 材料

1援1援1 细胞质粒和菌株．人胎肝基质细胞 (fetal
liver stromal cells, FLSCs)为军事医学科学院输血医
学研究所分离保存；293FT细胞系购自 Invitrogen
公司；携带加强型绿色荧光蛋白 (enhance green
fluorescentprotein，eGFP)基因的慢病毒载体为意大
利 Luigi Naldini 教授惠赠 [15]；慢病毒包装质粒

pLP1、pLP2和包膜质粒 pLP/VSVG购自 Invitrogen
公司；pEasy T1 simple载体购自全式金公司；感受
态细胞购自天为时代公司．

1援1援2 主要试剂. TRIzol试剂、Lipofectamine 2000、
Opti-MEM誖玉培养基、高糖 DMEM和 DMEM/F12
培养基购自 Invitrogen 公司；Solution玉连接酶、
dNTP、TaqDNA 聚合酶、反转录试剂盒、DNA
Marker DL2000以及限制性内切酶 Nhe玉、Xba玉、
Pst玉购自大连宝生物公司；DNA回收试剂盒和质
粒提取试剂盒购自 Qiagen公司；胎牛血清(FBS)购
自 Gibco公司；MethocultTM GF H4434购自 Stem
Cell公司；淋巴细胞分离液购自天津中国医学科学
院血液学研究所；瑞氏 -吉姆萨染色液购自珠海贝
索生物技术有限公司；rhIL-3、rhSCF、rhEPO 等
均购自 R＆D 公司；鼠抗人 EPO 抗体购自 R＆D
公司；辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 IgG抗体购自
北京中杉金桥生物技术有限公司；细胞培养板购自

Nunc公司．
1援2 方法

1援2援1 慢病毒表达载体的构建．设计人 EPO基因
(NM_000799)编码区全长的 PCR 引物，正向引物
5忆 CGCTAGCGGATGGGGGTGCACGAATGT 3忆 ，
反向引物 5忆 CTCTAGAGGTCATCTGTCCCCTGT-
CCTG 3忆,在 2条引物中分别加入了 Xba玉和 Nhe玉
的限制性酶切位点，退火温度为 54.5℃，RT-PCR
方法自胎儿肝脏组织提取的总 RNA中克隆 EPO基
因，所得 PCR产物片段大小为 598 bp．EPO基因
连入 T载体后用 Xba玉和 Nhe玉酶切鉴定，酶切产
物回收纯化后连入慢病毒载体，重组慢病毒载体用

Xba玉和 Pst玉酶切鉴定，选择含插入片段的克隆
进行基因测序．

1援2援2 慢病毒包装．分别将慢病毒表达载体质粒

pBPLV-EPO 和阴性对照质粒与包装质粒 pLP1、
pLP2、包膜质粒 pLP/VSVG,在无血清 Opti-MEM誖玉
培养基中与 42 滋l lipofectamine2000混合，室温孵

育 20 min，形成 DNA-lipofectamine 2000复合物．
293FT包装细胞用含 10% FBS的高糖 DMEM同时
加入 0.1 mmol/L非必需氨基酸( NEAA)、2 mmol/L
L- 谷氨酰胺、1%青 - 链霉素和 500 mg/L G418的
培养基培养，细胞长至 90%汇合时，胰酶消化，
收集约 6伊106个细胞重悬于 5 ml的生长培养基中，
与 DNA-lipofectamine 2000复合物混匀，加入含有
5 ml生长培养基的 10 cm细胞培养皿中，37℃ CO2

孵箱中培养过夜，次日用含有 1 mmol/L丙酮酸钠
的完全培养基换液．转染 48～72 h后收集上清，
4℃，3 000 r/min离心 20 min去除细胞碎片，病毒
液用 0.45 滋m滤膜过滤后分装冻存于-80℃冰箱．
1援2援3 细胞转染和流式细胞术分选．取第 3 代
FLSCs以 3伊105/ml密度接种于 6孔板中，待其长
至 80%汇合时每孔加入 2 ml毒液,同时加入 6 mg/L
的聚凝胺(Polybrene)促进病毒的转染效率，转染 6 h
后换新鲜培养基，继续培养至 72 h．转染 24～72 h
于荧光显微镜下观察细胞转染效率，收集转染后的

细胞进行流式分选(fluorescence-activated cell sorting,
FACS)，获得高表达 eGFP的 FLSCs．
1援2援4 半定量 RT-PCR 方法检测转染细胞的 EPO
表达．分别取未转染的 FLSCs、转染空载体的
FLSCs和分选后强荧光表达的 FLSCs，提取细胞总
RNA后，用 RT-PCR方法检测 EPO基因在 mRNA
水平的表达，用 GAPDH 作为内参，其正向引物
5忆 CTGACTTCAACAGCGACACC 3忆；反向引物
5忆 TGCTGTAGCCAAATTCGTTGT 3忆，片段大小
110 bp．PCR反应条件：94℃ 5 min预变性；94℃
30 s，53.5℃ 30 s，72℃ 30 s，扩增 30 个循环；
72℃延伸 7 min．PCR产物用 1%琼脂糖凝胶电泳，
用 Alpha Imager3300软件分析结果．
1援2援5 ELISA双抗体夹心法检测 EPO蛋白分泌量
的变化．收集培养细胞上清液，EPO 单克隆抗体
(1∶500稀释)包被 ELISA酶标板，100 滋l/孔，室
温孵育过夜．次日用含 0.05% Tween20的 PBS溶
液洗涤每孔 3次，1% BSA 37℃封闭 2 h．加入培
养细胞上清液 100 滋l/孔，37℃孵育 2 h，PBS洗涤
3次，按 100 滋l/孔加入生物素化的 EPO检测多克
隆抗体，37℃孵育 2 h，PBS洗涤，加入 HRP标记
二抗，37℃孵育 30 min，PBS洗涤 3次，每孔加入
50 滋l终止液终止．酶标仪 450 nm波长检测各孔吸
光度值(A )．根据样品 A 值在标准曲线图上位置查
出相应各组细胞培养上清中 EPO的含量．
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Fig. 1 Identification of recombinant plasmid
by restrict endonuclease digestion

M: DL2000 marker; 1: Recombinant T vector cut with Xba玉/Nhe玉; 2:

Recombinant lentiviral plasmid cut with Xba玉/Pst玉．

1援2援6 体外诱导脐带血 CD34 +细胞向红系细胞分化.
a．脐带血 CD34 +细胞的分离．脐血按 1∶1

与 PBS混匀，加入总体积 1/4的 0.5%甲基纤维素，
混匀后室温静置 30 min，吸取血浆层，1 800 r/min
离心 5 min，弃上清，细胞用 PBS重悬，按 1∶1
缓慢加入淋巴细胞分离液 Ficoll(1.0770依0.0002) g/L
界面上，采用密度梯度离心法(4℃，1 800 r/min离
心 25 min)分离脐血单个核细胞(MNC)．吸取中间
界面的MNC层，用 PBS洗涤 3次，调整细胞浓度
备用．

b．脐血 CD34 +细胞的标记．每 108个脐血

MNC重悬于 300 滋l PBS中，加入 100 滋l非特异阻
断性抗体 FcR封闭剂，混匀，再加入 100 滋l磁珠
偶联的 CD34单克隆抗体(QBEND10)，混匀，4℃
孵育 30 min后用 PBS洗涤 2次，1 800 r/min离心
5 min，然后用 PBS重悬备用．

c． 脐血 CD34 +细胞的分选．将分离柱置于
磁场中，用 PBS冲洗分离柱，将标记的脐血 MNC
悬液缓慢加入分离柱，待其自然流出后用 500 滋l
PBS洗涤未结合的细胞．将分离柱移出磁场，加
1 ml PBS加压洗脱分离柱吸附的细胞，收集的细
胞为 CD34 +细胞．
1援2援7 诱导脐血 CD34 +细胞向红系分化．转染的
FLSCs于高糖 DMEM和 DF12培养基 1∶1混合后
加入 10% FBS的培养基培养．待细胞长至 80%汇
合时，改为含 10%血清的 IMDM培养基培养，经
96 h培养后收集条件培养基．同时，细胞以 1∶2
传代培养，连续收集 6代．使用前，条件培养基以
0.22 滋m的滤器过滤．阳性对照组培养条件如下：
IMDM培养基添加 10%胎牛血清，其中加入 3U/ml
EPO、10 滋g/L IL-3、50 滋g/L SCF．阴性对照组培
养条件如下：IMDM培养基添加 10%胎牛血清．
1援2援8 集落形成(CFCs)实验. CD34+细胞以 1伊104/孔
密度接种于半固体培养基 MethocultTM GF H4434
中，每种条件培养 3孔，置于 37℃，5% CO2孵箱

中培养至 21天，分别于第 7天、第 14天、第 21
天在倒置显微镜下计数 CFU-E、CFU-GM、CFU-
GEMM集落数，取 3个平行孔计数的平均值，比
较不同培养条件对 CFCs扩增的影响．
1援2援9 细胞形态学观察及瑞氏吉姆萨染色．在半固

体培养基中培养 14天后，将细胞由培养基中吸出，
PBS洗涤后离心，弃上清,加入少量 PBS将细胞制
成悬液，取适量涂片，待片子完全晾干后加入 4%
多聚甲醛固定 10～15 min，用瑞氏吉姆萨染液染

色，于显微镜下观察，发现细胞着色后冲去染色

液，观察、拍照．

1援2援10 细胞免疫荧光检测．诱导 14天后将细胞从
培养基中吸出，PBS洗涤后离心，弃上清，加入
100 滋l PBS将细胞制成细胞悬液，取适量涂片，待
片子完全晾干后用 4%多聚甲醛固定 10～15 min，
用 PBS洗涤细胞，加入 CD71-FITC抗体，于室温
孵育 30 min，用 PBS洗涤 2次，于荧光显微镜下
观察、拍照．

1援2援11 流式细胞检测．收集诱导的细胞，胰酶消

化制成细胞悬液，取 3伊106个细胞，PBS 洗涤一
遍，分别置于 1.5 ml的 EP管中，分别加入小鼠抗
人 GPA-PE、 CD71-FITC 抗体，阴性对照加小鼠
IgG-PE和小鼠 IgG-FITC，室温下避光作用 30 min.
1 200 r/min离心 5 min后弃上清，PBS洗涤 2遍，
流式细胞仪分析所有细胞中各表面标志物阳性细胞

的比率．

1援2援12 统计学处理．各组数据均以(x 依 s)表示，
采用 SPSS 11.0软件进行统计学分析．配对组间比
较采用 t检验，组间比较采用方差分析，P < 0.05
为存在显著性差异．

2 结 果

2援1 慢病毒载体 pBPLV鄄EPO的构建及鉴定
重组 T载体用 Nhe玉和 Xba玉双酶切，重组慢

病毒载体用 Xba玉和 Pst玉双酶切，均得到目的片
段 EPO (图 1)，经基因测序证实与 GenBank报道的
序列完全一致，重组质粒构建成功．
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750

1 000

2 000
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Fig. 4 RT鄄PCR analysis of EPO gene
expression in FLSCs

(a) Expression of EPO. (b) Expression of GAPDH. (c) Relative amount

of EPO. M: DL2000 marker; 1: Untransfected group; 2: Negative control

group; 3: pBPLV-EPO transfection group.

Fig. 2 Producing lentivirus in 293FT cells
by fluorescence microscope

(a) The appearance of multinucleated syncitia of 293FT cells. (b) The

eGFP expression of 293FT cells producing lentivirus for 48～72 h.

Fig. 3 eGFP expression of non鄄sorted
and sorted transfected鄄FLSCs

(a) Transfected FLSCs cultured for 72 h. (b) eGFP expression of sorted

FLSCs.

2援2 慢病毒的包装

293-FT细胞包装慢病毒 24 h后，于荧光显微
镜下即可见细胞中有绿色荧光蛋白的表达，并且由

于 VSVG糖蛋白使 293FT融合的作用，见到多细
胞合胞体的大量形成(图 2a)，且呈现绿色荧光的细
胞在包装 48～72 h后超过 98%(图 2b)，病毒包装
质量较高．包装 72 h后，收集毒液过滤备用．

2援3 流式细胞术检测慢病毒转染 FLSCs效率与细
胞分选

包装好的慢病毒转染 FLSCs，24 h后于荧光显
微镜下观察，发现表达绿色荧光蛋白的细胞很少，

持续培养至 72 h后，表达 eGFP的细胞逐渐增多，
但总数不超过 10% (图 3a)．为获得高表达慢病毒

表达载体的细胞，对转染 72 h的 FLSCs根据 eGFP
阳性表达进行流式分选，获得其中仅 5%的强表达
eGFP的细胞，分选后细胞荧光显微镜下观察，表
达 eGFP的细胞基本达 100% (图 3b)．
2援4 EPO基因在 FLSCs中的表达鉴定

RT-PCR检测转染空载体和荧光表达 FLSCs的
EPO基因在 mRNA水平的表达．在未转染细胞和
转染空载体的细胞中 EPO表达水平较低，过表达
EPO基因的 FLSCs，EPO在 mRNA水平明显高于
未转染组和转染空载体的细胞(图 4a, b)．结果用
Alpha Imager3300分析软件进行灰度扫描分析，荧
光表达细胞的 EPO在 mRNA水平表达与未转染细
胞和转染空载体细胞相比具有显著性差异(P<0.05),
分别为未转染细胞和转染空载体细胞的 5.63倍和
5.71倍．

2援5 ELISA双抗体夹心法检测 EPO蛋白的表达
收集各组细胞的培养上清，ELISA 法检测

EPO蛋白的分泌量，结果显示，转染 pBPLV-EPO
的细胞，上清中 EPO含量高于未转染和转染空载
体的细胞，转染 pBPLV-EPO 的细胞 EPO 蛋白含
量达 263 U/L，与未转染和转染空载体细胞相比较
具有显著差异(P < 0.05)．
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Fig. 7 Fluorescent immunocytochemistry analysis
of CD71 expression

(a) IMDM +10% FBS +SCF、 IL-3、 EPO. (b) IMDM +10% FBS. (c)

Conditioned medium.

Fig. 6 The hematopoietic colonies came from CD34 cells
treated with conditioned medium

(a) The cells derived from CD34 + cells could form typical CFU-GM,

CFU-GEMM and CFU-E colonies after being cultured with conditioned

medium. (b) The cells is stained by Wright-Giemsa.

2援6援2 免疫荧光检测．用免疫荧光法分别检测了对

照和条件培养基诱导脐血 CD34+细胞 14天后产生
的造血细胞红系相关标志 CD71的表达情况，结果
可见条件培养基诱导的细胞呈现绿色荧光的比率明

显高于对照组(图 7)，进一步证实了集落形成实验
的结果．

2援6援3 流式细胞检测．在诱导过程中收集诱导 14
天的细胞进行流式分析，结果表明 3种不同的培养

CFU number

Day Medium Total number E

7 IMDM+10%FBS 3.7 依 0.2* 1.2 依 0.1*

IMDM+10%FBS+SCF、IL-3、EPO 12.3 依 0.5** 3.0 依 0.6**

Conditioned medium 14.2 依 0.4 6.7 依 0.9

14 IMDM+10%FBS 5.4 依 0.3* 1.4 依 0.2*

IMDM+10%FBS+SCF、IL-3、EPO 26.7 依 1.0** 13.3 依 1.0**

Conditioned medium 34.1 依 1.8 16.1 依 0.5

21 IMDM+10%FBS 5.1 依 0.7* 0.8 依 0.1*

IMDM+10%FBS+SCF、IL-3、EPO 25.5 依 1.9** 12.2 依 0.8**

Conditioned medium 34.6 依 1.6 17.5 依 1.3

* P < 0.05, compared with the conditioned medium group; ** P < 0.05, compared with the conditioned medium group(n=3).

Fig. 5 Secretory volume of EPO protein in culture
supernatants detected by ELISA

1: Untransfected group. 2: Negative control group. 3: pBPLV-EPO

transfection group.

2援6 脐血 CD34 细胞向红系细胞分化

2援6援1 将不同条件下培养的细胞接种于半固体培养

基中检测其克隆形成能力，培养 6天后即可在半固
体培养基中观察到造血集落的形成．随着培养时间

的延长集落的数量逐渐增多，并于第 14天达到峰
值，此时在显微镜下对不同培养条件下所产生的造

血集落进行计数．结果表明，条件培养基诱导产生

的细胞接种于半固体培养基后产生的造血克隆最

多，且多为红系克隆，与对照组相比具有显著差异

(表 1)．为了进一步观察诱导产生集落的形态，对
条件培养基诱导 14天的细胞进行瑞氏吉姆萨染色，
结果可见较多幼红细胞和少数粒细胞 (图 6)．

Table 1 The colony forming ability of CD34+ cells treated with different medium
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3 讨 论

红细胞源于骨髓多能造血干细胞，是血液中数

量最多的一种血细胞，在全血中容积百分比约为

50%，通过血红蛋白起着运输氧和二氧化碳的重
要生理功能．红细胞输注是目前治疗贫血的常用手

段[16]．为了缓解临床应用的压力，近年来越来越多

的研究人员致力于体外诱导红细胞的研究，并建立

了多种诱导红细胞生成的体系如细胞因子诱导体

系、饲养层共培养体系等[17-22]．造血干细胞在体外

向红细胞定向诱导分化，可以扩增产生大量的红细

胞和少量粒细胞的前体细胞．将体外诱导的细胞混

以细胞代用品予以患者输入以替代传统的血细胞，

这不仅可在一定程度上缓解血细胞来源紧张的问

题，在输血安全性和预防血源性感染等方面亦具有

一定的优势，在细胞治疗方面亦具有广阔的应用前

景．然而，诱导使用的各种细胞因子多为基因工程

产品，成本较高，诱导效率仍难以满足临床需要，

异源饲养层的危险性也极大地限制了其应用前景．

红细胞的产生受到造血因子和造血干细胞自身

内在基因的共同调控，其中促红细胞生成素(EPO)
是其产生的最重要的因子．EPO是一种糖基化的

蛋白质激素，可促进红系前体细胞增殖分化为成熟

的红细胞．EPO缺乏时，红系前体细胞将被降解
死亡．因此，EPO通过抑制红系祖细胞凋亡及刺
激红系祖细胞的增殖分化来调节红细胞的产生[23-24].
EPO 与位于造血干细胞的特殊受体相结合，使与
受体相连的 JAK2发生磷酸化而被激活，从而促进
造血干细胞增生分化，使之定向发育成为成熟的红

细胞．EPO 缺乏时，红系前体细胞将被降解死
亡．因此，EPO通过抑制红系祖细胞凋亡及刺激
红系祖细胞的增殖分化来调节红细胞的产生[25-26]．

基于以上的研究背景，我们希望建立一种高效率、

低成本的造血干细胞向红系细胞定向诱导分化的

方法．

慢病毒载体是一种新型病毒载体，病毒大部分

基因被删除或替换，不具备自身复制能力，且因为

删除了 LTR 3忆 U3使病毒不能产生病毒 RNA，可
自身灭活，具有获得病毒周期短、滴度高、宿主范

围广、可以感染分裂与非分裂细胞、在稳定整合宿

主基因组的基础上增加了高效感染细胞及高表达外

源蛋白且能逃避甲基化抑制等特点．慢病毒载体系

统的这些特点使其在分子生物学和细胞生物学等多

种学科多个领域得到了广泛应用．

Fig援 8 Flow cytometric analysis of GPA and CD71 expression
(a) IMDM+10%FBS+SCF, IL-3, EPO. (b) IMDM+10%FBS. (c) Conditioned medium.

体系均能诱导脐血 CD34 +细胞向造血细胞分化．
在不添加任何因子的情况下，脐血 CD34 +细胞向
造血细胞分化的诱导效率较低，GPA 和 CD71阳
性率分别为 7.28%和 5.32%. 在添加细胞因子 SCF、
IL-3和 EPO的情况下，脐血 CD34 +细胞向造血细

胞分化的能力明显增强，GPA和 CD71 阳性率分
别为 79.63%和 28.65%．条件培养基则能更为高效
地诱导脐血 CD34 +细胞向造血细胞分化, GPA和
CD71阳性率分别为 92.79%和 42.71% (图 8)．
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本研究应用慢病毒系统建立了稳定表达 EPO
基因的 FLSCs，持续分泌一定量、具有生物学活性
的 EPO蛋白，从而避免了添加外源细胞因子，极
大地降低了实验成本．进一步用表达 EPO基因的
FLSCs条件培养基诱导脐血 CD34 +细胞向造血细
胞分化，并通过集落形成实验、瑞氏吉姆萨染色、

免疫荧光检测和流式细胞检测等方法对诱导的细胞

进行了相关鉴定，结果显示诱导的细胞呈现红细胞

的形态特征．条件培养基诱导的细胞红系相关标志

GPA和 CD71 的表达比率明显高于对照组．这表
明与对照组相比，稳定表达 EPO基因的 FLSCs的
条件培养基更能高效地诱导脐血 CD34 +细胞向红
系细胞分化，同时避免了异源饲养层所带来的污

染，为以胚胎干细胞或造血干细胞为启动细胞的大

规模诱导产生红细胞奠定了基础，也有可能成为细

胞治疗和未来输血医学新的细胞来源．
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Differentiation of CD34 Cells Into Erythroid Cells by Human Fetal Liver
Stromal Cells Expressing Erythropoietin*
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Abstract Erythropoietin (EPO) plays an important role in modulating proliferation and differentiation of
erythrocytes. The fetal liver stromal cell lines(FLSCs) expressing EPO has been established steadily by lentiviral
system. The EPO gene was cloned from human fetal liver by RT-PCR. The EPO recombinant lentiviral plasmid
was steadily transfected into FLSCs. The efficiency of virus transfection was identified by expression of enhanced
green fluorescence protein (eGFP) analyzed by fluorescence microscope, then the high eGFP espression FLSCs
were sorted by fluorescence-activated cell sorting (FACS) according to strong eGFP expression. Analysis of strong
eGFP expression was detected by RT-PCR and ELISA. The EPO expression at mRNA level of strong eGFP
expression FLSCs are 5.63 and 5.71-fold for the FLSCs no transfected and the FLSCs transfected by the control
lentivirus. And at protein level, the content of EPO expression is 263 U/L. Then the supernatant from the EPO
transfected FLSCs could induce the CD34+ cell differentiated into hematopoietic cell, especially erythrocytes.
This would provide an alternative for cell therapy and blood cell transfusion.
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