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重组融合蛋白 !"#$%&’对体外培养巨核细胞增殖的影响
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( ( 摘( 要：目的( 探讨 +,-模拟肽（./012314156.57 2526.58 464.596，+:,）与人生长激素（;01<./ /102176，=>）的重组融合
蛋白 0+:,#=>对体外培养巨核系细胞增殖的影响，以及对血小板生成有显著调控作用的球蛋白转录调节因子（;?1357 .0@7#
A8054.517 B@8.10#!，=C+C#!）表达的调控作用。方法( 体外培养 D@25细胞，!"" 7; E 2?的重组融合蛋白 0+:,#=>作用 * 9后，
观察巨核细胞集落形成能力，分析 0+:,#=> 对 D@25 细胞增殖的影响。同时，采用 F6A.607 3?1. 和 G+#,HG 方法分别检测
D@25细胞中 =C+C#! 的蛋白水平和 2GIC表达变化，探讨 0+:,#=>对巨核细胞生成血小板的调节作用。结果( 0+:,#=>
处理后 D@25细胞的集落形成能力显著增强，转录因子 =C+C#!的 2GIC和蛋白表达水平显著上调，其调节作用明显强于空
白对照组和 =>组。结论( 0+:,#=>能够刺激巨核细胞增殖分化和上调 =C+C#!的表达，具有促进血小板生成的作用。
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( ( 血小板减少症在临床上较为常见，目前用于救治
血小板减少症的特效药物不仅种类少，而且还存在各

种明显的缺点。巨核细胞是血小板生成的前体细胞，

调控巨核细胞的增殖分化是促进血小板生成的最有效

手段［!］。血小板生成素（ ./012314156.57，+,-）又称巨
核细胞生长发育因子（26;@]@0Y18Y.6 ;01<./ @79 96\6?#
14267. B@8.10，:=DT）或血小板生长因子（+RT），是巨
核细胞#血小板系统最重要的调控因子和促进血小板
生成的最主要的细胞因子。它通过与其受体 8#:4? 结
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合而刺激巨核细胞增殖与分化，并促进血小板的生成

和释放，控制循环血中血小板的数量和功能［!］。"#$
模拟肽（ %&’()*(+(,-%,. ),)-%,/ +-+%,0-，"1#）是一种
与天然 "#$ 的生物学活性相似但又与其完全不同源
的短肽，体外实验显示 "1# 与 /21+3 受体有很高的亲
和力［4］。新近，本室通过基因重组技术将 "1#与具有
显著促进多系造血干 5祖细胞增殖与分化能力的重组
人生长激素（ ’-/()*,.6.% &7)6. 8’(9%& &(’)(.-，’&2
:;）进行融合，在大肠杆菌中表达制备出一种重组融
合蛋白———’"1#2:;。初步研究结果表明，融合蛋白
’"1#2:;在体内具有明显的骨髓组织偏向分布特性，
提示 "1#发挥了一定的靶向巨核细胞作用［<］。本研
究拟通过体外实验，进一步分析该融合蛋白刺激巨核

细胞增殖和调控血小板生成的作用。

!" 材料与方法

=> =? 材料
? ? 促血小板生成融合蛋白———’"1#2:;由本所自行制备，重
组人生长激素（商品名：赛高路）为深圳科兴生物公司产品，总

@AB提取液、@"2#C@一步法试剂盒购自 "6D6@6 公司，蛋白提
取液、ECF化学发光试剂盒购自 #,-’/-公司，山羊抗人 :B"B2=
多克隆抗体、小鼠抗人 !26/%,.单克隆抗体，辣根酶标记兔抗山
羊 G8:，辣根酶标记兔抗小鼠 G8:购自 H6.%6 C’7I。J6),细胞引
自上海细胞生物研究所。

=> !? 实验方法
=> !> =? J6),细胞培养? ? 常规方法复苏 J6),细胞，采用 @#2
1G=K<L 培养基 M =LN小牛血清，在 ON C$!、=LLN湿度、4PQ
条件下进行培养，每 ! R 4 天换液 = 次。收集对数生长期细胞，
离心洗涤后进行细胞计数，并按 4 S =L4 5 )3 转接至 !< 孔板中，
每孔 !LL "3。分别加入终浓度为 =LL .8 5 )3的 ’"1#2:;、:;继
续培养 P 0后进行集落计数和总 @AB及蛋白提取。
=> !> !? 巨核细胞集落计数? ? 在倒置显微镜下观察并计数细
胞集落数。按照国内外通用的标准：!4 个细胞组成的巨核细
胞集落形成单位（CTU21D）定为一个普通集落，!<L 个细胞并
含有 ! R 4 个集落中心所组成的巨核细胞爆式集落形成单位
（VTU21D）定为一个爆式集落。
=> !> 4? W-X%-’. *3(% 分析 J6), 细胞 :B"B2= 蛋白水平的表达
变化? ? 细胞分组及培养方法同前，按 #,-’/-蛋白提取试剂盒
说明提取细胞总蛋白，采用 V’60Y(’0 法测定总蛋白浓度。灌注
=LN分离胶和 ON积层胶，各取总蛋白 <L "8 行 HJH2#B:E，电
泳结束后电转印 ! & 到 #ZJT 膜。#ZJT 膜 < Q 封闭过夜
（L[ ON VHB，L> L= )(3 5 F #VH），分别加入山羊抗人 :B"B2= 多
克隆抗体（=\ OLL），小鼠抗人 !26/%,. 抗体（=\ OLL），4P Q孵育
! &，#VH"（L> L= )(3 5 F #VH，L> L!N "9--.）洗膜 =L ),. S 4，分
别加入辣根酶标记兔抗羊 G8:（=\ K LLL），辣根酶标记兔抗小鼠
G8:（=\ K LLL），4P Q孵育 = &，#VH" 洗膜 =O ),. S <，最后 ECF
显色。显色结果通过凝胶成像分析系统进行扫描，并分析各条

带吸光度值 S面积（ G.% S ))!）。

=> !> <? @"2#C@检测 J6), 细胞 :B"B2=)@AB 的表达变化 ?

? 提取 J6),细胞总 @AB，采用一步法 @"2#C@扩增 :B"B2= 目
的片段。:B"B2= 的 #C@ 引物序列分别为：上游引物为 O]2
CB:"BBBC:B:CB::"BC"C24]，下游引物为 O]2 CB"BBB:C2
CBCCB:C"::"C24]，所扩增目的片段理论大小为 !OK *+。!2
6/%,.的 #C@ 引物序列分别为：上游引物为 O]2:BCC":BC"2
:BC"BCC"CB":24]，下游引物为 O]2CBCB"C":C"::BB::":2
:BC24]，所扩增目的片段理论大小为 OLL *+。反应体系如下：
模板 L[ 4O "8，上、下游引物各 = "3，0A"# < "3，=L S *7YY-’ O "3，
18C3!（!O ))(3 5 F）=L "3，@.6X- ,.&,*,%(’酶（<L U）= "3，B1Z
@.6X- ^F酶（O U）= "3，B1Z (+%,),I-0 !"# 酶（O U）= "3，加
@.6X- Y’--水至 OL "3。反应条件：OL Q 4L ),.，_< Q ! ),.，
_< Q变性 4L X，OK Q退火 4L X，P! Q延伸 = ),.，进行 !O 个循
环。@"2#C@产物进行 => ON琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统
观察并分析电泳结果。

=> 4? 统计学处理
? ? 数据以 "$ ‘ %表示，用 H#HH=L> L 统计软件进行单因素方差
分析，组间比较采用 &检验。

#" 结果

!> =? ’"1#2:;对 J6),细胞集落形成能力的影响
? ? 在 J6), 细胞培养体系中分别加入终浓度为 =LL .8 5 )3 的
’"1#2:;，:;和 "1#，并培养 P 0后，行巨核细胞集落计数，结
果表明：与空白对照组相比，’"1#2:; 组，:; 组和 "1# 组的
CTU21D和 VTU21D均明显增加（图 =）（’ a L> L=），而且 ’"1#2
:;的作用更加突出。提示 ’"1#2:; 具有较强的促进巨核细
胞集落形成能力。
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B：CTU21D计数；V：VTU21D计数
6：’ a L> L=，与对照组比较；*：’ a L> L=，与 :;组比较
图 !" $%&’()*作用 + ,后 ,-./细胞 012(&3和 412(&3
计数（#! 5 "，# 6!7）

!> !? ’"1#2:;诱导 J6),细胞 :B"B2= 蛋白水平的表
达变化

? ? 在 ’"1#2:;和 :;刺激作用后 P 0，免疫印迹方法检测各组
J6),细胞中 :B"B2=蛋白的表达水平，结果显示：与空白对照组
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比较，$%&’()*和 )*均能显著提高 +,-. 细胞中 )/%/(! 蛋白
的表达水平，图像分析各样品与内参 !(,01.2的灰度比值，结果表
明组间差异具有显著性（! 3 45 4!）；而与 )* 组相比，$%&’()*
上调 )/%/(!蛋白表达的作用更明显（! 345 4!）（图 6）。
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!：$%&’()*组；6：对照组；7：)*组
,：! 3 4# 4!，与对照组比较；8：! 3 4# 4!，与 $%&’()*组比较
图 !" 免疫印迹检测 #$%&细胞中 ’()(*+ 蛋白的表达（(）和相应

’()(*+ 蛋白与内参表达的灰度比值统计学分析（,）

6# 7" $%&’()*对 +,-.细胞 )/%/(! -9:/表达的影
响作用

" " 为了进一步探讨 $%&’()*和 )*作用于 +,-.细胞后 )/(
%/(! 蛋白表达升高的原因，我们通过半定量 9%(’;9 对
)/%/(!的 -9:/ 表达变化进行了分析。电泳结果显示（图
7/），在 6<= 8>和 <44 8>处均可见 +:/条带，其大小分别与所
预计的 )/%/(! 和内参 !(,01.2 的 ’;9 产物大小相一致，表明
9%(’;9扩增获得成功。与空白对照组相比，$%&’()* 和 )*
作用后 +,-. 细胞中 )/%/(! -9:/ 表达水平更高（! 3 45 4!）
（图 7?），而且 $%&’()* 较 )* 作用更强，表明 $%&’()* 可以
显著促进 +,-.细胞中 )/%/(! 的转录，提示 )/%/(! 蛋白水平
的升高可能主要与其转录生成增强有关。

! " # $

!%&& ’(

!"%& ’(

!")*+,-"

./0/"!"

&12
&13
&14
&15
&1%
&16
&1#
&1"
&1!
& ! " #

)’

/

7

’

.
/0

/"
!
8
9
:
/
;内
参

灰
度
比
值

!：对照；6：)*；7：$%&’()*；&：+:/标准
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图 -" .)/0*’1对 2$%&细胞’()(*+ %34(的表达（(）及 ’(*

)(*+ %34(与内参表达的灰度比值统计学分析（,）

-" 讨论

" " 巨核细胞的生成主要由 %’@ 调节，%’@ 通过与巨
核细胞 A巨核祖细胞表面血小板生成素受体———0(&>B
特异性结合，从而刺激造血干细胞向巨核系细胞分化，

并特异地促进巨核祖细胞增殖、分化，以及巨核细胞的

成熟与释放血小板，是巨核细胞(血小板系统最重要的
调控因子［!］。但是，由于通过基因工程制备并聚乙二

醇化的 $C&)+D在临床试用过程中发现它会产生严重
的中和性 %’@ 抗体，造成内源性 %’@ 活性受阻，从而
导致血小板进一步减少［<］。鉴于此，人们想到了寻找

%’@模拟物或者类似物［=］。美国学者 ;E.$B, 等［7］通过
噬菌体表面展示技术筛选到了一种仅有 !F 个氨基酸残
基组成的，与天然 %’@的生物活性相似的短肽，称之为
%’@模拟肽，它虽与 %’@不同源，但与 %’@ 受体 0(&>B
却有很高的亲和力，而且也显示出一定的促巨核细胞增

殖分化作用。在我们的实验中也得到了证实。

" " 近年来，包括本实验室在内的一些国内外研究小
组发现，C)* 除了具有促生长、免疫调节等生理功能
外，还表现出很强的刺激巨核 A巨核祖细胞增殖分化和
促进血小板生成的作用［G，H］。新近，我们通过基因重

组技术将 %&’与 $C)* 进行融合，在大肠杆菌中表达
制备出了一种新型融合蛋白———$%&’()*。我们希望
通过融合，在 %&’引导下 $C)*可以靶向聚集于巨核 A
巨核祖细胞周围，从而显著提高后者在促巨核细胞增

殖分化和血小板生成时的生物利用度，降低用量、减轻

毒副反应；另外，与 $C)* 融合，不仅使 %&’ 能够通过
基因工程方法进行制备，而且还可使其半衰期显著延

长。已有的实验结果显示，该融合蛋白具有突出的骨

髓组织偏向分布特性，说明 %&’在其中发挥了靶向引
导作用［F］。

" " +,-.细胞是从白血病患者骨髓中分离的巨核系细
胞株，该细胞具有巨核细胞的表面标志物，如 )’#8 A
$,、)’I8、JEK，并且表面表达有 %’@受体 0(&>B，能够被
诱导增殖和分化而产生血小板，是体外研究巨核细胞生

长发育及其调控的较理想模型［L］。我们的实验显示，与

)*和 %&’ 一样，$%&’()* 也能够刺激 +,-. 细胞增
殖，所形成的 ;DM(&N和 ?DM(&N较对照组明显增加，
而且其作用优于单纯 )*组和 %&’组。巨核细胞要产
生血小板，必须分化成熟，文献［!4］报道球蛋白转录因
子 !（OBP8.2 1$,2Q0$.>1.P2 K,01P$ !，)/%/(!）是巨核细胞
和红细胞基因转录生成的重要调节因子，能够调控细胞

的自我复制，诱导巨核细胞细胞质成熟，促进血小板的

生长发育等。)/%/(! 是 )/%/ 家族中的一种锌指蛋
白，其靶基因是 0(&>B，结合位点为 % A /)/%// A )，含有

7



!个锌指结构，为结合 "#$所必需。%&’()&和 *+),(&)
等［--，-!］研究表明 .$/$0- 主要作用于巨核细胞发育的
早中期阶段，在巨核细胞细胞质成熟和产生颗粒方面起

着重要的调节作用。在本实验中我们发现，1/*20.3可
以显著上调 "&45 细胞中 .$/$0- 蛋白水平的表达，而
6/0276结果则证实 1/*20.3主要是通过促进 .$/$0-
的转录生成来上调其表达。1/*20.3 对 .$/$0- 的显
著上调作用进一步表明该重组融合蛋白具有促进巨核

细胞分化、成熟和血小板生成的作用。

8 8 总之，通过本实验初步证实，我室自行研制的重组
融合蛋白 1/*20.3具有显著促进巨核细胞增殖、分化
和血小板生成的作用，值得进一步研发和进行体内动

物实验研究。
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个案与短篇 文章编号：-GGG0KJGJ（!GGU）G-0GGGJ0G-

昆布多糖硫酸酯抑制结肠癌细胞增殖

邓学萍8 8 （重庆市渝北区第二人民医院防疫保健科，重庆 JG--JP）

8 8 现行用于治疗结肠癌的化疗药物都存在一定的缺陷，昆布
多糖硫酸酯（ C&45)&15) 9+CD:&,(，V$*Q）是一具有多种生物功能
的多糖酯［-］。现报告 V$*Q 对抑制体外培养人结肠癌细胞株
（:+4&) ’<C<) ’&1’5)<4& ’(CC C5)(，V^;^）细胞的增殖、诱导凋
亡及有关基因表达的影响，为 V$*Q 用于治疗结肠癌提供理
论依据。

!" 材料与方法

-= -8 实验细胞
8 8 V^;^细胞购自上海细胞所。

-= !8 实验药物
8 8 昆布多糖硫酸酯由重庆市普外科重点实验室参照文献［!］

8 8 作者简介：邓学萍，女，重庆市人，主管护师，主要从事医疗卫生防疫管理方面

的研究。电话：（G!I）UHUUT-TP

8 8 收稿日期：!GGP0GK0!J；修回日期：!GGP0GU0-G

从海带提取制备，多糖酯含量 IG_。使用时用生理盐水稀释成
I! !> ‘ 4C（使结肠癌细胞 X7KG的平均浓度），G= !! !C 孔径滤器
过滤。

-= I8 主要试剂
8 8 /a#RV（2^"）试剂盒产自德国 F<(:,5)>(1 *&)):(54公司，
F’C0! 抗体、发光试剂盒均产自美国 Q&),& 71&\(公司。
-= J8 主要仪器
8 8 垂直电泳仪，7^!培养箱，电转仪，图像分析系统。

-= K8 V$*Q对 V^;^细胞增殖抑制试验
8 8 取对数生长期 V^;^细胞（一式三份），以含新生牛血清的
-HJG 培养液稀释成 - b -GK ‘ 4C，置 TH 孔培养板每孔 !GG !C。
IP c、K_ 7^!培养 -! :。实验孔分别加 V$*Q K !C、-G !C、
!G !C，一式三份。继续培养 -! :，加 K 4> ‘ 4C *// 液 !G !C，继
续培养 J :。小心吸弃上清液 !GG !C，加二甲亚砜 !GG !C，震荡
K 45)，HGG )4测吸光度值。对照孔不加 V$*Q，其余同实验孔。
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