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表达ＳＤＦ１／ＨＯＸＢ４融合基因的间充质干细胞对造血干细胞体外扩增及
干性维持的作用
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　　［摘要］　目的　构建 ＳＤＦ１、ＨＯＸＢ４和 ＳＤＦ１／ＨＯＸＢ４融合基因腺病毒表达载体，转染体外培养的间充质干细胞
（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ），比较其对ＣＤ３４＋细胞体外扩增及干性维持的影响。方法　全基因合成ＳＤＦ１／ＨＯＸＢ４基
因序列，以其为模板，经 ＰＣＲ、酶切及测序鉴定，构建表达 ＳＤＦ１、ＨＯＸＢ４和 ＳＤＦ１／ＨＯＸＢ４的 ３种腺病毒载体，转染至
２９３Ａ细胞进行包装和病毒滴度测定，并转染体外培养的ＭＳＣｓ，分别为ＳＤＦ１组、ＨＯＸＢ４组和ＳＨ组，转染空腺病毒载体
的为阴性对照，转录水平及蛋白水平检测ＭＳＣｓ中外源基因表达。４组ＭＳＣｓ和ＣＤ３４＋细胞共培养７ｄ，计数细胞并检测其
ＣＤ３４＋表达。结果　测序表明３种腺病毒载体构建成功，在２９３Ａ细胞中成功包装并获取病毒，ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测３个基因在ＭＳＣｓ细胞中稳定高表达，ＭＳＣｓ和ＣＤ３４＋细胞共培养，扩增细胞数目ＳＤＦ１组（９．５２±２．２４）、ＳＨ组（８．１１±
２．３４）显著高于对照组（４．８５±２．５３，Ｐ＜００５），ＳＨ组（ＣＤ３４＋表达为１．８５％）较ＳＤＦ１组（１．２０％）、ＨＯＸＢ４组（１２８％）
更利于ＣＤ３４＋细胞干性维持。结论　表达ＳＤＦ１／ＨＯＸＢ４融合基因的ＭＳＣｓ对ＣＤ３４＋细胞体外扩增及干性维持作用更好。
　　［关键词］　腺病毒载体；间充质干细胞；造血干细胞；共培养；融合蛋白
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ｃｏｕｎｔｉｎｇａｎｄｔｈｅｒａｔｉｏｏｆＣＤ３４＋ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒ；ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｃｏｃｕｌｔｕｒｅ；ｆｕｓｉｏｎ
ｇｅｎｅ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０９７０８６８）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺｈａｎｇＹｏｎｇ，Ｔｅｌ：８６２３６８７５４１２９，
Ｅｍａｉｌ：ｂｒａｖｅ＿ｚｈａｎｇ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　造血干细胞移植（ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｔｒａｎｓ
ｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ＨＳＣＴ）是造血功能损伤后促使其恢复的重
要有效手段。近年来，随着人们对骨髓间充质干细胞

（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）的基础和临床研究进
展，很多研究证实 ＭＳＣｓ与造血干细胞（ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ）联合移植能在一定程度上促进造血
干细胞的植入和造血重建［１－２］，但移植后 ＨＳＣｓ归巢
率有限且自我增殖活性有限，成为制约骨髓造血重建

的瓶颈问题。如何充分利用二者在骨髓中结构和功能

的密切相关性，促进骨髓重建提高 ＨＳＣｓ归巢效率，提
高其自我更新能力是目前研究的热点和难点。ＭＳＣｓ
作为造血微环境主要细胞成分能选择性粘附并支持

ＣＤ３４＋增殖和迁移，在这个过程中趋化因子 ＳＤＦ１及
其受体 ＣＸＣＲ４对 ＨＳＣｓ的归巢和植入起到了重要的
调节作用。趋化因子 ＳＤＦ１在骨髓中呈浓度梯度分
布，可趋化ＨＳＣｓ从外周向骨髓的回巢，并最终进入干
细胞壁龛，ＭＳＣｓ高表达的 ＳＤＦ１能有效介导 ＨＳＣｓ增
殖和迁移。ＨＯＸＢ４基因是编码一类具有同源盒 ＤＮＡ
依赖的结构域核蛋白，是一种特异性的转录因子，局部

高表达 ＨＯＸＢ４基因，可以调节 ＨＳＣｓ增殖与自我更
新，促进造血重建。ＨＯＸＢ４基因对于调节 ＨＳＣｓ自我
更新与分化间的平衡起着重要作用，能够有效地增强

ＣＤ３４＋细胞自我更新能力。本研究结合 ＳＤＦ１／ＣＸ
ＣＲ４之间的趋化作用和 ＨＯＸＢ４可维持干细胞干性的
作用，构建ＳＤＦ１基因和 ＨＯＸＢ４基因的融合分子，通
过腺病毒感染使ＭＳＣｓ高表达该融合蛋白，使其在１个
细胞中同时表达２个基因，在与脐血 ＣＤ３４＋细胞体外
共培养模型上，探讨 ＳＤＦ１／ＨＯＸＢ４融合基因对调节
ＨＳＣｓ扩增与自我更新的影响。

１　材料与方法

１．１　载体、细胞
　　ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ载体、ｐＤＯＮＲ２２１载体、ｐＡｄ／ＣＭＶ／Ｖ５ＤＥＳＴ
载体、ｐＭＤ１８Ｔ载体、ＤＨ５α感受态细胞、２９３Ａ细胞均为Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司产品。

１．２　药品及试剂
　　ｐｌａｔｉｎｕｍＰＦＸＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ高保真酶、ｐｌａｔｉｎｕｍＨＩＦＩＴａｑＰｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅ高保真酶、Ｂｕｆｆｅｒｔａｎｇｏ、１０×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ、ＭｇＳＯ４、
ｄＮＴＰ、ｄｄＨ２Ｏ、ｐｌａｔｉｎｕｍＰＦＸｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、氨苄青霉素或卡那霉素
抗生素溶液、ＢＰｃｌｏｎａｓｅⅡｅｎｚｙｍｅｍｉｘ、ＬＲｃｌｏｎａｓｅⅡｅｎｚｙｍｅｍｉｘ
均为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品。
　　培养基 ＤＭＥＭ＋１０％胎牛血清、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、Ｏｐｔｉ

ＭＥＭ培养液、０．０５％ Ｔｒｙｐｓｉｎ、无血清培养基均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司。逆转录及ＰＣＲ试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司。ＸｈｏⅠ、ＥｃｏＲⅠ限
制性内切酶（ＭＢＩ公司），Ｌｉｇａｓｅ、ＰａｃⅠ（ＮＥＢ公司）。测序和
ＰＣＲ引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司完成。
　　培养基 ＤＭＥＭＦ１２＋１０％胎牛血清购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司。
ＭＡＣＳ磁性分离试剂盒、ＰＥ标记的鼠抗人 ＣＤ３４抗体及其对照
ＩｇＧ２ａ购自 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ公司。ＦＩＴＣ标记的鼠抗人 ＣＤ４５、ＣＤ４４、
ＣＤ９０及对照 ＩｇＧ２ｂ、ＩｇＧ１购自 ＢＤ公司。淋巴细胞分离液
（ＴＢＤ公司），甲基纤维素培养基Ｈ４４３４购自ＳＴＥＭＣＥＬＬ公司。
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒，ＨＲＰ化学发光检测试剂盒购自康
为世纪，ＳＤＦ１一抗购自 ＣｅｌｌＳｉｇａｌｉｎｇ公司，ＨＯＸＢ４一抗购自
Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公司，二抗购自博士德公司。

１．３　腺病毒载体构建
１．３．１　全基因合成 ＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＨＯＸＢ４序列　　对所需

合成的 ＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＨＯＸＢ４全序列进行分析，进行单链
Ｏｌｉｇｏ的设计及合成，并在序列的两端分别添加限制性酶切位
点ＸｈｏⅠ及ＥｃｏＲⅠ；利用ＰＣＲ将合成的Ｏｌｉｇｏ拼接成完整的基
因；将序列装入 ｐＭＤ１８Ｔ载体并转化至感受态细胞 ＤＨ５α，测
序并通过重叠ＰＣＲ将基因序列中突变的２个位点修复，质粒经
再次测序验证重组克隆中基因序列是否正确，融合基因约

１０４４ｂｐ，３４８个氨基酸。含有正确ＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＨＯＸＢ４序
列的质粒编号为ＳＨ。
１．３．２　ｐＡｄＳＤＦ１ＩＲＥＳＥＧＦＰ、ｐＡｄＨＯＸＢ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ、ｐＡｄ
ＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＨＯＸＢ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ腺病毒载体的构建及鉴
定　　用已构建质粒 ＳＨ为模板，根据 ＳＤＦ１和 ＨＯＸＢ４序列
信息，设计２对ＰＣＲ扩增引物扩增带有ＸｈｏⅠ及ＥｃｏＲⅠ酶切位
点的ＳＤＦ１基因序列和ＨＯＸＢ４基因序列，进行扩增、电泳回收
条带。将回收的带有酶切位点的ＳＤＦ１片段和ＨＯＸＢ４片段酶
切，回收片段。将ＳＨ质粒酶切并电泳回收片段。同时目的载
体ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ也进行酶切回收片段。回收的 ＳＤＦ１、ＨＯＸＢ４
和 ＳＤＦ１／ＨＯＸＢ４片段和目的载体 ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ进行连接到
感受态细胞ＤＨ５α中，测序验证，构建出３种含有正确基因序
列的ＧＦＰ共表达质粒。
　　针对共表达质粒设计扩增引物，以已构建的共表达质粒为
模板，扩增带 ａｔｔＢ１和 ａｔｔＢ２位点 ＳＤＦ１ＩＲＥＳＥＧＦＰ、ＨＯＸＢ４
ＩＲＥＳＥＧＦＰ、ＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＨＯＸＢ４ＥＧＦＰ片段，扩增、回收条
带，使用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司ＢＰ重组反应体系：回收产物（３０ｎｇ／μＬ）
５μＬ，ｐＤＯＮＲ２２１ｖｅｃｔｏｒ（１５０ｎｇ／μＬ）１μＬ，ＢＰｃｌｏｎａｓｅⅡ ｅｎｚｙｍｅ
ｍｉｘ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２μＬ。２５℃反应１ｈ，加入１μＬ的蛋白酶Ｋ，
３７℃反应１０ｍｉｎ，取５μＬ重组反应液转化１００μＬ的ＤＨ５α感
受态细胞，使ＢＰ重组质粒到载ｐＤＯＮＲ２２１上，再筛选阳性克隆
并测序验证，保留测序验证正确的ＢＰ重组质粒，将正确的ＢＰ重
组质粒利用 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司 ＬＲ重组反应体系：ＢＰ重组质粒
（１５０ｎｇ／μＬ）１μＬ，ｐＡｄ／ＣＭＶ／Ｖ５ＤＥＳＴ（１５０ｎｇ／μＬ）１μＬ，ＬＲ
ｃｌｏｎａｓｅⅡｅｎｚｙｍｅｍｉｘ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ６μＬ。同样方法重组到腺病
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毒载体ｐＡｄ／ＣＭＶ／Ｖ５ＤＥＳＴ上，筛选测序验证正确的ＬＲ重组质
粒。构建出正确的 ｐＡｄＳＤＦ１ＩＲＥＳＥＧＦＰ、ｐＡｄＨＯＸＢ４ＩＲＥＳ
ＥＧＦＰ、ｐＡｄＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＨＯＸＢ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ腺病毒载体。
１．３．３　腺病毒的包装和滴度的测定　　按照文献［３］方法进
行腺病毒的包装，采用免疫法检测腺病毒滴度。所用一抗为兔

抗腺病毒多抗，二抗为辣根过氧化物酶标记的兔抗，ＤＡＢ显色
和计数，每孔至少计数３个视野，计算每孔感染单位。

　　每孔感染单位（ｉｆｕ／ｍＬ）＝（平均阳性细胞数／视野）×（视野数／孔）
病毒（ｍＬ）×稀释倍数

１．４　骨髓间充质干细胞的培养及鉴定
　　骨髓间充质干细胞按密度梯度离心法［４－５］培养至第３代。
细胞常规消化后以ＰＥ标记的鼠抗人ＣＤ３４抗体，以鼠源 ＩｇＧ２ａ
作为阴性对照，ＦＩＴＣ标记的鼠抗人 ＣＤ４５、ＣＤ４４、ＣＤ９０抗体孵
育，以鼠源ＩｇＧ２ｂ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ１作为阴性对照，流式细胞仪检测标
记抗体含量。

１．５　ＳＤＦ１、ＨＯＸＢ４和 ＳＤＦ１／ＨＯＸＢ４融合基因在间
充质干细胞中的表达

１．５．１　转录水平检测３个基因在间充质干细胞中的表达　　
间充质干细胞传至第３代，根据腺病毒表达载体的病毒滴度转
染细胞，其中 ｐＡｄＳＤＦ１ＩＲＥＳＥＧＦＰ腺病毒的 ＭＳＣｓ为 ＳＤＦ１
组，转染 ｐＡｄＨＯＸＢ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ腺病毒的 ＭＳＣｓ为 ＨＯＸＢ４
组，转染 ｐＡｄＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＨＯＸＢ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ腺病毒的
ＭＳＣｓ为ＳＨ组，转染空腺病毒载体的ＭＳＣｓ为阴性对照组。每
隔２４小时全量换液，连续３次，第５天观察荧光效果并提取转
染后细胞的ＲＮＡ和蛋白，按照ＴａＫａＲａ公司ＰＣＲ试剂盒说明书
进行扩增，引物由上海生工生物工程有限公司合成，ＳＤＦ１上下
游引物：５′ＧＣＣＴＧＡＧＣＴＡＣＡＧＡＴＧＣＣ３′，５′ＡＧＣＴＴＴＣＴＣＣＡＧＧ
ＴＡＣＴＣＣＴ３′。ＰＣＲ反应条件为９４℃预变性１ｍｉｎ；然后９４℃
变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３０个循环；最后
７２℃ 延伸１ｍｉｎ。扩增片段为１８５ｂｐ。ＨＯＸＢ４上下游引物：
５′ＡＧＣＧＡＴＴＡＣＣＴＡＣＣＣＡＧＣＧＡＣＣ３′，５′ＡＧＧＡＧＣＣＣＧＡＧＧＧ
ＧＡＣＡＧＡＣ３′，ＳＤＦ１ＨＯＸＢ４上下游引物：５′ＧＣＣＴＧＡＧＣＴＡ
ＣＡＧＡＴＧＣＣ３′，５′ＡＧＧＡＧＣＣＣＧＡＧＧＧＧＡＣＡＧＡＣ３′。ＰＣＲ反应
条件为９４℃预变性１ｍｉｎ；然后９４℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，
７２℃延伸３０ｓ，共３０个循环；最后７２℃ 延伸１ｍｉｎ。扩增片段
分别为２０７ｂｐ和３９４ｂｐ。电泳检测基因表达。
１．５．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定　　提取转染病毒５ｄ后 ＭＳＣｓ细胞
的总蛋白并电泳转膜检测含量，ＳＨ组分别用ＳＤＦ１和ＨＯＸＢ４
抗体检测。

１．６　体外分离人脐血源性ＣＤ３４＋干细胞并扩增
　　由本院妇产科产妇志愿者提供人脐血标本，按照骨髓密度
分离法，进行单个核细胞分离，利用 ＭＡＳＣ进行 ＣＤ３４＋细胞磁
珠纯化，细胞过柱２次。纯化前后细胞悬液分别取样计数，取
２×１０５个细胞以鼠抗人单克隆抗体 ＣＤ３４ＰＥ１０μＬ标记细胞，
鼠源ＩｇＧ２１０μＬ作为对照，流式细胞术测定 ＣＤ３４＋细胞的
纯度。

　　按照甲基纤维素培养基说明方法，１０００个 ＣＤ３４＋细胞接
入１ｍＬ甲纤培养基中，３７℃、５％ ＣＯ２饱和湿度培养箱培养
１４ｄ，进行造血集落的观察。
　　取转染空腺病毒载体的ＭＳＣｓ细胞和转染了３种腺病毒的
细胞铺入 ２４孔板，共 ４组，复种 ３孔，每孔接种 １×１０４个细
胞，６０Ｃｏγ射线照射，照射剂量３０Ｇｙ，制备滋养层，接入新鲜分
选后的ＣＤ３４＋细胞，每孔接入１×１０４个细胞，用无血清培养基
联合细胞因子 ＳＣＦ（１００ｎｇ／ｍＬ）、ＩＬ３（５０ｎｇ／ｍＬ）和 ＧＭＣＳＦ
（２５ｎｇ／ｍＬ），培养７ｄ后，计数 ＣＤ３４＋细胞。再消化收集所有
细胞标记ＣＤ３４＋荧光抗体计数１００００个细胞进行流式检测。

１．７　统计学分析
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０软件，对体外扩增
的细胞数目进行单因素方差分析。

２　结果

２．１　腺病毒载体的构建
　　用全基因合成并测序获得正确的ＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＨＯＸＢ４

融合基因序列。以其作为ＰＣＲ模版，获得了序列正确的ＳＤＦ１
和ＨＯＸＢ４序列。ＳＨ质粒和ｐＩＲＥＳＥＧＦＰ载体用ＸｈｏⅠ、ＥｃｏＲⅠ
酶切连接，ＳＤＦ１／ＨＯＸＢ４融合基因位于 ＩＲＥＳ上游。ＰＣＲ扩增
带有 ａｔｔＢ１和 ａｔｔＢ２位点的 ＳＤＦ１ＩＲＥＳＥＧＦＰ、ＨＯＸＢ４ＩＲＥＳ
ＥＧＦＰ和 ＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＨＯＸＢ４ＥＧＦＰ片段（图１），测序验
证。腺病毒载体 ｐＡｄＳＤＦ１ＩＲＥＳＥＧＦＰ、ｐＡｄＨＯＸＢ４ＩＲＥＳ
ＥＧＦＰ、ｐＡｄＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＨＯＸＢ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ构建成功。

２．２　腺病毒的包装和滴度测定
　　将３种腺病毒表达载体转染２９３Ａ细胞，转染后１０～１３ｄ
８０％出现细胞病变效应（ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ），荧光显微镜下
可以看到绿色荧光（图２），收集病毒上清，检测腺病毒滴度，
ＡｄＳＤＦ１ＩＲＥＳＥＧＦＰ病毒的滴度为 １．０５×１０１１ｉｆｕ／ｍＬ，Ａｄ
ＨＯＸＢ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ病毒的滴度为１．２×１０１１ｉｆｕ／ｍＬ，ＡｄＳＤＦ１（Ｇｌ
ｙＳｅｒ）３ＨＯＸＢ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ病毒的滴度为１×１０

１１ｉｆｕ／ｍＬ。
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Ｍ：标准；１：ＳＤＦ１ＩＲＥＳＥＧＦＰ酶切产物；２：ＨＯＸＢ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ酶切产物；３：ＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＨＯＸＢ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ酶切产物
图１　３种腺病毒载体ＳＤＦ１ＩＲＥＳＥＧＦＰ（Ａ）、ＨＯＸＢ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ（Ｂ）、ＳＤＦ１（ＧｌｙＳｅｒ）３ＨＯＸＢ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ（Ｃ）的酶切鉴定
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图２　荧光显微镜与倒置显微镜观察３种重组腺病毒转

染２９３Ａ细胞　（×１００）

２．３　ＭＳＣｓ的分离培养及病毒转染
　　成功培养了ＭＳＣｓ。对ＭＳＣｓ的表型进行流式细胞术分析，
结果显示 ＣＤ９０表达率为 ９１．０％，ＣＤ３４表达率为 ０．９９２％，
ＣＤ４５表达率为０．５９９％，ＣＤ４４表达率为９７．５％，符合 ＭＳＣｓ的
表型特点（图３）。
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图３　流式细胞术检测人ＭＳＣｓ细胞的表型结果

２．４　转染腺病毒载体的ＭＳＣｓ细胞
　　将扩增的高滴度的病毒转染处于对数生长期的 ＭＳＣｓ细
胞，４８ｈ后可见感染的绿色荧光，转染率约为９０％（图４）。
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图４　荧光显微镜与倒置显微镜观察３种腺病毒转染ＭＳＣｓ
细胞　（×１００）

２．５　ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＳＣｓ中目的基因的
表达

　　３种腺病毒转染培养的人骨髓ＭＳＣｓ，用ＲＴＰＣＲ（图５Ａ）和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（图５Ｂ）检测外源基因的表达，证实目的基因均高
表达。转染后，ＳＤＦ１在ｍＲＮＡ和蛋白水平均高表达，而内源性
的表达水平较低；外源性ＨＯＸＢ４的表达水平高，内源性ＨＯＸＢ４
在ｍＲＮＡ水平可以检测到，但蛋白水平只有低水平表达；ＳＤＦ１
ＨＯＸＢ４融合基因在ｍＲＮＡ和蛋白水平均有高水平表达。
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Ｍ：标准；１：腺病毒感染；２：空载体；３：ＧＡＰＤＨ
图５　ＲＴＰＣＲ（Ａ）与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（Ｂ）检测３种腺病毒在ＭＳＣｓ

细胞中的表达

２．６　ＣＤ３４＋细胞的分离及鉴定
　　利用ＭＡＳＣ分得脐血ＣＤ３４＋干细胞，进行流式细胞术检测，细
胞纯度由分选前的２．８７％上升至分选后的９９．２％。甲基纤维素培
养基培养造血集落，ＣＤ３４＋细胞接入７ｄ后，首先出现爆式红系集
落。培养１４ｄ后红系祖细胞集落（ＣＦＵＥ）、巨核细胞集落（ＣＦＵ
Ｍ）、粒系祖细胞集落（ＣＦＵＧ）和混合集落（ＣＦＵＧＥＭＭ）陆续出
现，结果提示分选后细胞干性和分化能力都比较好（图６）。

２９５
第３５卷第７期
２０１３年４月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．７
Ａｐｒ．１５　２０１３



! " #

Ａ：ＣＦＵＭ；Ｂ：ＣＦＵＥ；Ｃ：ＣＦＵＧ

图６　ＣＤ３４＋细胞的流式细胞术检测及集落培养　（普通显微镜×１００）

２．７　各组ＭＳＣｓ对干细胞扩增的影响
　　与分离的 ＣＤ３４＋细胞体外共培养７ｄ后，扩增细胞数目３
个实验组都要高于阴性对照组（表１），其中ＳＤＦ１和ＳＨ组与
对照组之间差异显著（Ｐ＜００５），ＨＯＸＢ４组和对照组相比无统
计学差异（Ｐ＞００５）。３个实验组之间扩增细胞数目ＳＤＦ１和
ＳＨ２组、ＳＨ和 ＨＯＸＢ４２组相比无统计学意义（Ｐ＞００５），
ＳＤＦ１和ＨＯＸＢ４２组间有显著差异（Ｐ＜００５）。
　　ＳＨ组扩增后ＣＤ３４＋细胞为１．８５％，其比例明显高于其他
几组，阴性对照组 ＣＤ３４＋细胞的表达为０．５９％、ＳＤＦ１组表达
为１．２０％、ＨＯＸＢ４组表达为 １．２８％。虽然 ３个实验组之间
ＣＤ３４＋细胞比例差异无统计学意义，即维持干性的作用差别不
大。但是，可以明显看到 ＳＤＦ１ＨＯＸＢ４细胞组的荧光强度曲
线的右侧线明显右移，该组细胞的总体 ＣＤ３４荧光信号显著加
强，出现一群临界表达ＣＤ３４的细胞（图７）。

表１　各组扩增脐血ＣＤ３４＋细胞的数目 （ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

　组别 扩增细胞（×１０４） ＣＤ３４＋表达（％）
ＳＤＦ１组 ９．５２±２．２４ａｂ １．２０±０．０８
ＨＯＸＢ４组 ５．７４±２．４３ １．２８±０．０２
ＳＨ组 ８．１１±２．３４ａ １．８５±０．４５
对照组 ４．８５±２．５３ ０．５９±０．２５

ａ：Ｐ＜００５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与ＨＯＸＢ４组比较
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红色：ＳＤＦ１组；蓝色：ＨＯＸＢ４组；绿色：ＳＨ组；黑色：阴性对照组
图７　ＦＣＭ检测不同饲养层细胞体外扩增脐血ＣＤ３４＋细胞７ｄ

后细胞表型

３　讨论

　　如何在体外最大化扩增 ＨＳＣ并保持其趋化性和
干性一直是 ＨＳＣｓ研究中的热点。在扩增 ＨＳＣｓ的过
程中，ＨＳＣｓ会向骨髓各系分化和成熟，最终也会失去
其趋化效应，增大移植失败的概率。所以如何使ＨＳＣｓ
最大化的维持其干性一直是骨髓移植研究的重点。

　　趋化因子 ＳＤＦ１及其一对一的受体 ＣＸＣＲ４对
ＨＳＣｓ的归巢和植入起到了重要的调节作用。内皮细
胞、成骨细胞和 ＭＳＣｓ细胞均表达 ＳＤＦ１，而其受体
ＣＸＣＲ４在造血细胞广泛表达，包括早期的 ＣＤ３４＋、
ＣＤ３８－和髓系、淋系定向祖细胞［６］。ＭＳＣｓ高表达的
ＳＤＦ１能介导ＨＳＣｓ迁移，吸引其向骨髓回归定植并刺
激其增殖。Ｈａｔｔｏｒｉ等［７］利用 ＳＤＦ１腺病毒载体给
ＳＣＩＤ小鼠静脉注射后，发现出现了造血细胞迁移现
象，并且小鼠血浆中白细胞和血小板都有增加。

　　ＨＯＸＢ４作为同源盒（ＨＯＸ）基因家族的一个成
员，表达强弱与维持干细胞的自我更新密切相关，在早

期的造血细胞中高表达，随着 ＨＳＣｓ向各系血液细胞
分化和成熟，ＨＯＸＢ４表达逐渐下降直至消失［８］。体

内实验表明增加ＨＯＸＢ４在小鼠骨髓细胞中的表达能
够在体内外显著增强ＨＳＣｓ的更新能力。Ｔａｎｇ等［９］利

用重组ＨＯＸＢ４明显提高了骨髓移植失败者 ＨＳＣｓ的
扩增，也有研究表明转染了ＨＯＸＢ４的ＭＳＣｓ在体外有
利于支持脐血ＣＤ３４＋细胞的扩增并保持其干性［１０］。

　　在本实验中我们首先构建了 ｐＡｄＳＤＦ１ＩＲＥＳ
ＥＧＦＰ、ｐＡｄＨＯＸＢ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ和 ｐＡｄＳＤＦ１（ＧｌｙＳ
ｅｒ）３ＨＯＸＢ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ腺病毒载体，腺病毒载体作
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为真核细胞载体具有表现多方面的优势，安全性好，不

会进行病毒基因整合，不会引起插入突变。其结构和

功能研究都比较清楚，结构上也比较稳定，能有效地把

外源基因转染到靶细胞中，感染性强，病毒繁殖滴度

高。在载体中的 ＧＦＰ是目前唯一无种属差别在细胞
内稳定表达的基因，其产物对细胞无毒性，表达检测结

果可靠，实验中目的基因和 ＧＦＰ用 ＩＲＥＳ间隔连接使
两者之间的表达互不影响，同时ＧＦＰ也成为目的基因
表达高低的一个可靠指标。然后我们用含 ＳＤＦ１、
ＨＯＸＢ４和ＳＤＦ１／ＨＯＸＢ４融合蛋白的腺病毒感染骨髓
ＭＳＣｓ。通过转录水平和蛋白水平的检测，实验结果提
示：ＳＤＦ１、ＨＯＸＢ４和融合基因都可以成功转染 ＭＳＣｓ
细胞，并稳定高表达。ＭＳＣｓ和 ＨＳＣｓ共培养后扩增细
胞数目ＳＤＦ１和ＳＨ组都要高于对照组（Ｐ＜００５），
其中ＳＤＦ１最高，ＳＨ组次之，２组扩增细胞数目相比
无统计学意义（Ｐ＞００５），提示可能与 ＳＤＦ１本身具
有促进增殖效应和特有的趋化性有关，其吸引了更多

的 ＣＤ３４＋细胞。ＶａｎＯｖｅｒｓｔｒａｅｔｅｎＳｃｈｌｏｇｅｌ等［１１］也发

现，ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４轴能显著促进造血细胞在体外的扩
增并维持其活性。但是融合基因 ＳＨ组对 ＣＤ３４＋细
胞干性维持荧光强度曲线的右侧线明显右移，该组细

胞的总体ＣＤ３４荧光信号显著加强，出现一群临界表
达ＣＤ３４的细胞，ＨＯＸＢ４组 ＣＤ３４荧光信号也要稍高
于ＳＤＦ１和阴性对照，提示可能是 ＨＯＸＢ４增强 ＨＳＣｓ
的自我更新能力。总的结果表明了在共培养时融合基

因ＳＤＦ１／ＨＯＸＢ４能更有效地提高ＣＤ３４＋细胞在体外
的增殖和干性维持。

　　综上所述，在本实验中ＳＨ组扩增的 ＣＤ３４＋荧光
强度曲线比其他几组明显右移，荧光显著加强，扩增的

细胞数目３个实验组都要高于对照组，且ＳＤＦ１和ＳＨ
组与对照组之间差异显著，虽然 ＳＨ组的扩增细胞数
目略低于ＳＤＦ１组，但２组相比并无统计学意义。本
研究结果提示通过转入融合基因的 ＭＳＣｓ作为饲养层
细胞，可以更加有效地在体外扩增脐血 ＣＤ３４＋细胞，
这为以后利用多种基因联合应用来扩增造血干细胞和

维持其干性提供了新思路。但是 ＨＯＸＢ４作为转录因
子过高表达可能会对细胞其他生物学方面造成影响，

提高ＨＯＸＢ４的表达水平可增强ＣＤ３４＋细胞的增殖和
自我更新，与此同时也减弱了细胞的短期分化能

力［１２－１３］。所以本研究中的融合基因是否会对造血细

胞自身特性或者分化能力造成影响，是否在体内还能

发挥同样功能还需进一步探讨。
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