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摘 要 探讨人核糖核酸抑制因子(hR1)基因在人脐血干细胞 中的转染及表达情况，及转染后对小鼠 B16黑色素瘤生长的影 

响 用免疫磁珠分离系统(MACS)分 离纯化人脐血 CD34 细胞后，用制备的含 hRl基因的逆转录病毒上清转染脐血 CD34 细 

胞 ．采用克隆形成法和 PCR法检测转染效率，Western．blot和免疫荧光法检测基因表达，同时观察 RI对荷瘤 C57BL小鼠 B16黑 

色素瘤 生长的影响 应用 MACS能高度纯化人 脐血 CD34 细胞 ，使 分选后 的脐血 CD34 细胞纯 度平均达 96．15％：hRI基 因能 

够转染到脐血 CD34 细胞上，转染效率达 35％，Western．blot和免疫荧光检测转染后 CD34 细胞 hR1基因有阳性表达 经转 

hRl CD34 细胞治疗 ，使小鼠 B16黑色素瘤的生长速度减慢，成瘤率和瘤重降低，成瘤潜伏期延长 
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Abstract In order to explore the trans ction and expression of hRI gene on human umbilical bloo(1 stem cells．and observe it’ 

S effect on the tumor growth．After enriching human umbilical cord blood CD34 cells with a high—gra(1ient magnetic('ell sorting 

system (MACS)，transfected them with supernatant of retrovirus containing human Ribonuclease inhit}itol"(hR1)cDNA．Hema． 

topoietic progenitor clonogenic assay and PCR were used to evaluate transfeetion efficiency，and~／eslem—blot and immune fluo— 

rescence were used to evaluate the expression quantity of hRl gene after transfeetion．()bser~ e the effect of RI on the growth of 

melonoma in BI6C57BI mice．The results showed that human umbilical blood CD34 eells wel e highly purified by MACS． 

which made the purity of human umbilical blood CD34 cells average 96．1 5％ ．hRl can be transfe(·ted on umbilical blood 

CD34 cells，and the transfection efficiency was 35％ ．The positive expression of hRl gene()n transfected CD34 (：ells is iden— 

tiffed by Western—blot and immune fluorescence assay．Mice injected with transfeeted CD34 cells shm̂ a significant restraint of 

the tumor growth，a lower efficiency of tumor formation，a lower weight of the tumor and a longer incubation period of tumor for． 
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mation with respect to the control groups．The results demonstrated the capacity of RI to inhibited the tumor growth by blocking 

the vaseulature in tumor． 
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近年来，抑制肿瘤血管生成治疗肿瘤的研究，为 

解决肿瘤治疗开辟了新途径。至今为止，已有很多 

的血管阻断剂被发现。但由于没有高浓度、作用时 

间长的阻断剂及其复杂的提取过程影响了临床应 

用 ’ 。基 因治 疗 可 以在 一定 程 度 上 解决 这 个 问 

题 J。人核糖核酸酶抑制因子(human Ribonuclease 

inhibitor，hRI)是广泛存在于哺乳动物细胞内的一种 

糖蛋白，其分子量为50kD，是 RNA酶 A的体内抑制 

剂 ，它可以保护 RNA免受 RNA酶 A的降解 ，参与基 

因的表达与调控，是具有重要功能的一种蛋白质 J。 

血管生成因子(Angiogenin，Ang)是肿瘤细胞和正常 

细胞分泌的具有强烈的诱发血管生成活性的蛋白 

质 。RI能与 Ang紧密结合，阻断其作用。体外 

实验已经证实 hRI基因能够抑制实体瘤的生长 j。 

脐血干细胞作为基因治疗的靶细胞，具有强的增殖 

潜能及易被逆转录病毒载体所转染的优势，倍受人 

们注目。我们以脐血 CD34 细胞为靶细胞，应用逆 

转录病毒载体系统，将人核糖核酸酶抑制因子基因 

转移到人脐血干细胞中，使其在人脐血干细胞中得 

到高表达；进而静脉输注 CD34 给经 7射线照射的 

小鼠，希望 RI基因在小鼠体内长期表达，从而可以 

通过抑制肿瘤的血管形成这一途径抑制种植在小鼠 

皮下黑色素瘤的生长，为抗血管生成治疗肿瘤奠定 

基础 

1 材料与方法 

1．1 重组逆转录病毒载体的制备 

PLNCX-ri质 粒 由本 室 构 建 ，包 装 细 胞 系 

PA317由本室保存。 

1．1．1 产毒细胞系的建立 ：PA317细胞在体积分数 

为 10％胎牛血清(FBS)的 DMEM培养基中，长至 

70％～80％ 汇片时用脂质体法将重组逆转录病毒 

载体(PLNCX—ri)转染病毒包装细胞系 PA317，用浓 

度为 800~g／mL的 G418筛选 10d，得到抗 Gdl8阳性 

克隆产毒细胞。 

1．1．2 病毒液制备：包装细胞系及产毒细胞系培养 

于体积分数为 10％FBS的 DMEM含 Ggl8 800／tg／mL 

的培养基中，长至 70％ ～80％汇片时全量换液，不 

加 Gdl8培养 24h，收集上清，至 一70℃，保存备用。 

使用前融化，0．45 m滤膜过滤。病毒滴度为 1．5× 

10 CFU／mL，同样情况下培养 PA317并以 PA317的 

上清作模拟转染。 

1．2 脐血细胞的采集和分 离 

脐血采集于足月妊娠。剖宫产分娩的正常新生 

儿，断脐后胎盘娩出前采集，肝素抗凝。采集的样品 

4h内分选 。 

1．3 CD34 细胞分选 

利用德国Miltenyi Biotec公司 CD34单克隆抗体 

免疫磁珠 分离 系统 (MACS)分离 富集 脐血 中的 

CD34 造血干／祖细胞。分离方法按试剂盒说明书 

进行，流式细胞仪(flow cytometry)测其分选前后的纯 

度。标记抗体为荧光素异硫氰酸酯(FITC)标记的抗 

人 CD34 的 HPCA一2抗体，阴性对照为 IgG1一FITC。 

分析软件为 Elite4．02。 

1．4 CⅨ；4 细胞体外扩增 

体外扩增体系为含体积分数为 15％FBS、15％ 

马血清的 DMEM培养液，浓度为 2×10 ／mL CD34 

细胞及各种组合的重组生长 因子：50ng／mL rhscF 

(Pepro Tech EC英国)，50ng／mL rhlL一3(Pepro Tech EC 

英国)50ng／mL rhIL一6(Pepro Tech EC英国)，将上述 

体系接种于 6孔培养板中，每孔 1mL，37℃、体积分 

数 5％ CO：培养 2周，每周换液并稀释细胞 1次，计 

细胞总数及造血干／祖细胞集落形成数(CFCs)，所设 

各种重组生长因子组合为：① IL一3+IL-6；② IL一3+ 

SCF；③ IL一6+SCF；④ IL一6+IL一3+SCF；⑤无 因子对 

照。 

1．5 病毒转染 

将分选的脐血 CD34 细胞(5×10 ／mL)加入含 

有 50ng／mL rhseF、50ng／mL rhlL一3、50ng／mL rhIL一6，体 

积分数为 15％FBS、15％马血清的 DMEM培养液中， 

预刺激培养 12h后，重悬细胞于含 2llg／mL的 poly— 

brene的病毒上清或模拟转染上清及细胞因子，并每 

12h补加一次病毒上清或模拟转染上清及细胞因 

子，共转染培养 72h。 

1．6 基因转移效率及表达的分析 

1．6．1 基因转移效率的分析：将逆转录病毒或模拟 

转染后的 CD34 细胞(5×10 ／mL)在含上述浓度细 

胞因子和500t~g／mL CA18的 33％琼脂糖半固体培养 

基 37℃、5％ cO：培养 2周，倒置显微镜下观察，对 
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≥50个细胞的集落进行计数，采用以下方法分析基 

因转染效率：① 基因转移效率 =G418抗性集落数／ 

未采用 G418的总细胞集落数 x 100％；② 随机选择 

G418抗性单个集落，经扩大培养后 ，提取细胞基因 

组 DNA进行 PCR鉴定。以上述 DNA为模板 ，以载 

体与 hRI基因连接处序列为上游引物，以 hRI基因 

内部一序列为下游引物，在 50／xL反应体系中进行 

PCR扩增。PCR反应条件为：95cc预变性 5rain，95 oC 

变性 30s，55 oC退火 1min，72 oC延伸 90s，扩增 30个循 

环，72cc延伸 10min。反应产物经 2％琼脂糖凝胶电 

泳分析。随机选择 G418抗性单个集落行 Giemsa染 

色，观察细胞活性。 

1．6．2 采用 Western—blotting法检测转染 hRI基因的 

蛋白表达：用 Trizol液从 CD34 细胞中提取蛋白，储 

存在 一20cc，取 20t~g蛋 白放入每个槽 中，用 12％ 

SDS—PAGE溶解并转到硝酸纤维素膜 (NC膜)，用 

30g／L BSA封闭 PBS液中4cc过夜。封闭后 NC膜与 

一 抗反应(兔抗 hRI IgG)(1：200)37cc 1h，用 TFBS 

彻底冲洗 10min 3次，NC膜与辣根过氧化酶标记的 

二抗结合，(IgG—AP包被的抗兔二抗)(1：500)37cc 

孵育 1h，将 NC膜浸于 DAB显色液中，观察有清晰 

的特异条带出现时，用大量的水冲洗 NC膜 以终止 

显色反应。 

．1．6．3 免疫荧光法检测转染 hRI基因的表达 ：体外 

培养的 CD34 细胞用 PBS清洗后，将细胞涂于玻片 

上，待细胞干燥后，迅速用予冷的 80％丙酮固定 

10min，空气干燥 10min，用 PBS清洗 2min，将 0．5％ 

TritonX一100滴加在玻片上，37cc孵育标本 2次，每次 

5min，于封闭液中 37cc孵育标本 20min，将一抗用抗 

体稀释液稀释(1：300)倍，滴加在玻片上，37 cc孵育 

1h。用封闭液清洗玻片3次，每次 5Illin，将二抗用抗 

体稀释液稀释 (1：1【)(】)，滴加在玻 片上，37cc孵育 

30min，用 PBS清洗玻片 3次，每次5rain，快速在荧光 

显微镜下观察。 

1．7 RI对荷瘤 C57BL小鼠 B16黑色素瘤生长的 

影响 

1．7．1 取 40只雄 性 20g左右 的 C57BL纯 系小 鼠， 

在接受 CD34 细胞前 1天进行 7射线照射。每只小 

鼠接受 8Gry剂量的照射，照射强度为 0．716cGry／s． 

校正因子为 1．1。具体方法是：小 鼠先接受 4Gry的 

照射，即以 0．716cGry／s的强度照射 508s，然后调整 

小鼠的体位再接受4Gry的照射。所用放射源为 co一 

60。 

1．7．2 将小鼠分成 4组，即未接受静脉输注 CD34 

组、静脉输注 CD34 组、静脉输注转空质粒 CD34 

组、静脉输注转 RICD34 组，每组 l0只，于无菌间饲 

养，食物及水均经严格消毒处理 

1．7．3 照射后的第二天，将上述转染后的 CD34 细 

胞按 1 X 10 通过静脉输注给小鼠。小鼠腹腔内注 

射 IL一3，6 g／次／只，每周 2次，SCF，6 g／次／只，每周 

2次，IL一6，6 g／次／只，每周 2次，rhEPO，20unit／只，每 

周 3次 

1．7．4 小鼠接受静脉输注 CD34 细胞 7d后，将 5 X 

10 黑色素瘤 B16细胞接种于小鼠右腋下?每天观 

察动物致肿瘤率和成瘤时间，称量记录小鼠体重： 

1．7．5 肿瘤长到 4周后，大约 1～3g左右，将肿瘤 

全部取出，称重记录；然后用福尔马林固定? 

1．7．6 瘤组织做病理切片，用免疫组化检测血管Ⅷ 

因子，观察血管密度 

2 结果 

2．1 脐血 CD34 细胞的分选、纯化 

CD34 单克隆抗体免疫磁珠分离系统 (MACS) 

分选前 CD34 细胞纯度为 2．7％ ～3．8％；分选后一 

次过柱可达 64．88％，两次过柱可达 96．15％，回收 

率为 71．2％(见图 1)。 

r———— 
j 

{ j { 。 

}L：一H 

图 1 流式细胞仪鉴定用 MACS分选的 

脐血 CD34 细胞的纯度 

Fig．1 Detection of separation and purification of Cord 

blood CD34 h、flow C、tomem 

A：the purity of Cord blood CD34 is 64 88％ after first columu：B：the 

purity of Cord blood CD34 is 96 15％ ',fitPr second colunm 

2．2 脐血 CD34 细胞的体外扩增 

为探讨不同细胞因子对脐血干／祖细胞体外培 

养的扩增效应，以期优化干／祖细胞体外培养扩增条 

件及提高转染效率 ，应用 CD34 单抗免疫磁珠分选 

5例脐血后，用 4组不同组合的细胞因子培养扩增 

干／祖细胞。结果显示：无任何细胞因子存在时细胞 

扩增效率和转染效率明显低于其他 4组；IL一3+SCF 

的组合、IL一3+IL一6的组合，IL一6+SCF的组合转染效 
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1．1⋯ l -L l_dddd 2 1I 3 ü d F： 

，-『『．， dI【6● 】 6 1 s F{ 

II， 1̈ b“⋯{ I．} 

2．3 仃’M 细胞甚周转染效率 

2 3．1 集落 成怯：挂拟转染细眦庄选择忙站养基 

中无克隆彤戚．在非进j苹培养基巾形戚 186个克隧· 

逆转录病霉转 的 CD34 细胞在遗择性培养基中 

形成 t-克隆， 在非选择培养基一l-彤艘 170十克 

隆，田此集落l土删幢染被空为 32 9％ Cienl~a染乜 

(ID3l 蜘胞克隆t 图4) 

2．3．2 PCR法检测 CD34 细胞糍蒲中的 hill捧囡 

(见围 5) 

郾s H沾控侧 CD34 咆 t 的hR[斌同 

¨# PCI／ II ／,a hRI c lm g ul⋯  ⋯  

I_广l'1I’I。"H“ l⋯ tIi cI JfL⋯l f，m 

M ⋯ rl r l Iv．2 l11 j l 1 lv CD34 n cx 1 

J 

2．4 W~tern blo!或免疫荧光检测转染后 hgl基因 

的表达 

w L n 1I1盘删刊 hBi基 的走丝(见围 6) 

将转 体外培养枘 CD34 打n啦洚f玻片上， 定 

后分别与一执 一抗厦应． 光显做镜下观察．可见 

荆胞凫隆呈 制性蓰光( 71一 

‘§ 溶 

’  

囝 4 ㈨嘞 鼬乜 f：D34 胞克陋 

Pig 4 ( }⋯ ‘ f cn“ u ‘，l⋯ ⋯ ㈣ R 

c⋯  tmII_1̈ 1̂ 5(ff)~a~／I．L ⋯  en】⋯ _h fit J8 日nd I·Ⅲ∞ ~tt kln 

f 西 ⋯ b f袖fm⋯  |F一 

FlE 6 、 5 l hlut Lhlg hill m ·l Lm II I 

I{：ⅢⅢht JI  ̂ ”：hRICb 4 II 

2．5 肿瘤的生长情 况 

± 丧叫，没有接受静脉输江 I：D34 小鼠、接 

蹙静脉犄注米转 CD3．1 小鼠、接受静脉输注转卒 

质牲 C1)34细雅小鼠肿瘤生K的豫睦 摇爰静脉 

输注转 RI c1)34 细胞小鼠肿哺牛长的速良比较 

． 组肿瘤生K性．而后 生忙慢；H后背成牲潜伏朋 

延睦．成瘤率和瘤重降低 说明经转 RI CI)34 细胞 

清疗 使黑包索瘤的生K建鹰减慢 ．戎 率和瘤重降 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


 

每 

、 

I 

I I
． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ．． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ．． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ．． ． ． ． ． ． ． ． 一  
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低．成蚵潜惯期延长(见袁8和 Fig．9) 
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组织学的结单显示 经 RJ玷因浩疗后 ．RI可 

明显抑制黑乜隶瘤血管生成．憎组纵血骨密腰降低。 

禾接壁 静脉 输壮 CD34 绢 静脉输 沣 CD34 组 、静 

脉输注转空质村 ‘3)34’组计数 10十视野(40 x 10 

倍)的 管教分刖为9I 7 2 87±6 q，96±B 7，静 

肺辅沣转 IlJt：D34 组为 35±2 (见Fig I【l_：转 

组的血管粒明jlj}减少 

3 训 论 

白脐血中麓现造血干±『l1胞 来．脐血干细胞社 

已成为国内外学青研究的热点， 为脐m十刿胞 

县有尢法比拟的优势和诱人的应用前景 脐血艇源 

I(I RI埘血戗带J 的肜 

丰富．弃昂采集 ．脐m中造 札1一，m锕胞 禽量丰富 噌 

癌 ，J强 在适宜细胞 于的作用下可 太量扩增 ．话 

于做基因清疗的粑细胞 孵 一 治疗班痫卡u关怕基因 

导^脐血十细胞，使廷住特定终求细胞 『一长期稳定 

丧进 从而选刊治疗菜些疾情的日的 近年来．已匣 

用脐血十细Hl|j rr屣基围转移和基田治疗遗 f々性疾 

病 ．肿蹄 爱滋病 及其它多种峨牺 ．取得 丁 

岛的进腱。 

我们对不同组 合曲造血田了对脐 血 CD34 细 

胞的轱船率屉体外 增敬应进仃了比较 研究结果 

显示：IL-3+IL．6+SCF三种 园于联合血用破 采韭! 

住．转 牢提高到 35％．叫显 岛-t。l其他4蛔 ．1石J时扩 

{ { l  l  
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邓燕杰等：人核糖核酸抑制因子基因在人脐血干细胞中的转染表达及对小鼠黑色素瘤基因治疗的研究 

增效率也明显高于其他 4组。目前对于细胞因子促 

进基因转染的最佳组合尚无定论，大量实验证实 IL一 

3，IL一6，SCF三种细胞因子可增加逆转录病毒的感 

染 0 ，逆转录病毒转染效率的提高与造血干细胞增 

殖的增加呈正相关；我们实验结果与其相似。 

核糖核酸酶抑制因子是 RNase A的抑制剂，同 

时也与血管生长因子(Angiogenin，Ang)结合，而且与 

后者有更大的亲和力( ．=7．1×10 mol／L)。Ang 

是 RNase A超家族的成员之一。它除了具有 RNase 

A的活性外，还具有促进血管形成的活性。Ang是 

第一个纯化的促血管形成因子，已对其进行了氨基 

酸序列分析和基因测序。Ang作用于血管内皮细 

胞，促进血管内皮细胞的增殖，具有强烈的促进新血 

管形成的活性。其在组织和细胞中的分布十分广 

泛。培养的结肠癌细胞 、肝癌细胞中可检测到 Ang。 

在胃腺癌 、结肠腺癌 、乳腺癌、子宫内膜癌组织中都 

有表达。序列分析、结构分析和酶促反应动力学表 

明RI与 Ang能够紧密结合，形成接触广泛、结合牢 

固的复合物。RI与 Ang结合后可以抑制其促进血 

管生成的活性。人 RI能抑制某些鼠实体瘤的生 

长 。本实验也已经证实 RI能抑制荷瘤 C57BL小 

鼠B16黑色素瘤生长 本实验为了保证在静脉输注 

期间 CD34 在小鼠体内存活并增殖，几种细胞因子 

被定期使用 输注前 7射线照射小鼠．目的是破 

坏小鼠自身的骨髓造血系统，使小鼠骨髓有足够的 

空间留给移植的造血细胞生长：输注的 CD34 ，一 

方面，它本身能够选择性分布在肿瘤组织周围，参与 

肿瘤基质形成，抑制肿瘤生长；另一方面，CD34 携 

带的 RI基因表达后可能与 Ang结合抑制肿瘤血管 

生成，从而抑制肿瘤生长。 

本实验结果表明 hRI基因可以转染到人脐血 

CD34 细胞上；体外培养后可检测到转染的 hRI基 

因在人脐血 CD34 细胞中的表达，RI基因能抑制荷 

瘤 C57BL小鼠 B16黑色素瘤生长 ．RI基因通过抑 

制 Ang的促血管生成活性，进而抑制肿瘤组织的血 

管生成，达到治疗肿瘤的 目的 该实验结果为妇科 

实体瘤的抗血管基因治疗提供了理论依据 
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