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　　提　要　目的: 探索逆转录病毒介导的 GM-CSF cDN A在造血祖细胞中转移与表达。方法: 采用电穿孔

法将小鼠 GM-CSFcDNA重组逆转录病毒 pLXSN /GM和空载体 p LX SN转染病毒包装细胞 PA317,再将含

有 GM-CSF重组逆转录病毒的细胞培养上清液感染富含造血干祖细胞群体 ,采用 PCR和 Southern blo t分

析培养细胞基因组中外源基因的整合 ,用 Dex ter培养体系检测培养 3周的各组细胞增殖数。结果: 在含 G418

的体外半固体造血祖细胞培养中 ,转染细胞表现出较多的抗 G418的粒 -巨噬细胞集落形成单位 ( CFU-GM) ,

用 PCR和 Southern blo t方法分别检测出转染细胞基因组中整合有 Neo R基因和 GM-CSF cDN A,在 Dex ter

培养中 , GM-CSF修饰组的成熟非粘附细胞计数明显高于对照组 ( P < 0. 05)。结论: GM-CSF重组逆转录病

毒成功地转入造血祖细胞并获得了表达 ,为下一步体内基因治疗奠定基础。
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　　逆转录病毒介导的基因转移是近年来发展起来的

高效率基因转移技术 ,它是进行基因治疗、细胞增殖与

分化等调控研究的主要技术之一。自从 80年代以来 ,许

多研究都致力于将造血生长因子基因导入造血细胞 ,

试图治疗难治性血液系疾患 [1 ]。本研究旨在将粒-巨噬

细胞集落刺激因子 ( GM-CSF) cDN A逆转录病毒经

PA317细胞包装再感染造血祖细胞 ,用以研究其 GM-

CSF基因治疗的可能性。

1　材料与方法

1. 1　小鼠 GM-CSF cDNA逆转录病毒载体 (pLXSN /GM)

　　由本室构建 ,参见文献 [2 ]。

1. 2　转染和病毒滴度测定
　　参见文献 [ 2]的方法。

1. 3　造血祖细胞的基因转移
　　将 BALB /c小鼠注射 150 mg /kg 5-氟脲嘧啶 , 4 d后进行

颈椎脱臼法处死 ,无菌取股骨 ,用 RPM I1640培养液冲出骨髓

细胞并经 4号针头过滤 ,制成单个细胞悬液 ,用 Fico ll氏分层液

(比重 1. 075, p H5. 1)密度梯度离心并分离 ,收集低密度的富含

造血干、祖细胞群体 [3]。培养 24 h后接种于含 20%小牛血清、

15%小鼠肺条件培养液、 25 ng /ml m IL-3和 m GM-CSF、 4μg /ml

Po lybrene( Sigma )、 PA317 /GM-CSF和 PA317 /pLXSN两组病

毒上清液各 100μl及 RPM I1640( Gibco )培养液中培养 48 h ,收

集悬浮细胞 ,接种于半固体甲基纤维素培养基中。

1. 4　 CFU-GM检测

　　采用甲基纤维素培养法进行 CFU-GM培养 ,培养体系为

0. 9%甲基纤维素、 20%小牛血清、 15%小鼠肺条件培养液、 400

μg /ml G418、 5× 105骨髓单个核细胞及 RPM I1640培养液 ,取 1

ml加至 3 cm平皿中 ,两组各重复 9皿 ,对照组为无 G418组和未

用 PA317转染组 , 37℃ , 5% CO2培养 7 d,倒置显微镜下计数集

落。转染效率= G418抗性集落数 /未用 G418的集落数× 100%。

1. 5　长期骨髓细胞培养 [4 ]

　　按 1. 3方法制备骨髓细胞液 ,将 2× 107有核细胞接种于含

12. 5%小牛血清、 12. 5%马血清、 10- 6 mo l / L氢化可的松及

10- 4 mol /L 2-巯基乙醇的 RPM I1640中培养 10 d,以后 3～ 5 d

换液 ,去除悬浮细胞 ,待 3～ 4周经传代培养 ,瓶底可见均匀贴避

的骨髓基质细胞 ( BM S) ,用 0. 25%胰酶消化 ,取 2× 105 BM S和 5

× 106转染的骨髓细胞接种于 8 m l /6 cm皿含 15%小鼠肺条件

培养液的上述液体中 (称为实验组 ) ,对照组为 5× 106未转染的

骨髓细胞 ,每周半量换液 ,第 21天收集非粘附细胞 ( N AC)计数

并瑞氏染色。

1. 6　细胞基因组 DN A提取与外源基因整合鉴定

　　参见文献 [ 2]的方法。

2　结果

2. 1　逆转录病毒滴度测定
　　将重组质粒和空载体用电穿孔法转染 PA317细胞 ,经

G418筛选 2周的克隆 ,培养扩增 ,收集不含 G418的上清液 ,两组

上清液均使 3T3细胞受感染而表现出大量 G418抗性克隆 ,计算

病毒 滴度 , PA317 /GM-CSF 为 1. 3× 105 CFU /m l, PA317 /

pLXSN为 5. 2× 105 CFU /ml,结果表明重组质粒转染 PA317细

胞后包装出具有感染靶细胞能力的病毒 ,并可介导其基因

转移。
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2. 2　造血祖细胞的基因转移
　　采用体外克隆生成实验检测造血细胞基因转染效率 ,将病

毒上清液与骨髓细胞共同培养后 ,接种于含 400μg /ml G418半

固体培养基中 , 2周后可见形成的 CFU-GM集落 ,而未经转染

的造血细胞则无抗性克隆生成 ,计算逆转录病毒在骨髓细胞中

的相对转移效率 ,见表 1,表明重组质粒成功地转染了造血祖细

胞。

表 1　逆转录病毒在造血祖细胞中的基因转移效率 (x-± s )

Tab 1　 Transfective ef f iciency of retrovirus

into CFU-GM (x-± s )

Group
G418 colonies /colonies

wi th out G418
Trans fective

ef f iciency(% )

PA317 /GM-CSF 74± 12 /205± 47 36± 7

PA317 /pLX SN 68± 14 /211± 51 32± 5

PA317 0 /194± 38 0

2. 3　骨髓细胞长期培养
　　第 21天对培养的各组 NAC进行计数 ,经 GM-CSF修饰的

骨髓细胞组为 ( 3. 2± 0. 6)× 106 N AC,对照组为 ( 2. 1± 0. 4)×

106 NAC,两组相比差异有显著性 ( P < 0. 05)。瑞氏染色主要

为中性粒细胞和单核细胞 ,形态学变化不大。

2. 4　外源基因在造血祖细胞基因组中的整合
　　应用 PCR和 Southe rn blo t分别对转染的造血祖细胞

DN A进行 NeoR基因和 GM-CSF cDN A的特异性分析 ,结果

可见 NeoR基因 170 bp的 PCR产物电泳带和 NC膜上 GM-

CSF cDN A的 550 bp的杂交带 ,见图 1、 2,表明转染的造血祖细

胞基因组中整合有重组逆转录病毒的 NeoR基因和 GM-CSF

cDN A。

图 1　 PCR检测 NeoR基因

Fig 1　 PCR analysis for NeoR gene　

1. no t t ransduced cells DN A

2, 3. transduced cells DNA

4. Marker: PBR322-HinfⅠ

图 2　 Southern blot检测细胞基因组中 GM-CSF cDNA

Fig 2　 Detection of the integrated GM-CSF cDNA in

transduced cells by Southern bot analysis

1. pLXSN

2, 3. not transduced cells DNA

4. t ransduced cells DN A

3　讨论

　　现代研究表明 GM-CSF不仅具有促进多系祖细

胞分化成熟并使外周血细胞增多作用 ,而且具有明显

的抗辐射和耐受化疗作用 [ 5] ,而放化疗引起的骨髓损

伤直接限制了肿瘤的治疗。为了使 GM-CSF更好地发

挥作用 ,克服 GM-CSF全身应用时需长期大剂量维持

疗效且有副作用等缺点 ,因此 ,将 GM-CSF基因导入

正常骨髓细胞可望达到骨髓保护的目的。然而 ,最初

Metcalf等 [6 ]将 GM-CSF cDN A导入其依赖细胞 FD-

CP1,再输入小鼠体内则出现白血病 ,推测由于 FD-

CP1为基因异常的白血病前期细胞 ,导入 GM-CSF

cDN A后表现出异常的自分泌现象而引起的白血病 ,

随后 , Chang等
[7 ]
将 GM-CSF cDN A导入骨髓细胞 ,

然后输入体内 ,结果使外周血细胞明显增多 ,更重要的

是没有恶性变。为此 , M etcalf
[9 ]修正了原来的观点 ,认

为单独 GM -CSF修饰的造血细胞不足以诱导白血病。

本实验利用 5-FU对造血干细胞不敏感的特点 ,诱导

Go期干细胞进入细胞周期 ,杀死已分化的细胞 ,增加

了造血干祖细胞密度。利用造血干细胞的密度差异 ,通

过密度梯度离心富集造血干、祖细胞群体。延长骨髓细

胞与病毒上清液的共同培养时间 ,同时添加 mIL-3和

mGM-CSF以进一步提高感染效率。逆转录病毒感染

后筛选出的 G418抗性克隆 ,表明了骨髓细胞整合有载

体 NeoR基因并表达 NeoR基因的 G418抗性。经 PCR
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和 Southern blo t证实转染的造血细胞基因组中持续

整合有外源 NeoR基因和 GM-CSF cDN A, Fraser

等 [9 ]用含 NeoR基因的逆转录病毒转染骨髓细胞 ,经

Dex ter体系培养 4周 ,再输给致死剂量照射的小鼠 , 7

个月后取其骨髓可检测到 NeoR基因 ,表明 Dex ter培

养完全保持了造血干细胞的体内造血重建能力 ,并使

之传代。本实验采用 Dex ter培养体系 ,结果表明经

GM -CSF修饰的造血细胞组较未修饰组显示出有更

强的促进造血细胞分化的作用 ,提示导入的 GM-CSF

cDN A获得了表达。为下一步体内实验奠定了基础。
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Expression of granulocyte-macrophage colony-stimulating factor cDNA

in the hematopoietic progenitor cells
Du Nan, Liu Xin, Wang Qingyu, Zhang Bo , Ji Xianwen ( Depar tment of Hemato log y , Xinqiao Hospita l, Third M ilitar y

Medical Univ e rsity , Chongqing , 400037)

　　 Abstract　Objective: To investig ate th e transfer and expression o f r etrov irus-mediated GM-CSF cDNA

in the hematopoietic pr ogenito r cells. Methods: Murine GM-CSF cDNA recombinant re trov irus p LXSN /GM

was tr ansfe rr ed into re trov irus-packag ing cell line PA317 using electr opo ration and supernatant of cultur ed

G418 resistant clones was used to infecto hematopoietic progenito r cells rich population. Tr ansfection effi-

ciency of NeoR gene w as detected with G418 resistant CFU-GM test. NeoR gene and GM-CSF cDNA in the

genome of the transforming cells w ere analyzed with PCR and Southern blo t h ybridiza tion and the num ber of

matur e nonadher ent cells wa s counted w as counted in Dex ter culture system. Results: T ransfec tion efficiency

of the r etr ovirus into CFU-GM was 36% . In the genome o f the infected targ et cells, integ rated NeoRgene

and GM-CSF cDNA were successfully identified w ith PCR and Southern blo t hybridization respectiv ely. In

Dex ter culture sy stem, the count o f mature nonadherent cells w as significantly higher in the GM-CSF-modi-

fied g roup than in the cont rol. Conclusion: The recombinant plasmids a re successfully t ransfected into and

express well in the hematopoietic pro genitor cells, w hich might prov ide a experimenta l ba sis fo r fur the r stud-

ies on gene the rapy.

　 　 Key words　 r etrov irus; gene transfer; Neo R gene; hematopoietic pro genitor cell; g ranulocy te-

macrophage colony stimula ting facto r; mouse
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