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小鼠脾淋巴细胞白细胞介素
一
3 基因表达的调节

`

叶治家 黄燕麟 曾廷兵 罗成基 “ 程 天 民
’ .

(第三军医大学基础部生物化学教研 室 ) 重庆
,
6 3。。 3 8

提 要 以刀豆球蛋白 A ( Con A )
、

佛波酷 (P M A )
、

钙离子导入剂 ( A ” , . ,

)单独或联合刺激小鼠淋巴细胞
,

以寻求诱导小鼠脾淋 巴细胞白细胞介素
一
3 (I L

一

3) 基 因表达的最适条件
.

结果表明
:

oC
n
A 可单独诱导 I L

一
3 基

因的表达
,

PM A 或 A川
. ,

不能单独诱导 I L
一
3 基 因的表达

,

而必须联合使用才能起诱导作用
,

三种刺激剂联合

使用的诱导效果约为单独使用 C on A 的 3~ 4 倍
,

PM A 与 A川 . ,

联合刺激诱导 I L
一
3 基因表达的效果较两种刺

激剂其它方式组合诱导效果要好
.

揭示 lL
一
3 基 因 的最适表达依赖于蛋白激酶 C ( P K C )的激活 及细胞内

〔C
a ,

+j i升高两条作用途径
.
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白细胞介素
一

3 ( i n t e r
le u k i n 3

,

I L
一

3 )
,

又称多系集落

刺 激 因 子 ( m u l t i
一 e o lo n y s t i m u

la t i o n f a e t o : ,

m
u
l t i

-

C S F )
,

它主要 由激活的 T 淋巴细胞产生
,

能刺激骨髓

早期多能造血干细胞及一些定向祖细胞的增殖
、

分化
,

是体内重要的造血调控因子
。

当其产生失调很可能与

某些白血病的发生有关
〔`〕 。

体内 I L
一

3 基因的表达受到

严格限制
,

国外一些学者对 IL
一

3 基因表达调控进行了

较深入地研究图
,

其结论不完全一致
。

本人在这些研究

的基础上
,

在离体条件下
,

研究不同的刺激条件下小鼠

脾淋巴细胞 I L
一

3 基因的表达情 况
,

以寻求诱导 I L
一

3

基因表达的最适条件
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 实验动物 健康雄性 B A L B / C 小鼠
.

体重 17 ~ 22 9
。

由本校动物实验中心提供
.

1
.

1
.

2 主要试剂 刀豆球蛋白 A ( e o n e a n a v a l in A
,

C
o n

A )佛

波醋 ( p h o r b o
l 1 2

一
m y r i s i t a t e 1 3

一 a e e t e ,

P M A )
,

异硫 氰酸肌
、

T
;

多 核昔酸激酶均购 自 is g m
a
公司

,

钙离子导 入剂 ( c
a
ilc

u -

m i
o n o p h

o r e ,

A : 3 , . ,

)购 自OB
e
h

r in g e r
公司

.

[
, ,丫

一

P } A T P 购 自北

京 福瑞生物工程公司
,

重组鼠白细胞介素
一
3 (

r
m I L

一

3) 由美 国

eG
n e t ie : i n s t i t u e ,

I
n c
惠赠

. ’
H
一

T d R 购 自中国原子能研究所
;
其

它试剂均为国产或进 口分析纯试剂
.

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 小鼠脾淋巴细胞的制备及培养 将小鼠仰卧固定后

取整个脾脏
,

按杨景山的方法分离淋巴细胞 [,J
。

按本室 常规方

法培养
:

每培养瓶内加入含 10 写小牛血清 R PM I
一
1 640 培养液

4 m l
,

青
、

链霉素各 l o o U / m l
,

细胞密度为 Z x l o
` 。 e

l l
s
/ m l

,

按

下 列方案分组
: a
组

:

对照组 (不加刺激剂 ) ; b 组
:

加入 PM A
; 。

组
:

加入 A
: , ,。 , ;

d 组
:

加入 C o n
A

; e
组

:

加入 A川
。 ,

及 PM A
;
f 组

:

加入 C
o n

A 及 A ” ,

川 g 组
:

加 入 C on A 及 P M A 山 组
:

加入

C on A
、
P M A 及 A

: : , : , .

然后将细胞置于 37 ℃培养
。

各刺激剂的

浓度分别为
:

oC nA
4 腮 / m1

; P M A 15
n g /m l

;
A川

: , 。
.

25 腮 /m l
。

1
.

2
.

2 淋 巴 细 胞总 R N A 的抽提 参见 董增 军的方法进

行 [` J
。

1
.

2
.

3 IL
一
3 m RN A 斑点杂交分析 以 F un g 等人川报道的

鼠 IL
一
3 c

D N A 中另 一 外 显 子 内 24 个 核 昔 酸 序 列
:

5
’ -

A A T C T C C T T G A C A A T A G A G C T G C A
一
3

’

作为杂交探针
,

采

用固相亚磷酸三酚法
,

用本室 A B I 公司生产的 381 A 型 D N A

合成仪合成
,

O P C 柱纯化
.

N
o t h

e r n
b l

o t t in g 参见《分子克隆 》中

的方法进行
。

杂交斑点的显色强度用图像分析系统测定
。

1
.

2
.

4 培养细胞 上清中 IL
一
3 生物 活性的检测 淋 巴细 胞

经不同刺激条件活化
,

37 ℃培养到 48 h
,

离心收集培养细 胞上

清
,

一 7。 ℃保存
,

以备 检测
。

以支持 IL
一
3 依赖的 32 D 细胞株的

生 长 能力 来定量测 定 IL
一
3 的 生 物活 性

,

即 系 列 稀释 标准

r m I L
一
3及待测样品于 96 孔平底培养板中

,
100 闪/孔

,

每个稀释

度有 3 一 4 个平行样孔
,

然 后 加 3 2D 细胞 1 又 10
`

/孔
,

于 37 ℃

5% C O
:

条件下培养 24 h 后
,

掺入
’
H

一
T d R 0

.

5 拜 g /孔
,

继续培养

12 h
,

收获细胞至玻璃纤维纸上
,

干燥后用 液闪仪测
’
H
一
T d R 掺

入量
.

再根据标准 曲线定量计算样品 中 I L
一
3 的生物活性

。

2 实验结果

2
.

1 不同刺激条件下 小 鼠脾淋 巴细胞 中 I L
一

3 m R N A

表达的变化

未加刺激剂或仅 用 P M A 或 A
: : . : ,

单独刺激的脾淋 巴细胞

内
,

未检测到 I L
一
3 m R N A 的存在

。

C
o n

A 可单独诱导 IL
一
3 m R

-

N A 的表达
,

两种或三种刺激剂联合作用诱导 IL
一
3 rn R N A 表
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达的量是 Co
n

A单独作用的表达量的 3~ 4 倍
。

在联合刺激中
,

以三种刺激同时作用刺激 6 h 后 IL
一
3 m R N A 的量最大

.

其次

是 PM A 与 A ” 1。 ,

联合刺激 6 h 后 I L
一
3 m R N A 表达的量

,

这两

组之间差异没有显著性 ( 尸 > 。
.

1 )
.

以作用时间看
,

每种刺激条件下
,

以作用 6 h 左右 I L
一
3

m R N A 的量最多
。

其后
,

随着时间的延长
,
I L

一
3 m R N A 的量逐

渐减小
.

不同的刺激条件下
,

递减的速度不一样
.

C o n A 单独刺

激 24 h I L
一
3 m R N A 的量 不到 最大量的 1/ 5 ;

而 联合刺激 24

卜 IL
一
3 m R N A 的量均大于最大量的 14/

,

其中 P M A 加 A川 B?

及

三种刺激剂同时使用这两组 24 h IL
一
3 m R N A 的量均大于最大

量的 l 3/
.

结果列于表 1
,

表中数值将测得的样 品中 IL
一
3 m R N A

的最大值 h( 组
,

6 h) 标准化为 10 。 ,

其余样品的数据为与之比较

而得到的相对值
。

表 l 不同刺激条件下作用不同时间淋巴细胞

1L
一
3 m R N A 杂交斑点的显色强度

T a b 1 G r a y i n t e n s i t y I e v e l s o f th e d o t s o f I L
一
3m R N A i n

Iy m Ph o e y t e s s t i m
u t e d b y d if f e r e n t c o n d玉t i o n s a t v a r i o u s t i m e

T im
e

( 11 )

G r o u p

3 6 9 1 2 2 4

7 8

7 l

7 0

8 2

6 l

6 7

4 1

4 7

6

3 6

27

o00n乙1
1

,五月̀

000QU4

,门上己

000月I
内
b

,̀Q一

0000ù印̀

咋̀00

9 3 1 0 0 8 3 6 8

2 1

3 9

2
.

2 不 同刺激条件下 培养上清中 I L
一

3生物活性 的变化

不同刺激条件下培养 48 h 所得培养上清中 IL
一
3生物活性

的变化与 IL
一
3 m R N A 量的变化趋势是一致的

。

lL
一
3的活性以 h

组 最高
, e
组次之

,

两组之间差异没 有显著性 ( 尸 > 。
.

1 )
,

联 合

刺激条件下产生的 IL
一
3的活性 比单独用 C

o n A 刺激产 生 IL
一
3

的活性更强
.

PM A 或 A川 。 ,

单独刺激组上清中未检测到 I L
一
3活

性的存在
。

结果见表 2
。

表 2 不同刺激条件培养的淋 巴细胞 上清中

I L
一
3 的活性 ( U /m l )

T a b 2 I L
一

3 P r o d u e t i o n b y c u l t u r e d l y m Ph o e y t e s u n d e r

d i f f e r e n t s t im
u l a t i o n s ( U / m l )

G
r o u P G

r o u P S

0
.

9 3士 0
.

3 2

1
.

8 9士 0
.

9 7

1
.

5 2士 0
.

4 3

1 2
.

8 1士 4
.

1 1

3 8
.

7 4士 6
.

1 9

3 3
.

6 5士 5
.

3 9

2 9
.

7 1士 5
.

4 3

4 3
.

8 2士 7
.

3 4

3 讨论

I L
一

3基 因表达在体 内受到严格限制
,

本文用 d ot

bl ot ilt
飞g 的方法未检测到新分离的小鼠脾淋 巴细胞中

有 I L
一

3 m R N A 的表达
。

至于 I L
一

3基因表达调控的机

理还没有完全搞清楚
。

最近的研究表 明 sj[
,

调节 IL
一

3表

达的顺式作用元件主要集 中在 I L
一

3基 因 5 ’

侧翼转录

起始位置上游 3 80 N t 内
,

其中有两个 重要的增强子
:

A P
一

l结合位点 ( 一 3 0 1 )及 N F
一

I L 3 A ( 一 1 5 6 )
,

它们在增

强 I L
一

3基因表达 中起重要作用
,

如缺失 或定点突变
,

I L
一

3基因几乎失去可诱导的能力
。

P M A 是蛋 白激酶 C (P K C ) 的天然激 活剂
,

P K C

本身就是 P M A 的受体
。

P M A 能增强 IL
一

3基 因的表

达
,

说明 I L
一

3基因的表达与 P K C 的激 活有关
。

在癌基

因 。 一 fos
、 。一 J U N 启动区的 D N A 序列上存在 P M A 反

应片段 ( P M A r e s p o n s e e le m e n t ,

P R E )
,

P M A 可激活

P K C 而诱导这些癌基因的表达
, 。一 fos

、 。 一

JU N 等癌基

因的产物 A P 家族蛋 白形成转录因子复 合物与位于

I L
一

3基因 5 ’

侧翼 A P
一

1结合位点 ( 一 3 0 1) 结 合而增强

I L
一

3基因的表达
,

A P 家族蛋 白还可 以同 N F
一

I L 3 A 呈

低亲 合力结合而诱导 1L
一

3基 因的表达
。

有实验证 明
,

P M A 诱导 I L
一

3基因的表达并不能被蛋白质合成抑制

剂放线菌酮 ( c y e o l o h e x im i d e ) 完全阻断 L, 三,

PM A 诱导

I L
一

3的表达并不完全依赖于重新合成 转录调控因子
,

还可以使细胞内现存的转录调控因子激活而诱导 I L
-

3的表达
。

本文结果表明
,

P M A 单独不能诱导 I L
一

3的

表 达
,

这 说 明 I L
一

3基 因的 激 活 还 需要 另 外的 作用

途径
。

钙离子导入剂 A
2 3 : 。 7

能使细胞 内 [ C
a Z十

」明显升高
。

同 P M A 相似
,

A 2 3: : 7

单独不能诱导 I L
一

3基因的表达
,

但能 明显增强受 C on A 或 P M A 刺激 的淋 巴细 胞中

IL
一

3的表达
。

C o n A 作用广泛
,

既能激活 P K C 又 能刺

激细胞 内 [ C
a ’ 一

」升高
。

因此
,

诱导 I L
一

3基 因的表达需

要 P K C 激活及细胞内 [ C
a Z一

」明显升高两条途径
。

本文结果表明
,

联合刺激条件下生成的 I L
一

3 m R
-

N A 比单 独刺激 生成 的 I L
一

3 m R N A 更稳定
。

在 I L
一

3

m R N A 3 ’

端非翻译区 存在 U A A A U 重复序列
,

这些

序列与 lL
一

3 m R N A 的稳定性 有关
。

P M A 或 A ” : 8 7

可

能 通过激 活 P K C 和钙调 蛋 白 ( C a M ) 而对细胞识别
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,

等
.

小鼠脾淋 巴细胞白细胞介素
一
3基因表达的调节

U A A A U 重复序列的蛋白质进行修饰
,

被修饰的蛋白

因子再特异与这些序列结合
,

从而增强 I L
一

3 m R N A

的稳定性
。

各种刺激条件对 IL
一

3蛋白合成的影响与对

I L
一

3 m R N A 蓄积量的影响基本是一致的
,

这说明 I L
-

3基因的表达调控主要发生在转录及转录后水平
.

从理论上讲
,

PM A 与 A
: 3 , 。 7

既能增强 IL
一

3 m R N A

的表达
,

又能增强 I L
一

3 m R N A 的稳定性
,

从而增 加

IL
一

3 m R N A 蓄积量
,

因此在受 PM A 或 A
2 3 1 8 7

刺激 的

淋巴细胞内理应存在一定量的 I L
一

3 m R N A
.

目前的阴

性结果可能与实验方法的灵敏度有关
,

提高检测方法

的灵敏度 (如果用多种 P C R )可能得到阳性结果
,

这些

问题有待进一步研究
。
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