
论著 　　　 文章编号:1000-5404(2002)11-1284-03

腺病毒介导 CTLA4Ig基因转染骨髓基质细胞及其对 CD34
+
细胞粘附力的影响

王吉刚1 ,梁后杰1 ,史曦凯1 ,陈洁平1 ,张翼军1 ,夏顺中1 ,罗高兴2　　(第三军医大学附属西南医院:1 肿瘤血液科;2 全军烧
伤研究所 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　通过腺病毒介导 CTLA4Ig 在骨髓基质细胞(Bone marrow stromal cells , BMSCs)中的表达 ,探讨 CTLA4Ig 基因修饰的

BMSCs 对CD34+细胞的粘附力的变化。方法　以 CTLA4Ig-重组腺病毒按感染复数(Mutiplicity of infection ,MOI)50转染 BMSCs , 免疫组
织细胞化学确定 CTLA4Ig的表达 , 免疫磁珠(MACS)阳性选择分选骨髓 CD34+细胞 ,流式细胞仪检测其纯度 ,通过测定粘附于 BMSCs

的3H-TdR标记 CD34+细胞的 cpm 值观察 CTLA4Ig 基因修饰的骨髓基质细胞的粘附力变化。结果　免疫细胞化学染色示 CTLA4Ig

表达阳性率达 85%(MOI=50),弥漫性定位于细胞质;免疫磁珠阳性选择获取的骨髓 CD34+细胞纯度可高达 97.8%;转染组与对照

组 BMSCs 对CD34+细胞的粘附力无显著差异(P>0.05)。结论　CTLA4Ig-重组腺病毒能有效介导CTLA4Ig基因在 BMSCs中表达 , 并
对其粘附力无显著影响。
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Transfection of CTLA4Ig-gene in BMSCs and its effects on adherence of the cells to

CD34
+
cells
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　　Abstract:Objective　To study the changes of adhesion ability to CD34+ cells of CTLA4Ig-modified bone marrow stromal cells(BMSCs)medi-

ated by adenovirus vector.Methods　The expression and location of CTLA4Ig in the transfected BMSCs were confirmed by immunocytochemical

techniques.Values of cpm from the CD34+ cell selected by MACS and marked by 3H-TdR after the adhesion to BMSCs were measured to evaluate

the changes of adhesion ability due to transfection.Results　The rate of CTLA4Ig expression in the transfected BMSCs(MOT=50)was as high as

85%, and the expression was located disseminatedly in the cytoplasm of BMSCs.But the adhesion ability of the transfected BMSCs to CD34+ cells

was not significantly different(P>0.05)from the untransfected BMSCs.Conclusion　CTLA4Ig-recombinant adenovirus can effect the mediation of

CTLA4Ig-gene expression in BMSCs but can not effect on the adhesion ability.
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　　移植物抗宿主病(Graft-versus-host disease ,GVHD)
是异基因骨髓移植(Allogeneic bone marrow transplanta-
tion ,Allo-BMT)的主要并发症和造成死亡的一个重要
原因[ 1] 。传统的防治方法是以破坏机体免疫机能或牺
牲移植物抗白血病(Graft-versus-leukemia ,GVL)作用为
代价的[ 2] 。研究发现 ,成熟 T 细胞在 GVHD 的发生与

发展中起着核心作用[ 3] ,而 T 细胞活化必须同时存在

MHC/抗原肽-TCR和共刺激信号 ,当缺少或阻断 T 细

胞的共刺激信号 ,将导致 T 细胞的无反应(Anergy)、细
胞凋亡(Apoptosis)或克隆丢失(Clone depletion)等的发
生 ,从而诱导免疫耐受(Immune tolerance)

[ 4]
。研究证

实 ,在众多的共刺激信号途径中 ,作用最明显 、最肯定
的是 B7/CD28途径[ 5 ,6] ,因此 ,干预 T 细胞 B7/CD28共

刺激途径 ,诱导特异性免疫耐受成为 GVHD 防治的新

思路 ,而 CTLA4Ig是该途径最有效的免疫抑制剂 。
　　骨髓基质细胞(Bone marrow stromal cells , BMSCs)是
支持和调节造血细胞定居 、增殖 、分化 、发育和成熟的
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内环境 。另外 ,预处理导致的造血微环境(Hematopoie-
tic inductive microenvironment ,HIM)损伤是 Allo-BMT 造

血损伤和免疫功能降低 ,甚至移植失败的重要原因之
一。BMSCs在体外易培养和扩增 ,在体内是个相对静
止 、更新率低的群体 ,外源基因的表达可以持续较长的
时间 ,并且其代谢活力很高 ,有利于重组蛋白的分泌 ,

所以成为基因治疗理想的靶细胞。
　　为此 ,本研究以探讨 CTLA4Ig 重组腺病毒转染

BMSCs的可行性及其转染对其功能的影响 ,为该基因
修饰的 BMSCs联合造血干细胞移植(Hematopoietic stem

cell transplantation ,HSCT),达到预防GVHD和纠正预处

理损伤的 HIM 提供实验依据 。

1　材料与方法

1.1　骨髓来源

　　骨髓取自健康志愿者 , 骨髓穿刺术抽取 4 ml , 以肝素抗凝

(50 U/ml)。

1.2　腺病毒载体

　　CTLA4Ig重组腺病毒载体由全军烧伤研究所构建[ 7] , 在 293

细胞扩增 ,收集并测定滴度 , 在-70℃冻存。
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1.3　主要试剂

　　IMDM 细胞培养基(GIBCO 公司);胎牛血清(Hyclone 公司);
马血清(北京邦定生物公司);人淋巴细胞分离液(天津血液学
研究所);DAB 显色试剂盒(武汉博士德公司);胰蛋白酶(Sigma

公司);小鼠抗人 CTLA-4(CD152)单抗(Pharmingen);2-巯基乙醇
(Sigma公司);L-谷氨酰胺(上海康达氨基酸厂);CD34+细胞分
选试剂盒(Miltenyi Biotec);CD34-FITC(Coulter 公司);IgG1-FITC
(Coulter公司);3H-TdR(上海原子能研究所)。

1.4　BMSCs的培养
[ 8]

　　骨髓液与等量含 2%胎生牛血清的 IMDM 培养液充分混

合 ,淋巴细胞分离液分离 MNC 连续洗涤细胞两次 ,制成细胞悬

液并计数 ,将 MNC 接种于如下培养体系:IMDM 培养液 ,内含(1
～ 2)×106MNC/ml , 12.5%马血清 , 12.5%胎牛血清 , 100 U/ ml的

青霉素和 100 ng/ml的链霉素 , 10-6 mol/ml氢化考的松注射液。
以每瓶5 ml的量接种于培养瓶中 , 然后置于37℃, 5%CO2 细胞

培养箱中培养 , 培养 72 h 后全量换液去除悬浮细胞 , 贴壁细胞
继续培养 ,每 4 d 换液 1次 , 80%融合时 , 用 0.25%的胰蛋白酶

消化基质细胞 ,并扩瓶培养。直至进入对数生长期 , 可以规则
传代。

1.5　CTLA4Ig 重组腺病毒转染 BMSCs[ 9]

　　取生长状态良好的 BMSCs ,消化后制成细胞悬液 , 计数 , 并
调节细胞浓度至 1×105/ml , 按 5×103/ cm2 备有盖玻片的 24 孔

板转染 24孔板 , 其中 21 孔用于转染组 , 3 孔设为阴性对照 , 用
于免疫组化。按 2×104/ cm2 接种于 6 孔板 , 转染组 、对照组各

设 3孔 , 备测定粘附力用。以上各组 BMSCs 37℃, 5% CO2培养

24 h , BMSCs 基本贴壁 ,并达 85%融合。转染组按 MOI为 50 单

位加入 CTLA4Ig重组腺病毒 , 轻轻摇晃使载体液均匀散布于所
有细胞。将细胞置于细胞培养箱中培养 , 每 15 min 轻轻摇晃 1

次 ,使载体液均匀接触所有细胞。 1 h 后吸出 CTLA4Ig 重组腺

病毒 ,并用培养液洗涤细胞两次 , 加入 10%FCS-IMDM 细胞培养

液继续培养。

1.6　CD34+细胞的分选

　　分离骨髓 MNC , 用抗 CD34+免疫磁珠 , 按试剂说明书对
MNC 进行磁标记 ,洗脱阴性细胞 ,将分离柱移出磁场 , 加压洗脱
CD34+细胞 ,计数 CD34-细胞及 CD34+细胞 , 0.4%台盼蓝染色 ,
计数活细胞 , 存活率>96%。收获 CD34+细胞一式两份 , 一份
加FITC-CD34+ , 另一份加 IgG1-FITC 为阴性对照 , 4℃孵育 30

min后 , 用 PBS 洗涤两遍 , FACS 检测纯度。
1.7　免疫组化检测目的蛋白 CTLA4Ig的表达及其在

　　 BMSCs 中定位

　　转染后 48 h 取 1.5 中用于免疫组化的BMSCs 以4%多聚甲
醛固定 ,将小鼠抗人 CTLA-4(CD152)单抗 1∶200 稀释 , 按试剂说
明书并参考蔡文琴等[ 10]方法进行免疫组化染色及铁苏木素复

染。

1.8　CTLA4Ig 基因修饰的 BMSCs的细胞粘附实验[ 11]

　　以 10%FCS-IMDM 细胞培养液调节 CD34+细胞浓度为 5×
106/ml , 加 100 μCi 3H-TdR, 37℃、5% CO2 培养 8 h , 0.01 mol/ L
PBS洗涤 5 min×3 次 ,以 10%FCS-IMDM 细胞培养液调节细胞

浓度为 1×106/ ml。每孔加入 1 ml浓度为 1×106/ml的3H-TdR
标记 CD34+细胞到基质细胞层上 , 37℃、5%CO2 培养 3 h。 0.01
mol/ L PBS 洗涤 5 min ×3 次 , 去除未粘附到基质细胞层的
CD34+细胞。用 0.25%胰蛋白酶消化粘附有标记 CD34+细胞

的基质细胞层 ,收集粘附细胞悬液 , 吹打分散细胞。平行测定 3

份 1 ml浓度为 1×106/ml的3H-TdR标记 CD34+细胞的 cpm 值 ,
其结果作为掺入的 cpm 值;分别测定转染组和对照组粘附细胞
悬液的 cpm 值 ,按如下公式计算 BMSCs 粘附率(%):

　　BMSCs 粘附率(%)=
粘附细胞悬液的 cpm 值
掺入的总 cpm 值

×100%

1.9　统计学处理

　　数据均以 x±s表示 , 采用 Microsoft Excel 2000统计程序进

行 t检验。

2　结果

2.1　BMSCs培养

　　培养后 3 d , 可见少数细胞贴壁生长 , 其上粘附有大量的造
血细胞 , 去除悬浮细胞后继续培养 ,观察发现基质细胞为不均
一的细胞群 , 主要有成纤维细胞 , 呈梭形 , 胞质丰富 , 呈平行或
旋涡状生长;上皮细胞有丰富的胞质和不规则的突起;巨噬细
胞胞体较大 ,呈圆形 , 胞质丰富 ,见图 1。此外 ,还可见一类细胞
胞体大 ,胞质丰富 , 胞内有不少空泡 , 可能是外膜网状细胞。 传
代后 BMSCs 呈均匀生长 , 但传 4～ 5代后 BMSCs 增殖减慢。

图 1　原代培养的 BMSCs　(×100)

Fig 1　Primary culture of BMSCs　(×100)

2.2　免疫组化检测 CTLA4Ig在 BMSCs中的表达

　　取转染后 48 h 的细胞爬片固定 ,经免疫组化染色和铁苏木
素复染 ,镜下观察发现 , 转染组呈阳性结果 , BMSCs 形态完整 ,
阳性细胞染色与少许阴性细胞染色相互交杂分布 , 阳性染色呈
弥漫性分布于整个胞质 ,见图 2 ,未转染组呈阴性结果。在 MOI

为 50时 , 腺病毒对 BMSCs的转染效率可达 85%以上。

图 2　免疫组化检测 CTLA4Ig在 BMSCs中的表达　(×400)

Fig 2　Expression of CTLA4Ig in the BMSCs confirmed by

immunocytochemistry　(×400)
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2.3　FACS 检测分离的骨髓 CD34+细胞纯度

　　骨髓单个核细胞经MACS 分选后 , 流式细胞仪检测获得的
CD34+细胞的纯度为 97.8%,见图 3。

图 3　FACS检测经 MACS分选的骨髓 CD34+细胞纯度

Fig 3　Purity of CD34+cells selected by MACS detected with FACS

2.4　CTLA4Ig 基因修饰组与对照组的细胞粘附实验

　　结果见表1。转染组与对对照组BMSCs 对CD34+细胞粘附

力无显著性差异(P>0.05)。

表 1　CTLA4Ig基因修饰组与对照组的细胞粘附率

Tab 1　Adhesion rate of the CTLA4Ig-modified and control group

　　Group cpm Adhersion rate%

　　Incorporation 2 504±538.37 ———

　　Control 　 1 433.67±360.81 57.26

　　Transfected 1 275±232.78 50.92

3　讨论

　　本课题出发点是以 CTLA4Ig 基因修饰的 BMSCs

回输受体 ,通过目的蛋白的表达 ,阻断 B7/CD28共刺
激途径 ,同时 BMSCs还可以纠正或改善预处理所致的

微环境损伤 ,从而促进造血重建 ,但其前提必须是 CT-
LA4Ig重组腺病毒介导 CTLA4Ig 基因转染对 BMSCs的
功能无明显影响 。BMSCs是支持和调节造血干/祖细
胞定居 、增殖 、分化 、发育和成熟的内环境 ,在这些过程
中 BMSCs与造血干/祖细胞的粘附分子或粘附结构起
着重要作用 。CD34抗原为细胞表面的磷酸化蛋白 ,无
系特异性 ,选择性的表达于早期造血干/祖细胞 ,小血
管内皮细胞和胚胎成纤维细胞 ,能使造血祖细胞粘附
于基质上。最早期的造血干/祖细胞 CD34表达最高 ,
随着细胞分化成熟 , CD34 抗原逐渐减少直至消失。
CD38抗原是造血干细胞向多系定向分化的标志之一 ,
并随分化过程其表达水平增高 。CD34+CD38-被认为

是最早期的造血干细胞。CD34+细胞几乎包含了所以
造血干/祖细胞 ,但并不排斥 CD34阴性为早期造血干

/祖细胞的重要标志[ 12] 。目前 ,CD34+细胞仍是大多

数体外扩增研究的靶细胞 ,目前应用得较多的还是以
单克隆抗体标记的细胞免疫分离法 ,包括流式细胞仪
细胞分选 、生物素-亲合素免疫亲合层析和免疫磁珠微
粒分离等方法 ,其中通过细胞表面 CD34 抗原的表达

与否分离 CD34+干/祖细胞和 CD34-细胞的过程亦称
为CD34阳性和阴性选择[ 8] 。本实验采用免疫磁珠对
骨髓中的 CD34+细胞进行阳性选择 ,经 FACS 检测纯

度 ,发现 CD34+细胞约占分离前MNC 的 1%,分离后

纯度达90%以上 ,我们所得的纯度高达 97.8%,且可
以通过更换新的分离柱获得更高的纯度。因此 ,我们
以3H-TdR标记经 MACS 分选的骨髓 CD34+细胞进行

基质细胞层细胞粘附实验 ,以观察基因转染对基质细
胞粘附功能的影响 。结果发现 ,当 MOI 为 50时 ,转染
基质细胞层对骨髓 CD34

+
细胞的粘附力较对照组无

显著差异(P >0.05)。我们在转染预实验中发现 ,当
MOI过高时 ,虽然可获得更高的表达阳性率 ,但 BMSCs

的形态可发生变化 ,如胞质出现空泡 ,有的 BMSCs变

圆脱壁漂浮 ,生长受到明显抑制。免疫组化提示目的
蛋白 CTLA4Ig 弥漫性表达于 BMSCs胞质中 ,当 MOI为

50时能获得高达 85%的表达阳性率 ,并且基质细胞的
形态及生长未受明显影响 ,为此 ,我们选择 MOI为 50

进行实验 ,粘附实验结果也同样说明这一点 。一般细
胞粘附实验是通过细胞计数来观察粘附力的变化 ,但
由于造血细胞粘附于 BMSCs后 ,难以将两者分开 ,即
使利用 BMSCs贴壁的特性 ,也不能将 BMSCs完全从造

血细胞中分离 ,因此 ,本研究采用放射性标记的方法。
其优点在于标记 CD34+细胞粘附于 BMSCs 后 , 连同
BMSCs制成细胞悬液进行 cpm 值测定 ,而无需将两者
分离 ,能更准确地反映粘附力的变化。
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