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分别在第 ３
、
５

、

７ 天各取 ２ 只 ， 通过眼窝后取血 ，

ＥＤ －数据以 ■

＇

表示 。 多组 间均 数 比较采用单 因 素方

ＴＡ － Ｋ
２ 抗凝后 ，

５００ｒ／ｍ ｉ ｒ ｉ 离心 ５ｍ ｉ ｎ 获得血小板 ， 加差分析 ， 组间两两 比较采用 ＬＳＤ 检验

入小 鼠抗人 Ｃ Ｄ４ １

－ｍ
’

Ｃ
， 室温孵育 纟 丨＾卜 后 ＾ 丨＾ 洗２ 结果

涤 ３ 次 ，
３０００ｒ／ｍ ｉｎ 离心 ５ｍ ｉ ｎ

， 重悬于适量生理盐

水 ， 流式细胞仪定量检测小 鼠和人类的血小板 ， 小 鼠２ ？ 丨 ｔ ｕｍ ｓ ｔａ ｔ ｉ ｎ 转基 因 巨核细胞输注到 ＮＯＤ／ＳＣ ＩＵ

取 血后处死 。 鼠体 内 瑞 氏 染 色进行形 态 学分析显示 ｔ ｕｍｓ ｔ ａ ｔ ｉ ｎ

１ ． ２ ． ３ 激光共聚 焦 法检测 血 小 板 的 ｔ ｕｍｓ ｔ ａ ｔ ｉ ｎ 表达转基因细胞呈现出 典型 的 巨 核细胞形态 ， 胞质 内 充

转基 因组 、非转基 因组 和对照组小 鼠分别在第 ３满大小不等 的紫红色颗粒或血小板 ， 细胞周 围 可 见

天各取 ２ 只 ， 通 过 眼 窝后取血 ，

ＥＤＴＡ － Ｋ
２ 抗凝 ，

５ ００有血小板堆集 ； 表明转基 因表达并不影响 Ｃ Ｄ３４ 

＋

细

ｒ／ｍ ｉ ｎ 离心 ５ｍ ｉ ｎ 获 得血小板 ， 甩 片 机涂片 ， 待涂 片胞诱导分化为巨 核细胞和血小板 ，
见图 １

。

干燥后 ，

４％ 多 聚 甲 醛 固 定 ２０ｍｉｎ
，
０ ．５％Ｔｒｉ ｔｏｎ

－Ｘ －

１ ００通透 １ ５ｍ ｉ ｎ
， 接着用 含 １ ％ ＢＳＡ的ｐ

Ｈ７ ．２ＢＳＡ －

ＰＢＳ 洗 ３ 遍后风干 ，

５％ 小牛 白 蛋 白 ４ｔ 封闭过夜 ；

第 ２ 天
， 用稀释好 的 兔抗 人 ｔｍｎ ｓ ｔ ａ ｔ ｉ ｎ 蛋 白抗体和羊

抗人 Ｖ Ｗ Ｆ 蛋 白抗体覆盖细胞 ， 于湿盒 中 ４ 丈 孵育 ２

ｈ
；

丨肥 洗漆后滴加 ＦＩＴＣ 标记 的抗兔二抗 和 ＰＥｆ示

记的抗羊二抗 ，室温避光孵育 ２ｈ
，

ＰＢＳ 洗涤 ３ 遍 ； 最

后于细胞表面滴一滴抗荧光猝灭封片液 ， 指 甲 油封

片 荧光共聚焦 显微镜用适合波段激发 ， 观察 ｌ ｕｍ
－

ｓ ｔａ ｔ ｉ ｎ 和 ＶＷＦ 蛋 白 的表达 和定位 ， 照相保存实验结

果 ０

 图 １ＯＢ４ 

＊

诱导分化 的 ｔ ｕｍ ｓ ｔａ ｔ ｉ ｎ

１ ． ２ ． ４ 内 皮 细 胞 管状结 构 形 成试验检测 血 小 板 的转基 因 巨核细胞及血小板 汕镜 Ｘ 】 〇〇 （ ）

抗血管 生成作 用 转基因组和非转基 因组小 鼠分别

右 ： 弟 ３ 天各取 ２ 只 ， 通过眼窝后取血 ，
以 正

＇

吊
？

人外周２ ． ２ 流式细胞仪分析 ｔ ｕｍ ｓ ｔａ ｔ ｉ ｎ 转基 因血小板在小

血作 力对照组 ，

卜： 丨ｊＴＡ －Ｋ
； ；
抗凝 ， 离心获得血小板约 丨鼠体 内 的产 生情况 流式细 胞 术 检测 Ｕｍ ｉ ｓ ｔａ ｌ ｉ ｎ 转

ｘ ｌ ＯＶ ｍ ｌ

， 液氮反复 冻融 ３ 次裂解血小板 以 释放蛋基因 巨核细胞输注后第 ３
、
５

、
７ 天小 鼠全血样本 ， 可

白 ； 将 ５〇 … 稀释的 ＥＣ Ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｘ

？

加入 ％ 孔培养板 ，
３ ７在第 ３ 天检测到 大量血小板 ， 且在第 ５ 天减少 ， 第 ７

弋 孵育 Ｉｈ
， 待 卜：Ｃ Ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｘ

ＴＭ

凝 固后 ， 将 丨 ５ （ ） 山 不 念抗天基本检测 不到 ， 这 与预计的 基 因 修饰 的 巨 核细胞
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？

２０ １ ６Ａ
ｐ
ｒ

；
５ １

 （
４

） ？

５ １ ３
？

产生的血小板会在小 鼠体 内活跃 ５
￣ ７ （ ｌ 是相符的 。 蛋 白 的血小板 ，

见图 ３
。

非转基因组血小板 的产生情况 与转基 因组大致一２ ． ４ 内 皮细胞管状结构形成试验检测血小板 的抗

致 ， 对照组检测 不 到 Ｃ Ｄ４ １

－ Ｆ ＩＴＣ 标记 阳性 的 细胞 ，血管生成作用 当人脐静脉内皮细胞在基质上培养

见图 ２
。 时 ， 其迅速排列形成 中空管状结构 。 研究结果显示

２ ． ３ 激光共聚焦法检测血小板的 ｔｕｍ ｓ ｔａ ｔ ｉｎ 表达非转基因 的 血小板 血管分支数约为 （
１ ０ １ ． ３± １ ０ ．９

）

在适当波长的激发光照射下 ， 用荧光共聚焦显微镜个 ；

ｔ ｕｍ ｓ ｔａ ｌ ｉ ｎ 转基 因 血小板 血管分支数约为 （
４２ ． ７ ±

可 以 观察 到 ， 在 小 鼠外 周 血 里 ， 存在 部分血 小 板７ ．４
） 个 ； 而 正 常 人 分 离 血 小 板 血 管 分 支 数 约 为

（
ｔｕｍ ｓｔａｔ ｉｎ 转基園血小板 ） 既表达 自 身 ＶＷＦ 蛋 白又 （

丨 ２ ９ ．８± １ ０ ． １

 ） 个 （
Ｆ＝ １ ２ ８ ．６ ８ ７

，
Ｐ＜ ０ ．０５

） 。 由 此可

显示 出 ｔ ｕｍ ｓ ｔ ａ ｔ ｉ ｎ 蛋 白 的表达 ， 而非转基 因组仅表达见 ｔ ｕｍ ｓ ｔａ ｔ ｉ ｎ 转基 因 血 小板 与 正 常血小板 和 未转染

自 身 ＶＷＦ 蛋 白 。 对照组则检测不到人血小板 。 研血小板不同 ， 能够显著抑 制 内 皮细胞管状结构 的形

究结果表明 通过慢病毒介导 ，
ｔ 

ｕ ｍ ｓ ｔ ａ ｔ  ｉ ｎ 基 因修饰 的成 ， 进而推测在体 内有 可能抑制肿瘤新生血管形成 ，

巨核细胞成功在小 鼠体 内存活并产生表达 ｔ ｕｍ ｓ ｔａ ｔ ｉ ｎ见 图

Ａ１ Ｂ１ Ｃ
＂ 

一

ｉ ｏ

３
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－
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＂ ＂
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＇

￣

１
１

１ 
＂ ＂

｜
＇

￣

 ，

Ｉ

＂ ＂

｜
＇

￣

＇  １

１

１ １ Ｉ Ｉ

１ ０

°

 １ ０ 

丨

 ｉ ｏ

２

 ｉ ｏ

３

 １ ０

４

 １ ０

°

 ｉ ｏ

＇

 ｉ ｏ

２

 ｉ ｏ

３

 ｉ ｏ

４

 １ ０

°

 ｉ ｏ

＇

 ｉ ｏ

２

 ｉ ｏ

３

 ｉ ｏ

４

Ｆ Ｌ ｌ

－Ｈ ： Ｃ Ｄ ４ １ ａＦ Ｉ ＴＣ Ｆ Ｌ ｌ

－ Ｈ ： Ｃ Ｄ ４ １ ａ Ｆ Ｉ ＴＣ Ｆ Ｌ ｌ

－ Ｈ ： Ｃ Ｄ ４ １ ａ Ｆ Ｉ ＴＣ

图 ２ 流式细胞术检测小鼠体 内血小板

Ａ
： 输注后第 ３ 天

；
Ｂ

： 输注后第 ５ 天
；
Ｃ

： 输注后第 ７ 天

ｍｍｍ
图 ３ 血小板免疫荧光染色ｘ Ｉ０００

Ａ
： 转基因血小板荧光染色 ；

Ｂ
： 非转基因血小板荧光染色 １

：
ｔｍａｓｔｅｔｉ ｎ 蛋 白抗体染色 ；

２
 ： 
ＶＷＦ 蛋 白抗体染色 ；

３  ：
１ 和 ２ 的合成图
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５ １ ４
＊安徽 医科大 学 学报Ａｃ ｉａ ／Ｗｉｗ Ｚ２０ １ ６Ａ

ｐ
ｉ

’

；

５ １
 （
４

）

１ ５ ０
ｒ ，肿瘤细胞通过产生血小板活化因子 ， 如组织 因

＾子 、凝血酶和二磷酸腺苷等激活血小板并释放到血

ｔ １ ０ ０
－

ｒ
＾

ｎ 液循环中 ， 使其聚集在肿瘤血管处发生脱颗粒反应 ，

錄 随后激活邻近的血小板 ， 现 已证实多种肿瘤血管处

Ｓ存在活化的血小板 。 血小板在血管受损处或细胞高

５ ｒ

＾

ｉ度增殖处受激活释放 目 的蛋 白 ，
可使局部达到较高

的有效浓度 。 正常情况下 ， 表达蛋 白 在血小板 内 部
°

 １
 Ｊ

 ３不与外界接触 ， 不仅避免了抗体的产生 ，
也避免 了 血

Ｂ ４ 液 中蛋 白 酶 的作用 而 导致 降解 。 血小板 的 天然贮

Ｉ ： 非转細血小板组 ；

２
：

ｔ ｕｍ ｓ ｔ ａ ｌ ｉ ｎ 转基因血小板组 ；

３
： ａ

．

： 常人分存 、运输和释放功能 ， 有理 由认为血小板是潜在的肿

离血小板组 ； 与 ｔｕｍ ｓ ｔ ａ ｌ ｉ ｎ 转基 因血小板组 比较 ：

＊

Ｐ Ｃ ０ ． ０５瘤靶 向 治疗载体 。

ｔｕｍ ｓ ｔ ａ ｔ ｉ ｎ 是 近年发 现 的来源 基底膜 Ｗ 型胶原
２ ． ５ 血小板聚集试验检测转基 因血小板的 聚 集功

ａ３ 链 Ｃ 末端非胶原 区 的 内 源性新生血管生成抑 制

能 小 鼠外周血小板和正常人血小板在加人凝血酶 因子 ， 其通过特异性抑制 内 皮细胞蛋 白 的合成来抑
之前均呈现相似 的分散状态 ， 待加人凝血酶后均发

制肿瘤新生血管的形成 ， 从而抑制 肿瘤 的生长和转

生了 聚集反应 （ 图 ５
） 。 结果表明 ｔｕｍ ｓ ｔａ ｔ ｉ ｎ 转基因巨 移 。 体 内外实验

［
９ 叫

证 明 ｔ ｕｍ ｓ ｔａｔ ｉｎ 是通过特异性

核细胞产生的血小板同 正常血小板
：
样均能对凝血 结合肿瘤血管 内皮细胞表面上调 的 ａｖ

（

３３ 整 合素受

酶产生聚集反应 ，具有血小板聚集功能 。

体 （ 主要是 Ｐ
３

） 抑制 内皮细胞蛋 白 质合成 ， 其抗血管

生成能力 至少是 ｅｎ ｄ ｏｓ ｔ ａ ｔ ｉ ｎ 的 １ ０ 倍 。 血小板膜糖蛋

白 即 ＩＩ １ ＞／ １１１ ａ （ 整合素 ａ ＩＩ 叩 ３
 ） 和 ｃａ＾３ 属于整合素

家族
（

３３ 组 （ 血小板糖蛋 白组 ） ， 在介 导
“

癌细胞 － 血

小板 －

内皮细胞
”

的 黏附 中作用 十分关键 ， 阻断 ｇｐ

ｎｂ／ ＵＵ 和使用抗 ａｖ
（

３ ３ 抗体都能抑制癌细胞与血

Ａ １ ？ Ａ ２管 内皮细胞的黏附
Ｈ

］

。 因此 ，
ｔ ｕｍｓ ｔ ａ ｔ ｉ ｎ 除 了特异性

作用肿瘤新生血管 内皮细胞外还有可能通过
（

３３ 功

能性受体阻断血小板介导癌细胞与血管 内皮细胞的

黏附 。

国外有研究
［

１ ２
］

已证实经血小板生成素诱导生

Ｂ １
？

 Ｂ ２成的 巨核细胞在体外 １ ４￣ ２ １ｄ 时大部分都 已经凋

亡 ， 因此在体外扩增 巨核细胞进行体 内 回 输时培养
ａ ｓ Ｘ ４００

天数不宜超过 １ ４ｄ
， 以 避免输 注无效 的 巨 核细胞 （ ）

的上清富集 的血小板样 颗粒物质 聚集实验山 加 人凝 Ｊ／ｉｌ酶前
；

２
： 加 人

作 为本实心的动辦旲： ＳＵ Ｎ ＯＵ／ＳＣ Ｉ Ｄ 鼠疋在 ＳＣ １ Ｄ 小

凝血酶后 鼠与 ＮＯＤ／Ｌ ｔ 小 鼠杂交 的 双 突变小 鼠 ， 既有 Ｔ 和 Ｂ

淋 巴细胞缺乏 ，
又具有表达 Ｎ Ｋ 细胞活性相对低 的

特性 ， 各种肿瘤细胞可 以植人 ，且较少发生排斥反应
３

及移植物抗宿主病 ， 利 于进行人巨 核细胞输注和动
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