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胞病毒!
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#进行干扰"探讨
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对
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法检测后"
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接种培养体系%采用
3B1EA3

技术测定
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基因表达%

结果
!

随时间推移"

^[e4-

基因在增殖分化的第
'

天表达最强烈"第
+&

天表达明显减弱$

^[e4-

基因受
ÂK]

影响下调!
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#%结论
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^[e4-

基因在脐血粒系祖细胞发育过程中呈规律表达"提示
^[e4-

基因与粒系造血活动有相关性$

ÂK]

下调
^[e4-

表达的同时"

ÂK]

干扰细胞集落生成较正常组差"提示
ÂK]

可能通过调控
^[e4-

基因表达异常引起
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增殖分化异常%
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人类巨细胞病毒(
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)感染较

为普遍"大量研究显示"

ÂK]

几乎可感染人体所有组织和器

官+
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,

"造血系统是其感染的主要受累部位之一$造血干祖细胞
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)是
ÂK]

感染和

潜伏的主要靶细胞$体外实验已证实"

ÂK]

能感染骨髓造

血祖细胞"抑制其增殖和分化"导致造血干细胞移植失败$因

此"研究
ÂK]

对脐血
ĤEA

抑制作用的机制具有十分重要

的意义$
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)家族是一类在进化

过程中高度保守的基因"在时间和空间上对生物体生长发育进

行调控"是
ĤEA

增殖分化的主控基因"参与造血调控"影响

ĤEA

的增殖分化$

ÂK]

可诱导
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基因表达的改变+
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但是否影响祖细胞
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基因表达变化"目前尚不清楚$

本文主要探讨
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)分化过程中
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基因表达情况"

以及
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对此基因的影响"以进一步明确
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基因是

否是粒系的主控基因之一*

ÂK]

是否能影响
^[e

基因的

表达来抑制脐血
ADf1W

增殖分化"在基因层次上初步了解

ÂK]

导致血液系统疾病发生的机制$
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材料与方法
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材料
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所有脐血标本由本院产科提供"取自正常足月顺

产新生儿断脐后胎盘段脐血(经产妇和家属书面同意)$其母

亲健康"且血常规正常"
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原液以单倍
MKFK

分别稀释
+$

倍以获取
+$

2

EDf

'

9C

病毒

液"

'̀$_

低温冰箱保存备用(

+$

#

EDf

'

9C

稀释
+$

倍后为

+$

2

EDf

'

9C

与结果部分不符)$

EA3

扩增仪(

W;0;49

O

EA3

H

@

/5;9-#$$

)购自美国
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实时荧光定
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研究方法
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基金项目!四川省教育厅重点科研基金资助项目(

&$$"4$2!

)$

!

&

!

通讯作者"电话!(

$!%$

)

%+#2#+$

*

I1K97*?

!

?T

.

?

@

P

@)@

7<)),:)9,:0

$



表
+

!!

目的基因及
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探针引物序列

基因
E6*9;6D
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6*9;63 B4g970

探针
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脐血单个核细胞(
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)的分离
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将新鲜抗凝脐血用

缓冲液对等稀释"混匀后轻轻加于
%9C

淋巴细胞分离液上离

心(离心半径
&2,2%:9

"

&$$$6
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9*0

离心
&$9*0

)"吸取淋巴细

胞分离液表面上的云雾状有核细胞层"用缓冲液混匀后"离心

洗涤
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次(离心半径
&2,2&:9

"
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9*0

离心
+$9*0

)"弃上

清液"用培养液
MKFK

混匀细胞"计数后调整细胞浓度为
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$
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ADf1W

培养方法
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按照本室建立的方法进行"胎牛血

清体外细胞培养法加以改进$培养体系为
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悬液
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胎牛血清#
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2

EDf

'
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病毒

液"适量
FKIK

'
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$每孔总体积为
+,+9C

"设置
#

孔复孔"

以便细胞总量能达到提取
3G4

细胞数$分为
&

组!空白对照

组不加
ÂK]

病毒液"代以等量
FKIK

'
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培养液*

Â1

K]

组加
ÂK]14F
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"滴度为
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'
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"按
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'
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接种于培养体系中$
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细胞总
3G4

提取
!

将收集的各组第
%

#

'

#
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天细胞

抽提总
3G4

溶于
FIEA1̂

&

[

中"用分光光度计定量"取
-

'

C

经
+,&=

琼脂糖凝胶电泳检测"各组总
3G4

分别标记后
`!$

_

冷冻保存$
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!

:FG4

制备
!

根据
^[e4-

序列设计引物和
B7

U

K70

探针序列"由
B7>737

公司合成并经质量检测"用
E6*9;62,$

软件设计$开盖前短暂离心"稀释至
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备用$
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总
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引物"
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CK98C]

逆转录酶"加
FIEA1̂

&
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至总体积为
!

'

C

$按常规步骤逆转

录为
:FG4

"见表
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EA3

标准品制备
!

用体外扩增第
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天分离的粒系细

胞
3G4

制备得的
:FG4

作为标准品"用分光光度计定量"然

后逐级按
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$

#
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% 稀释"设其相对拷贝数为
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$以样品拷贝数的对数为横坐标"

A5

值为纵坐标"拟合标准曲线$

!,",N
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适时荧光定量聚合酶链反应
!

将
2

'

C

模板
:FG4

反

应液加入
$,&9C

无菌薄壁
EA3

管中"顺序加入
2

'

C+$\

EA3J8PP;6

#

2

'
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C&29K(GBEK*N
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上#下游引物各
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FG4

聚合酶(

28

'

'

C

)及

FIEA1̂

&

[

"总体系为
2$

'

C

$设定扩增条件"扩增循环
%-

次$

!,#

!

统计学方法
!

数据由
4JME3MHK'$$$

自带软件完成"通

过相应的程序计算出所有标准品#样本的标准品及样本
A5

值"

再用比较阈值法计算扩增倍数"用传统计算法计算相对拷贝

数$

FG4

相对拷贝数以
FV@

表示$使用
Ba[1a4d4[G1

]4

进行方差分析"显著水平为
$,$2

$实验数据以
FV@

表示"

以
!

#

$,$2

为差异有统计学意义$组间均数两两比较用
CHF

法$由
HEHH+%,$

统计软件完成$

"
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结
!!

果
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细胞培养情况
!

ADf1W

培养
&"<

后在倒置显微镜下可

见双细胞"第
%

天可见小集落"以后集落逐渐增大"第
'

天达高

峰"然后集落逐渐崩解"细胞逐渐死亡$当集落形成后"倒置显

微镜用毛细吸管小心取单个集落置于载玻片上"用力吹散"用

瑞氏染色法光镜观察"鉴定细胞为粒细胞$
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基因表达情况

",",!
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目的基因扩增电泳图
!

与
K76X;6

比较"扩增产物大

小!

^[e4-

为
+""R

O

"

W4EF̂

为
+"+R

O

"与预定理论值大小

符合(图
+

)$

:FG4

条带清晰"且没有杂带"

3B1EA3

扩增

成功$

图
+
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^[e4-

基因电泳图$

+

!

"

泳道%
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^[e4-

基因的表达
!

与正常组比较"

ÂK]

组

^[e4-

基因表达量明显下调"差异有统计学意义(

!

#

$,$2

)$

^[e4-

基因表达有时间上的规律性"第
'

天比第
%

#

+&

天表

达量明显上调"差异有统计学意义(

!

#

$,$2

)$而第
%

天与第

+&

天比较"差异无统计学意义(

!

$
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)"见表
&

$

表
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基因表达情况$相对拷贝数&

FV@

&
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时间(

(

) 空白对照组
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!与空白对照组比较"
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!同组不同时间点两两比较"
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#
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$
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讨
!!

论
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ÂK]

感染能引起粒系
ĤEA

的损害
!

ÂK]

是人群

中广泛存在的感染因子"人是
ÂK]

的惟一宿主$

ÂK]

感

染的特征是出现典型的胞浆及核内包涵体的巨大细胞"其在人

体组织中可形成肥大的细胞"引起巨细胞包涵体病$

ÂK]

是可以通过胎盘传递的最常见病毒之一"引起先天性
ÂK]

感染$在大多数发达国家"

+$=

!

&$=

儿童在青春期后被感

染"抗
ÂK]1M

Q

W

阳性率在成年后持续增加"成人中抗
Â1

K]1M

Q

W

阳性率达
"$=

!

+$$=

+

%

,

$随着对
ÂK]

研究的深

入"发现在新生儿#器官移植受者#获得性免疫综合征等免疫功

能低下人群"

ÂK]

可以引起严重临床症状$

ÂK]

主要潜

伏在整个造血系统尤其是
ĤEA

"通过抑制细胞免疫#诱导细

胞凋亡#逃避吞噬细胞溶酶体的降解而潜伏性感染"并且经过

转移活化刺激#细胞分化和细胞因子等作用再激活"导致骨髓

抑制#血小板减少和免疫功能紊乱等$

本实验选取
^[e4-

基因为目的基因"用
ÂK]

干扰人

脐血
ĤEA

向粒系定向增殖分化过程"以观察
ÂK]

是否能

作用于上述两基因的表达$结果显示"用滴度为
+$

#

EDf

'

9C

ÂK]14F

+#-

"按
$,+9C+$

2

EDf

'

9C

接种培养体系后"

Â1

K]

组集落数较空白对照组明显减少"集落维持时间明显缩

%"-+

重庆医学
&$+$

年
!

月第
%-

卷第
+2

期



短*其基因表达量与空白对照组比较"明显下调$进一步证实

了
ÂK]

导致造血功能异常与其对基因表达的调控有关"提

示
ÂK]

可能通过对
^[e4-

基因表达的调控产生对
ADf1

W

损伤$

国外研究发现"

ÂK]

可直接或间接抑制所有
ĤEA

集

落形成$

ÂK]14F

+#-

可抑制
ADf1W

#

ADf1I

#

ADf1K*N

及

ADf1K>

的分化和增殖*

ÂK]

感染可以引起粒单系
ĤEA

姐妹染色体互换(

/*/;6:<6)975*(;N:<70

Q

;

"

HAI

)

+

"

,

"提示
Â1

K]

对
ĤEA

的
FG4

或染色体有直接损害作用$可能是

ÂK]

感染导致粒细胞和血小板减少及贫血的原因之一+

2

,

$

本研究发现"在
ĤEA

培养体系中加入不同滴度
ÂK]1

4F

+#-

后"培养脐血
ADf1W

"发现
ÂK]

对
ADf1W

集落形成

有明显抑制作用"且抑制程度随
ÂK]

滴度不同而有差异"

集落数随病毒感染滴度的增高而减少"抑制率随病毒感染滴度

的增高而逐渐增加*集落维持时间在
ÂK]

感染组较空白对

照组明显缩短"提示
ÂK]

能明显抑制脐血粒
1

巨噬祖细胞的

增殖+

#

,

$

#,"

!

^[e4-

基因在造血细胞分化中的作用
!

^[e

基因编

码一类转录因子"以种系特异性和阶段特异性的方式参与造血

干细胞的发育和分化调控$

%-

个人类
^[e

基因形成
"

簇"即

^[e4

#

^[eJ

#

^[eA

#

^[eF

"分别位于染色体
'

O

+"

#

+'

U

&+

#

+&

U

+%

和
&

U

%

$

^[e4

位于
2Y

末端的
"

个亚基因簇(

^[e4-

#

+$

#

++

#

+&

)不在红系中表达"而在粒细胞和淋巴细胞系及巨核

系中表达$

^[e4

簇基因主要表达于粒单系$有研究表明"

^[e4-

基因在正常
AF%"

h干细胞中有表达"但随细胞不断分

化表达水平逐渐下降$敲除
^[e4-

基因的小鼠出现髓系#淋

系及红系的三系造血障碍*骨髓细胞中
^[e4-

的过表达则会

导致细胞的过度增生+

'

,

$这些实验说明"造血过程中
^[e

基

因的表达受到严格的调控"其异常表达对造血细胞的增殖#分

化及凋亡都有影响$

^[e4-

基因作为调控因子参与了早期

的造血活动$

A<*R7

+

!

,也证明"大鼠
^[e4-

基因表达被阻止

后可引起髓系#红系和
J

细胞祖细胞数量明显减少$人类

ĤA

包括慢分化细胞和快分化细胞"

^[e4-

参与慢分化细胞

的自我更新"有助于维持造血干细胞(

ĤA

)的数量+

-

,

$在粒
1

单细胞集落刺激因子(

WK1AHD

)或白介素
%

存在的条件下"

^[e4-

表达增加可使鼠的骨髓原代单核细胞系祖细胞永生

化"并显示前髓细胞的转录特征"表达其相应蛋白+

+$

,

$

K7

Q

1

08//)0

等+

++

,采用竞争性增殖法和免疫荧光激活细胞分选技

术"对通过
^[eJ%

'

^[eJ"

`

'

` 小鼠和
^[e4-

`

'

` 小鼠杂交

形成
^[e4-

'

J%

'

J"

`

'

`突变小鼠"检测造血干细胞的功能时

发现!

^[e4-

'

J%

'

J"

`

'

`小鼠体重较小"脾脏细胞明显减少"

粒
1

巨噬细胞集落形成单位和脾集落形成单位正常"但

^[e4-

'

J%

'

J"

`

'

`骨髓造血干细胞的免疫表型(

C*0

h

#

:1X*5

h

#

H:71+

h

#

AF+2$

h

)明显增多$进一步发现重组
^[e4-

`

'

` 的

造血干细胞并没有比
^[e4-

'

J%

'

J"

`

'

`造血干细胞多$这些

研究结果表明"

^[e4-

对造血干细胞的增殖与分化起到重要

的作用$

^[e4-

在髓系细胞中与
AdJJ

基因近端起动子中

的顺式元件结合诱导其转录$

^[e4-

永生化的髓系祖细胞

在粒系细胞集落刺激因子(

W1AHD

)的诱导下分化形成成熟的

中性粒细胞并表达多种基因$

^[e4-

也是调节祖细胞数量

的分子开关之一"该分子开关在不同细胞素的刺激下调节着造

血过程+

+&

,

$

^[e4-

在正常骨髓
AF%"

阳性细胞均有表达"而

随原始细胞的分化成熟"其表达下调+

+%

,

$

C7T;0:;

等+

+"

,用定

点诱变(

576

Q

;5;(*05;668

O

5*)0

)的方法造成小鼠
^[e4-

基因

缺失"则小鼠外周血白细胞与淋巴细胞总数减少
%$=

!

"$=

"

粒细胞对
W1AHD

的反应性降低"小鼠胸腺和脾脏的体积明显

变小"骨髓中粒系#红系和前
J

祖细胞数目也显著减少$但混

合集落"如培养
+&(

的脾集落形成单位(

ADf1/

O

?;;0

)或长期

培养的起始细胞(

?)0

Q

15;691:8?586;*0*5*75*0

Q

:;??/

"

CBA1MA

)则

无明显减少"提示
^[e4-

基因去表达不改变早期
ĤA

数量

而主要是影响定向造血祖细胞(

ÊA

)水平$用亚致死量的放

射线照射
^[e4-

基因缺失的小鼠"则全血细胞减少$若用逆

转录病毒将
^[e4-

导入"则能明显增强
ĤEA

的增殖分化"

表明
^[e4-

是造血细胞正常分化所必需的基因+

+2

,

$

本实验采用液体培养
ADf1W

集落细胞"以
ÂK]14F

+#-

株作为攻击病毒持续性感染
ĤEA

"同时用空白对照组作对

照"通过对
ÂK]

影响脐血
ADf1W

集落数和生长时间的研

究"并在一定时间内收集细胞"采用荧光定量
EA3

技术研究人

ĤEÂ [e4-

基因的表达状态及
ÂK]

感染后的人
ĤE1

Â [e4-

基因的表达状态"结果发现
ÂK]

在体外与空白对

照组比较"能明显缩短
ADf1W

集落维持时间"抑制集落的形

成"且
^[e4-

基因的表达在第
%

#

'

#

+&

天与空白对照组比较

均明显下调$说明
ÂK]

可能是通过调控
^[e4-

基因的

表达"从而影响
ĤEA

的正常发育#增殖和分化"进而导致机

体造血功能的损害$
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用+

'

,

"而且抑制胰腺癌#前列腺癌#胃癌和乳腺癌细胞的迁

移+

!1++

,

$然而对
E>F+

参与的肿瘤生长#侵袭和迁移的信号通

路的精确调节机制还了解甚少$因此对
E>F+

下游靶分子的

调控研究"尤其对转录因子激活的研究将有助于阐明
E>F+

在

肿瘤发生和进展中的机制"并为治疗提供新的途径$

4E+

是多种信号通路的下游转录因子"可以被包括
EK4

在内的多种刺激所诱导活化"从而与基因上游调控序列中的

BE4

反应元件(

B3I

)结合"激活许多与肿瘤有关的基因"如细

胞周期素#金属蛋白酶#胶原酶等的表达"调控细胞生长#凋亡

等多种生理过程+

"12

,

$本研究利用双色荧光素酶报告基因系

统"探讨
E>F+

对
4E+

转录因子报告基因的转录激活作用"首

次证实在人类
;̂C7

细胞中
E>F+

过表达明显增强
4E+

转录

激活(图
&

)"而与
O

:FG41E>F+

过表达比较"

O

:FG41E>F+1

FG

则显著降低
4E+

转录激活(图
&

)$由于
O

:FG41E>F+1

FG

是在其催化结构域
'%%

位点进行
F'%%4

定点突变"不能结

合
4BE

"因而丧失了
E>F+

的激酶活性+

+&

,

$上述结果提示

E>F+

对
4E+

的转录激活部分依赖于
E>F+

的激酶活性$

/*3G4

的靶向特异性是抑制或敲低内源性基因表达的关

键$为此作者利用
M0S*56)

Q

;0

公司设计并证实具有抑制作用

的
E>F+]7?*(75;(H5;7?5<BK 3G4*F8)E7X

与
4E+

的萤火

虫荧光素酶报告质粒
O

4E+1?8:

及海肾荧光素酶报告质粒

O

3C1H]"$

共转染人
;̂C7

细胞"结果表明"

/*1E>F+

明显敲低

;̂C7

细胞中内源性
E>F+

表达(图
%

)"而且双色荧光素酶报

告基因检测表明"敲低内源性
E>F+

表达可明显降低
;̂C7

细

胞
4E+

转录激活(图
"

)$上述结果进一步证实"

E>F+

通过其

激酶活性增强
4E+

转录激活作用"提示
E>F+

通过激活
4E+

转录激活而调节相关靶基因表达$但
E>F+

调控的
4E+

靶基

因以及在肿瘤发生#进展及侵袭和迁移中的作用尚有待于进一

步研究$
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