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提 要
:

目的 探索将外源性 几 3 c DN A导人骨髓基质细胞的可能性
。

方法 将小鼠 IL 3
C

ND A 克隆到逆转录病毒载体 ( p以
-

NS )上
,

然后将重组的 IL 3
C
DN A用脂质体转染到包装细胞 PA3 17 上

,

4G 18 筛选后得到抗性克隆
,

将含病毒的上清液转染骨髓基质细

胞
。

用白行设计的引物
,

检测 p I
J

X S卜上的 N eo R 基因及转人的 IL 3 基因
。

同时观察了转染 p l沉 SN /几 3 的基质细胞培养上清液对小

鼠骨髓 C风 J
一

MG 形成的影响
,

并测定其对造血因子依赖株 M -S 印 细胞增殖活性的影响
。

结果 将含重组子 讨那N
一

IL 3 和空载体
P . 侣 N 的病毒培养上清感染 BMS

,

前者用 cP R扩增出 500 饰和 170 饰( N eo )R 的条带
,

后者仅扩增出 170 饰
。

转染 p以 S N /几3 的基质

细胞上清液有促进小鼠骨髓 CFLJ
一

C M增殖的作用
,

与空载体组及未转染组比较
,

有非常显著性差异 ( 尸 < 0
.

01 )
。

结论 外源性的

IL 3基因及 p Lx s N 上的 N印R 已整合到骨髓基质细胞基因组 DNA 中
,

并促进造血细胞增殖
。
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骨髓基质细胞是造血微环境中的重要组成部分
,

对

造血干细胞的自我更新
、

定向分化
、

繁殖及调节造血细

胞在骨髓中的滞留有重要作用
。

1 3 主要生物学功能

是造血调控
,

能作用于早期造血祖细胞及干细胞
,

并促

进其分化增殖
,

在骨髓造血障碍时
,

能加快骨髓造血重

建过程
。

我们借助逆转录病毒载体将小鼠压3 c DNA导

人小鼠骨髓基质细胞
,

利用 R ;R 检测基质细胞是否导

人外源性 压3 基因
,

并观测其对造血的调控作用
。

1 材料和方法

1
.

1 材料

逆转录病毒载体 ( p以 SN )及小鼠 IL 3
C
DNA 质粒由本校分

作者简介
:

袁良平 ( 1肠 3 一 )
,

男
,

重庆市人
,

博士
,

主治医师
,

主要从事造血重

建及基因 治疗 等方面 的研 究
,

发表论文 12 篇
。

电话
:
( () 2 3 )

韶 75 2355

收稿日期
二2仪肚毛巧

.

22
;修回日期

: 20 〕1一 l
一

03

子生物学教研室刘听博士馈赠
,

工具酶购自宝灵曼新英格兰公

司
,

实验所用标准 DNA 分子量 M
a r

k
e r

购 自华美公司
,

B AL B /
c

小鼠购 自本校动物中心
。

1
.

2 重组 1 3 CDN A 的构建「̀」

用 方关。
I将载体 p LxS N 线性化并将 几 3 。 DNA 由 uP C

一

IL 3

质粒上切下 (片段约 1
.

2 kb )
,

经 V 型槽 回收
,

然后用 4T h g a
se

进行连接
,

得到重组子 p . 泥 N
一

1 3 ;用 月汇n d lll 酶切鉴定 1 3 片

段插人方向
。

1
.

3 重组逆转录病毒的产生及病毒滴液检测

利用脂质体 玖犯详 ,

将 p l x SN
一

IL 3 和空载体 pU侣N
,

分别转

染入包装细胞 P A3 17
,

用 4G 18 筛选 1功3L 1 7 的细胞克隆
。

用含病

毒的培养上清液转染 N IH /3竹 细胞
,

计算每皿 以18 性细胞克

隆
,

即为产病毒滴度
,

以每毫升集落形成单位 ( CF’U / inl )表示
,

计

算公式
:

抗病毒效价 = 每皿克隆数
x

上清稀释倍数
。

1
.

4 转染小鼠骨髓基质细胞 ( B M s ) [2〕

取 B ALB /
C

小鼠股骨骨髓
,

制成单细胞悬液
,

取 1 x I J 个细
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生物活性明显高于空载体 口沉 SN 组及未转染基质细胞组 (尸 <

0
.

0 1 )
,

空载体组与未转染组差异无显著性 ( 尸 > 0
.

05 )
。

空载体

组与未转染组同仅加人 1〕M E M 组比较
,

差异有非 常显著性

(尸 < 0
.

01 )
一

此结果表明
,

转染 p LXNS/ 几
3 的基质细胞有明显

促进小鼠骨髓 C刊
~

G M 增殖的作用
,

空载体组及未转染基质细

胞组也有促进 C网
~

C加{增殖的作用
,

但作用不及转染组

表 1 骨髓基质细胞培养上清液的口用戎; M 检测结果 ( x 土 s)
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6 N FS
一

60 细胞增殖活性检测

不同细胞组与 N路 60 混合培养对 N阵60 细胞增殖活性的

影响
,

见表 2
。

我们发现转染 p以NS /-IL 3 的基质细胞对 N弘印

增殖有明显的促进作用
,

与空载体 pxL SN 组及未转染的基质细

胞组比较
.

差异显著 (尸 < 0
.

01 )
,

而空载体组与未转染组之间差

异不显著 ( 尸 > 0
.

05 )
。

无基质细胞混合培养的 NFS
一

60 (亦未加

人其它造血因子 )培养 24 h 后大部分死亡 (未加入 压n丁 检测 )
,

该结果提示基质细胞具有促进 N S-F印 细胞增殖的作用
.

但不

及转染 p L x S N / IL 3 的基质细胞
《 )

表 Z N万S一 细胞增殖活性检测结果 ( D ,
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7 实验小鼠外周血白细胞水平的变化

经 7 汤 仍 c 。
照射后的 BAL B / 。 小鼠

,

外周血白细胞数急剧

下降
,

第 l 周降低最明显
,

2 周左右开始逐渐回升
,

到第 3 周
,

输

注 BM s/ p Lx SN
一

IL 3 组基本达到照前水平
,

输注 BM s 组则未到

达照前水平
,

见表 3
。

单纯输 OM EM组小鼠在 2 周内
,

则大部分

死亡
。

这表明
,

表达 几3 的 BMS 及小 鼠 BMS 能促进小鼠白细

胞的恢复
。

表 3 辐射后小鼠白细胞计数 (
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3 讨论

白细胞介素
一

3 主要由激活 的淋巴细胞及肥大细

胞分泌
,

主要作用于造血干 /祖细胞
,

促进其增殖
、

分

化
。

正常情况下
,

骨髓基质细胞能少量地分泌 IL
一

3
、

.II
一

6
、

G M
一

C汗 等细胞因子
,

但浓度不稳定且非常微量
。

在放
、

化疗条件下
,

较高浓度 IL 3 对恢复骨髓造血有

一定促进作用灭
。

本实验用逆转录病毒载体将 IL 3

c DN A 导人小 鼠骨髓基质中
,

由基质细胞分泌 的 IL
一

3

能促进骨髓造血功能的恢复
。

实验结果证实
,

转染
p以SN/ 几

一

3 的基质细胞有 明显促进小鼠骨髓 c }’u
一

MG
增殖的作用

,

空载体组及未转染基质细胞组也有促进

C兀
一

C M 增殖的作用
,

但作用 不及转染组
。

代R 检测

基质细胞中的外源性基因 ( N ()e R 基因及 IL
一

3 基因 )
,

方
-

法简便
,

可靠
,

结果易于判断
。

我们设计了针对 Ne
o R

基因的一对引物
,

扩增出的产物长度为 170 b p ;通过

ntI
e m e t 网上检测

,

发现小鼠 IL
一

3 基因序列 中
,

其读码

框基因序列长度为 4 33 b p
,

针对其两端序列
,

设计出的

一对引物
,

其产物长度为 5 00 b p
,

经实验得到了证实
。

我们在设计扩增 11乃 的引物时
,

为了保证引物是特异

针对 IL 3 质粒的序列
,

以免与基质细胞基因组 1 3 序

列产生匹配
,

上
、

下游引物位于多克隆位点与 IL
一

3 编

码区交界处
,

设计引物产物长度为 5 00 b p
。

从 PC R 产

物长度分析
,

由于质粒 IL
一

3 不含内含子
,

因而 CP R 产

物长度恰好为 500 坤
。

假如引物与基质细胞基因组

IL
一

3 序列结合
,

因其序列 中含有 内含子
,

其产物长度应

超过 5 00 饰
。

因此
,

从引物设计的特异性及 CP R 产物

长度分析
,

从转染 p以sN
一

IL
一

3 的基质细胞 DN A 中扩增

出的 500 bp 片段
,

应是外源性 IL
一

3 基 因
,

而非基质细

胞基因组中的固有 I L 3 序列
。
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