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人体红细胞血影把 气 标记的蛋白质和

核酸转入动物细胞的试验

李昌本 赵寿元

(复旦大学遗传学研究所
,

上海 )

摘 要

从制备的
`

勺 标记的牛血清白蛋白和人体 D N A 片段
,

分别进行 了红细胞血影

的装载试验
,

装载效率分别为 3
.

7多 和 3
.

。多
.

装载试验有很好的重复性
.

通过仙台

病毒介导将红细胞血影装载的
`

勺一 人体 D N A 片段转入 D O N 细胞内
,

经放射自

显影注射率为 58 多
.

早些时候我们报道了人体红细胞在形成血影过程中
,

可把蛋 白质和噬菌体装载在红细胞

血影内
,

装载蛋白质的效率很 高
,

每个红细胞血影装人的牛血清白蛋白分子可达 1 0 , , 且较稳

定 l[J
.

由于人体红细胞血影里没有 D N A 酶
、 R N A 酶和蛋白质水解酶

,

装载在里面的核酸和

蛋白质等生物大分子不致于有被降解的危险
〔
气 因此

,

有人把红细胞血影作为装载酶的工具
,

注人体内以治疗某些先天性代谢缺陷 3[J
.

也有把血影细胞作为特定物质的 载体 或
“
微注 射

器
” ,

来研究这些物质在活细胞内的活动情况
〔卜 6] 、

基因调控
7[一 1]
和外源遗传信息的表达 l2[ .1a] 等

.

可是
,

用红细胞血影来转移人的 D N A 还未见报道 ;可以设想
,

这类研究对于了解人体细胞内

基因的结构和功能
,

以及遗传病的基因治疗研究等将会提供重要的资料
.

本文主要介绍
’

勺 标

记的牛血清白蛋 白和人 D N A 片段由红细胞血影装载后
,

通过细胞融合途径将它们转人动物

细胞内
.

一
、

材 料 和 方 法 、

1
.

牛血清白蛋 白 ( sB A ) 的同位素碘化标记

sB A eS vr
a
公司出品

,

结晶纯度大于 ” 务
.

N al 勺 北京原子能研究所
, 6m ic 0/

.

3 毫升
,

保护剂含量 1
.

5 ,

放射性纯度 (包括
`
啊 ) 大于

9 9
,

9务
.

用氯胺 T 法 14[ i15 ,
标记 ;具体操作程序见图 1

.

放射性脉冲计数条件 井型 了计数器
,

前置放大 10 倍
,

工作 电压 1 千伏
,

甄别闭三档
.

每

次测试的自然本底均为实验前后各五次计数的平均值
.

本文 1 9 8 1 年 , 月 5 日收到
.
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图 1 牛血清白蛋白的放射性碘化操作步骤

2
. , ” I一D N A 片段

由本所蔡济东
、

柴建华同志制备提供
.

他们用流产胎儿为材料提取 D N A
,

经 D N韶 e l 部

分消化后
,

通过聚丙烯酞胺凝胶电泳测定片段的大小
.

取平均长度为 4 , ob P ,

范围在 100 饰一
1 0 0 0饰 的 D N A 片段进行碘化标记 ;

Na
l勺 来源和放射性脉冲计数的 条件 和上述相 同

,

1石 I se D N A 的比放射性为 5 0 0 。。cP m /微克
.

3
.

红细胞血影的装载试验

取 0
.

4 毫升经
r p BS ( KO 1 3 7mM

,
N a C 12

.

7 m M
,

Na
:
H p .o 8

.

1 mM
,
K H

: p q 1
.

s mM ) 稀释

的
` 25卜BS A (含蛋 白质 0

.

7 毫克
,

放射性为 2 x lo `cP m )
,

加入 0
.

1毫升 20 外 ( v / v ) 的人体红

细胞 ( H R BC )
,

按照以前报道的方法装载
lL ,

.

用 P BS ( K e l 2
.

7mM
,

两。 1 3夕mM
,
N

a Z
H P o 。

8
,

l m M
, K H

ZPq 1
.

s m M ) 离心洗涤 ( 23 00 rP m 5’ , 5一 9 次
,

由此制成装载
`
气一

BS A 的红细胞

血影
.

比放射性为 s x l o气Pm /微克的人 D N A 片段
,

用 rP BS 稀释至适当体积
,

按 9 : l ( v / v)

加人 50 外 ( v /V ) 的 H R BC 后
,

对七倍稀释的 rP BS 低渗透析
,

然后再对 PBS 等渗透析
,

BS S+ 液 ( N
a C x1 4 omM

, K C I 5
.

m4 M
,
N a Z

H p q 0
.

3 4mM
,
K H

ZP .O 0
.

4 4mM
, C a C 12 1mM

, T r i s -

H cl 10 1n M p H 7
.

6 ) 离心洗涤 ( 2 3 0 0 rP m 5
’

) 五次
,

由此制成装载
`25卜D N A 的红细胞血影

.

4
. “

微注射 ,’( 融合 )条件

D o N 细胞株 (中国仓鼠成纤维细胞 )在含 10 多小牛血清的 R PM I 1 6斗。 培养基中长成单

层后
,

胰酶消化
,

用 那 S十 液制成细胞悬液 ( 10
`
/毫升 )

,

作为红细胞血影转移所装载物质的受

体细胞
.

红细胞血影与受体细胞按 1 00 :l 的比例
,

在 4℃ 下混合后
,

加人经紫外线灭活的仙台病

毒
,

最终浓度为每毫升 1 0 0 0个血凝单位
.

置 斗℃冰浴中摇动 15 分钟
,

37 ℃温浴放置 30 分钟
.

用不含血清的 R P M I 1 6 4 。培养液离心洗涤 ( 10 0 0
r

mP ,
’

) 三次
.

最后一次离心洗涤沉淀下来的

细胞团打匀后加入几滴小牛血清
,

涂片
,

空气干燥后甲醇固定
.

5
.

细胞涂片的放射自显影

甲醇固定的细胞涂片在 40 ℃ 恒温下涂核乳胶 (核 #4
,

北京原子能研究所 )
,

室温下避光气

千 2一 3 小时
,

浸闪烁液 (二氧六环 50 0 毫升
, 2 , 5一二苯基嗯哇 3

.

, 克
, 1

.

4一双 5[ se
苯基嗯哇

基卜二苯 1 00 毫克 ) 20 秒钟
,

避光气千 2 小时
,

自显 4 8小时
,

二氧六环浸洗除去残留的闪烁液
,

水浸洗
,

显影
,

定影
,

流水冲洗后
,

气干
.

核固红 l( 务) 染色
,

镜检
.
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二
、

结 果 与 讨 论

1
.

同位素碘化标记

蛋白质的碘化反应一般发生在酩氨酸残基上
,

要得到比放射性较高的样品
,

反应物必须是

高浓度
、

小体积
,

同位素投料也需大大过量
1[卜 1’] ,

图 2 与图 3 的比较即反映了这一情况
.

两图

均反映
’ 2 5卜 sB A 经过 se P h ad xe G 50 过滤后

,

分部收集的各个试管中的放射性
,

第一个峰是

` 卜sB A ,

第二个峰是游离的 N a场 1
.

图 2 和图 3 用的是同一根凝胶柱
,

由于后者反应物总体

积较小
,

分离效果也就较好
.

日d。Òlx
2

日合卜。工x

0 I Q 2 0 30 钓 几力
0 10 20 30

毫升

图 2 B s A 经 ” , I 标记后
, s e p h a d e x G , o

过滤后各部分的放射性分布情况

( B s ^ 1 2 毫克
, N a , 2 , 1 1

.

2火 1 0
9 e p m : 凝胶往 l 火 1 7

厘米
, 流量 1 毫升 /分

,
反应总体积为 50 0微升 )

毫升

图 3 B s A O
.

1 毫克
, N a , , , I l x l o

` e p m
,

反应总体积
1 00 微升

,
凝胶柱 1 X 17 厘米

,

流量 0
.

5毫升 /分 ; 凝

胶过滤后的各部分的放射性分布

把图 2 中的第 3 , 4 , 5 支试管 中的样品合并 ; 2 ,
6 两支合并

,

用分光 光 度计分 别测 定

( 0
.

D
.

2 8 0 0 埃 ) 这两份和第 7 管样品的蛋白质含量
,

然后分别计算这三份样品的比放射性
,

所得结果列于表 1
.

表 1 s e p h a d e x G , o 过滤后各 B S A 部分的比放射性

管管 号号 〕 , 4 , 5*** 2 , 666 777

总总放射性 cP mmm 2 0呼6 1 4 7 000 斗93 3 7 1666 3 8 5 1 3 2 222

蛋蛋白质量 毫克克 7
。

000 3
.

222 0
.

444

比比放射性 cP m /毫克克 2
。

9火 1 0
666

1
.

5 K I O
666

1
。

2火 1 0
666

.
下面的红细胞血影装载试验用的是这份样品

.

2
.

红细胞血影的装载效率

资料表明
〔1,1 刀

,

在透析系统中待装载物质的浓度和投人的红血球总数不变的条件下
,

红细

胞血影装载物质的总量和血影的数 目成正比
,

而和投人的红细胞总数无关
.

因此
,

可根据经充

分洗涤后的红细胞血影所携带的放射性量来计算装载
’乃卜BS A 的效率

,

结果见表 2
.
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表 2
` ”I 一s A 的血影细胞装载率

一

飞石
一

}
, 射性本。

}
” sI 一

黔娜
量

匡一军巡军福一一 }一一二尊二一一一

—
}

—
}一兰兰上

~

{二 {
一二一 {一兰卜上 {

-二一 {一兰 {二匕 }尘一
, 。二 } 】 ` 8 6 2, 2 0

1
` 2 3 6

1
5 6 5 5 0

}
` 2 3 7

}
4 6 9 8 8

{ “
2斗
}

, 7 5`斗
1

一
}
斗̀ 5 , 斗

挥肯 1 1
` 8 7` , 9 ,

l } [ 1 1 1 1 1

—
!

—
}二鹦生仁竺兰 {二望二}尘兰 {琪黑卜些生

-

}之弊}一卜兰 i兰
-止竺生上二坐一匕兰竺兰一}止竺竺!尘竺卜兰1 上兰竺{止巴上兰兰卜二卫二竺

装载率% } 3 .7 ! 一 !
5

·

“
! 一

汉 : 第 6 次离心洗涤的上清液
,

B : 第 6 次离心洗涤后的红细胞血影
,

:a 第 9次离心洗涤的上清液
,

处 第 9 次离心洗涤后的红细胞血影
.

由表 2 可见
,

在一定条件下红细胞血影有一定的装载率且重复性很好
,

装载率与 Wess er
-

m an 1s[] 的实验结果很接近
.

此外
,

第 9 次离心洗涤上清液的放射性和第 6 次离心洗涤上清液

的放射性一样
,

基本排除了细胞表面沾污放射性同位素的可能性
,

与我们过去的实验结果相

符 1j[
.

不过
,

每一次离心洗涤后
,

都会有一定数量的红细胞血影破裂而释出内含物
夕

所以洗涤

次数不宜过多
,

否则会降低红细胞血影的得率
.

Aue lrt ,〕 曾报道用红细胞血影来装载 aT 噬菌体的 D N A ; F ur su a w all
3 , 也提到红细胞血影

装载双链 D N A 的实验
,

但未发表具体数据
.

因此
,

人体红细胞血影装载
`

勺标记的人体 D N A

片段还属初次尝试
,

现将分别进行的两次装载实验的结果列于表 3
.

表 3
` , , I
刁 N A 片段的红细胞血影装载效率

项 目

阵一华二井一
一

阵一1 兰仁一一
_

! ~
、 、

一 ~ !
C P m 】

,

1 ~ } *
二 、

一 ~ 1 c P m } l
_

l 曰 书沃洲书 J太 }万- 百画丁石芬下不又下下 l 双 ! 万 l 曰祀庵月
、 J比 l气尸茹不签尸 i戒又下下

~

l 才 l 万

—
}

—
}兰翌兰兰门

—
}

—
{

—
件竺兰兰兰 {— {—} }

2 5 0 6 1

}
” 5 4

}
` 5 4 5 】 }

5 62 3 2

}
” “ {

2 3 7 0

、 , 。 `。 , _ _ _
、

1 1 2 49 9 7 } , 6 7 1 15 2 0 } 】 5 6 7 1 8 } 9 1 4 】 2 3 4 4

队利比
、 、 尸 二 , l 伪 l ! 1 1 { }

} {
2 4 8 26

}
’ 87

}
` 7 4 8

} {
5 5 7 6 4

1
” 9` …

2 3 8 0

—
}

一
卜理牛}

—
}

—
I

—
…

—
}—

{

—一止1 一兰一一 {止竺口一里燮二止竺一上翌兰
.

卜
-

翌` 上止塑匕止竺卫止里三
_

装载率% } 3
·

呼 ! 2
·

”

汉: 第 5次离心洗涤的上清液
,
凡 第 5次离心洗涤后的红细胞血影

.

由表 3 可见
,

红细胞血影装载
` 2 ,卜 人体 D N A 片段的效率在 3外左右

,

实验的重复性也不

错
.

可是和 。 RN A[ 131 和 tR N A[ llJ 25 多 左右的装载率相比
,

则要低很多
.

S hc lge le 等网曾报

道
,

红细胞血影装载
3 2p we t RN A

,

郑飞
n R N A 以及

’ Zp - r RN A 的效率差别很大
,

前两者高达 25 多

左右
,

而后者接近 0
.

其原因可能包括装载方法和装载条件的不同
,

以及不同的核酸分子的理

化性质和空间构型上的差异
.

3
.

红细胞血影与受体细胞融合

由于红细胞膜和大多数高等动物细胞膜上都有仙台病毒的受体
,

大大有利于通过病毒介

导和类似细胞融合的过程将血影细胞内的装载物转人或
“

注人
”

受体细胞 (图 4 )
.

为使尽可
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能多的受体细胞受到
“

注射
” ,

同时尽量减少受体细胞之间彼此融合形成同型异核细胞的机会
,

我们采用高比率
、

稀病毒的融合条件 ; 也就是红细胞血影与受体细胞数量之比为 1 0 0 : 1, 紫外

线灭活的仙台病毒加人量为每毫升 1 0 0 0血凝单位 (最终浓度 )
.

一般认为受体细胞 与 红 细

胞血影融合不会影响前者的分裂速率和形成克隆的效率训
,

融合后细胞的存活率 达 95 外 以

上回
.

1”卜D N A 片段经血影细胞注人 D O N 细胞后
,

在光学显微镜下检查融合细胞的放射自显

影的银颗粒数 (图 5)
,

发现受体细胞接受
’ 25卜D N A 的达 5 8多

.

同 Shc leg el 等 1l[] 报道
’

--H tR N A

的注射效率为 6 0多相比
,

两者是相近的
.

但是
,

这次装载的人体 D N A 片段比较短
,

在 1Oo o b p

么下
,

因此
,

还需进一步研究装载更大的 ND A 片段的可能性和装载效率
,

以探索遗传病的基

因治疗的可能途径
.

图 4 一个动物细胞正和两个红细胞血

影融合 (箭头所示 )

图 5 已经受到装有
’ . , I
O N A 的红细胞血影

“ 微注射 ” 的一个动物细胞

(细胞内黑点是核乳胶经
飞” 1一 D N A 的

了一
线曝光后的银颗粒 )

致谢
:
徐丽玲同志参加部分工作

.

潘家勤同志协助显微摄影
,

彭励吾
、

陆寿珍
、

郭兰萍同

志协助同位素工作
,
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