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培养细胞 S A A 3 启动子调控基因表达及对炎症信号的响应特性研究
`

太光平
` ,

4 0 0 0 3 8

王 裴 陈 渝 尤 忠义 汪仕 良 医二圈
(第 三军 医 大学附属西南 医院烧伤研究所 , 重庆

,

提 要 目的
:

利用构建的血清 淀粉样 蛋白启动子 (S A A 3) 报告基 因表达 载体观察 S A A 3 启动子 /增强

子应 用于调控 目的基因在培养 细胞株 的表达 及对炎症刺激的响应特性
,

探索 S A A 3 用 于调控靶基 因的可能

性
。

方法
:

p S A水3 C A T 3 采用脂 质体转染 U 9 3 7 细胞
、

肝细胞株 S M M C 7 7 2 1
,

4 8 h 后 L p S
、

重 组
r l l厂 6 + r I L

一
1

、

巨 噬细胞活化上清 ( C M ) 攻击
、

测定 不同时间 C A T 的诱导表达 ( E l
_

IS A 法 )
。

结果
:

L P S 活化 的转染 U 93 7

细胞
,

6 1、 C八 T 开始表达
,

24 h 达峰值
,

L P S 活化后 4
.

6 倍增加 C A T 基因的表达
,

72 h 开始下 降
;
重组

r l l
J -

6 + r

lL
一

1 联合诱导
,

10 %
、

20 % C M 诱 导转染 SM M C 7 7 21 细胞 2 4 h 可启动报告基 因表达
,

20 %的条件活化上

清诱导作用显著
,

6 h 始启 动
,

36 一 48 h 达峰值
,

96 h 下降
;
本研究 结果显示在 。

.

1一 62
.

5 n g / m l 的剂量范围

内
, r I L

一
6十 r I L

一
1 联合诱导剂量依赖诱导转染 U 9 37 细胞

、

S M M C 7 7 2 1 细胞报告 基因 C A T 的表达
。

结论
:

本

研究证实 S A A 3 启动子转录调控序列 (一 30 6 ~ + 47 ) 可启动 S M M C 7 7 2 1
、

U 9 37 细胞转染 报告基 因 C A T 表

达
,

S A A 3 启 动子适用于构建炎症诱导性表达载体
,

将为基因治疗的表达调控提供新治疗 策略及方法
。

关键词 血清淀粉样蛋白启 动子 (s A A 3) ;
氯霉 素乙 酞转移酶 ( C八 T )

; L P S
;
基因治疗

中图法分类号 Q 78 9 文献标识码
;

A

急性相反应蛋 白 ( S e r u m
a

m y l o i d A 3
,

S A A 3 )是一

类进化上高度保守的应激蛋白
,

是机体对感染
、

创伤及

炎性刺激的保护性应答反应
。

S A A 3 启动子上游调控

序列存在 .II
一

1
、

H厂 6 等激活 因子应答元件 :l[
。

对病理

信号及炎症介质响应的 S 八 A 3 启动子有可能用 于解

决治疗基因表达的时机和表达水平动态控制这一基因

治疗的关键问题 〔 “ 」
。

本研究探索 S A A 3 启动子在体外

细胞株对报告基因表达的调控作用及炎症信号刺激的

响应特性
。

材料与方法

1
.

1 细胞株

U 9 3 7 细 胞 株 (人 单 核 细 胞
,

本 校 免疫 学 教 研 室 引 进 )
,

S M M C 7 7 2 l( 人肝癌细胞 株
,

木所保存 )
,

细胞培养 常规用 1 0 %

F C S 的 D M E M 培养
。

1
.

2 主要试剂及 药盒

D O T A P 脂 质体转染药盒
、

质粒 D N A 抽提药盒
、

报告基因
e A T E L I s A 药 盒 ( B o e

h
r in g e r

M
a n n

h
e im 公 司 )

,

重组 I L
一

6
、

I L
一

z (邦定公司 )
,

I P S (丑
, 。 0 21 0 1 1 1

:
B 4

,

S ig m
a
公司 )

。

1
.

3 表达载体

p S A A 3 C A T 3 为一穿梭质粒
,

含鼠 S A A 3 启动 区 ( 一 3 0 6一

+ 4 7) 转录调节 序列
,

S A A 3 启动子下游 为报告基 因氯霉素 乙

酸 转 移 酶 编 码 区 ( C A T ) 及 S V 4 o p ol y A 序 列
,

系 载 体

P B L C A T 3 ( E M B L / G
e n

B
a n k 编号 X 6 4 4 0 9 )的衍 生 载体

,

该载

国家 自然 科学基金资 助项 目
,

N
O

.
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1
.

4 培养细胞的基 因转染

常规 质粒转 化大肠 杆菌 D H S `: ,

碱裂解 法抽 提
、

纯化质 粒

D N 八
。

D N A /脂 质 体 复 合 物 的 制备
:

溶 液 A
,

取 10 一 1 5 拜g

p S A A 3 C A T 3 质粒 D N A
,

用 H E P E S 缓冲液稀释至 5 0 拜l ;
溶 液

B
,

取 10 川 D O T a p 脂质体用 H EP E S 缓 冲液稀释至 50 闪
,

混合

八
、

B 溶 液
,

轻轻摇匀
,

室温静置 10 ~ 2 5 m in
,

可见 云雾状
。

基 因

转染
:

生长 良好 的 U 93 7 细胞
,

SM M C 77 21 细胞换液后
,

调整细

胞数量 为 5 又 1 0
6

/m l
,

每瓶 2 m l加人脂质体复合物 1 0 0 ,, 1
,

3 7
o

C

培养过夜
,

次 日换液
,

调整 细胞数量为 l x 10
“
/ m l

,

加人 24 孔板

进人试验
。

1
.

5 报告基 因 C A T 的表达诱导

分别用 工 P S ( 1 0 肛g / m l ) 活化 U 9 3 7 细胞
,

用 1 0 %或 2 0 % 的

活 化 巨 噬细胞上 清 ( C M )活化 S M M C 7 7 2 1 纽胞
。

不 同剂 量 的

rI L
一

1书
r

IL
一

6 分 别刺激 U 9 37 细胞及 S M M C 7 7 2 1 细胞
,

不同时

间收集细胞测定 C A T 表达
。

1
.

6 报告基 因 C A T 表达的测 定

转染培养细 胞用 0
.

25 m m ol / L T ir
s
缓冲 液冰浴 中匀 浆

,

反复 冻融 3 次
,

12 0 0 O X g 离 心沉淀
,

取上 清
。

加 样
:

取 C A T 标

准 品 2 0 0 # l ( 0
.

5
、

0
.

2 5
、

0
.

1 2 5 n g / m l ) 及样 品加人 M T P 包被

板 中加盖
,

3 7
“
C z h

,

加抗 C A T
一

D I G 标记 一抗 2 0 0 1: l
,

3 7
O

C 摇

床孵育 l h
,

加 冲洗液 2 50 川 冲洗 l m in
,

重复 3 次
。

加二 抗

( P O D 标 记抗 D I G 抗 体 ) 2 0 0 拌1 3 7
O

C摇 床孵育 2 1
、 ,

冲洗 3 0 5 ,

重复 3 次
。

加显色液 2 0 0 拜1 3 7
“

C 显色 1 0 ~ 2 4 m i n ,

在 4 0 5 n n :
、

4 9 0 n
m 测 吸光度

,

以 A。 :

~ A 钓
。

对 C A T 浓 度作 图
,

估 计 C A T

浓度
。

1
.

7 统计学处理

用 S S P S 统计程序包处理
。
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疾病如抗炎症介质的 细 胞因子基 因治疗有独特 的意

义
。

有报道 L P S 攻击小 鼠 24 h 后
,

血清中 S A A 蛋白

水平增加 1 0 0 0 倍 ;体外 20 %的条件培养基 (单核巨噬

细胞上清 )诱 导 H印 G Z 细胞表达 S A A m R N A
,

可 24

倍 ( 6 h )
,

3 7 5 倍 ( 2 4 h ) 增 加 s A A m R N A 表 达 [ 3〕
。

S A A 3 对炎症信号灵 敏响应
,

可调节下游 目的基因 的

表达
,

随疾病 (感染
、

创伤 ) 的病程而启动或终止治疗基

因的表达
,

从而实现由疾病 (炎性反应水平 )病理过程

自动控制 治疗基 因 的 表达水 平 的 新型 基 因 治疗策

略〔`」
。

本研究显示 I
J

P S 活化 U 9 3 7 细胞 6 h C A T 开始

表达
,

L P S 诱导 4
.

6 倍增加 C A T 基因的表达
。

而 r IL
一

6十 r l l
矛 一

1 联合诱导及 10 %
、

20 %活化上清诱导 24 h 可

启动转染肝细胞株 S M M C 7 7 2 1 报告基因表达
。 r

.ll
一

6

+ r l l
J 一

i 联合活化 2 4 h
,

在 0
.

1一 6 2
.

5 n g / m l 的剂量范

围内
,

转染 U 9 37 细胞报告基因 C A T 表达有剂量依赖

性
。

B o g d a n [5〕报道 I
沙

P s 活化巨 噬细胞 Ix广 6 产生
,

Z h

始起动
,

6 h 达峰值 1 8 0 0 p g / m l
,

1 2 h 降至 7 0 0 p g /

m l
,

维持至 2 4 h
,

4 s h 降至 3 0 0 p g / m l ; R i。 h a r d s [ 6 j报道

2 0 %的活化上清或 r .ll
一

1 可在体外活化培养肝细胞表

达 S A A 3
,

S A A 3 m R N A 3 h 开始增加
,

2 4 h 达峰值
,

体外活化可 10 ~ 15 倍增加 S A A Z/ C A T 嵌合基 因的

表达队幻
。

本试验证实单独 lr l
J 一

1 或 lr 卜 6 不能启动诱

导 肝细胞 C A T 表 达
,

单独 L P S 也 不能 活 化肝 细胞

C A T 的表达
。

业 已阐明肝细胞存在 3 条信号途径 可启

动 A P P (急性相反应蛋白 )表达
。

I I
J 一

1 可诱导 鼠肝及转

染了人 S A A 表达质粒的纤维母细胞 S A A 表达
,

但不

能单独诱导人肝 细胞
·

S A A 表达
,

唯有条件活化 上清

可激活多数 A P P 的表达川
,

与本试验 S A A 3 / C A T 报

告基因诱导表达的特征相符
。

本实验说明
,

内源性细胞启动子调节元件可 有效

指导下 游 目的基因在体外细胞表达
,

其表达水平与炎

症介质水平有关
。

本研究提示 S A A 3 启动子 /增 强子

元件调控 目的基 因表达 的策略是可行 的
,

由 于 S A A 3

独特的炎症诱导性
、

应答性表达及 自动终止等表达特

点
,

提示其将可能用于细胞因子 (I I厂 1 0 )基因治疗及炎

症介质拮抗剂分子 (I I一 lr a 、 s T N F
一

R )基因治疗中调控

治疗基因表达川
。
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2 1
,

N o
.

1 0

M I l l T A R I S T E R T I A E 0 e t
.

19 9 9

S M M C 7 7 2 1 e e l l Li n e s w e r e t r a n , f e e t e d w i t h p S A A 3 C A T 3 t l s i n g oD
t a p Iip o s o n 、 e

.

T h e e e l l、 w e r e in e u b a t e d f o r

4 8 h a n d t h
e n e h a l l

e n g e d w i t h L P S
, r l l

J 一
6 + I L

一
1 o r e o n d i t io n e

d m e d i u
m ( C M )

.

T h e e x p r e s s i o n o f C A T w a s

d e t e e t e d w i t }、 E L I S A
.

R e s u l ts : I n
U 9 3 7 c e

ll
s ,
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加压舱内婴幼儿氧罩的研制与应用
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张香菊
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,

4 0 0 0 4 2

P r e s s u r e 一 o x y g e n c a b i n f o r i n f a n t s
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婴幼儿在高压氧治疗时 因肺活量小
、

吸排氧阻力大造成 吸

氧 困难而难以 达到治疗 效果 等问题
。

为此
,

我科在 1 9 9 7 ~ 1 9 9 8 年间
,

研 制成在加压舱中用于要

幼儿进行 高压氧治疗 的氧罩 (简称 婴幼儿 氧罩 )
。

通过 多次调

试
、

检测及婴 幼儿治疗 表 明
,

此氧罩 能满足 出生后的新 生儿至

学龄前儿童的高压氧治疗
。

现将研制和应用情况报告 如下
。

婴幼儿氧罩的设计与制作 〔 ’〕

燃板和不锈 铁板的 4 个 角适 当的位置开 设 4 个小孔
,

B 号孔 与

膜盒压力表相连接
.

A 号孔与转子流量计 出氧管 口相连接
,

4 号

孔采用三通 管分别与转子流 量计 进氧 口 及进 氧软管相连
,

C 号

孔与排气管相连接
,

上述联接方 法均用橡胶管
。

不锈钢车架 的

四 只脚 安装有橡胶万 向轮
。

③罩体与车架组合
:

罩体的长边一

侧外 面安装 2 个 自锁合 页并 固定在阻燃板上
,

而对侧外 而安装

2 付紧固扣
,

中间安有一提手
,

其罩体短边一侧外面安装 l 个定

位卡
。

该罩由罩体和不锈钢架平车组成
:

①罩体采用半 圆形无 毒

透明有机玻璃 板材质用抓仿 密封粘合 而成
。

有机玻璃厚度为 10

m m
,

罩 体长 l 0 0 0 m m
,

宽 s s o m m
,

高 4 5 o m m
,

为增强 罩体强

度
,

其底部用厚 Z m m
,

宽 1 20 m m 的两层不 锈钢板及钢板之间

用 厚 s m m
,

宽 1 2 0 m m 的铝 型 材料包绕
,

在铝 型材料底 部用 不

锈钢螺丝 固定磁性橡胶密封条
。

②不锈钢平车架采用厚 l m m
,

直 径 3 8 m m 的不锈 钢管 焊接 而成
,

车架 长 1 4 0 0 m m
,

宽 6 8 0

m m
,

高 7 8 0 m m
,

车架上 固定安 放一 阻燃 板
,

长 1 2 0 0 m m
,

宽

68 0 m m
,

厚 30 0 m m
,

其板上铺放一层 3 m m 厚不锈铁板
,

长
、

宽

与阻嫩板大小一致
。

车架一侧设有氧罩控制板
,

板上装有控制

进罩内氧气的转子 流量计及显示罩 内压力的膜盒压力表
。

在阻

2 使用 方法及检测结果

张香菊
,

女
,

4 4 岁
,

副主任技 师

2
.

1 使用方 法

将婴幼儿氧罩推人 高压舱内后
,

操作者 (陪伴或 医 护人员 )

握住提手将氧罩揭开
,

使氧罩由定位卡支撑成 7 00 的角度
,

然后

将排气管与高 压氧舱 内排气 阀的波纹管相连接
,

进氧软管与高

压舱 内进氧管开关相 连
。

待高压氧舱压 力加压到 患儿所需治疗

的压力后
,

将患儿放人 氧罩 内
,

操作者 一手握住提 手
,

另 一 手将

定位卡 向后推使定 位卡脱 离支撑作用后 将氧 罩慢慢 地放下盖

严
,

再将 紧固卡 扣住
。

然后将高压舱 内的进 氧开关打开
,

再将婴

幼儿氧罩 的转子流 量计旋 钮开关 反时针旋转使 氧流量 固定 在

8 0 O L / h
,

接 着 打 开 充 氧 开 关
,

使膜盒压力 表指针在 5 00 P
a
位
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