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强力霉素可调控的双重稳定表达 !"#$的骨髓间充质干细胞的建立

苗) 莉!，景) 涛!，何国祥!，蒋清安!，刘建平!，冉擘力!，王海东& ) ) （第三军医大学西南医院：! 心血管内科，重庆市介入
心脏病学研究所，&胸心外科，重庆 %"""*’）

) ) 摘) 要：目的) 构建四环素类抗生素可调控的双重稳定表达 +,&-的骨髓间充质干细胞。方法) 将四环素可调控系
统（,./01232456.#76，,./#76）的 % 种质粒用脂质体转染法连续两个回合转染体外培养的大鼠骨髓间充质干细胞并抗性筛
选，分别采用发光计检测不同细胞克隆荧光素酶活性改变以及 -,#89-法检测 +,&-目的基因表达情况，根据各个细胞克
隆受强力霉素调控表达的程度，筛选出高诱导、低背景表达目的基因 +,&-的骨髓间充质细胞系，并检测在不同浓度（" :
!"%6; < =4）强力霉素干预下以及转染后不同时间（" : ’ 周）目的基因的蛋白表达情况。结果) 连续两个回合的转染及筛选
后获得的引入 ,./#76系统的细胞系，高诱导低背景表达 +,&-，在强力霉素诱导下 %’ >内可以使 +,&-表达显著增加，强
力霉素在一定浓度范围内可以诱导 +,&-的表达呈剂量依赖性的增加，且至少在 ’ 周内保持稳定。结论) 构建的含四环
素调控系统的骨髓间充质干细胞系诱导活性可靠，使外源 +,&-基因的表达处于有效的主动控制下。
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) ) 近来研究表明血管紧张素! & 型受体（ 16;57/.6#
T56 ! /3N. & 0.2.N/70，+,&-）在血管内膜损伤后对细
胞的增殖迁移有明显的负性影响，使损伤血管增强表

达 +,&- 可能有利于动脉粥样硬化及再狭窄的防
治［!］。但导入体内基因的表达能否被实时、定量的控

制在临床治疗中甚为重要，最近几年已有一系列人工

控制系统出现，其中四环素可调节系统具有严密开或

关的基因诱导表达作用，并且高效、无毒，已被成功的
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应用于部分细胞中基因的诱导表达研究［!］。本研究

引入 "#$%&’ 系统［(，)］，通过连续 ! 个回合的筛选，获得
高诱导、低背景表达 *"!+ 的大鼠骨髓间充质干细胞
系（,#-#’./0,12 -$#, .#22-，345），为进一步在体的研
究打下基础。

!" 材料与方法

67 68 质粒和细胞
8 8 调节质粒 9:;<6=%6 /0> 及荧光报告质粒 9:;5 6(%( 由
+&’’-$?1’@ A7博士（瑞典，AB@CD’> E’-$D$B$# F&? 51’.#? +#-#1?./）
赠送；携带新霉素抗性基因片段质粒 94G!’#& 由 H1?I ;7 J 教
授（美国，波士顿大学医学院）赠送，应答质粒 9:;<6K%( L *"!+
由本研究室构建，经酶切鉴定和测序鉴定证实基因片段完全正

确。余 ( 种成分组成的 "#$%&’ 哺乳动物调控表达系统在前期
工作中已进行酶切鉴定。大鼠 345 用密度梯度离心法由大鼠
骨髓中分离并培养后鉴定获得。

67 !8 调节质粒 9:;<6=%6 /0> 稳定转染 345
8 8 按 <M"*H 脂质体转染试剂盒（+&./# 公司）说明书的要求
将载体质粒 9:;<6=%6 /0> 转染生长融汇至 NKO的 345，)P /
后加入潮霉素 Q（NK !> L ,2）选择性培养基，( R ) @ 换液 6 次，
直至 6) @左右出现阳性克隆。挑选分离 (K 个较大的阳性克
隆，命名为潮霉素抗性 3456 R (K 号，大量扩增并冻存。

67 (8 潮霉素抗性 345荧光素酶诱导表达及分析
8 8 将 (K 个不同潮霉素抗性细胞克隆分为加或不加强力霉素
（6 !> L ,2）组。用 <M"*H 脂质体转染试剂，将荧光报告质粒
9:;5 6(%( 瞬时转染导入筛选出的潮霉素抗性 345 克隆。同
时按分组加入强力霉素（6 !> L ,2），转染后培养 )P /。按照荧
光素酶活性检测试剂盒（4D>,1 公司）说明书的要求检测荧光
素酶表达情况。简要步骤：(NK !2 6 S细胞裂解液充分裂解细
胞，取 !K !2细胞裂解物与 6KK !2 荧光素酶反应底物混合，发
光计（H?&,#>1公司）检测荧光素酶活性。重复 N 次。得到高诱
导、低背景 "#$%&’细胞系，大量扩增并冻存。

67 )8 9:;<6K%( L *"!+ 与 94G!’#& 共转染 "#$%&’ 细胞
系

8 8 将应答质粒 9:;<6K%( L *"!+与携带新霉素抗性基因片段
的筛选质粒 94G!’#&按 NT 6的比例混合后，按 <M"*H 脂质体转
染试剂盒说明书的要求转染前面获得的高诱导、低背景 "#$%&’
细胞系。)P /后加入 U)6P（6KK !> L ,2）选择性培养基，至 6) @
左右出现阳性克隆。挑选分离 (K 个较大的阳性克隆，命名为
U)6P 抗性 3456 R (K 号，大量扩增并冻存。

67 N8 建立强力霉素（<&V0.0.2D’#，<&V）诱导双重稳定
表达 *"!+基因 345细胞系

8 8 转染后 (K 个不同 U)6P 抗性 345 克隆，分别分为加或不
加强力霉素组。按分组给予强力霉素（6 !> L ,2）)P / 后，检测
*"!+ ,+W* 表达情况（+"%H5+）。简要步骤："?DX&2 试剂盒
（H?&,#>1公司）提取细胞总 +W*，取 6K !> 总 +W* 进行逆转
录，再取 6 !> 逆转录产物进行 H5+ 扩增。*"!+ 引物序列

（=K= Y9）：正义 NZ%"U*"**"5"5**5U5**5"UU%(Z和反义 NZ%
"5**U*5""UU"5*5UUU"**%(Z 。以三磷酸甘油醛脱氢酶
（U*H<;，)N! Y9）的 H5+作为内参照。扩增产物在 67 !O琼脂
糖凝胶上进行电泳分析。

67 [8 双重稳定 345 细胞系在强力霉素干预下 *"!+
蛋白表达检测

8 8 实验分组："对照组、转染后无强力霉素干预组、强力霉素
干预 )P /组及 =! /组（6 !> L ,2）；#转染后未经强力霉素干预
组、转染后不同浓度干预 =! / 组（6K \(、6K \!、K7 6、6、6K、6K!、

6K(、6K)’> L ,2 P 个不同浓度）；$转染后 6 周未经强力霉素干预
组、转染后强力霉素干预组（6 !> L ,2）表达持续时间（6 R P
周）。免疫印迹简要步骤：细胞用 "?D9B?#"3试剂盒（H?&,#>1 公
司）提取总蛋白，用 Q?1@F&?@ 法定蛋白浓度，4<4%H*U] 电泳分
离，再电转移至 HG<^ 杂交膜，并以兔抗 *"!+ 多抗（6 T NKK，
41’$1 5?BX公司）为第一抗体，辣根过氧化物酶标记的羊抗兔
（6T N KKK，4D>,1公司）为二抗，碱性磷酸酶显色，凝胶扫描成像
系统进行分析，免疫细胞化学染色检测时一抗工作浓度为 6 T
)KK，阴性对照用 HQ4代替一抗工作液，激光共聚焦显微镜下观
察及图像分析。蛋白表达量用 E’$#’-D$0（ EW"）表示。

67 =8 统计学方法
8 8 数据资料均用 !! _ " 表示，两组间差异比较采用 # 检验，多
样本均数比较采用方差分析。

#" 结果

!7 68 潮霉素抗性细胞系荧光素酶诱导表达结果
8 8 含潮霉素抗性基因的调节质粒 9:;<6=%6 /0> 转染 345
后，经潮霉素筛选，6) @左右形成阳性克隆，同时伴大部分细胞
死亡。将筛选出的 (K 个细胞克隆用荧光报告质粒 9:;5 6(%(
瞬间转染后，分别检测有或无强力霉素干预的情况下荧光素酶

的表达情况，结果发现 N 号克隆背景低，加入强力霉素诱导表
达明显增高，最符合要求（表 6）。故选择 N 号克隆大量扩增后
进行下一步的实验。

表 !" 部分潮霉素抗性细胞克隆强力霉素干预对荧光素酶

活性的影响（! $%）

克隆编号 <&V干预前 <&V干预后 增长倍数

6 （N7 N= _ K7 =‘）S6K( （)7 [6 _ K7 ‘K）S6K)1 P7 !=
N （67 NP _ K7 6!）S6K( （!7 ‘[ _ K7 (!）S6KN1 6P=7 ()
6P （!7 !6 _ K7 (K）S6K( （=7 66 _ K7 ()）S6K)1 (!7 6=
!( （67 [6 _ K7 KP）S6K) （)7 NK _ K7 )6）S6K) !7 PK
![ （N7 [‘ _ K7 =(）S6K( （!7 6( _ K7 )[）S6KN1 (=7 )(

1：$ a K7 KN，与 <&V干预前比较

!7 !8 (K个 U)6P抗性的细胞系 *"!+ ,+W*表达结果
8 8 经 U)6P 筛选出 (K 个细胞克隆，图像分析显示未受到强力
霉素干预情况下 !6 号克隆背景表达低，在强力霉素（6 !> L ,2）
干预后 *"!+ ,+W*表达增加程度最为显著［吸光度值分别为
（Kb K! _ K7 KK)），（67 N[ _ K7 !K），$ a K7 KN］，诱导倍数为 =P 倍。
最终筛选出 !6 号克隆作为强力霉素诱导双重稳定表达 *"!+
基因的细胞系。
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&# (" 强力霉素诱导双重稳定表达 $%&’ 基因的细胞
系蛋白表达结果

" " 免疫印迹法检测 $%&’ 蛋白在双重稳定 )*+ 中的表达发
现，未转染对照组（图 ,，图 &$）及转染组未经强力霉素干预
（图 ,，图 &-）检测不到 $%&’蛋白，转染后经强力霉素 , !. / 01
干预 23 4后 $%&’蛋白被显著诱导表达（! 5 6# 6!）（图 ,，图
&+），干预 7& 4后表达进一步增强［与 23 4 组比较，差异显著
（! 5 6# 6!）］（图 ,，图 &8）。对转染后可诱导表达的持续性检
测结果显示，在转染后 ,、&、2、9、3 周，该细胞系中 $%&’蛋白表
达均在强力霉素（, !. / 01）干预下被显著诱导表达，其表达强
度不受时间延长的影响［与对照组比较，差异显著（! 5 6# 6!），
转染后各组间比较，差异显著（! : 6; 6!，图 (）］。对转染细胞
在不同浓度强力霉素干预下检测发现，强力霉素在一定浓度范

围内呈剂量依赖性的增加 $%&’ 蛋白诱导表达量，在 ,6& <. / 01
时达到峰值，更高浓度的强力霉素作用下表达量反而降低（组

间比较 ! 5 6# 6!，图 2）。
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$：电泳结果；-：定量分析结果
,：未转染组；&：转染组 8=>（ ?）；(：转染组 8=> 干预 23 4；2：转染
组 8=>干预 7& 4；@：! 5 6# 6!，与 & 比较；A：! 5 6# 6!，与 ( 比较

图 !" #$%诱导 &’()蛋白表达的时相性

!! !"

!# !$
$：未转染组；-：转染组 8=>（ ?）；+：转染组 8=>干预 23 4；8：转染
组 8=>干预 7& 4
图 (" 双重稳定*+,细胞中 &’()的表达"（激光共聚焦显微镜 B 266）
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$：电泳结果；-：定量分析结果
,：转染后 , 周未经 8=> 干预组；& C 9 分别为转染后 ,、&、2、9、3 周
经 8=> , !. / 01干预组；@：! 5 6# 6!，与 , 比较

图 -" #$%诱导 &’()蛋白表达的持续性
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$：电泳结果；-：定量分析结果
,：转染后未经干预组；& C D 分别为 ,6 ?( C ,62 <. / 01 不同浓度 8=>
干预组；@：! 5 6# 6!，与 , 比较

图 ." 不同浓度 #$%干预下 &’()蛋白的表达

-" 讨论

" " 近来体内外的系列研究显示 $%&’具有抗血管平
滑肌细胞增殖的作用，使其表达增加可以拮抗血管损

伤后内膜的过度增生，我室的前期研究亦显示，通过腺

病毒转染 $%&’ 使损伤的大鼠颈总动脉内膜增殖减
轻［!］。但在正常情况下，$%&’ 在心血管组织中表达
极少，若引入的 $%&’基因表达处于无调控状态，将可
能造成严重后果。因此，我们期望能够主动控制引入

体内的靶基因的表达。

" " %EFG=<基因表达系统由 H=IIE< 等［9］于 ,DD! 年成
功构建，该系统在构建时引入了人类巨细胞病毒启动

子及单纯疱疹病毒的 JK,9 活性功能域，因此，专门用
于哺乳动物细胞表达的调控。该系统使用两个嵌合结

构使目的基因置于四环素可调控启动子的控制

下［9，7］。四环素类抗生素作为细胞中的“基因开关”，

可以在时间上准确地进行控制，强力霉素是这一调节

系统中最为有效的诱导因子。本研究中所用的 %EFG=<
系统由四个质粒组成：调节质粒 LMN8,7G, 4O.，含小
的人类巨细胞病毒启动子和嵌合的四环素G诱导反式
作用因子（%EFP@QOQ1R<E R<STQES FP@<I@QFRU@F=P，PF%$）编

D,2



码序列；荧光报告质粒 !"#$ %&’& 含四环素操纵基因
序列及荧光素酶基因；筛选质粒 !()*+,- 携带新霉素
抗性基因片段；含目的基因 ./*0 的应答质粒 !"’
#1%2’& 3 ./*0。为获得理想的实验结果，必须仔细筛
选 /,4’-+表达克隆，因为在不同的阳性克隆中 54/.的
最大表达量存在差异。本实验通过连续 * 个回合的转
染和筛选，最大程度地屏弃那些无强力霉素诱导就有

较高目的基因“泄露”及强力霉素诱导后增长倍数低

的细胞克隆，最终建立起具有低背景、高诱导表达特点

的由强力霉素诱导调控的双重稳定表达 ./*0 基因
6($细胞系。对该细胞系进行强力霉素干预可在78 9
内迅速诱导 ./*0 表达，干预后 :* 9 表达进一步增
强，并且这种表达强度在 8 周内不受时间延长的影响。
而且强力霉素在一定浓度范围内呈剂量依赖性的增加

./*0的诱导表达量。说明该细胞系导入的目的基因
受到强力霉素的良好调控，可以实现对 ./*0 表达的
时间及水平有效的控制。

; ; 6($具有多向分化潜能以及容易通过转基因技术
获得目标基因并在体内外长期表达，且取材方便，不存

在组织配型及免疫排斥问题，是基因治疗中接受目标基

因的优秀载体细胞［8，<］。本研究以 6($作为载体平台，
使 ./*0的表达受到强力霉素的良好调控，为下一步实
现将 ./*0引入体内长期表达并有效调控打下基础。
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!" 讨论

; ; @.(GE手术是近几年来发展起来并逐步趋向完善的一种
角膜屈光手术，因其效果稳定、视力恢复快、并发症少、复发率

低，已成为治疗近视和散光最常用的方法之一［%，*］。但在治疗

高度近视散光患者时，@.(GE也存在术后屈光度过矫、欠矫、回
退及术后视觉质量下降等问题，对此目前临床上尚无一种切实

有效的解决手段。随着飞点扫描准分子激光系统的临床推广，

小光斑飞点扫描准分子激光系统联合红外线制导眼球自动跟

踪治疗近视和高度散光时，克服了患者术中转眼带来的不良后

果。其光斑小，频率快，大大减少了术后角膜皱折和眩光等并

发症的发生率。.@@[D0[//\酷眼准分子激光光斑只有 2I <Q
OO，治疗近视和高度近视散光，患者术后视力恢复快，稳定快，
无偏心切削、中心岛形成及不规则散光。应用飞点扫描准分子

激光对高度及超高度近视进行多区切削，可节省角膜厚度，有

较好的临床效果及较高的预测性和安全性［&］。卢林德等［7］也

报道了小光斑飞点扫描主动眼球跟踪准分子激光行 @.(GE 术
治疗近视的效果好，安全性高。

; ; 本研究表明，采用小光斑飞点扫描准分子激光系统矫正不
同程度近视所伴随的高度近视散光术后各时期未见明显最佳矫

正视力丢失，安全性值得肯定；其术后不同时期裸眼视力与术前比

较均有显著提高，但在术后中、远期超高度近视组（# R%2I 22 1）

的裸眼视力与$ R SI 22 1组比较存在统计学差异，其远期疗效
较中低度组差。从手术的预测性来看，& 组术后 %* 个月预计矫
正柱镜屈光度和实际矫正柱镜屈光度均有很好相关性，但组间

比较中低度组优于超高度组。而在稳定性方面，各组术后中远

期柱镜屈光度均未见明显波动，也说明采用小光斑飞点扫描准

分子激光系统矫正高度散光可以获得稳定的术后疗效。因此，

采用小光斑飞点扫描切削模式治疗高度近视散光具有较好的

安全性、有效性、预测性和稳定性，但与以往大光斑切削模式比

较，其在改善视觉质量方面的优势如何，尚待进一步研究。

; ; 关键词：小光斑飞点扫描；@.(GE；高度近视散光
; ; 中图法分类号：0::<I S&; ; ; 文献标识码：V
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