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摘要 目的  探讨血液肿瘤细胞摄取寡核苷酸与其种类和活性的关系 ∀方法  流式细胞仪测定细胞内的平均

荧光强度 ∀结果  经过 1 Λ#
荧光素 ƒ×≤标记的 作用  后 血液系统肿瘤患者外周血及骨髓单个核

细胞对 的摄取能力明显高于正常人 不同来源的血液肿瘤细胞株摄取 的能力不同 单核细胞 !淋巴细

胞和髓系粒细胞来源的白血病细胞的摄取能力明显高于 × 淋巴细胞来源的白血病细胞 经过全反式维甲酸作用的

细胞的增殖活性明显受到抑制 同时细胞摄取 的能力明显下降 ∀结论  血液肿瘤细胞具有摄取寡核苷

酸的能力 这种摄取能力与其细胞种类和细胞增殖活性有关 ∀
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  反义寡核苷酸是人工合成的 ⁄或  小片

段 是一种具有潜在应用前景的基因药物 ∀目前 在

临床前或临床研究过程中 反义寡核苷酸已充分显

示出在炎症 !癌症 !病毒感染中的应用潜力≈ ∀血液

细胞是寡核苷酸的靶细胞之一 不同种类的血液细

胞摄取寡核苷酸的能力可能不同 ∀本研究应用流式

细胞技术 观察血液肿瘤细胞对 2反义寡核苷酸

的摄取 探讨寡核苷酸的摄取同细胞状态的

关系 为反义治疗血液肿瘤的研究提供必要的实验

依据 ∀

材料与方法

药物及试剂  为针对 2  开放阅

读框架前  个碱基的互补序列 序列为 χ2
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×≤×≤≤≤≤×≤≤≤×2χ≈
全部硫代磷酸化修

饰 χ端荧光素 ƒ×≤ 标记 由美国 ≥

合成 !标记和纯化 ∀全反式维甲酸 2τρανσ

× 由上海第六制药厂提供 ∀胎牛

血清和  °2购自  公司 ∀ ƒ细胞

分离液和碘化丙啶购自北京华美生物工程有限公

司 ∀
2× 购自上海原子能研究所 ∀

细胞及培养  利用 ƒ分离液分离 例正常

人和初诊未经治疗的 例慢性期慢性髓性白血病

∏∏ ≤ !例急性髓系

白血病∏ ∏ 和 例非何杰

金淋巴瘤2 患者外周血

和骨髓单个核细胞 ∀    ≤∞ 和

≤细胞分别为人急性粒细胞白血病 !慢性粒细胞

白血病 !单核细胞白血病 !×淋巴细胞白血病和伯基

特淋巴瘤 淋巴细胞株 由福建省血液病研究所提

供 ∀细胞在  ε   ≤ 条件下培养于含   胎

牛血清的  °2中 ∀

Γ3139处理细胞  参照前期的实验≈
在各细

胞培养物中加入 1 Λ#


ƒ×≤ 标记的  

继续培养  后进行细胞内荧光强度的测定 ∀每份

细胞测定 次 ∀

ΑΤΡΑ抑制 ΗΛ60细胞增殖  在 孔培养板中

接种 细胞  ≅ 

孔 Λ 每孔 个平行

对照 依次加入浓度为  ≅ 
 ∗  ≅ 

 
#的

×  培养  后进行细胞增殖活性的检测或继

续用 1 Λ#


处理  后测定细胞内荧

光强度 ∀

流式细胞仪测定细胞内平均荧光强度  培养细

胞去上清液 用预冷的含   小牛白蛋白的 1

#
°≥洗涤 遍 再用酸盐法洗脱结合在细胞

膜上的 
≈

并用 1 #
°≥ 调成  ≅


#的细胞悬液 每管加入终浓度为  Λ#



的碘化丙啶 避光  后 流式细胞仪ƒ≤≥

⁄公司检测细胞内平均荧光强度 ∀每份标本收集

 个细胞 根据活细胞数用 ≤±∏⁄公司

软件处理数据 用平均荧光强度 ∏

 ƒ 间接表示细胞摄取 ƒ×≤ 标记的

的量 ∀

ΗΛ60细胞增殖活性的检测  经过 ×  处理

后的 细胞 每孔加入 1 Λ≤

2× 继续培

养  后 收集细胞于滤纸上 用液体闪烁仪

公司 测定各标本的放射强度 ∀

统计学处理  实验数据以 ξ ? σ表示 用 τ检验

和 θ检验判断差异的显著性 ∀

结果

1  正常人和血液肿瘤患者血液细胞对 Γ3139的摄取

体外培养正常人和血液肿瘤患者外周血及骨髓

单个核细胞 经过 1 Λ#


ƒ×≤ 标记的 

作用  后 流式细胞仪检测可见血液肿瘤患者外

周血及骨髓单个核细胞内平均荧光强度显著高于正

常人 Π 1 尤以外周血单个核细胞的荧光强

度增加更加明显 如 患者可达正常人的 倍 ∀

同时可见正常人骨髓单个核细胞荧光强度高于外周

血单个核细胞 Π 1 见表  ∀以上结果提示血

液肿瘤患者外周血及骨髓单个核细胞具备摄取

的能力 而正常人外周血单个核细胞的摄取

能力相对较低 ∀

Ταβλε 1  Ιντραχελλυλαρ µεαν φλυορεσχενχε ιντενσιτψ

(ΜΦΙ) ιν ΠΒΜΝΧ ανδ ΒΜΜΝΧ φροµ πατιεντσ αφτερ

τρεατµεντ ωιτη ΦΙΤΧ2λαβελεδ Γ3139 ατ τηε

χονχεντρατιον οφ 0160 Λµ ολ#Λ
− 1

φορ 4 η

∏ ν °≤ƒ  ≤ƒ

  1 ? 1  ?  

≤    ? 33  ? 33

   ? 33  ? 33

   ? 33  ? 33

°≤  °  ∏   ≤  

 ∏ ≤  ≤ ∏∏

∏ ∏2  ξ
? σ33 Π 1 ϖσ ∏

  Π 1 ϖσ °≤

2  不同血液系统肿瘤细胞株对 Γ3139的摄取

选择人急性髓系粒细胞白血病 !慢性粒细胞白

血病 !单核细胞白血病 !×淋巴细胞白血病和伯基特

淋巴瘤 淋巴细胞株 经过 1 Λ#


作

用  后 用正常人外周血单个核细胞作对照 由表

可见各种肿瘤细胞内的平均荧光强度明显高于对

照组 Π 1 其中     ≤   

≤∞ ∀以上结果提示 血液系统恶性肿瘤细胞株具

有较高的摄取 的能力 单核细胞 !髓系粒细胞

和 淋巴细胞来源的血液肿瘤细胞的摄取能力明

显高于 ×淋巴细胞来源的肿瘤细胞 ∀

3  不同增殖活性的 ΗΛ60细胞对 Γ3139的摄取

选择人急性髓系粒白血病细胞株 细胞 

经不同浓度的 × 作用  后 由表 可见 随着

× 作用浓度的增加 细胞的增殖活性较正
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常对照组明显下降 相应此时细胞经 1 Λ#


作用  后 细胞内的平均荧光强度也较正常

对照明显下降 Π 1 ∀以上结果提示 细

胞的增殖活性明显影响细胞对寡核苷酸的摄取 ∀

Ταβλε 2  Ιντραχελλυλαρ µεαν φλυορεσχενχε ιντενσιτψ

( ΜΦΙ) ιν χελλ στραινσ αφτερ τρεατµεντ ωιτη ΦΙΤΧ2
λαβελεδ Γ3139 ατ τηε χονχεντρατιον οφ 0160 Λµ ολ#Λ

− 1

φορ 4 η

    ≤∞ ≤

ƒ 1 ? 1  ? 33  ? 33  ? 33  ? 33 1 ? 133

ƒ      ∏    

  θτξ ? σ33 Π 1
ϖσ ∏

Ταβλε 3  Ινηιβιτιον οφ χελλ προλιφερατιον ανδ Γ3139

υπτακε ιν ΗΛ60 χελλσ αφτερ τρεατµεντ ωιτη αλλ2τρανσ
ρετινοιχ αχιδ ( ΑΤΡΑ) φορ 70 η ανδ ΦΙΤΧ2λαβελεδ
Γ3139 ατ τηε χονχεντρατιον οφ 0160 Λµ ολ#Λ

− 1
φορ 4 η

× Π
#

 2
Π

ƒ∏

ƒ

   ?    ? 

 ≅     ? 33 1 ? 133

 ≅     ? 33   ? 33

 ≅     ?  3   ? 

 ≅     ?    ? 

 ≅     ?    ? 

×¬    ξ ? σ 3 Π  1 
33 Π 1 ϖσ ∏×  

讨论

2基因是重要的原癌基因之一 在血液系统

各种恶性肿瘤中有不同程度的表达 是血液肿瘤反

义治疗重要的靶位点 ∀ 是针对 2设计的

治疗滤泡型淋巴瘤的反义药物 在美国已进入  

期临床试验≈ ∀

研究指出 靶细胞对反义寡核苷酸的摄取能力

是保证其生物活性最主要的影响因素≈  ∀现阶段 

反义药物研究应用的范围主要是血液系统恶性肿瘤

和病毒感染等疾病 血液细胞作为靶细胞之一 能否

有效摄取反义药物 具有重要的意义 ∀本研究发现 

正常人外周血单个核细胞对 的摄取能力很

低 而骨髓单个核细胞对 有一定的摄取能力 ∀

同时 ≤及 患者外周血和骨髓单个核

细胞内 水平显著高于正常人 ∀因此推测 血

液细胞对寡核苷酸的摄取与细胞的增殖活性有关 ∀

正常人外周血单个核细胞由于处于相对静止状态而

骨髓单个核细胞具有一定的增殖活性 其摄取寡核

苷酸的能力明显低于骨髓单个核细胞 同时由于白

血病细胞具备很高的增殖活性 其摄取寡核苷酸的

能力大大提高 ∀因此以上结果为血液系统恶性肿瘤

的反义药物应用提供了必要的依据 ∀

血液细胞对寡核苷酸的摄取是个复杂的过程 

不同细胞组分由于细胞表面标志和细胞活性的不

同 对寡核苷酸的摄取能力也可能不同 ∀ 等≈

指出 白血病细胞对寡核苷酸的摄取能力明显高于

正常细胞 同时寡核苷酸的摄取与细胞类型和细胞

活化状态有关 其原因可能跟细胞表面表达某些与

核酸物质摄取有关的蛋白质如/核酸受体0有关 ∀本

研究也发现体外培养的恶性肿瘤细胞株对 具

有较高的摄取能力 且与细胞类型有明显的关系 单

核细胞 !髓系粒细胞和 淋巴细胞来源的肿瘤细胞

的摄取能力明显高于 × 淋巴细胞来源的白血病细

胞 ∀另外 经过 × 作用后低增殖活性的 细

胞对 的摄取能力也明显下降 ∀以上结果进一

步提示血液细胞对寡核苷酸的摄取与细胞的种类和

增殖活性有关 同时提示促进细胞增殖的细胞因子

有望提高肿瘤细胞对反义药物的摄取 这为进一步

考虑反义治疗血液系统恶性肿瘤时合理联合应用细

胞因子提供了一定的依据 ∀

但是 反义药物的剂量与药效学的关系是个很

复杂的过程 ∀ ≤等≈指出 在一定的剂量范

围内 2反义寡核苷酸对正常造血细胞克隆生长

没有明显的抑制作用 而对白血病患者骨髓细胞克

隆生长有明显的抑制作用 在骨髓净化时增加寡核

苷酸剂量的同时也增加其对正常造血细胞克隆的毒

副作用 ∀因此 合理掌握反义寡核苷酸的量是使用

反义药物必须考虑的问题 ∀前期的研究已对 

细胞对 的摄取以及 在细胞内的分布等

细胞动力学模式以及生物学效应作了研究≈ 
发现

在一定的剂量范围内 细胞对 的摄取可

达到饱和状态 单纯增加 的量并不能增加细

胞的摄入量 提示在应用反义药物时 单纯增加反义

药物的量并不能提高靶细胞的摄取量 应该考虑借

助阳离子脂质体等基因转染的方式提高靶细胞对反

义药物的细胞摄取 ∀

Ρεφερενχεσ

≈   ∏≈  Αντισενσε Νυχλειχ

Αχιδ ∆ρυγ ∆εϖ 9    

≈ ∏ƒ   °  ετ αλ°
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