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IL-11基因修饰的基质细胞对造血细胞体外扩增的影响
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　　提　要:目的　研究造血因子白介素 11(IL-11)基因修饰的基质细胞对造血细胞体外扩增的影响。方法　采用逆转录病毒载体

将 IL-11 基因转入基质细胞HFCL ,用 Northern blot检测基质细胞 HFCL IL-11基因的表达 ,用流式细胞仪检测 IL-11 基因修饰的 HFCL

支持的脐血 CD34 +造血细胞体外扩增中表型为 CD34+CD38 -早期祖细胞和表型为 CD34+CD41+巨核系定向祖细胞的比例。结果　

基质细胞HFCL能够表达逆转录病毒介导的 IL-11 基因 ,并且在这种 IL-11 基因修饰的基质细胞支持下 ,脐血 CD34+造血细胞经过

7 d 扩增 ,扩增细胞中表型为 CD34+CD38-的早期祖细胞和表型为 CD34 +CD41+巨核系祖细胞的比例分别为(1.62±0.23)%、(9.9±

1.1)%,高于未转基因 HFCL的(0.8±0.23)%、(6.5±1.8)%, 而在相同条件下细胞因子支持的扩增细胞中则分别为(0.19 ±

0.14)%、(6.0±1.1)%。结论　基质细胞能够表达经逆转录病毒载体介导的 IL-11基因 ,而且经 IL-11 基因修饰的基质细胞能显著

促进 CD34 +CD38-的早期祖细胞和 CD34+CD41 +巨核系祖细胞扩增。
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Effect of IL-11 gene modified stromal cells on ex vivo expansion of hematopoietic cells
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400014 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the effect of IL-11 gene modified stromal cells on ex vivo expansion of hematopoietic cells.Methods　

After IL-11 gene was transferred into stromal cell line HFCLwith retroviral vector pLXSN , the expression of IL-11 mRNA was detected with Northern

blot in HFCL-IL-11 cells.The percentages of CD34+ CD38- early progenitor and CD34+ CD41+ megakaryocyte-committed progenitor were deter-

mined with flow cytometry after inoculation on stromal cell HFCL-IL-11.Results　The HFCL cells expressed IL-11 mediated by retroviral vector.In

the expansion of CD34+ cells from cord blood inoculated on HFCL-IL-11 cells for 7 d , the percentage of CD34+ CD38- early progenitors was(1.62

±0.23)% and that of CD34+ CD41+megakaryocyte-committed progenitors(9.9±1.1)%, both of which were higher than the expansion inoculat-

ed on untransferred HFCL cells [ (0.80±0.23)%, (6.5±1.8)%, respectively] and higher than inoculated with cytokinases in the same condi-

tions [(0.19±0.14)%, (6.0±1.1)%, respectively] .Conclusion　Stromal cells can express the retroviral-mediated IL-11.These HFCL IL-11

cells can enhance the expansion of CD34+ CD38 - early progenitor and CD34+ CD41 +megakaryocyte-committed progenitors.

　　Key words:hematopoietic cell;ex vivo expansion;interleukin-11;stromal cell

　　大量的研究显示 ,与细胞因子支持的扩增相比 ,基
质细胞支持的扩增能更有效扩增早期祖细胞和保留细

胞体内重建造血的能力 ,但造血细胞的原始活性仍有
显著的下降 ,且其短期扩增细胞的效率较低 。根据众
多研究所提示的基质细胞的造血支持作用与基质细胞

表达和分泌的造血调控因子有关 ,我们用具有早期造
血调控作用和巨核系特异性造血调控作用的造血因子

IL-11基因来修饰基质细胞 HFCL ,并初步观察了这种
IL-11基因修饰的基质细胞对脐血造血干祖细胞体外

扩增 ,尤其是对早期祖细胞和巨核系定向祖细胞扩增
的影响。
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1　材料和方法

1.1　实验材料
1.1.1　药品与试剂　　IMDM、DMEM 培养基 , G418 , TRIzolRNA

试剂盒均为美国Gibco 公司产品 ,胎牛血清为杭州四季青公司
产品 ,马血清由北京军区军马所提供 。重组造血生长因子均来

自Sandos。鼠抗人 CD34 单克隆抗体(FITC-HPCA-2)和鼠抗人

CD38 单克隆抗体(PE-Leu17)为 Becton Dickinson(USA)产品 , 32P-
dCTP购自亚辉公司(10 mCi ml), 随机引物 DNA 标记试剂盒购

自TaKaRa公司。
1.1.2　病毒载体及细胞系　　逆转录病毒载体 pLXSN , 包装细

胞 PA317及基质细胞系HFCL由北京军事医学科学院二所三室

保存。
1.1.3　脐血细胞　　脐血样品来自北京军区总医院 , 采集方

法按 Broxmeyer的报道 , 细胞在 24 h 内经 Ficoll(相对密度1.077)
梯度离心 ,制成单个核细胞(MNC)悬液。

1.2　实验方法
1.2.1　逆转录病毒载体(pL-IL-11-SN)的构建及鉴定　　IL-11
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基因的 cDNA全长为 0.6 kb ,用 Cla Ⅰ酶切后由 Klenow 补平 , 再

用 BamHⅠ酶切 ,回收 0.6 kb 片段 ,将该片段插入逆转录病毒载
体 pLXSN 的多克隆 HpaⅠ 和 BamHⅠ位点。 连接反应 、小样鉴

定及质粒提取参见常规方法。
1.2.2　逆转录病毒转染 PA317 细胞及病毒上清的制备　　用

脂质体将 pL-IL-11-SN转入包装细胞 PA317 , 用 1 mg ml G418 进

行筛选 , 待转染了 PL-IL-11-SN 的 PA317 完全融合时 , 于 32 ℃、

5%CO2 孵箱培养 24 h ,收集上清 ,用 0.45μm 的滤器过滤 , 贮存

于-70 ℃冰箱保存备用。

1.2.3　逆转录病毒上清感染基质细胞 HFCL　　基质细胞 HF-

CL在含 10% FCS 的 DMEM 中长至 30%～ 50%融合时 , 加入病
毒上清 、Polybrene 8 μg ml , 培养 6 h 后 ,更换新鲜培养液 ,继续培

养至 48 h 后 ,加入 G418 1 000μg ml , 1～ 3 d 更换培养液 ,约 10 d

左右有抗性克隆出现 , 待克隆足够大时 , 用胰酶消化后进行扩

大培养。
1.2.4　基质细胞 HFCL IL-11 基因表达的检测　　用 Northern

blot检测基质细胞 IL-11 mRNA 的表达 , RNA 探针的制备 、纯化
参照《分子克隆》 ,细胞总 RNA的提取按 TRIzolRNA 提取试剂盒

操作说明进行。将细胞总 RNA 在含甲醛的琼脂糖凝胶上进行

RNA电泳 , 使 RNA 分子按大小不同而相互分开 , 然后用毛细吸

管抽提原理 ,将 RNA从琼脂糖凝胶转移到尼龙膜上 , 使膜在室
温下凉干 , 再在 80℃烤干 2 h 后 , 预杂交 3 h , 用α-32PdCTP标记

的 IL-11 探针杂交过夜(42℃),常规洗膜 , -70℃暴光 7～ 10 d。

1.2.5　脐血 CD34+细胞的分离纯化　　利用吸附单克隆抗体-

磁珠分离系统(MiniMACS)进行分离。操作按说明书进行 , 用

300 μl分离缓冲液悬浮 MNC , 分别加入试剂 A1(非特异性的阻

断抗体)、A2(CD34 特异性单抗 QBEND-10)各 100 μl ,混匀 ,冰上

孵育 20 min , 洗涤后 ,在 400μl的 MNC 悬液中加入试剂 B(结合

50 nm 微球的 IgG 二抗)100 μl , 混匀后 6～ 8 ℃孵育 20 min , 洗

涤 ,制成单细胞悬液。标记细胞通过置于磁场中的分离柱 , 洗

脱组为 CD34 -细胞 , 将分离柱移出磁场 ,加压洗脱 , 收集组分即

为 CD34 +细胞。流式细胞仪(FACScan)检测其纯度。

1.2.6　脐血 CD34+细胞体外扩增　　将生长状况良好的转基

因与未转基因基质细胞按 4×105 ml , 接种于 12孔板 , 待其融合

时 ,将脐血 CD34+细胞按 2.5×104 ml接种于基质细胞上(培养

体系为:IMDM 培养基中含12.5%HS 、12.5%FCS、5×10-7mol L

氢化可的松及重组生长因子 IL-3 2 ng ml、SCF 10 ng ml、FL 10

ng ml), 37℃、5%CO2 及饱和湿度的条件下培养 7 d ,隔天进行

半量换液。培养结束后 ,取出细胞用台盼蓝拒染法计算活细胞

总数 、CD34+细胞和 CD34+CD38 -细胞比例的检测。

1.2.7　流式细胞仪的检测　　将上述收集好的各培养体系的

细胞 ,加入封闭用的羊血清 , 4℃静置 15 min左右;冰 PBS 洗涤;

然后将 CD34-FITC、CD38-PE 抗体各 5 μl 加入欲检测的相应细

胞 , 4℃下静置 30 min后 , 用 PBS 洗涤 , 在 24 h 内送流式细胞仪

检测。同时用荧光标记的非特异性抗体作对照。

1.3　统计学处理
　　实验结果用 x±s表示 , 采用方差分析。

2　结果

2.1　逆转录病毒载体 pL-IL-11-SN的鉴定
　　将全长为 0.6 kb 的 IL-11cDNA与 pLXSN的 5.9 kb 连接后 ,

用 BamHⅠ酶切电泳示有一大小为 6.5 kb 的 DNA 条带 ,证实为

pL-IL-11-SN ,见图 1 , B为回收的 0.6 kb 的 IL-11 cDNA。

图 1　逆转录病毒载体 pL-IL-11-SN的鉴定

Fig 1　Identification of retroviral vector pL-IL-11-SN

A:DNA fragmentation of pL-IL-11-SN(6.5 kb)cutted by BamH Ⅰ

6.5 kb;B:DNA fragmentation of IL-11 cDNA(0.6 kb)

2.2　基质细胞 HFCL IL-11基因的表达
　　Northern blot检测结果显示基质细胞 HFCL 能够表达经逆

转录病毒载体转导的外源性 IL-11 基因 , 见图 2(a显示转 IL-11

基质细胞的 IL-11 mRNA表达为阳性;b 为未转基因的 HFCL , 其

IL-11mRNA 的表达为阴性)。

图 2　基质细胞 HFCL IL-11基因的表达

Fig 2　Northern blotting analysis of expression of stromalcell HFCL IL-11 gene

a:IL-11 gene modified stromal cells;b:Unmodified stromal cells

2.3　脐血 CD34
+
细胞培养前各免疫表型的含量

　　MiniMACS 分离脐血单个核细胞可获得高纯度的 CD34 +细

胞 ,经 FACS 检测 ,其纯度为 91.8%～ 97.5%, 回收率为 62%～

75%。CD34 +CD38-细胞是已发现可分离的最早的造血细胞 ,

本实验所得到的 CD34+细胞的 CD34 +CD38-细胞的比例为

4.7%～ 5.1%。CD34+CD41 +巨核系定向祖细胞是移植后与血

小板恢复最为密切的巨核系祖细胞 ,该细胞在脐血的低含量是
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导致脐血移植后血小板恢复延迟的主要原因 , 它在分离的

CD34+脐血造血细胞中所占的比例为 8.2%～ 9.1%。

2.4　IL-11基因修饰的 HFCL对脐血 CD34
+
造血细胞

体外扩增细胞总数的影响
　　脐血 CD34+造血细胞在 IL-11 基因修饰的 HFCL(HFCL IL-

11)、HFCL及相同条件的细胞因子支持下 , 经过 7 d 的体外扩

增 ,各扩增体系的细胞总数见表 1。结果显示细胞因子支持的

扩增细胞总数增加 18.5 倍 ,显著高于基质细胞支持的扩增(P

<0.01), IL-11 HFCL支持的扩增细胞总数为 10.6 倍 ,高于HFCL

的 9.3 倍 ,但差异无显著性(P >0.05)。该结果表明细胞因子

支持的扩增细胞总数显著高于基质细胞支持的扩增 , 将 IL-11

基因转入基质细胞后可使扩增细胞总数有所增加。

表 1　脐血造血细胞在各体系中经 7 d扩增后细胞总数及细胞比例的变化(n=6)

Tab 1　Changes of total cell number and percentage of hematopeitic cells

from cord blood 7 d after expansion(n=6)

CD34+cells CD34+CD38-cells CD34+CD41+cells
Expanded 　Total cells　　　　Folds

(1×104 ml) Percentage( x±s)% Folds Percentage( x±s)% Folds Percentage( x±s)% Folds

HFCL IL-11 27.3±2.7 10.6 22.9±3.4 2.5 1.8±0.24 3.6 9.9±1.1 12

HFCL 23.2±3.8 9.3 12.2±1.7 9.3 0.8±0.23 1.5 6.5±1.8 7

Cytokines 46.2±2.8 18.5 10.1±1.7 2.0 0.19±0.14 0.7 6.0±1.0 6.5

2.5　IL-11基因修饰的 HFCL对脐血 CD34
+
造血细胞

体外扩增中CD34
+
细胞的影响

　　脐血 CD34+细胞在 HFCL IL-11 支持的扩增体系中 CD34+

细胞的比例明显高于 HFCL 和细胞因子(P <0.01 , 见表 1), 而

HFCL高于细胞因子 ,但无统计学意义(P >0.05)。CD34+细胞

在HFCL IL-11 支持的体系中扩增了 2.5倍 , HFCL为的 1.2 倍 ,
细胞因子为 2.0 倍。该结果表明 IL-11 基因修饰后的 HFCL 可

促进 CD34 +细胞扩增。

2.6　IL-11基因修饰的HFCL对脐血CD34
+
造血细胞体

外扩增中CD34
+
CD38

-
早期祖细胞的影响

　　脐血 CD34+细胞经过 7 d 体外扩增后 , 扩增细胞中的
CD34+CD38-细胞的比例在有基质细胞支持的扩增中高于细胞

因子支持的扩增(P <0.01 , 见表 1), 表明与细胞因子相比 , 基
质细胞对早期祖细胞的扩增与维持具有显著的作用。而 IL-11

基因修饰的 HFCL又显著高于 HFCL(P <0.01), CD34+CD38-

细胞扩增了 3.6 倍 ,HFCL为 1.5 倍 , 细胞因子为 0.7 倍。结果
表明基质细胞比细胞因子能更有效地支持 CD34+CD38-早期

祖细胞扩增 , 而且用 IL-11 基因修饰基质细胞可提高基质细胞
对早期祖细胞的维持和扩增作用。

2.7　IL-11基因修饰的 HFCL对脐血 CD34
+
造血细胞

扩增中CD34
+
CD41

+
巨核系祖细胞的影响

　　脐血 CD34+造血干祖细胞在 IL-11 基因修饰的 HFCL(IL-

11 HFCL), 经过 7 d 培养后 ,扩增体系中的 CD34+CD41+巨核祖

细胞的含量比例明显高于未转基因的 HFCL(P<0.01 , 见表1);

该细胞扩增倍数 12 倍 , 而 HFCL体系为 7 倍。该结果表明 , 经
过 IL-11 基因修饰的 HFCL可促进 CD34+CD41+定向巨核系祖

细胞的扩增。

3　讨论

　　造血细胞体外扩增是提高干细胞移植成功率和扩
展其应用范围的有效方法 ,细胞因子支持的扩增由于
具有培养条件易于控制 、短期内扩增效率高而为目前
广泛采用的方法 。但大量的研究

[ 1～ 3]
以及本实验结果

显示细胞因子支持的扩增不能有效扩增和保留对干细

胞移植有重要作用的早期祖细胞 ,而基质细胞则比细
胞因子能更有效地促进早期祖细胞扩增 。然而造血细

胞的原始活性在基质细胞支持的扩增中仍有显著下降

且其短期内扩增细胞的效率较低
[ 4 ～ 5]

。近来的许多研
究显示转入与基质细胞生理功能密切相关的蛋白分子

可使基质细胞功能发生变化
[ 6]
。我们用带 IL-11基因

的逆转录病毒载体感染永生性基质细胞系HFCL ,实验

结果显示基质细胞 HFCL能够有效表达外源 IL-11基
因 ,而且经过 IL-11 基因修饰后 ,基质细胞 HFCL 对脐

血造血干祖细胞体外扩增的支持作用显著增强。
　　根据实验结果 ,我们认为经 IL-11基因修饰的基
质细胞对脐血造血干祖细胞体外扩增的支持作用是与

转入的 IL-11密切相关的 ,在 IL-11基因修饰的基质细
胞支持下 ,扩增细胞中的早期祖细胞和巨核系定向祖
细胞的扩增明显高于未经 IL-11 基因修饰的基质细
胞。IL-11是具有早期造血调控作用和巨核系特异性
造血调控作用的造血因子 ,它可协同众多的其它造血
生长因子促进原始的造血祖细胞和定向祖细胞扩

增
[ 7 ～ 8]

。据此 , 我们推测用 IL-11 基因修饰基质细胞
后 ,使基质细胞表达和分泌 IL-11 ,这种经由基质细胞
分泌的 IL-11可结合在细胞外基质和基质细胞的膜蛋
白上 ,从而发挥高效的造血调控作用。
　　上述结果表明基质细胞可有效表达逆转录病毒载
体介导的 IL-11基因 ,而且这种转 IL-11基因基质细胞
能有效促进造血干祖细胞体外扩增 ,尤其是不仅可使
扩增后细胞中的 CD34

+
CD38

-
早期祖细胞 ,而且也使

CD34
+
CD41

+
巨核系定向祖细胞高于未转基因基质细

胞和细胞因子支持的扩增 。这可能有助于脐血干细胞
移植的造血恢复和改善由于脐血所含的巨核系祖细胞

数量不足导致移植后外周血血小板恢复延迟。因此 ,
进一步的研究将有助于建立一较理想的造血干祖细胞

体外扩增体系。
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13例高龄烧伤病人护理分析

Analysis of nursing 13 cases of senile burn patient

王红春 ,刘永芳 ,高建川　　(第三军医大学附属西南医院烧伤研究所 , 重庆 400038)

　　由于老年人应激反应和免疫功能的低下 ,伤前又可能存在

其它疾患 , 使得老年烧伤的死亡率偏高 , 老年烧伤一直是烧伤

治疗中的难点之一 , 特别是对于 80 岁以上的高龄烧伤的患者

更是如此 ,不仅治疗有特殊性 , 在护理方面也要有相应的措施。

现就我所 1990年 1 月至1999 年 8月收治的 13例高龄烧伤病人

的护理作一分析。

1　临床资料

　　13 例高龄病人中男性 9例 , 女性4 例 ,年龄(87±8.5)岁 , 烧

伤面积 23%±3.6%,深Ⅱ度+Ⅲ度面积为 15%±5.6%。死亡

6 例 ,占 46%;治愈 5 例 ,占 38%。2 例未愈自动要求出院。

2　护理经过

　　高龄烧伤病人多数无独立生活能力 , 语言表达能力差 , 因

此护理工作在高龄烧伤病人治疗中起着非常重要的作用。

2.1　一般护理
　　在生活 、心理上以亲人一般心情关心和照顾病人 , 耐心为

病人处理大小便 , 喂饭 , 喂水 , 清理床铺 , 关心老人冷暖。严格

执行消毒制度 ,预防感染 , 防止创面加深。

2.2　详细了解病史
　　高龄患者伤前可能患有心 、肺 、肝 、肾等重要器官疾病或烧

伤合并吸入性损伤 , 严重损害老年人对烧伤的应激反应能力 ,

削弱其调节血容量变化和对抗感染的能力。全面体格检查 , 对

病人重要脏器功能要有较清楚的了解 , 做到心中有数 , 有的放

矢 ,防患于未然。
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2.3　重视创面护理
　　高龄病人组织再生能力衰退 ,植皮成功率低。为保护创面

良好生长 ,采用一系列有针对性的医疗护理措施非常重要。 如
尽量早期清创 、植皮前充分多次的创面浸浴和抗生素盐水湿

敷 、植皮后制动 、勤换药 ,适当使用促进创面生长愈合的药物如

表皮生长因子等[ 1] 。

2.4　积极防治并发症
　　Pruitt曾指出 ,老年烧伤死亡病人中 80%是心 、肺并发症 ,

其中1 3为心衰 , 2 3 为肺炎 , 肺炎是烧伤病人最常见的并发症 ,

对于高龄烧伤病人更是如此[ 2] 。本组 13 例高龄患者 , 多数伴

有全身性感染 ,以肺炎(临床症状 、体征+胸部 X线片确诊)常

见 ,死亡组病人发生感染例次明显高于治愈组(见表 1 , 确诊感

染依据为临床诊断+胸片或组织 、分泌物病原学检查阳性)。

因此应积极预防肺炎的发生 , 如积极采用抗菌素蒸汽吸入 、鼓

励和帮助病人排痰 、勤翻体位等措施 。一旦发生肺炎 , 加强呼

吸道护理 , 体位引流 , 保持呼吸道通畅 , 选用敏感抗生素 , 气管

内滴入敏感抗生素溶液。

表 1　高龄烧伤全身感染及其它并发症情况

病例数 感染发生例次 其它并发症

治愈组 5 9 0

死亡组 6 63 5

　　高龄烧伤病人的心肺功能差 , 复苏时补液量的安全范围
小 ,补液量增加或减少 , 对高龄烧伤复苏都是不利的。必须严

密监护神志 、血液动力学变化 , 肢端温度 , 尿量等临床指标 , 按

照病人的个体差异及时调整补液量和补液速度 , 使其平稳度过

休克期。休克期后的补液也应参照上述护理原则 , 防止心衰等

并发症。
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