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提 要 本实验将带有人肿瘤坏死 因子
。
基因 ( T N F

一 a
基因 )c D N A 的重组表达质粒直接注入小鼠骨骼

肌内
,

观察了外源基 因在小鼠体内的表达情况
。

双抗体夹心法 E LI S A 法显示
.

实验组小鼠肌注 15 d 后血浆中

T N F 蛋 白含量逐渐增高并达高峰
,

然后开始下降
。

R N A dot b !ot 结果显示
,

肌注 20 d 时实验组中 E L IS A 阳

性的小鼠
,

其肌注处肌肉组织 有 T N F
一 Q
基 因表达

。

由此 表明
.

直接将外源 D N A 导入骨骼 肌细胞内是基因转

移的 又 一新途径
。

关键词 肿瘤坏死因子
;
基 因转换

;
基因表达

中图法分类号 Q 3 4 3
.

l ; Q 7 5

肿瘤坏死因子 ( T N F )是 由激活的巨噬 /单核细胞

分泌产生的一种内源性细胞因子
,

在体内外可发挥广

泛的生物学作用
。

除对多种肿瘤细胞有杀伤作用外
,

还

能通过其免疫调节功能激活巨噬细胞浸润肿瘤
,

增强

对肿瘤的特异杀伤细胞如 C T L
、

L A K 细胞 的杀伤活

性等
,

是迄今为止所发现的直接杀伤肿瘤作用最强的

一种生物活性因子
,

而且还能与其他许多生物学因子

协同
,

扩大它的抗肿瘤强度和范围
,

有希望成为未来抗

肿瘤治疗的重要生物制剂之一
。

目前世界上 已有多家

实验室已成功地将人的 T N F
一 Q

基因分离克隆
,

并在大

肠杆菌表达
,

生产基因工程的重组 T N F 蛋 白
,

且在临

床上开始应用
。

但是 由于 T N F 难以克服的毒 吐作用
.

特别 是在剂量 加大时常常使 患者难 以忍受
.

限制 了

T N F 的大量应用
,

严重影响了 T N F 的临床治疗效果
。

但是天然的 T N F 毒性则低或几乎无毒性川
.

治疗效果

好
。

因此如能在体内制备大量 的天然 T N F 将是 十分

理想的方法
。

利用基因转移技术将外源基因转入 哺乳

动物体内获得表达 已有许多报道
,

其技术路线多为二

步法
,

即先将受体细胞体外培养并导入外源基因
,

然后

再把已经遗传修饰的受体细胞输回生物体内
,

这种技

术路线繁 杂
。

W ol f
` ”
等报道将外源 D N A 直接 注入 小

鼠骨骼肌肉
,

外源基因得到表达
。

表明外源基因不需先

导入体外培养细胞而直接进入 活体 内表达是可能的
。

我们根据这种技术路线将带有人 T N F 夔因 C D N A 的

重组表达质粒直接注入 小鼠骨骼肌 肉
,

观察小鼠体 内

外源基因的表达情况
,

探讨这一方法的可行性
,

以期能

作为体内制 备大量天然 T N F 的方法
。

材料与方法

1
.

1 材料与试齐
,

1

T N F
一 Q
基因

c D N A 为复旦大学遗传所李昌本教授克隆
; 人

T N F 酶联免疫 吸 附试剂盒 购 自军事 医学科学 院 四 环生物公

司
;
同位素” P 标记试剂 盒购 自北京福瑞公司

;
硝酸纤维膜为

is g m 。
公司产品

.

B A L B c/ 小鼠由本校动物所提供
,

雌雄不限
,

体重一5 ~ 1 7 9
.

1
.

2 小 鼠骨骼肌注射方法

将小鼠随机分成 3组
:

A 组 (实验组 ) 10 只
,

在每只小鼠左后

肢股四头肌处注射裸露含 T N F
一。
基 因

c
D N A 的重组表达质粒

1 0 0 尸 1( 5 0 产g ) ; B 组 ( 对照组 ) 5只
.

同样注射 不含 T N F
一a
基因

e
D N A 的质 粒载体 1 0 0 尸l ( 5 0 拜g )

;
C 组 (空 白对照组 ) 5只

,

同样

注 射 T E 缓冲液 (因质粒 D N A 用 T E 溶解 ) 1 0 0严 l
。

注 射后分笼

饲养
,

梅隔 s d 由尾部 采血
.

分离 血浆约 1 0 。 川
,

共采血 4次
.

最后

l 次由小鼠腋下剪开动脉取血
。

同时将小鼠肌注处肌 肉分离
,

液

氮保存
.

用于提取细胞 R N A
。

1
.

3 双杭 体
`

夹心 法 E .II S A 法 浏 定 小 鼠血液 中 T N F

含量

根据试剂盒提供方法进行
,

设置标准曲线
,

读取 O D
; ,。

数

值
。

1
.

4 R N A D o t b l o t 检 汉
,

1 T N F
一 a 基因 e D N A 表达的

n飞R N A

将小鼠肌注处肌肉按微量法 R N A 的制备方法
` , ’

快速提取

细胞中总 RN A
,

将提取的总 R N A 滴于 硝酸纤维膜上
,

以同位

素
’ Z

P 缺 口平移法标记的 T N F
一 Q 。 D N A 片段作为探针

,

“ ℃杂

交过夜
.

通过放射自显影显示杂交信号
。

2 结果与讨论

E L IS A 检测结果
:

小鼠血浆 中 T N F 蛋白含量是根

国家 自然科学基金资助项 目

大坪 医院皮肤科
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床应用带来不可估量的前景
.

也许那时可以用
“

基因药

物
”

注射的方式来治疗肿瘤等疾病
` . , 。
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严重烫伤大鼠早期主要脏器肿瘤坏死因子 m R N A 表达及细胞定位

的实验研究

哀建成 肖光 夏 (第三军 医大学西南 医院烧伤研究所 , 6 3 0 0 3 8

严重烫伤后
,

肠腔内的细菌和 内毒素通过受损的肠粘膜 屏

障入血
,

进而激活炎症 介质的释放
,

炎症 反应 失控是导致脓 毒

血症
、

中毒性休克
、

脏 器损伤及 M O F 的重要原因
.

T N F 是 其中

最突 出的介质之一
。

本研究利 用原位
、

斑点杂交技术来研究

T N F
一

m R N A 在烧伤后主要脏器中的表达规律及其细胞定位
.

w is at r

大鼠
,

制作 30 % , 度烫伤模型
。

随机分为烧伤组
、

内毒素耐受组
、

多粘菌素 B拮抗组及正常组
.

伤后 3
、

6
、

1 2
、

24 h
,

分别检测血浆内毒素
,

T N F 含量
.

斑点杂交法检测肝
、

脾
、

肺
、

肾及小肠 T N F
一

m R N A 表达量
,

原位杂交定位 T N F
一

m R N A

表达细胞及其在脏器 中的数量变化
。

结果发现
:

烧伤组血浆内毒素
、

T N F 含量明显 升高
.

伤后

各脏器 T N F
一

m R N A 表达量急剧上升
,
6 h 达顶峰

。

其中小肠升

高幅度最大
,

且伤后各时相点均高于其它脏器
。

原位杂交检测

到
.

正常 动物 内脏 主要是 M 甲表达 T N F
一

m R N A
,

而烧伤后上述

细胞表达 明显增强
.

同时血管平滑肌及 内皮细胞
、

浸润的炎细

胞
、

脾脏中的淋巴 细胞
、

. 型肺泡上皮细胞
,

肾小球囊壁层上皮

细 胞
、

肠粘膜 固有层中的单核 巨噬 细胞
.

枯 否氏细胞等 T N F
-

m R N A 都表达阳性
。

而 耐受组
.

拮抗组上述变化不明显
,

与正常

相比无明显差异
。

结论
:

内毒素是烧伤早期 T N F
一

m R N A 表达的主要刺激物

之一小肠可能是 T N F 反应最强烈的器官
.

单核 M甲是 T N F

的主要分泌细胞
;
血管平滑肌及内皮细胞既是 T N F 的靶细胞

,

又是其重要的分泌细胞
。

关键词 灼伤
;
肠源性感染

’
;

肿瘤坏死因子 ;斑点杂交
’

;

原 位杂交
’
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