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摘要院目的 检测尧比较骨髓和动员外周血 2 种来源不同的 CD34+ 细胞基因表达的差异遥方法 从一健康供者分别获取

骨髓和动员外周血袁分离出 CD34+ 细胞袁利用抑制性消减杂交技术检测尧比较该 2 种来源不同的 CD34+ 细胞的基因表

达差异遥结果 在骨髓 CD34+ 细胞中共有 21 个基因高表达袁主要涉及 2 类院(1)与细胞周期S 期尧G2 期和 M 期转化相关

的基因曰(2)C/EBP渊CCAAT/ 增强子结合蛋白冤转录因子家族遥结论 骨髓和外周血 CD34+ 细胞在基因表达上具有明显

的不同袁大部分骨髓 CD34+ 细胞处于 S 期尧G2 期和 M 期袁提示骨髓 CD34+ 细胞比外周血 CD34+ 增殖活跃遥
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Identification of differentially expressed genes in bone marrow CD34 + cells by suppression
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Abstract: Objective Tounderstandthedifferentialgeneexpressionprofilesbetweenbonemarrowcellsandmobilizedpe-

ripheralbloodCD34+ cells. Methods Suppression subtractivehybridization(SSH)wasemployedtoidentifythegenesdiffer-
entiallyexpressedinbonemarrowandmobilizedperipheralbloodCD34+ cellsobtainedfromahealthydonor. Results Twen-

ty-onedifferentiallyexpressedgenes wereidentifiedthatcouldbecategorizedintoS-phase-orG2-Mcellcycle-relatedgenes
andCCAAT/enhancerbindingprotein(C/EBP)transcriptionfactorfamily.ThegeneshighlyexpressedinbonemarrowCD34+

cells indicated low expressionoftheircounterpartsasSSHdemandsstrictpairedcomparisonbetweenthe2typesofCD34+

cellsofdifferentorigins. Conclusion CD34+ cellsderivedfrombonemarrowarefeaturedbymoreactiveproliferationthanare

thosefrommobilizedperipheralblood.
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用动员的外周血造血干细胞进行移植治疗各种

血液和非血液疾病袁比用来源于骨髓的造血干细胞移

植具有很多优越性袁包括造血功能重建快尧感染和出

血机会少袁供者容易接受等袁但其中的机制尚不完全

清楚遥有人认为是从经过动员的外周血中分离出的单

个核细胞中一些辅助细胞如 CD14+ 细胞或 CD4+ 等

起了重要作用 咱1~3暂遥CD34 作为造血干细胞公认的标

志袁有的学者就从 CD34+ 细胞的表型尧代谢和细胞周

期研究它们不同的特性咱4~7暂遥抑制性消减杂交(suppres-

sionsubtractive hybridization, SSH)技术是由 mRNA

差别显示技术渊DDRT-PCR冤发展而来的一种检测方

法袁该方法利用杂交二级动力学原理袁在检测 2 份标

本基因表达差异方面具有以下特点院(1) 极大降低了

假阳性率袁由于 SSH 方法采用 2 次扣除杂交和 2 次

PCR袁保证了该方法具有较高特异性曰(2)具有高度灵

敏性袁由于在反应中将丰度不同的单链分子含量归一

化袁保证了低丰度 mRNA 检测成功曰(3)SSH 发在 1

次反应中袁可同时分离出上百个差异表达的基因袁这

一点远胜于 DDRT-PCR遥本研究中我们即利用 SSH
技术从分子生物学水平检测骨髓和动员外周血中

CD34+ 细胞基因表达的差异袁为更好地认识和进一步

研究造血干细胞提供帮助遥

1 材料和方法

1.1 标本获取

通过骨髓穿刺从一健康供者获取约 20ml 骨髓袁
用淋巴细胞分离液分离出单个核细胞遥之后同一供者

给予格拉诺赛特渊粒细胞集落刺激因子袁日本中外制

药产品冤250 滋g/d袁共 5 ~ 6 d动员后袁用 CS3000plus

(美国袁Baxter 公司)分离外周血单个核细胞遥
1.2 分离 CD34+ 细胞

所有试剂均购自德国 Miltenyi Biotec 公司袁按照

试剂盒说明书操作遥调整细胞数臆108袁加含 0.5%牛

血清白蛋白尧2mmol/LEDTA 的 PBS 缓冲液渊pH7.2冤
300 滋l袁再加入 Reagent A1尧Reagent A2 各 100 滋l袁
6~12 益孵育 15min遥加 PBS 缓冲液洗涤袁离心去上

清遥加 PBS 缓冲液 400 滋l 重悬细胞袁加 100 滋l 的

Reagent B袁6~12 益孵育 15 min遥PBS 洗涤细胞袁500

滋lPBS 缓冲液重悬细胞袁磁场中过柱遥最后用 1ml
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表 1 SSH 技术检测骨髓 CD34+ 细胞差异表达基因

Tab.1 Differentially expressed genes of bone marrow
CD34+ cells assayed by SSH technique

Clone Size(bp) Gene Resultofhybrid

J21 456 NF-IL6-茁 +

J03 234 B-mybgene +

J35 338 CathepsinGgene +

J40 356 Myeloperoxidase +

J09 487 Proteinase3 +

J36 512 Neutrophilelastase +

J12 478 RR2ribonucleotidereductase +

J26 399 PAC-1 +

J29 611 Gro-茁 +

J20 547 MIPI +

J02 199 CyclinA +

J22 222 CyclinE1 +

J25 367 Cdc28 +

J14 367 Ki-67cellproliferationantigen +

J28 498 TSG-14 +

J15 755 Kinesin-like1 +

J31 811 CD83 +

J04 478 Ligase1 +

J10 698 MCM +

J38 522 E2F-1 +

J06 337 CXCR4 +

PBS缓冲液冲洗出细胞遥计数所得细胞数袁流式细胞

仪检测纯度均在 90%以上遥
1.3 mRNA 的提取

采用德国 QIAGEN 公司的 MiniOligotexDirect

mRNA 试剂盒袁操作按说明书进行遥提取的 mRNA 用

于合成双链 cDNA遥
1.4 合成双链 cDNA

采用 Clontech 公司的 PCR-Select cDNA Subtrac-

tion 试剂盒袁按说明书操作遥模板为上步提取的mRNA遥
1.5 SSH 差异筛选

采用 Clontech 公司的 PCR-Select cDNA Subtrac-

tion 试剂盒袁原理见参考文献咱8暂遥以骨髓标本为实验

组袁外周血标本为驱动组袁操作按说明书进行遥将扩

增的产物直接连接到 pT-Adv 载体上袁转化 TOP10F'

E.coli袁氨苄青霉素尧X-Gal/IPTG 筛选阳性克隆袁菌液

直接送上海生工公司测序遥
1.6 在 GenBank 中进行序列比较

将测序所得到的序列通过网上渊http://www.ncbi.

nlm.nih.gov冤与美国国立医学图书馆的 GenBank 进

行同源性比较遥
1.7 RNA 斑点杂交

将序列分析后所得的差异表达基因的 cDNA 制

成标记探针袁分别与骨髓和外周血 CD34+ 细胞中的

RNA 进行斑点杂交袁尼龙膜为 Schleicher&Schuell公

司产品袁具体方法参照说明书和分子克隆实验指南咱9暂遥

2 结果

2.1 SSH 结果

随机挑出 40 个阳性克隆进行测序袁发现有 21 个

基因在来源于骨髓的 CD34+ 细胞中表达增高袁这 21

个基因片段与 GenBank 中基因进行同源性比较袁获

知这些片段相对应的基因袁结果见表 1遥

2.2 RNA 斑点杂交

为了证实 SSH 检测结果袁我们用 RNA 斑点杂交

技术对差异表达的 21 个基因进行验证袁结果证实在

骨髓和外周血 CD34+ 细胞中袁这 21 个基因表达存在

着差异渊图 1冤遥

3 讨论

目前造血干细胞移植不但已成功地用于白血病尧
再生障碍性贫血尧自身免疫性等疾病的治疗袁而且近

年来的研究发现造血干细胞还可分化为神经尧肝和心

肌等细胞袁造血干细胞的研究越来越被重视遥目前造

血干细胞还没有明确尧特异性的标记袁但 CD34 抗原

图 1 差异基因的狭缝杂交方法分析

Fig.1 Analysis of differentially
expressed genes by slot blotting
M:Bonemarrow;B:G-CSFmobilized

peripheralblood
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作为造血干 / 祖细胞标记之一已被广泛地接受袁而且

已应用于临床遥目前临床上移植造血干细胞数量即以

CD34+ 细胞作为标志袁而单纯以 CD34+ 细胞进行移

植也已在临床上开展遥CD34+ 细胞仍然具有很强的异

质性袁虽然同时增加其他标记如 CD38尧HLA-DR 等

能够减少异质性袁但是所得到的细胞数会减少袁无法

进行后续实验遥
CD34+ 细胞基因表达研究也有报道袁标本分别有

来自骨髓和脐血咱10袁11暂遥本实验采用的 SSH 技术能够

快速得到表达差异基因袁并且能够发现新的基因遥此

技术要求严格的配对比较袁一方高表达袁意味着另一

方低表达遥从研究动员外周血 CD34+ 细胞特性出发袁
骨髓高表达则动员外周血就低表达遥本实验发现骨髓

CD34+ 细胞高表达的基因主要有 2 类院(1) 与细胞周

期和 DNA 合成相关的基因曰(2)C/EBP渊CCAAT/ 增强

子结合蛋白冤转录因子家族遥
与细胞周期和 DNA 合成相关的基因如 cyclin

A尧cyclin E1尧RR2 及 Ki-67 等 与 S 期尧G2-M 期转化

有关遥这些基因的低表达说明动员外周血 CD34+ 细

胞相对处于较静息状态遥其他如 PAC-1尧cdc28 和 ki-

nesins 等基因的低表达则与细胞处于非周期性增殖

有关遥细胞增殖活跃自然使 DNA 复制相关基因高表

达袁与此相关的基因如 ligase1的产物通过与细胞核

抗原相互作用后介导 DNA 复制咱12暂遥MCM(mini-chro-

mosomemaintenance) 蛋白在 DNA 复制中也扮演重

要的角色咱13暂袁而 E2F-1 通过激活 MCM 基因而促进细

胞周期进行下去咱14暂遥总之袁更多的骨髓 CD34+ 细胞处

于细胞增殖周期袁而大部分动员的 CD34+ 细胞处于

G0 期遥说明骨髓造血微环境对造血干细胞具有重要

意义袁造血干细胞只有在其适合的环境中才能增

殖遥
粒细胞集落刺激因子本身是一种抗炎免疫调节

剂袁主要通过抑制 IL-1尧TNF-琢和 IFN-酌的产生或抑

制它们活性发挥作用遥同时许多炎症因子的前身受控

于 C/EBP 和 B-myb遥这也是为何动员外周血 CD34+

细胞趋化因子尧髓过氧化酶尧中性粒细胞弹性蛋白酶尧
GRO茁和蛋白酶 3 等表达降低的原因遥

动员外周血和骨髓 CD34+ 细胞在基因表达上有

明显的不同袁而这些基因表达差异所具有的意义仍有

待进一步探讨遥例如袁实验发现从基因表达方面看袁外

周血 CD34+ 细胞增殖不如骨髓的活跃袁而临床上外

周血造血干细胞移植却比骨髓移植恢复得快遥同时由

于 SSH 的技术含量非常高袁不可能做大量标本研究袁
受此限制袁结果的代表性有待进一步探讨遥
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