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人凝血因子 仪基因 ( pK GS 一 仄 )直接注人小鼠骨骼肌中瞬间表达的研究
`

谭 骏

薛京伦

王 燕

多吓信芳

纪 贤文 刘 听 朱锡华 (第三军医大学 基础部分子遗传学教研室 ) 3 6。 。 3 8
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提 要 我们将带凝血 x I因子基因
cD N A的 pK G

S 一
x I裸 D N A直接注 入小鼠骨骼肌内

.

注射后第 1 4天

取小 鼠血分离血清进行研究
。

结果显示
:

十二烷基硫酸钠聚丙烯酞胺凝胶电泳S ( DS
一

P A GE) 分析中能清晰地

看到 一与凝血因子 x I CD N A表达相关的特定蛋白带
,

进一步的 实验 w
e s t e r n B ol t

、

E LI S A 及一期法有力地

证实 了 S D S
一

P A G E 结果
,

人 F 以 基因转移小鼠出现 55 k D 特异带与人 F 氏 相符
.

即证明它确 系人 F 仪
。

关键词 因子 仪 ;
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血友病 B 是 由于凝血因子 XI 缺乏所致 的一种严

重出血性疾病
。

年发 病率大约 30 万分 之一
。

血友病 B

临床治疗主要靠输血或补充人 xI 因子浓缩剂
。

但经常

输血不仅费用 昂贵
,

而且使 患者面临着艾滋病毒及肝

炎病毒感染的威胁
。

自1 9 8 2年人凝血因子 仄 C D N A 被

克隆以来川
,

世界各国学者对血友病 B 的基因治疗实

验研究做了大量的工作
,

但是多采用二步法
.

即将受体

细胞在体外培养并导入外源基因
,

然后把 已经遗传修

饰的受体细胞作 整体性外源基 因表达研 究
。

1 9 90 年
.

W ol ff 等报道将外源 D N A 直接注入小 鼠骨骼肌中
,

其

表达率与用成纤维细胞受体的二步法基因治疗研究处

于同一数量级
,

表达持续时间长达 2个月
` 2

·

3 ) 。

从而开辟

了基 因治疗实验研究的新领域
。

我 们首次将带有凝血

xI 因子基因 c D N A 的 p K G
S一 XI 裸 D N A 直接注入 小鼠

骨骼肌内
,

在小鼠血清中检测到具有凝血活性 的人凝

血因子 XI
。

材料与方法

1
.

1 材料

p K G S一 仪 由英国牛津大学 G
·

G Br
o w ln

e 。
赠 送

.

鼠抗 人 以

因子单克隆抗体 3 A 6由 日本奈良医学院 Y os h iok
a
赠送

.

辣根过

氧化酶标记的猪抗 鼠 I g G 抗血清由第三军医大学 白云博士提

供
,

乏 仪 因子基质血浆由第三军医大学西南 医院提供
.

小鼠为

本校动物所 B A L B /
。
小鼠

,

均为雄性
,

体重 15 ~ 17 9
。

1
.

2 小 鼠骨骼月几注射方法

将小鼠随机分成 3组
,

A 组 (5 只 )
:

实验组
.

在每只小鼠左后

肢肌注 I〕K G
S 一 仪 质粒 3 0拜g ; B 组 ( 5只 )

:

对照 组
,

每只小鼠左 后

肢肌注 p K G S

质粒 3 0产g ;
C 组 ( 5只 ) :

空 白对照组
,

每只小鼠肌 注

T E 1 5 。川
,

注射方法 同前
。

分笼 饲养于注射 后第 14 天取小 鼠血

(各组 )分离 血清
。

1
.

3 S D S
一

P A G E 及 W e s t e r : : B l o t 检 沮
,

】小 鼠血清 中

人 仪 因子表达 产物

S D S
一

P A G E
:

采用垂直平 板 电泳
,

按 M
o

l
e e u

l
a : C lo n i n g 方

法
`」’ ,

用 12 %分离胶和 3 %浓 缩胶
.

1 20 V 恒压 电泳 s h
。

。
.

1 %硝

酸银染色
。

w
e s t e r n B l

o t 将肌 注 p K G
S 一 仪 实验组 4

“

小鼠血清和 空 白

对 照组小鼠血 清 以 2倍稀 释后 做 w es t e
m lB ot 检测

,

方法按

M
o l e e u ra :

e l
o n in g ` ” 首先将小鼠血清做 s D S

一
p A G E

,

其中分离

胶为 10 %
,

浓缩胶为 3 %
,

以 10 o V 恒压电泳 s h
,

电泳后胶膜剪

下一条用 。
.

1 %硝酸银染色
.

观察电泳蛋白带的分离效果
。

其它

的胶板夹在滤纸和 电极液浸 湿的硝酸纤维素膜中
.

以 40 v 恒

压 电泳 16 h (室温 )进行电转移
,

切下一条转移后的硝 酸纤维素

膜 ( 低分子标准蛋 白带 ) 用氨基黑做 蛋白染色
。

然后将其余的硝

酸纤维素膜封于塑料袋中作免疫测 定
.

先加入 1
:

5。 。稀释 的 3 A 6

鼠抗 人 以 因子抗体
.

室温 下作 用 Z h
.

再 加入 l
:

1 50 稀释辣根过

氧化酶标记的猪抗 鼠 I g G 抗体室温下作用 1 h
.

以 D A B (3
.

3
一

二

氨基联苯胺 ) 作底物显色
。

1
.

4 小 鼠血清中 xI 因 子 含量测定

氏 因子蛋白含量 用酶联免疫 吸附实验 ( E L is A )测定
`” :

将

小鼠血清稀释 l :

10 包被酶标板 ( 内含 N C 膜 )
.

加入 1
:

4 。。。稀释

的 3 A 6鼠抗 人 氏 因子抗体
.

再 加入辣根过氧化酶标记的猪抗鼠

Ig G 抗体
.

以 O P D ( 邻苯二胺 )作为底物显色
.

读取 49 0 n m 波长

的 O D 值
。

仪 因子凝血活 性用一期法测定
.

在王鸿利报道的方

法
` 6 ’

上 加以修改
.

每 次 E L IS A 或一期法测 定均 用一对 倍稀释

的混 合正常人血浆制备标准曲线 ( 1
:

10 ~ 1
:

6 4 0)
。

1
.

5 3 A 6才允休 对小 鼠血清 中人 以 因子 活 性抑制 作用

的 .Nl 试

将鼠抗 人 仪 因子单克隆抗体 3 A 6的腹水原液 以 2
.

5 %的终

浓度加人以 l
:

10 稀释的肌 注 p K G
S 一
仄质粒小鼠血清标本中

,

置

,
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人凝血因子 仪基因 ( pG K S一 仄 )直接注人小鼠骨骼肌中瞬间表达的研究
`
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提 要 我们将带凝血 x I因子基因
cA N D的 pKG

S一
x I裸 DNA直接注 入小鼠骨骼肌内

.

注射后第4 1天

取小 鼠血分离血清进行研究
。

结果显示
:

十二烷基硫酸钠聚丙烯酞胺凝胶电泳 S ( DS
一

G A PE )分析中能清晰地

看到 一与凝血因子 x IC DNA表达相关的特定蛋白带
,

进一步的 实验 w
e s t e r n B ol t

、

E LI S A 及一期法有力地

证实 了 S D S
一

P A G E 结果
,

人 F 以 基因转移小鼠出现 55 k D 特异带与人 F 氏 相符
.

即证明它确 系人 F 仪
。
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血友病 B 是 由于凝血因子 XI 缺乏所致 的一种严

重出血性疾病
。

年发 病率大约 30 万分 之一
。

血友病 B

临床治疗主要靠输血或补充人 xI 因子浓缩剂
。

但经常

输血不仅费用 昂贵
,

而且使 患者面临着艾滋病毒及肝

炎病毒感染的威胁
。

自1 9 8 2年人凝血因子 仄 C D N A 被

克隆以来川
,

世界各国学者对血友病 B 的基因治疗实

验研究做了大量的工作
,

但是多采用二步法
.

即将受体

细胞在体外培养并导入外源基因
,

然后把 已经遗传修

饰的受体细胞作 整体性外源基 因表达研 究
。

1 9 90 年
.

W ol ff 等报道将外源 D N A 直接注入小 鼠骨骼肌中
,

其

表达率与用成纤维细胞受体的二步法基因治疗研究处

于同一数量级
,

表达持续时间长达 2个月
` 2

·

3 ) 。

从而开辟

了基 因治疗实验研究的新领域
。

我 们首次将带有凝血

xI 因子基因 c D N A 的 p K G
S一 XI 裸 D N A 直接注入 小鼠

骨骼肌内
,

在小鼠血清中检测到具有凝血活性 的人凝

血因子 XI
。

材料与方法
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1 材料
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氧化酶标记的猪抗 鼠 I g G 抗血清由第三军医大学 白云博士提

供
,

乏 仪 因子基质血浆由第三军医大学西南 医院提供
.
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,
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。
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2 小 鼠骨骼月几注射方法

将小鼠随机分成 3组
,

A 组 (5 只 )
:

实验组
.

在每只小鼠左后

肢肌注 I〕K G
S 一 仪 质粒 3 0拜g ; B 组 ( 5只 )

:

对照 组
,

每只小鼠左 后

肢肌注 p K G S

质粒 3 0产g ;
C 组 ( 5只 ) :

空 白对照组
,

每只小鼠肌 注

T E 1 5 。川
,

注射方法 同前
。

分笼 饲养于注射 后第 14 天取小 鼠血

(各组 )分离 血清
。
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.
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对 照组小鼠血 清 以 2倍稀 释后 做 w es t e
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,

方法按

M
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o n in g ` ” 首先将小鼠血清做 s D S
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,

其中分离

胶为 10 %
,

浓缩胶为 3 %
,

以 10 o V 恒压电泳 s h
,

电泳后胶膜剪

下一条用 。
.

1 %硝酸银染色
.

观察电泳蛋白带的分离效果
。

其它

的胶板夹在滤纸和 电极液浸 湿的硝酸纤维素膜中
.

以 40 v 恒

压 电泳 16 h (室温 )进行电转移
,

切下一条转移后的硝 酸纤维素

膜 ( 低分子标准蛋 白带 ) 用氨基黑做 蛋白染色
。

然后将其余的硝

酸纤维素膜封于塑料袋中作免疫测 定
.

先加入 1
:

5。 。稀释 的 3 A 6

鼠抗 人 以 因子抗体
.

室温 下作 用 Z h
.

再 加入 l
:

1 50 稀释辣根过

氧化酶标记的猪抗 鼠 I g G 抗体室温下作用 1 h
.

以 D A B (3
.

3
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二

氨基联苯胺 ) 作底物显色
。
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.

4 小 鼠血清中 xI 因 子 含量测定

氏 因子蛋白含量 用酶联免疫 吸附实验 ( E L is A )测定
`” :

将

小鼠血清稀释 l :

10 包被酶标板 ( 内含 N C 膜 )
.

加入 1
:

4 。。。稀释

的 3 A 6鼠抗 人 氏 因子抗体
.

再 加入辣根过氧化酶标记的猪抗鼠

Ig G 抗体
.

以 O P D ( 邻苯二胺 )作为底物显色
.

读取 49 0 n m 波长

的 O D 值
。

仪 因子凝血活 性用一期法测定
.

在王鸿利报道的方

法
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上 加以修改
.

每 次 E L IS A 或一期法测 定均 用一对 倍稀释

的混 合正常人血浆制备标准曲线 ( 1
:

10 ~ 1
:

6 4 0)
。

1
.

5 3 A 6才允休 对小 鼠血清 中人 以 因子 活 性抑制 作用

的 .Nl 试

将鼠抗 人 仪 因子单克隆抗体 3 A 6的腹水原液 以 2
.

5 %的终

浓度加人以 l
:

10 稀释的肌 注 p K G
S 一
仄质粒小鼠血清标本中

,

置

,
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表 1小鼠血清中人 “ 因子蛋白含 t

Tab 1h Ta em ou nt oh f .
m

a nf a etr o仪 inth e
1 nO S U e

S er Ull 】 S

Fa etr o氏 a nt ig e n( EL I S A
a s s矛一 y)
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m
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m a ( % )
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.

9 9士 0
.

1 9 89 4
.

5

T
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s
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.

1 8士 0
.

1 02 9

! B
`一 n

k
e n otr ol ( T E) 0

.

2 0士 0
.

0 0 9l ( )

7砚
二二二 5

,

尸 < 0
.

0 1

从我们的实验结果中发现
,

实验组 5只小鼠血清中

人凝血因子 xI 表达产物的量有很大差异
。

S D S
一

P A G E

硝酸银染 色 (灵敏度达 。
.

1一 1 n g /带 ) “ ,

分析
,

小 鼠 4
”

血清 中特异蛋 白带颜 色最深 (见图 3 )
,

而小 鼠 1
”

血清

中特异蛋 白带颜色最浅 (没有提供照片 )
。

E L IS A 实验

也证实了小鼠 4
”

血清中凝血因子 仪 蛋白含量 ( 1 5 o gn /

m l ) 是 小 鼠 l
”

( 1 5
.

2 :飞g / m l ) 的 2 0 倍
。

我 们认 为这 与

p K G ; 一 xI 进入 细胞后的存在状态有关
,

很值得深入研

究
。

但是可以预料这一新策略在 人类基因治疗研究领

域中具有很广阔的应用前景
。

表 2
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