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核酶抑制表皮细胞HLA-Ⅰ类抗原表达的实验研究

杜太超 ,赵雄飞 ,赵阳兵 ,路淑珍 ,王　旭 , 黎　鳌 　　(第三军医大学附属西南医院烧伤研究所 , 重庆 400038)

提　要　目的:表皮细胞可表达 HLA-Ⅰ类抗原 ,抑制其表达可望延迟其排斥反应。方法:我们将 pLXRZ

(Ribo zyme-H 的表达载体)用脂质体结合甘油休克法转染培养的表皮细胞 , 观察其对排斥反应的影响。结果:

通过转染细胞的 PCR产物证实 pLXRZ已整合入细胞基因组 DNA 中 ,免疫组化染色显示转染细胞 HLA-Ⅰ类

抗原表达较弱 , 流式细胞术检测显示细胞表达 HLA-Ⅰ类抗原总数减少。结论:Ribozyme-H 的表达载体能够

稳定存在于转染细胞中 , Ribozyme-H 能抑制表皮细胞 HLA-Ⅰ类抗原的表达。
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Inhibitory effects of ribozyme on expression of HLA class Ⅰantigen in cul-
tured keratinocytes
DU Tai-chao , ZHAO Xiong-fei , ZHAO Yang-bin , LU Shu-zhen , WANG Xu , LI Ao (Research Institute of Burn In-

jury , Southw est Hospital , Third M ilitary Medical University , Chongqing 400038 , China)

Abstract　Objective:To investig ate the inhibitory ef fects of ribozyme on the expression of

HLA class Ⅰ antigen in cultured keratinocy tes.Methods:We transfected pLXRZ into cultured

keratinocy tes w ith Lipofect AM INE in combination w ith 10%glycerol shocking.Results:The

PCR production of DNA obtained form transfected cells proved that pLXRZ was inserted into

chromosome DNA of trasnsfected cells.Immunohistochemical staining displayed that transfected

cells expressed weaker HLA class Ⅰantigen and f low cy tometry show ed that transfected cells had

less HLA class Ⅰantigen than normal cells.Conclusion:Ribozyme-H expression vector can be in-

serted into chromosome DNA of epidermis and steadily exist.Ribozyme-H can inhibi t expression

of HLA class Ⅰ antigen in cultured epidermis.
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　　培养的人表皮细胞表达 HLA-Ⅰ类抗原 ,在异体

移植后仍能成为启动移植排斥反应的主要抗原 ,去除

或削弱 HLA-Ⅰ类抗原的表达有可能延长存活 ,本实

验应用脂质体结合甘油休克的转染方法(另文报道)转

染能切割 HLA-HBC mRNA 保守序列的核酶-H(Ri-

bozyme-H)表达载体 pLXRZ ,观察其对HLA-Ⅰ类抗原

表达的影响。

1　材料与方法

1.1　Ribozyme表达载体 pLXRZ

由逆转录病毒载体 pLXSN 与 Ribozyme-H cDNA 构建而

成。

1.2　细胞培养
取材于门诊手术新鲜包皮 ,采用组织块法培养细胞 , 取生

长旺盛 ,形态良好的细胞作为靶细胞。

1.3　表皮细胞的基因转染
详细步骤见文献[ 1] , 大致如下:用报告基因 pSV-β 作为表

达载体 , 采用 Lipofect AMINE 结合甘油休克法转染生长旺盛

的细胞 , 取不同转染时间 , 不同的甘油休克浓度对表皮细胞进

行转染 ,继续培养 24 h 后进行原位染色 , 转染阳性的细胞呈蓝
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色 ,用图像分析仪测定转染效率 , 其中 Lipofect AMINE 结合

10%甘油休克法转染率最高达到 4%。然后用此稳定有效的方

法转染 pLXRZ进入表皮细胞。

1.4　转染细胞的检测
1.4.1　 PCR检测转染细胞内 pLXRZ 整合情况　　根据设计

的特 异 引 物 , 其 序 列 为:正 向 引 物 (5′端) 5′-

AATTCTC TCAGGGTCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAAGG

GGCTG-3′, 反身引物(3′端)5′-AGTCAGCCATGGGGCGGAGA

ATG-3′理论上可扩增出 293 bp的 DNA片段。

1.4.2　HLA-ABC 免疫组化染色检测(FACS)细胞膜 HLA-

ABC 抗原表达情况　　抗 HLA-ABC 单克隆抗体(购自邦定生

物医学公司)链霉素亲生物蛋白过氧化酶免疫组化染色(S-P 染

色), 参照试剂盒说明书。

1.4.3　流式细胞仪检测细胞 H LA-ABC 抗原总量　　各取正

常细胞及转染细胞 104 个 , 乙醇固定后用荧光标记的 HLA-

ABC 单克隆抗体进行 FACS 检测 , 结果见表 1、2。

2　结果

2.1　pLXRZ 基因转染表皮细胞的 PCR鉴定

针对 pLXRZ 中 Ribozyme-H 的 cDNA 序列 ,通过计算机软

件辅助设计了两条引物 ,理论上在这两条上下游引物互补位点

之间应扩增出长度为 293 bp 的 DNA 片段 ,实验中我们对转染

表皮细胞和正常细胞的基因组 DNA 进行特异性扩增 , 结果发

现转染组表皮细胞能扩增出长度为 293 bp 的目的 DNA 片段 ,

与理论推算值相符合 ,而正常细胞的 DNA 未扩增出特异片段 ,

这说明 pLXRZ基因确实已通过转染进入了表皮细胞内并整合

到表皮细胞基因组 DNA 中稳定存在 , 为进一步的基因表达提

供了有力的佐证 ,结果见图 1。

图 1　PCR检测转染细胞及正常细胞 DNA

　Fig 1　DNA analysis of the transfected and normal cultured

keratinocytes by PCR

　M:PBR 322Hae 3 marker 434 bp , 267 bp;A , C:T ransfected

keratinocytes;B:Normal kera tinocytes

2.2　免疫组织化学染色测定转染表皮细胞 HLA-Ⅰ

类抗原表达情况

收获于同一时相点(转染后 7 d)的表皮细胞在正常对照组

中其 HLA-Ⅰ类抗原分布表现出较强 、均匀的染色 , 提示未经转

染的表皮细胞表达 HLA-Ⅰ 类抗原不受影响 , 而转染组的表皮

细胞中呈现染色强弱交替存在 ,且强染色区与弱染色区均呈簇

状分布。染色强弱的差异提示它们表达 HLA-Ⅰ 抗原水平的差

异。结果见图 2。

图 2　正常细胞及转染细胞免疫组化检测 HLA-Ⅰ抗原表达

　Fig 2 　Comparison of HLA-Ⅰ Ag expression in normal cul-

tured and transfected keratinocytes cells with immuno-

histochemical method

　A :T ransfected cultured keratinocytes of epidermal cells

B:Normal cultured keratinocytes of epidermal cells

2.3　FACS测定表皮细胞HLA-Ⅰ类抗原表达情况
流式细胞术检测了正常表皮细胞 , 转染表皮细胞同一时相

点(转染后 7 d)表皮细胞及正常表皮细胞 HLA-Ⅰ类抗原表达

情况 ,以及正常细胞在不同培养时相其 HLA-Ⅰ 类抗原表达变

化情况。结果表明 ,正常表皮细胞的平均荧光强度高于转染表

皮细胞 ,见表 1。而正常培养表皮细胞在培养 3、7 、10 d 后的平
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均荧光强度变化差异不明显 , 见表 2。这就排除了短期培养的

表皮细胞本身在 HLA-Ⅰ类抗原表达变化对实验结果的影响。

由此可以说明转染表皮细胞 HLA-Ⅰ类抗原的表达变化是由处

理因素引起的。

3　讨论

Ribozyme是一类具有生物催化活性的 DNA 分

子 ,在没有蛋白质的参与下能与互补 RNA 序列结合

并能催化切割该段序列中磷酸二脂键的 RNA 分

子[ 2] 。因此 , Ribozyme 只能切割特异性的靶 RNA 分

子 ,在切割时还需要二价阳离子等的存在 , 切割靶

RNA后 ,又可将被切割的产物从 Ribozyme 解脱下来

而又去结合另外相同的序列进而继续切割靶序列[ 3] 。

Ribozyme可以被人为设计 ,使其与靶基因的 RNA 分

子互补 ,将其转入细胞后 ,就可以特异性地切割目标

RNA分子 ,达到治疗目的 。赵雄飞等[ 4]通过计算机基

因库筛选 ,在目前发现的所有编码 HLA-A 、HLA-B 、

HLA-C 的基因序列中选择了一段非常保守的序列作

为 Ribozyme-H 的切割靶序列 ,其间含有 Ribozyme-H

识别的切割三联体 CUC ,其侧翼序列与所设计的 Ri-

bozyme-H 结合区互补 。在他们的实验中 , 经 Ri-

bozyme-H 体外转录载体与 HLA-B 7体外转录载体转

录的 HLA-B 7 mRNA进行的体外切割实验表明 ,所设

计的 Ribozyme-H能将HLA-B 7 mRNA 特异性地切割

成两段 ,并观察到通过逆转录病毒载体将其导入 HeLa

细胞后可使细胞内完整的 HLA-Ⅰ类 mRNA 减少 ,

HLA-ABC 抗原的表达明显减弱[ 4] 。

在器官移植的排斥反应中 ,供体的抗原要作用于

受体的免疫效应细胞 ,在培养表皮细胞异体移植中 ,虽

由于表达 HLA-Ⅱ类抗原的 Langerhan′s 细胞的消失

存活期有所延长 ,但 HLA-Ⅰ类抗原仍广泛表达在几

乎所有表皮细胞膜上 ,成为在皮片异体移植的过程中

引导排斥反应的主要抗原 。国外文献报道有人用经单

克隆抗体阻断 rIFN 受体的方法制备 HLA-Ⅰ类抗原

表达减弱的肝癌细胞移植异体小鼠后无排斥现象的发

生
[ 5]
。Wu等

[ 6]
用抗小鼠 HLA-Ⅰ类抗原的 β2-m的单

抗处理皮肤 ,阻止 T 细胞攻击移植物而存活期明显延

长。同样 ,无 HLA-Ⅰ类抗原的肾脏异体移植后的功

能较HLA-Ⅰ类抗原不合者有明显改善[ 7] 。因此 ,减

弱或消除移植物内HLA-Ⅰ抗原可有效地减弱CTL 细

胞对移植物的攻击。

分子生物学技术的发展使我们可在分子水平干预

细胞 HLA抗原的表达 ,如果通过基因工程技术在体

外预先对移植物细胞内 HLA 抗原的表达进行调节 ,

尽可能抑制其表达 ,减弱或消除细胞表面的 HLA 分

子 ,减轻受体免疫系统对异体移植细胞的攻击 ,有可能

延长移植物的存活时间
[ 8]
。

外源基因在细胞内的转录和表达 ,它必须稳定存

在于细胞内并整合入细胞基因组 DNA中 。本实验通

过将 Ribozyme-H 的表达载体 pLXRZ 采用脂质体结

合甘油休克法转染培养人原代表皮细胞 ,通过对转染

细胞基因组 DNA的 PCR鉴定 ,得到了与理论计算大

小符合的 DNA 片段 ,从而证实了细胞内外源基因的

稳定存在 ,对转染阳性的表皮细胞和正常表皮细胞共

同存在的细胞群体进行免疫组化染色 ,结果提示抗原

表达强弱的表皮细胞相间存在 ,多呈克隆分布 ,证明经

转染处理的细胞部分实现转染而引起该细胞的 HLA-

Ⅰ类抗原表达减少 ,流式细胞术检测正常表皮细胞 ,转

染表皮细胞的结果进一步说明了转染表皮细胞 HLA-

Ⅰ类抗原低于正常表皮细胞。通过上述实验初步观察

到 Ribozyme-H 对表皮细胞 HLA-Ⅰ类抗原表达有一

定的下调趋势 , 证明用 Ribozyme-H 干预表皮细胞

HLA-Ⅰ类抗原表达合成的思路是可行的。
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