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摘 要 转录因子 V?@1( 是调控肿瘤细胞迁徙转移的重要调控分子，基于干细胞与肿瘤细胞分子机制的重叠性，提出通过借鉴

肿瘤细胞迁移的相关机制以用于提高骨髓基质干细胞向缺氧受损组织迁移能力的假设和研究思路，探讨 V?@1( 基因在人骨髓

基质干细胞（NV>6）中的转染和表达情况，及转染后对基质干细胞促迁移作用、骨架结构的稳定作用及对无血清培养诱导细胞

凋亡的保护作用。密度梯度离心法及细胞体外培养分离纯化人骨髓 NV>6，脂质体法将重组表达载体 9>4TTV?/’DV?@1(DL4 转

染 NV>6，T#E= 筛选稳定表达，流式细胞仪检测 NV>6 表面抗原，采用免疫荧光染色技术检测转染后 NV>6 报告基因 L4 及目的

基因 V?@1( 表达，B<@?6W/(( 细胞迁移实验和 P/67/<?D;(’7 评估细胞迁移能力和检测有关细胞信号转导通路分子水平变化，荧光染

色分析细胞骨架，V,;DTE 凋亡峰流式细胞仪检测细胞凋亡率并评估细胞抗凋亡能力。经流式细胞仪选择检测分离纯化扩增

NV>6 表面分子特点为 >X"#（ Y ）Z>X!F（ C ），V?@1( 及报告基因在转染后 NV>6 呈阳性表达，V?@1( 质粒转染 NV>6（NV>6DV?@）较对

照空质粒转染 NV>6（NV>6D?/’）细胞迁移率增加（A [ $\$G），]OD"^ 信号通路特异性抑制剂 P’<7:@??1? 能显著抑制此迁移率的

增加，无血清培养 %!A 后，NV>6DV?@ 凋亡率较 NV>6D?/’ 低（A [ $\$G）。经 V?@1( 基因转染，NV>6 迁移能力、骨架结构的稳定性及

在无血清培养环境中抗凋亡能力增加。
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骨髓基质干细胞（789#）是目前在骨组织工程

学及细胞替代治疗领域研究中备受关注的一类干细

胞［E P Q］。但是 789# 在细胞治疗对组织损伤修复作

用的研究中，其向受损组织或器官迁移力，及在缺血

缺氧炎症反应较强的局部微环境中存活能力十分有

限。而在肿瘤研究领域，鉴于肿瘤细胞的高迁徙转

移力及生长和存活能力，我们寻找并研究肿瘤细胞

迁徙侵袭调控机制及相关分子，用于 789# 的基因

工程改造中，以增加 789# 的迁移及存活力。转录

因子 8&"%) 以其锌指结构与靶基因 RS@ 相关序列结

合，通过调控黏附分子 T>$"0,./%& 及细胞间的紧密

连接成分等相应基因表达等机制增加细胞的迁徙转

移力，是调控肿瘤细胞进行迁徙转移的重要调控分

子［K P U］，其能否借鉴于干细胞方面，在 789# 中表达

是否能提高其迁移、存活力或其他方面特性的改变

等尚缺乏研究。本研究基于干细胞与肿瘤细胞分子

机制的重叠性［V P EW］，提出通过借鉴肿瘤细胞迁移的

相关机制以用于提高骨髓基质干细胞向缺氧受损组

织迁移能力的假设和研究思路，采用基因工程技术

将 8&"%) 基因修饰 789#，以观察其对基质干细胞促

迁移作用、稳定骨架结构作用及对无血清培养诱导

细胞凋亡的保护作用，并研究其相关分子机制，为

789# 细胞治疗的临床应用前景提供理论依据。

) 材料和方法

)*) 主要材料和试剂

兔抗 TXNEYW 及兔抗磷酸化 TXNEYW 抗体购自

9.)) 8%(&")%&( 公司，兔抗 4>MV、L>4MV、L>@N? 抗体及

羊抗!>@$’%& 单克隆抗体购自 8"&’" 9/2G 公司，兔抗

D@ 单克隆抗体购自 9)*&.’.$, 公司（Z8@），羊抗 8&"%)

单克隆抗体由我校王全胜博士惠赠，8BWIMKVI 及

LR[VIK[ 购自 L/*1.(" 公司，A*/’1"&&%& 购自 @\T];8
公司（Z8@），DXL 标记的羊抗兔 ;(C 购自 8"&’" 9/2G
公司（Z8@），T9\ 显色试剂盒为 L%./$. 公司产品，

F;?9 标记的 ;(C 购自武汉 B*#’./ 公司，9RW[>LT 和

9RMQ>LT 单 克 隆 抗 体 购 自 BR>L,"/7%&(.& 公 司

（Z8@），\%4*!.$’"1%&.?7 WIII 脂 质 体 购 自 美 国

;&5%’/*(.& 公司，\>R7T7 培养基和 CQEV 购自 8%(1"
公司，细胞培养所用血清为 C;B9^ 新生牛血清。

)*+ 细胞体外分离纯化及扩增培养

无菌条件下采集正常人骨髓，LB8 洗涤（EIII
/Y1%&，EI1%&）后去上清，用无血清低糖 R7T7 培养

基重悬制成单细胞悬液，并加于淋巴细胞分离液上，

WIII/Y1%& 离心 MI1%&，收集中间层单个核细胞，用

R7T7 重悬所收集的细胞并洗 W 次，计数，并悬于含

WI_FB8（体积比）的 R7T7 培养液中，调整细胞密

度为 K ‘ EIa Y1\，接种于细胞培养瓶中，于 MUb、K_
9 Ŵ、饱和湿度条件下培养。M0 后更换培养液 E 次，

置于相同条件继续培养直至细胞铺满瓶底 VI_ c
[I_时，胰蛋白酶消化传代，由此继续扩增并逐渐纯

化 789#。
)*, 表达载体的获得及基因转染

真核细胞表达载体 49@CC8&.*>8&"%)>D@（携带

人类 8&"%) 全长 $RS@ 及其 9 末端融合 D@ 报告基因

的 49@CC8&.* 质粒），由 N"(*#,%1" 大学的 ^,=2-* 及

^G"3" 教授［EM］惠赠。参照 \%4*!.$’"1%&.?7 WIII 脂质

体说明书，采用脂质体转染法将质粒导入体外培养

的 789# 内，WQ, 后加入 CQEV 进行筛选，维持 EI c
EW0，抗性细胞克隆形成后，随机挑选克隆，大量扩增

抗性细胞（获得阳性细胞克隆，进行扩增培养）。行
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免疫荧光检测 !"#$% 及 &’ 表达。

!"# 免疫荧光

制作 (!)* 细胞爬片（细胞生长融合至 +,-），

在丙酮及无水乙醇（体积比 . / .）新鲜配制的混合冷

固定液中固定 .,0$" 后，用蒸馏水洗两遍后，浸入含

.-1!’ 的 21! 中封闭 3,0$"，然后加一抗于 45过

夜。一抗分别为羊抗 !"#$% 单克隆抗体（. / 6,,）、兔

抗 &’ 单克隆抗体（. /6,,），和羊抗!7’89$" 单克隆抗

体（. /.,,），21! 洗 3 次，每次 +0$"，再与 . /:, 稀释的

;<=) 标记的兔抗羊 <>? 二抗（&’ 染色使用羊抗兔

<>?）3@5温育 3,0$"，21! 洗 3 次后，滴加 +">A0B 碘

化丙锭（CDEC$F$G0 $EF$FH，2<）（呈红色荧光）或 I’2<
（呈蓝色荧光）室温孵育 + 0$"。含 .,-甘油的 21!

封片后尽快用 J%K0CG* ;%GEL$HM ;N+,, 激光扫描共

聚焦显微镜（J%K0CG* JC9$8#% )EO，=EPKE，Q#C#"）观察。

阴性对照实验中，用 21! 代替一抗以排除非特异性

的二抗结合。

!"$ 蛋白印迹（%&’(&)* +,-((.*/）检测

收集细胞，加入适量细胞裂解液（+,00E%AB =D$*7
&)%（C&@R+），.,,00E%AB S#)B，.00E%AB TI=’，.-
=D$9E"U7.,,，,R.- !I!，,R+00E%AB I==，.">A0B
’CDE9$"$"，.,,">A0B 2(!;，.00E%AB S#3NJ4，.,00E%AB
S#;），冰浴 3,0$"，离心取上清液，1D#"FVEDF 法测蛋

白浓度后，加入上样缓冲液煮沸 +0$"，取适量样品

进行 !I!72’?T 电泳，将 !I!72’?T 的电泳产物转移

至 2NI; 膜，+-脱脂奶粉封闭，兔抗 TWX.A6（. / .,,,
稀释度）、兔抗磷酸化 TWX.A6 抗体（. /.,,,）、兔抗 27
3:、2723:、27’X= 抗体（. / .,,,）一抗孵育膜 45 过

夜，&W2 标记的羊抗兔 <>?（. /+,,,）3@5孵育 4+0$"，

T)B 显色 30$"，曝光及定影显影。每组实验至少重

复 3 次。利用激光扫描光密度分析法半定量测定细

胞 TWX.A6、磷酸化 TWX.A6 及磷酸化 ’P9 水平变化。

!"0 细胞迁移实验

使用 =D#"*MH%% 系统进行细胞迁移实验，检测转

染 !"#$% 的 (!)* 迁移能力（转染空质粒的 (!)* 为对

照），以通过含有 :"0 孔径的并预先铺有 .>AB 明胶

的 =D#"*MH%%（)ED*9#D 公司，Y!’）膜的细胞数量作为评

价指标，开始实验前细胞在无血清培养液中孵育

.:Z，然 后 消 化 悬 浮 制 成 单 细 胞 悬 液，以 . [ .,+

8H%%*A806密度接种于 =D#"MH%% 膜上，并在 =D#"*MH%% 下

室中加入 +- ;1! 的 I(T( 培养液，作为趋化剂。

无血清的 I(T( 加入下室作为阴性对照，3@5中孵

育 :Z 后，吸取 =D#"*MH%% 小室中的培养液，用棉签檫

去膜上方未穿过小孔的细胞，已迁移至膜下方的细

胞用无水乙醇固定，经苏木素染色后，在光学显微镜

下每张小室膜计数 \ 个高倍镜视野。此外，细胞悬

液接种于 =D#"MH%% 膜前，使用信号通路抑制剂预处

理 3,0$"，观察对比细胞迁移数量变化，所使用各抑

制剂及其终浓 度 分 别 为：.,"0E%AB 2I]:,+]（2I）；

."0E%AB ^ED90#""$"（^=）；.,"0E%AB !16,3+:,（!1）。

!"1 传代 234’ 表面 456# 和 4578 表达情况检测

传 6 _ 3 代的 (!)*（:,- _ ],-汇合），,R6+-胰

酶消化后，.,,,DA0$" 离心 +0$"，弃上清，用 含 6-
1!’ 的 21! 液洗涤制成浓度为 . [ .,\ A0B 的 (!)*
单细胞悬液，加入 4 个离心管中，每管加 +,,"B 细胞

悬液，其中第 . 管为空白对照；第 6 管为阴性对照，

加入 <>?72T .,"B；第 6 和 3 管为实验管，分别加入

)I3472T 和 )I6]72T 单克隆抗体各 .,"B。室温孵

育 6,0$"。 21! 洗 涤 6 次，流 式 细 胞 仪（ 1I
1$E*8$H"8H*，!#" QE*H，)’）检测。

!"9 流式细胞仪检测细胞周期凋亡峰“3:;<=!”

(!)*7!"# 及 (!)*7"HE 在有血清或无血清培养

基中培养 64 或 @6Z 后，收集细胞并计 数，取 + [
.,4 8H%%*A标本，@,-冰乙醇中 ‘ 6,5固定 3,0$"，离心

弃上清乙醇，21! 洗 6 次，加入含 ,R40>A0B 2< 的

21!，45避光孵育 .+0$"，流式细胞仪测定细胞凋亡

峰，并计算凋亡细胞百分率。

!"8 统计学分析

应用 !2!!..R+ 统计学软件处理系统，各实验组

与 对 照 组 均 数 比 较 采 用 E"H7M#K ’SJN’ 中 的

IG""H99 法，! a ,R,+ 认为有显著性差异。

7 结果

7"! 234’ 的纯化及扩增

采集正常人骨髓后，用比重为 . O ,@3 的 2HD8E%%
分离液分离，经过贴壁筛选获得的 (!)* 最初数量

较少，但随着继续培养，(!)* 可见迅速增殖，约 3 周

左右细胞生长可汇合至 :,- _ ],-，在传代达两至

三代以后，细胞继续保持高生长速度，且细胞进一步

得到纯化，传代细胞形态，当生长密度较低时，细胞

呈长梭形及多角形，当逐渐汇合后呈较均一的长梭

形及旋涡样生长（见图 .）。

7"7 234’ 表面抗原特性选择性检测

(!)* 为骨髓中属于非造血干细胞类的具有多

向分化潜能的细胞群，为处于未分化状态的非定向

干细胞，其表面分子的检测中 )I34（造血干细胞的

特异性表面标志）为阴性，而 )I6]（整合素家族成

员）为阳性，我们所分离纯化扩增的 (!)* 经流式细

胞仪选择检测这两种表面分子结果为：)I34（ ‘ ），

)I6]（ b ）（见图 6）。
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图 ! 体外培养 "#$% 形态（ & ’((）

)*+,! "#$% !" #!$%&（ & ’((）

图 ’ "#$% 的抗原特性选择性检测

)*+,’ -./*+0. 123431/04*%/*1% 56 "#$%
-：15./457 56 8+9:;<；=：$>?@:;< 0AB40%%*5., <AB3.C0C "#$% C5.’/ 0AB40%% $>?@:;<；$：$>’D:;< 0AB40%%*5., <AB3.C0C "#$% 0AB40%% 3 2*+2 70E07 56 $>:’D,

!"# 转染 $%&’ 细胞 %()*+ 及报告基因 ,- 的表达

我们采用免疫荧光染色技术检测 ;$-99%.05:
#.3*7:F- 转染的 "#$% 报告基因 F- 的表达及目的

基因 #.3*7 的表达，见图 ?，其中用 >-;8 复染细胞核

呈蓝色。

图 ? #.3*7 及报告基因 F- 在转染骨髓间充质干细胞中的表达（核被 >-;8 复染为蓝色）（ & @((）

)*+,? #.3*7 3.C /20 40B54/04 +0.0 F- 0AB40%%*5. *. /43.%CG10C "#$%（H*/2 >-;8 15G./04%/3*.）（ & @((）

-：*IIG.567G540%10.10 %/3*.*.+ 56 ="#$%:#.3 0AB40%%*.+ F-:/3++0C B45/0*.；=：3. *44070E3./ 8+9 15./457；

$：%/3*.*.+ 56 #.3*7 B45/0*. *. ="#$%:#.3；>：%/3*.*.+ 56 #.3*7 B45/0*. *. ="#$%:.05,

!". %()*+ 基因修饰对骨髓基质干细胞!/-01*( 骨

架结构的稳定作用

"#$%:#.3 及 "#$%:.05 无血清培养 ’@2 和 J’2
后，行!:-1/*. 免疫荧光细胞染色观察 "#$% 细胞骨

架（见图 @）。可见无血清培养 ’@2 后，"#$%:#.3 细

胞骨架排列有序，细胞轮廓清晰，而 "#$%:.05 细胞

骨架排列出现紊乱，基本细胞形态尚保持。无血清

培养 J’2 后可见，"#$%:.05 不能维持正常形态，轮廓

模糊，细胞骨架断裂紊乱；与之相比，"#$%:#.3 无血

清培养 J’2 后尚能维持基本形态，细胞轮廓尚清晰，

细胞骨架依然可见有序排列。

图 @ #.3*7 基因修饰对骨髓基质干细胞!:-1/*. 骨架结构在无血清培养环境中的稳定作用（核被 ;8 复染呈红色）（ & @((）

)*+,@ F*+2 0AB40%%*5. 56 #.3*7 *.2*K*/0C /20 %04GI:C0B4*E3/*5.:/4*++040C
1L/5%M070/5. 123.+0I0./ 56 "#$%,（H*/2 ;8 15G./04%/3*.）（ & @((）

-："#$%:#.3 *. %04GI:6400 I0C*GI 654 ’@ 25G4%；=："#$%:.05 *. %04GI:6400 I0C*GI 654 ’@ 25G4%；
$："#$%:#.3 *. %04GI:6400 I0C*GI 654 J’ 25G4%；>："#$%:.05 *. %04GI:6400 I0C*GI 654 J’ 25G4%,
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!"# $%&’’()*+,-)./0 转染的 1-%(（1-%(,-).）内

1&$2 及 $3,42 信号通路相关分子变化水平

图 ! "#$%& 表达对 ’"() 迁移力的影响及相关信号通路抑制剂的干预作用

*%+,! -../01 2. "#$%& /345/))%2# 2# 16/ 15$#)7%+5$1%2# 2. ’"() $#8 16/ 52&/ 2. 421/#1%$&&9 5/&$1/8 )%+#$&%#+ 4$16:$9)’%#6%;%125)
<：15$#)7%+5$1%2# 2. ’"()="#$ $#8 ’"()=#/2，:%16 7/8%>7 02#1$%#%#+ ?@ *A" $) $# $115$01$#1 $#8 7/8%>7 :%162>1 *A" $) $ #/+$1%B/ 02#152&；A：

/../01) 2. B$5%2>) %#6%;%125) 2# "#$%&=$00/&/5$1/8 7%+5$1%2# 2. A’"() 1652>+6 +/&$1%#=02$1/8 15$#):/&&)（! ! C DED?）,

我们用蛋白免疫印迹法检测并比较了 ’"()=
"#$ 及其对照空质粒转染组 ’"()=#/2 细胞内各信号

转 导 通 路 相 关 分 子 的 水 平。与 ’"()=#/2 相 比，

’"()="#$ 细胞内磷酸化 -FGHIJ 及磷酸化 <GK 水平

均有明显增高，提示 -FG 及 LM=NG 通路的激活（见图

?）。而 ’"()="#$ 及 ’"()=#/2 细胞内均未检测到磷

酸化 4=NO。

图 ? ’"()="#$ 及 ’"()=#/2 内 4=<GK 及 4=-FG 水平

*%+,? -FG $#8 <P1 462)46259&$1%2#
%# ’"()="#$ $#8 ’"()=#/2

<：%#05/$)/8 &/B/& 2. 4=<P1 %# ’"()="#$，0274$5/8 :%16 ’"()=#/2；A：

%#05/$)/8 &/B/& 2. 4=-FG %# ’"()="#$,

!"5 -)./0 表达对 1-%( 迁移力的影响及相关信号

通路

我们采用 15$#):/&& 体外迁移实验来评估 "#$%&
高表达对 ’"() 迁 移 力 的 影 响，比 较 ’"()="#$ 与

’"()=#/2 迁移率的大小（见图 !），下室为 ?@*A" 的

培养液时，在 K5$#):/&& 迁移实验 O 小时后，’"()="#$
迁移率较 ’"()=#/2 显著增高（! C DED?），但将无血

清 Q’-’ 加入下室作为阴性对照时，’"()="#$ 与

’"()=#/2 迁移率没有统计学差异（图 !<）。此外为

检测 LMNG 途径或其它信号转导通路是否参与 "#$%&
介导的 ’"() 迁移增高机制，我们还在此迁移实验

中应用了 LMNG 通路的抑制剂 R2517$##%#、LNO 通路

抑制剂 "AJDN?OD、及 LSJISS（即 -FGHIJ）通路的抑制

剂 LQTOD?T，我们的研究结果显示：LMNG 通路的抑制

剂 R2517$##%# 能显著降低 "#$%& 介导的 ’"() 迁移；

而 "AJDN?OD 和 LQTOD?T 的处理对 "#$%& 介导的 ’"()
迁移影响没有统计学差异（见图 !A）。

!"6 -)./0 表达对无血清致 1-%( 凋亡的保护干预

作用

我们检测了 "#$%& 表达对 ’"() 的抗凋亡保护作

用，’"()="#$ 及 ’"()=#/2 在有血清或无血清培养基

中培养 JS 或 UJ6 后，收集细胞，LM 染色，流式细胞仪

测定细胞凋亡峰，并计算凋亡细胞百分率。实验结

果显示，在常规有血清培养基培养的 ’"() 细胞凋

亡率 很 低，而 无 血 清 培 养 状 态 下 的 ’"()="#$ 和

’"()=#/2 均较有血清培养状态下的凋亡率明显升

高；无血清培养 JS6，’"()="#$ 和 ’"()=#/2 之间比较

凋亡率没有显著差异；而无血清培养 UJ6，’"()="#$
凋亡率（NSENN@ V ?E?H@）较 ’"()=#/2 低（?J@ V
OEHT@）（图 U）。

4 讨论

近年来，肿瘤细胞及干细胞之间存在许多相似

或重叠分子机制的观点［HS］已被许多研究者们提出，

我们推测可以通过研究并借鉴参与肿瘤细胞迁移转

移及存活抗凋亡等生物学特点有关的分子机制，通

过基因工程的方法研究这些机制在干细胞相关特性

方面的作用并观察其安全性。本实验通过寻找和深

入研究与调控 ’"() 迁移、生长和存活有关的分子

机制，为 ’"() 在组织损伤修复的细胞或基因治疗

中的应用前景提供理论依据，并为通过基因工程改

造 ’"() 提高其移植后迁移力及存活力的研究方向

提供新的研究思路。
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图 ! "#$%& 表达对 ’"() 抗凋亡的保护作用

*%+,! -%+. /012/))%3# 34 "#$%& %#.%5%6/7 6./
)/289:7/12%;$6%3#:62%++/2/7 $13163)%)

大量研究显示 "#$%& 家族成员在诱导肿瘤细胞

的侵袭转移及胚胎发育过程中某些特定部位的上皮

细胞间质转化（<’=）以获得高侵袭和转移的生物学

特性过程中，发挥重要调控作用［>，!］。"#$%& 作为一

种转录因子，以其结构中的锌指与靶基因 ?@A 相关

序列结合，调控某些基因的表达，如下调 <:B$7./2%#
及细胞间的紧密连接成分如 CD:E［EF］等，此外还可以

上调肿瘤细胞的金属蛋白酶类的表达［E>］，这些均有

助于增加细胞的迁徙转移力，尤其常见于各种肿瘤

的癌性细胞向远处转移机制中。我们推测 "#$%& 亦

可有助于 ’"() 某些生物学特性的改变，比如获得

较高的迁移力和在缺血缺氧的组织微环境中的存活

力和抗凋亡能力等。本研究采用基因工程技术通过

对 ’"() 进行 "#$%& 基因修饰，上调 ’"() 的 "#$%& 表

达水平，观察到高表达 "#$%& 的骨髓基质干细胞在体

外 =2$#)G/&& 体系表现出较强的迁徙和趋化能力，并

且用 HIF:J 通路抑制剂能一定程度抑制这种增强的

迁移力，同时我们发现转染 "#$%& 真核表达载体后的

骨髓基质干细胞（’"():"#$）内磷酸化 AK6 的水平明

显上调，提示 "#$%& 能以 HI:FJ 信号转导通路激活依

赖的途径来增高骨髓基质干细胞的迁移力。尽管我

们亦发现 ’"():"#$ 内 <LJ 通路亦有激活（磷酸化

<LJ 水平上调），但使用 <LJ 通路抑制剂 H?MNO>M，

或 HFN 通路的抑制剂 "PQOF>NO，两者均不能抑制

"#$%& 表达对 ’"() 迁移力的增强作用，提示此增强

机制与 ’AHJ 信号途径关系不大。

此外，与细胞迁徙能力密切相关的是细胞骨架

的维持［ER，E!］，!:AB6%# 是一种非肌性的胞浆型 $B6%#，

在细胞骨架和细胞运动中起作用。我们用免疫荧光

染色技术观察到 P’"() 在无血清环境中培养一定

时间后!:AB6%# 排列紊乱，但同时间点 P’"():"#$ 则

!:AB6%# 排列明显较为有序，这说明 "#$%& 对 P’"()
的!:AB6%# 结构稳定和重建有影响并有利于细胞的

运动迁徙，但这种是直接作用还是间接作用（是否通

过作用于 SI’ 激酶 E，或者肌动蛋白解聚因子 B34%&%#
等分子靶点来影响细胞肌动蛋白细胞骨架的改变）

还需要进一步深入研究。

除受干细胞系统移植后迁移到靶器官的较低迁

移力这一限制以外，干细胞介导的细胞治疗的基础

及临床研究另一较大障碍是干细胞移植并迁移到靶

器官后在局部微环境存活力较低的问题。因此我们

在本研究中亦观察了转染 "#$%& 之后的骨髓基质干

细胞在体外无血清培养的情况下抗凋亡能力的变

化，我们实验的结果显示转染了 1(ATT"#/3:"#$%&:
-A 后高表达 "#$%& 的 ’"()（’"():"#$）虽然在无血

清培养第 E7 其细胞凋亡率与 P’"(:#/3 即不表达

"#$%& 的 ’"() 相比较没有统计学差异，但在无血清

培养第 F7 ’"():"#$ 显示出较强的抗凋亡能力，与

P’"(:#/3 相比其差异有显著性。这显示出 "#$%& 的

高表达有助于提高 ’"() 在无血清环境中的生存和

抗凋亡能力。

总之我们的研究显示，利用基因工程技术在骨

髓基质干细胞内表达外源性转录因子 "#$%&，可以提

高基质干细胞的迁移力，并在无血清环境中有助其

正常细胞骨架的维持，及增加其存活抗凋亡能力。

这些提示我们可以通过上调促进 ’"() 迁移存活的

有利因素，以提高通过静脉注射等低创方式移植后

的 ’"() 向局部缺血受损的组织迁移并在局部微环

境存活能力的可能性。我们的研究及结果为 ’"()
细胞治疗的临床应用提供了理论依据，并为 ’"()
的基础研究开阔新的研究思路和方向。通过基因工

程改造 ’"() 对干细胞增殖的安全性、及在移植动

物的 整 体 效 应 的 观 察 尚 需 更 进 一 步 观 察 和 深 入

研究。
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“工程生物”生产抗菌肽的研究

本刊（BCCI，!#（D）：GCI）曾报道“人乳铁蛋白”的开发，并简单分析了“工程生物”应用于生产乳铁蛋白（&,9/)*#::$%，’*）的可能

性。已有报道“转基因番茄”用来生产番茄红素（/,+,/$%#），番茄红素作为抗氧化剂清除体内自由基的功效较胡萝卜素、维生素

M 高达 FCC 倍，此“工程番茄”的建成以及生产有重要保健功能的番茄红素给研究者众多的启示。（P）日本育出的“基因重组番

茄”能生产母乳中所含有的多功能蛋白质即乳铁蛋白（’*），此蛋白具有广谱抗菌功能，并增强机体抗病毒、抗癌能力和免疫力，

还具有抗氧化活性和参与铁的转运作用。在人初乳中 ’* 含量 E+4W+’，牛奶中的 ’* 对“丙肝”患者有一定辅助治疗，同时亦可

增加铁质。正因为 ’* 有如此多的功能和效力，日本农林水产省生物资源研究所等单位研究人员将人乳腺产 ’* 的基因组引入

番茄并取得成功，在“工程番茄”果实、叶、根中获得了有效表达，即在这些组织中能生成 ’*，其中 PCC4 重果实可产 !+4 以上的

’*，有开发前景。（B）“工程酵母”生产牛乳铁多肽素（5)?$%# &,9/)*#::$9$%，’*9$%.）。我国深圳一家生化工程技术开发中心研究人

员利用人工合成的牛乳铁多肽素基因片段通过分泌型表达载体构建重组质粒，引入巴斯德毕赤酵母（8&39&# .#*"’)&*）后得到稳

定整合，经甲醇诱导获得有效表达，其表达产物 ’*9$%. 分泌于胞外，经实验证明，’*9$%. 具有较强的杀菌作用。这种牛乳铁蛋

白在酸性环境中稳定，由 B! 个氨基酸组成，研究者发现牛乳铁多肽素（’*9$%.）抑菌效果是牛乳铁蛋白的 FCC 倍，具有广谱性；

同时对肠道内有益菌如双歧杆菌等不干扰，并刺激其有益功能；另外，这种 ’*9$%. 对多种真菌有抑制和杀灭作用。因此，成功

构建产 ’*9$%. 的“工程微生物”及表达产物分泌到胞外，以利于提取，为实现 ’* 或 ’*9$%. 产业化带来重大商机。

总之，在治疗致病菌侵染机体而引发的疾病时，使用抗菌素易产生抗药性或耐药性，甚至有的致病菌出现赖药性，给患者

疾病治疗带来困难，而抗菌肽及 ’* 或 ’*9$%. 生产的“工程生物”的建成，为其产品实现商品化、替代抗生素战胜抗药性病菌带

来希望。

（柯为）
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