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丁胱亚磺酰亚胺增强 阅粤粤韵 辕 阅鄄粤造葬系统杀伤 运缘远圆藻细胞作用的研究

翟勇平员，王健民圆，张雨生圆，吕书晴圆（员援 南京军区南京总医院血液科，南京摇 圆员园园园圆；圆援 第二军医大学附
属长海医院血液科，上海摇 圆园园源猿猿）

［摘摇 要］摇 目的：研究丁胱亚磺酰亚胺（月杂韵）增强 阅鄄氨基酸氧化酶（阅粤粤韵）辕 阅鄄丙氨酸（阅鄄粤造葬）自杀基因系统在白血病基因
治疗中的作用。方法：应用逆转录病毒转染技术获得稳定表达 阅粤粤韵的高致瘤性 运缘远圆藻单克隆细胞 运阅枣郧悦，用 孕悦砸、原位杂交
对 阅粤粤韵基因修饰的 运阅枣郧悦进行鉴定。应用 酝栽栽法检测 阅鄄粤造葬对 月杂韵预处理过的 运阅枣郧悦细胞的杀伤作用。结果：孕悦砸 和原位
杂交分析证明 阅粤粤韵基因已整合至细胞基因组中，并在 皂砸晕粤水平上表达。阅鄄粤造葬作用 圆源 澡，运阅枣郧悦细胞的半数抑制浓度（悦缘园）
为 员园援 圆员 皂皂燥造 辕 蕴，运阅枣郧悦 垣 月杂韵的 陨悦缘园为 苑援 怨圆 皂皂燥造 辕 蕴，两者的 怨缘豫可信区间不重叠。结论：月杂韵可增强 阅粤粤韵 辕 阅鄄粤造葬系统杀伤
运远缘圆藻细胞作用。
［关键词］摇 阅粤粤韵基因；丁胱亚磺酰亚胺；基因表达；白血病细胞
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耘枣枣藻糟贼 燥枣 月怎贼澡蚤燥灶蚤灶藻 杂怎造枣燥曾蚤皂蚤灶藻 燥灶 阅粤粤韵 辕 阅鄄粤造葬 杂赠泽贼藻皂 运蚤造造蚤灶早 运缘远圆藻
悦藻造造泽

在匀粤陨 再燥灶早鄄责蚤灶早，宰粤晕郧 允蚤葬灶鄄皂蚤灶，在匀粤晕郧 再怎鄄泽澡藻灶早，蕴俟 杂澡怎鄄择蚤灶早（阅藻责葬则贼皂藻灶贼 燥枣 匀藻皂葬贼燥造燥早赠，晕葬灶躁蚤灶早 郧藻灶鄄
藻则葬造 匀燥泽责蚤贼葬造，晕葬灶躁蚤灶早 圆员园园园圆，悦澡蚤灶葬）

［粤遭泽贼则葬糟贼］摇 韵遭躁藻糟贼蚤增藻：栽燥 蚤灶增藻泽贼蚤早葬贼藻 贼澡藻 藻枣枣藻糟贼 燥枣 月杂韵 燥灶 阅粤粤韵 辕 阅鄄粤造葬 泽赠泽贼藻皂 噪蚤造造蚤灶早 运缘远圆藻 糟藻造造泽援 酝藻贼澡燥凿泽：运阅枣郧悦
糟藻造造 泽贼葬遭造赠 藻曾责则藻泽泽蚤灶早 阅粤粤韵 憎葬泽 燥遭贼葬蚤灶藻凿 遭赠 则藻贼则燥增蚤则怎泽 贼则葬灶泽枣藻糟贼蚤燥灶援 栽澡藻 蚤灶贼藻早则葬贼蚤燥灶 葬灶凿 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 阅粤粤韵 早藻灶藻 蚤灶
运阅枣郧悦 糟藻造造泽 憎藻则藻 蚤凿藻灶贼蚤枣蚤藻凿 遭赠 孕悦砸 葬灶凿 蚤灶 泽蚤贼怎 澡赠遭则蚤凿蚤扎葬贼蚤燥灶援 栽澡藻 噪蚤造造蚤灶早 藻枣枣藻糟贼泽 燥枣 阅鄄粤造葬 燥灶 运阅枣郧悦 糟藻造造泽 贼则藻葬贼蚤灶早 憎蚤贼澡
员皂皂燥造 辕 蕴 月杂韵 憎藻则藻 燥遭泽藻则增藻凿援 砸藻泽怎造贼泽：孕悦砸 葬灶凿 蚤灶 泽蚤贼怎 澡赠遭则蚤凿蚤扎葬贼蚤燥灶 葬灶葬造赠泽蚤泽 糟燥灶枣蚤则皂藻凿 蚤灶贼藻早则葬贼蚤燥灶 燥枣 阅粤粤韵 早藻灶藻 蚤灶 责燥泽鄄
蚤贼蚤增藻 糟造燥灶藻 葬灶凿 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 蚤贼 葬贼 皂砸晕粤 造藻增藻造援 栽澡藻 陨悦缘园 燥枣 运阅枣郧悦 葬灶凿 运阅枣郧悦 垣 月杂韵 贼则藻葬贼蚤灶早 憎蚤贼澡 阅鄄粤造葬 枣燥则 圆源 澡燥怎则泽 憎藻则藻
员园援 圆员 皂皂燥造 辕 蕴 葬灶凿 苑援 怨圆 皂皂燥造 辕 蕴，则藻泽责藻糟贼蚤增藻造赠援 栽澡藻 怨缘豫 糟燥灶枣蚤凿藻灶糟藻 造蚤皂蚤贼泽 燥枣 贼澡藻皂 憎藻则藻 凿蚤枣枣藻则藻灶贼援 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶：月杂韵
糟葬灶 藻灶澡葬灶糟藻 贼澡藻 噪蚤造造蚤灶早 藻枣枣藻糟贼 燥枣 阅粤粤韵 辕 阅鄄粤造葬 泽赠泽贼藻皂 燥灶 运远缘圆藻 糟藻造造泽援
［运藻赠 憎燥则凿泽］摇 阅粤粤韵 早藻灶藻；月杂韵；早藻灶藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶；造藻怎噪藻皂蚤葬 糟藻造造

摇 阅鄄氨基酸氧化酶（阅鄄葬皂蚤灶燥 葬糟蚤凿 燥曾蚤凿葬泽藻，阅粤粤韵）能
分解代谢 阅鄄氨基酸产生具有细胞杀伤作用的 匀圆 韵圆，

我们前期的 研 究［员鄄圆］已 证 明 阅鄄氨 基 酸 氧 化 酶
（阅粤粤韵）辕 阅鄄丙氨酸（阅鄄粤造葬）系统能有效杀伤肿瘤细
胞，并且作用特点与 匀杂灾鄄贼噪 辕 郧悦灾，悦阅 辕 缘鄄云糟 系统不同，
因此 阅粤粤韵基因有可能是一有效的新自杀基因。丁胱
亚磺酰亚胺（遭怎贼澡蚤燥灶蚤灶藻 泽怎造枣燥曾蚤皂蚤灶藻，月杂韵）是 γ鄄谷氨酰
半胱氨酸合成酶特异的抑制剂，可以有效抑制 郧杂匀
（早造怎贼葬贼澡蚤燥灶藻，谷胱甘肽）的合成，因此可能有助于提高
匀圆韵圆杀伤细胞作用，本研究的目的是进一步研究 月杂韵
增强 阅粤粤韵 辕 阅鄄粤造葬 系统对转基因细胞 运阅枣郧悦的杀伤作
用，为 阅粤粤韵基因治疗肿瘤提供实验依据。

员摇 材料与方法

员援 员 主要试剂

质粒抽提纯化试剂盒、基因组 阅晕粤抽提纯化试剂
盒为华舜生物工程公司产品；多聚季胺（孕燥造赠遭则藻灶藻）、四
甲基偶氮唑盐［猿鄄（源，缘鄄凿蚤皂糟贼澡赠造贼澡蚤燥葬扎葬造鄄圆鄄赠造）鄄圆，缘鄄凿蚤鄄
责澡藻灶赠造鄄贼藻则贼则葬扎燥造蚤怎皂 遭则燥皂蚤凿藻，酝栽栽］、二甲基亚砜（ 凿蚤皂藻鄄
贼澡赠造 泽怎造枣燥曾蚤凿藻，阅酝杂韵）、丁胱亚磺酰亚胺（月杂韵）为 杂蚤早皂葬
公司产品。
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员援 圆摇 质粒和细胞
质粒 责蕴阅枣郧由 阅则援 砸燥泽泽 惠赠，为 责蕴扎则怎泽 切除 蕴葬糟在

后再插入 阅粤粤韵鄄陨砸耘杂鄄郧云孕 基因形成，启动子为 酝燥造燥鄄
灶藻赠病毒的 蕴栽砸泽。φ晕载粤 为包装细胞。裸鼠高致瘤性
人白血病细胞株 运缘远圆藻由本室采用 月粤月蕴 辕 糟 裸鼠体内
移植和体外培养相结合的方法［猿］建立并传代保存。

员援 猿 细胞克隆的建立及培养

用磷酸钙沉淀法介导质粒 责蕴阅枣郧 转染包装细胞
φ晕载粤，源愿 澡后收集病毒上清 园援 圆圆 μ皂微孔滤器抽滤。
取对数生长期的白血病细胞，使密度达 缘 伊 员园缘 辕 皂造 加
入含 孕燥造赠遭则藻灶藻 圆 μ早 辕 皂造 病毒上清，猿苑益 圆源 澡 后换 砸孕鄄
酝陨鄄员远源园 培养液，源愿 澡后用流式细胞仪测定 运缘远圆藻细胞
的转染率，以有限稀释法接种 怨远 孔板，在荧光显微镜
下标定阳性单克隆孔，进一步培养扩增得 运阅枣郧悦克隆。
员援 源摇 孕悦砸分析外源基因的整合

基因组 阅粤粤韵基因 孕悦砸分析方法参见文献［员］。
员援 缘 原位杂交分析外源基因在 皂砸晕粤水平上的表达

阅粤粤韵基因 皂砸晕粤水平原位杂交分析方法参见文
献［员］。
员援 远摇 月杂韵增强 阅鄄粤造葬杀伤作用实验

采用 酝栽栽 法［源］，将对数生长期的 运阅枣郧悦，运缘远圆藻

分别接种于 怨远 孔板内（员 伊 员园猿 辕孔），源愿 澡 后加入 员
皂皂燥造 辕 蕴 月杂韵，苑圆 澡后加入不同浓度（园 耀 远园 皂皂燥造 辕 蕴）的
阅鄄粤造葬，继续培养 圆源 澡，结束后加入 酝栽栽，每孔设 源 个复
孔。猿苑益，源 澡 后吸出上清加入 阅酝杂韵，充分溶解沉淀
后以酶标仪测 粤源缘园，按下列公式计算细胞存活率：

细胞存活率（豫）越
用药组 粤源缘园
对照组 粤源缘园

伊 员园园豫

圆 结 果

圆援 员摇 运缘远圆藻细胞感染
质粒 责蕴阅枣郧 结构见图 员。经逆转录病毒感染的

运缘远圆藻细胞，源愿 澡 后即可在荧光显微镜表达明显的绿
荧光，转染率约为 员远豫。阳性克隆 运阅枣郧悦，经 孕悦砸扩增
出长 远园园 遭责的特异性条带，表明外源基因已整合至细
胞基因组中。原位杂交表明 阅粤粤韵基因在 皂砸晕粤水平
上表达，运阅枣郧悦细胞呈均一的蓝紫色，表明 皂砸晕粤 表达
水平一致，反映 运阅枣郧悦为单克隆（见图 圆）。
圆援 圆摇 月杂韵增强 阅鄄粤造葬杀伤作用实验
摇 摇 图 猿 所示加用 月杂韵 可以增强 阅鄄粤造葬 对 运缘远圆藻 的
杀伤作用。运阅枣郧悦的 陨悦缘园为 员园援 圆员 皂皂燥造 辕 蕴（怨缘豫可信
区间 怨援 圆圆 耀 员员援 猿圆），运阅枣郧悦 垣 月杂韵 的 陨悦缘园 为 苑援 怨圆
皂皂燥造 辕 蕴（怨缘豫可信区间 远援 怨猿 耀 愿援 怨圆），怨缘豫可信区间
不重叠，表明 月杂韵可以显著增强 阅鄄粤造葬杀伤 运缘远圆藻的

作用。

图 员摇 质粒 责蕴阅枣郧结构
云蚤早援 员摇 杂贼则怎糟贼怎则藻 燥枣 责造葬泽皂蚤凿 责蕴阅枣郧

图 圆摇 运阅枣郧悦细胞原位杂交

云蚤早援 圆摇 蚤灶 泽蚤贼怎 澡赠遭则蚤凿蚤扎葬贼蚤燥灶 葬灶葬造赠泽蚤泽 燥枣 阅粤粤韵
皂砸晕粤 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 蚤灶 运阅枣郧悦 糟藻造造泽

图 猿摇 月杂韵增强 阅鄄丙氨酸杀伤 运阅枣郧悦细胞作用

云蚤早援 猿摇 耘灶澡葬灶糟藻凿 噪蚤造造蚤灶早 藻枣枣藻糟贼 燥枣 阅鄄粤造葬 燥灶 运阅枣郧悦 憎蚤贼澡 月杂韵

猿摇 讨摇 论

阅粤粤韵可氧化代谢 阅鄄氨基酸产生相应 α鄄酮酸、氨

·怨怨·中国肿瘤生物治疗杂志摇 圆园园圆 允怎灶；怨（圆）



和 匀圆韵圆。匀圆韵圆是一种反应氧（ 则藻葬糟贼蚤增藻 燥曾赠早藻灶 泽责藻糟蚤藻泽，
砸韵杂），极易穿过细胞膜，通过直接氧化或还原产生羟
自由基损伤细胞 阅晕粤、蛋白质和脂质等物质而致使细
胞死亡，本实验所用的 阅粤粤韵基因来源于红色酵母 砸援
早则葬糟蚤造蚤泽，能有效的降解 阅鄄丙氨酸，并且是一种有可能安
全地用于治疗肿瘤的自杀基因［缘鄄远］。

员怨怨愿 年 杂贼藻早皂葬灶等［苑］报导应用含 阅粤粤韵 糟阅晕粤 的
真核细胞表达质粒，导入大鼠神经胶质瘤细胞 怨 蕴，并
用 阅鄄丙氨酸杀伤转基因细胞，取得了一定效果。我们
以往的实验结果［员鄄圆］表明，经逆转录病毒介导转染含

阅粤粤韵基因的肿瘤细胞可被 阅鄄丙氨酸杀伤，阅鄄丙氨酸
杀伤转基因细胞的作用呈阈值性，达到一定有效浓度

后，杀伤效率成倍提高，而且在 圆源 澡 内达到最大，延长
至 源愿 澡并不能增加杀伤作用。阅粤粤韵杀伤作用的特点
是迅速和短暂。

郧杂匀（谷胱甘肽）是体内具有重要生理作用的肽，
郧杂匀上的氢，在谷胱甘肽过氧化物酶的催化下，能还原
细胞产生的 匀圆韵圆，使其变成 匀圆韵。γ鄄谷氨酰半胱氨酸
合成酶是谷胱甘肽合成过程中的一个重要酶，月杂韵 是
其特异的抑制剂。本实验表明 月杂韵 能显著提高
阅粤粤韵 辕 阅鄄粤造葬系统对转基因细胞 运阅枣郧悦杀伤效率。月杂韵
对 阅粤粤韵 辕 阅鄄粤造葬系统杀伤肿瘤细胞显著的增强作用，

使 阅粤粤韵 辕 阅鄄粤造葬自杀基因系统具有更高的实际应用价
值。
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圆园园猿 年中国器官移植免疫学学术会议征文通知
摇 摇 为推动 圆员 世纪我国器官移植免疫学基础与临床研究的发展，增进国内外学术团体和科研人员间的学术交流，由中华医学
会微生物与免疫学分会主办的 圆园园猿 年中国器官移植免疫学学术会议拟定于 圆园园猿 年 缘 月上旬在南京举行。会议为中华医学
会全国一类会议，是新世纪全国器官移植免疫学的第一次学术盛会。会议将邀请国内外器官移植学界著名专家、学者做专题

演讲，并就移植免疫的基础与临床研究成果进行交流和讨论。与会者不仅可以从中了解到近年来器官移植免疫学最新的研

究成果，总揽器官移植免疫学研究和治疗的现状，而且可以从与国内外著名专家的交流中洞悉未来器官移植免疫学研究的方

向，从而把握科研创新。参会者同时将获得得国家Ⅰ类继续教育学分。
一、会议主题：器官移植与移植免疫

二、征文内容：（员）器官移植免疫学的现状与发展趋势；（圆）器官移植技术的最新研究进展；（猿）器官移植免疫耐受研究
的成果与进展；（源）器官移植现代配型方法及其评价；（缘）新型免疫抑制剂的开发与应用研究；（远）免疫抑制剂的临床应用经
验。

三、征文要求：（员）缘园园 耀 愿园园 字的论文摘要（结构式），打印稿并加盖单位公章，附加 猿援 缘 英寸软盘（保存为 憎燥则凿 文档）或
将摘要 耘 原 皂葬蚤造至会议秘书处（怎则燥造燥早蚤泽贼园圆缘岳 泽燥澡怎援 糟燥皂或 躁蚤葬则怎蚤责藻灶早灶躁岳 皂泽灶援 糟燥皂），自留底稿不退稿；（圆）综述性文章请寄来全
文。欢迎暂无论文但对器官移植感兴趣的基层医院临床医生及从事免疫教学和科研人员参加会议并交流经验。

征文截止日期：圆园园猿 年 圆 月 圆愿 日
来稿请寄：南京市长乐路 远愿 号，南京医科大学附属南京第一医院泌尿外科研究室贾瑞鹏博士收。邮政编码：圆员园园园远。电

话：园圆缘 原 远远圆源圆员猿转 愿源愿园 或 愿猿猿员。
会议招展：会议期间将开展丰富多彩的科技成果展及器官移植相关药品、食品展、欢迎各有关厂商在会议期间举办产品

展示。

论文评选：本次会议是中华医学会全国性会议，并出版论文集，大会组委会将从与会的会议论文中评选出青年学者优秀

论文并进行奖励。

中华医学会微生物与免疫学分会摇 摇 南京医科大学附属南京第一医院

·园园员· 中国肿瘤生物治疗杂志摇 圆园园圆 允怎灶；怨（圆）


