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摘　要:以 5-氟脲嘧啶( 5-fluoro uracil , 5-Fu)腹腔注射治疗了 12只携有金属硫

蛋白( M etallothionein, M T )启动子和增强子序列、bcr-abl cDNA( p210)序列及

SV40剪切和 Poly ( A)信号序列的转基因慢粒白血病( chro nic my eloid leukem i-

a, CM L) M T/ p210bcr -abl小鼠, 于治疗的第 5 d 及第 10 d 从不同脏器提取总

RNA、DNA 及蛋白质,分别进行 PCR分析、RT -PCR检测被转移基因的表达水

平及免疫沉淀法分析 p210
bcr -ab l
转基因产物的激酶活性. 结果表明, 被转移基因在

脾脏和骨髓中表达水平较高,胸腺和肾脏中呈低水平表达. 5-Fu活体治疗 10 d

后,被转移基因的表达水平及其表达产物的激酶活性均被明显抑制.
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Abstract: 12 CM L ( chro nic m yeloid leukemia ) tr ansgenic m ice carry ing m etallothionein

( M T ) prom oter / enhancer , bcr -abl ( p210) cDNA and SV40 splicing/ poly ( A ) signal se-

quences w ere tr eated by intr aperito neal injection of 5-Fu ( 5-f luorouracil ) . DNA , total

RNA and pro tein w ere isolated and purified fro m different o rgans of the mice after the 5-

Fu-treatm ent for 5 days and 10 day s respectively . T he transg ene and its expressio n in the
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dif ferent t issues ex amined w er e detected by PCR and RT-PCR analy sis, and the kinase ac-

tiv ity of the t ransg ene product ( p210) in spleen w as invest igated by im muno precipitat ion

assay. T he results sho w ed that the ex pression levels of t ransgene in spleen and bone m ar-

row w er e higher than those in thym us and kidney of the t ransgenic mice, the t ransg ene ex -

pression and auto phosphory lation act iv ity of t ransgene pro duct ( p210) w ere sig nif icant ly

inhibited by 5-Fu-treatment in vivo for 10 days.

Key words : bcr-abl ; leukemia; tr ansgenic mo use; 5-f luorouracil ( 5-Fu) ; gene ex pression

CML 是由 bcr-abl基因重排所致的一种造血干细胞恶性疾病, 90%以上患者具有明显

的畸变染色体,系由正常9号染色体上的细胞癌基因 c-abl断裂易位, 与22号染色体的断点

簇区( breakpoint cluster r eg io n, bcr )嵌合形成 t ( 9; 22) ,即费城染色体( Phø) . 这种易位融

合形成新的嵌合基因- bcr-abl基因并转录生成一变异的嵌合 8. 5×103
b ( 103

b,旧称 kb )

mRNA,后者翻译产生一种具强酪氨酸蛋白激酶活性的融合蛋白质- p210蛋白质. 该蛋白

质既可自身磷酸化又可使其他信号转导分子磷酸化而异常激活 Ras 信号转导途径,从而阻

碍细胞分化及凋亡,导致细胞无限制生长
[ 1]

. 5-Fu是一种用于治疗多种恶性肿瘤的有效抗

癌剂, 其主要作用在于抑制 DNA 复制或损伤 DNA, 已成为目前治疗乳腺癌等恶性肿瘤的

首选化疗药物之一 [ 2] . 本研究即采用 5-Fu 对 MT / p210bcr-abl转基因小鼠进行活体治疗,以探

讨其对 bcr-abl基因表达的影响,并评价 5-Fu对 CM L 的治疗效应.

1　材料与方法

1. 1　材料

M T/ p210bcr -abl转基因小鼠, 系由 Honda H 等构建的 C57BL/ 6XDBA 2小鼠[ 3] ; 5-Fu、无

RNA 酶的 DNA 酶及蛋白 A 为 Sigm a公司产品; T rizol试剂为 GIBCO/ BRL 公司产品; T i-

tan 一步化 RT -PCR试剂盒为 Boehring er M annheim 公司产品; c-abl ( AB3)单克隆抗体及

兔抗鼠 Ig G 为 Oncog ene Science 公司产品; C-
32

P-AT P 为 Amersham 公司产品. PCR 及

RT -PCR引物序列为: bcr 有义引物- 5ø-A TT CGCTGACCATCAAT AAG-3ø; abl反义引

物 - 5ø-GGCGTGAT GT AGTT GCT TGG-3ø; SV 40 有义引物 - 5ø-CGCTT TGGTCC-

CGGATCT TT -3ø; SV40 反义引物 - 5ø-T CAT CACTAGAT GGCATT TC-3ø; 均由 Phar-

macia Biotech 公司合成.

1. 2　方法

1. 2. 1　MT / p210
bcr-abl
转基因小鼠所携 bcr -abl基因的 PCR分析

耳垂穿孔法获取 M T / p210
bcr-abl
转基因小鼠组织约 200 m g 加于 20 LL 消化缓冲液( 50

mm ol/ L Tris-Cl、pH 8. 0, 20 mmo l/ L NaCl, 1 mm ol/ L EDTA, 1% SDS 和 20 g / L 蛋白酶

K) , 55℃水浴 30 min,加蒸馏水180 LL,混匀后沸水浴5 m in. 取其中1 LL 作为DNA 模板,

以 bcr-abl引物、经 T aq DNA 聚合酶催化进行 DNA PCR 扩增. 加入 DNA 模板、引物及

dNT P 后于 95 ℃变性 5 min,冷至 54 ℃时加入 T aq DNA 聚合酶, 总反应体系为 50 LL.

PCR 程序为 95℃、30 s, 54 ℃、45 s, 72℃, 1 m in, 35个循环后于72 ℃延伸5 min. 以 2. 5%

琼脂糖凝胶电泳及溴乙啶染色分析 PCR产物.
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1. 2. 2　5-Fu 处理 M T / p210
bcr -abl
阳性小鼠

以生理盐水配制 1. 25 g / L 的 5-Fu 注射液, 向 8周龄 MT / p210b cr-abl阳性小鼠腹腔注射

150 Lg/ kg . 共处理 12只,雌、雄鼠各 6只,处理后常规喂养.

1. 2. 3　总 RNA、DNA 及蛋白质提取

分别于 5-Fu处理后 5 d和 10 d处死小鼠,采用未经 5-Fu处理的 M T / p210bcr-abl阳性小

鼠作对照. 取骨髓、肾脏、脾脏和胸腺,加于 1 m L Trizo l试剂中. 冰浴条件下将除骨髓以外

的其他 3种组织匀浆, 按公司推荐方法分别提取和纯化总 RNA、DNA 和蛋白质, 其中总

RNA 样品再以无 RNA 酶的 DNA 酶消化 DNA ,再抽提、纯化,以分光光度法测定各样品中

RNA、DNA 及蛋白质含量.

1. 2. 4　PCR及 RT -PCR分析

取各被检组织DNA 1 Lg ,以 Taq DNA 聚合酶催化,按照方法 1中PCR 程序,在 50 LL

反应体系中,经bcr -abl引物延伸扩增 bcr-abl基因组 DNA ,扩增片段长度为372 bp;同样取

各被检组织 DNA 1 Lg ,按同样方法经SV 40引物对的延伸扩增 SV40基因组 DNA,扩增片

段长度为 244 bp. 准确取各被检组织总RNA 1 Lg ,按公司推荐方法, 在50 LL 反应体系中,

加入SV 40反义引物,于 60 ℃加热 2 min 后,加入 RT-PCR T itan 混合酶,于 49 ℃、30 min

逆转录 SV40 m RNA 为 cDNA . 于 94℃、2 min变性后,进行PCR扩增. 程序为94℃、30 s,

49 ℃、40 s, 68℃、40 s, 35个循环后于 68℃延伸5 m in, 扩增片段长度为174 bp.取 10 LL 经

2. 5 %琼脂糖凝胶电泳分析 PCR及 RT -PCR产物.

1. 2. 5　MT / p210
bcr-abl
转基因产物的激酶活性检测

分别取 5-Fu处理 5 d, 10 d及未经 5-Fu处理的 MT / p210b cr-abl阳性小鼠脾脏蛋白质 400

Lg,按照Ho nda H 等 [ 3]报道的方法,分析 bcr-abl基因表达产物- p210蛋白质的自身磷酸化

活性.

2　结果

2. 1　MT/ p210
bcr-abl
转基因小鼠遗传频率分析

被转移的 bcr-abl基因 PCR分析表明, 442只 bcr -abl阳性小鼠的后代中, 检测到 bcr -

abl 阳性小鼠 298只,总阳性率为 67. 4%. 其中 236 只雄鼠中 bcr -abl阳性小鼠 118只,占

50%; 206只雌鼠中 bcr-abl阳性小鼠 180只,占 87. 4% . 雌鼠群中 bcr-abl阳性率约为雄鼠

的 1. 3倍.

2. 2　MT/ p210
bcr-abl转基因小鼠被转移基因表达的组织分布(见图 1)

图 1表明,在雌鼠或雄鼠骨髓中分别经 PCR扩增出 bcr-abl基因组 DNA 片段( Lane 1,

372 bp)和 SV 40基因组 DNA 区带( Lane 2, 244 bp) ; 来源于 4种被检组织(骨髓、肾、脾、胸

腺)的 DNA 样品均显示bcr -abl PCR阳性. SV 40 mRNA RT-PCR 扩增显示,在被分析的 6

只 MT / p210b cr-abl阳性小鼠(雌、雄鼠各 3只)的 4种被检组织中,均为脾脏组织中被转移基因

的 mRNA 扩增信号最强( Lane 5和 Lane 9) .

2. 3　5-Fu对MT/ p210
bcr-abl
转基因小鼠被转移基因表达的影响(见图 2)

SV40 mRNA 扩增(图 2)表明, 5-Fu 处理 5 d 对脾组织中被转移基因表达影响较小

( Lane 6) ,但 10 d 后其被转移基因表达之 mRN A的 RT-PCR 扩增信号明显减弱( Lane 4) .
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共检测 6只经 5-Fu 处理 5 d的小鼠(雌、雄鼠各 3只)和 6只经 5-Fu 处理 10 d的小鼠(雌、

雄鼠各 3只) ,结果均与图 2所示一致.

图 1　M T / p210bcr-abl转基因小鼠不同组织中被转移基

因的 PCR 及RT -P CR 扩增图谱

M . <X174/ Hinc Ⅱ DN A 分子量标准物

1. bcr-a bl DN A PCR 产物( 372 bp,雌鼠)

2. SV 40 DN A P CR产物( 244 bp, 雄鼠)

3、4、5、6. 分别为骨髓、肾、脾、胸腺组织中SV 40

mRN A RT -P CR 产物( 174 bp,雌鼠)

7、8、9、10. 分别为骨髓、肾、脾、胸腺组织中

SV 40 mRN A RT -P CR 产物( 174 bp,雄鼠)

Fig. 1 Tis sue dis tribut ion of th e t ransgene and t rans gen e

exp res sion in M T/ p 210
bcr-a bl

t ran sgenic mice

M . <X174/ Hinc Ⅱ DNA molecu lar w eight m ark ers

1. bcr -abl DNA PCR p roduct ( 372 bp , fem ale

mouse)

2. S V40 DN A PCR product ( 244 bp , male mous e)

3, 4, 5, 6. SV40 mRNA RT -PCR product ( 174 bp)

of bone marrow , kidney, spleen, thymu s respec-

t ively ( fem ale mice)

7, 8, 9, 10. SV40 mRNA RT -PCR product ( 174 bp)

of bone mar row, kidney, spleen, thymus respec-

tively ( male mice)

图2　5-F u 对M T / p210bcr-abl转基因小鼠脾组织中被转

移基因表达的影响

M . <X174/ HincⅡ DN A 分子量标准物

1. bcr -abl D NA P CR 产物 ( 372 bp)

2. SV 40 DN A PCR 产物 ( 244 bp)

3. 非转基因同类鼠bcr -abl D NA P CR 检测

4. 5-Fu 处理 10 d, SV 40 mRN A R T -P CR产物

( 174 bp)

5. 未经5-Fu 处理, SV 40 mRN A R T -P CR产物

( 174 bp)

6. 5-Fu 处理 5 d, SV 40 mRN A R T -PCR 产物

( 174 bp)

Fig. 2 T he t rans gene expression in spleen of M T /

p 210bcr-a bl
t ransgenic mice af ter 5-Fu tr eatm ent

M . <X174/ Hinc Ⅱ DNA molecular w eight m ark ers

1. bcr-abl DNA PC R product ( 372 b p)

2. SV 40 DNA PCR produ ct ( 244 bp)

3. bcr -abl DNA PCR analysis of nont ransg enic

mous e

4. SV 40 mRNA RT -PC R product ( 174 bp ) of the

t ransgenic mous e tr eated wi th 5-Fu for 10 days

5. Ditto, w ith out 5-Fu t reatment

6. Ditto, t reated w ith 5-Fu for 5 days

2. 4　MT/ p210
bcr-abl转基因产物- p210蛋白质自身磷酸化分析(见图 3)

如图 3所示,在 M T / p210
bcr -abl
转基因小鼠脾脏组织中检测到了具较强自身磷酸化活性

的 p210蛋白质. 5-Fu处理5 d对p210蛋白质的产生及自身磷酸化作用影响较小( Lane 2) ,

但经5-Fu处理 10 d则 p210蛋白质自身磷酸化信号明显减弱( Lane 3) . 分别分析了经5-Fu

处理 5 d及 10 d的 M T / p210bcr-abl阳性小鼠各 6只(雌、雄鼠各 3只) ,结果均与图 3所示一

致.
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　图 3　5-Fu 对 M T / p210bcr-a bl转基因小鼠脾组织中

转基因产物自身磷酸化活性的影响

1、4. 未经 5-Fu 处理

2. 经 5-Fu 处理 5 d
3. 经 5-Fu 处理 10 d

　Fig. 3 A uto pho sphor ylation activ ity of tra nsg ene

pr oduct in spleen o f M T / p210bc r-abl tra ns-

g enic mice after 5-F u tr eatment

1, 4. w itho ut 5-Fu tr eatment

2. tr eated w ith 5-Fu fo r 5 day s

3. tr eated w ith 5-Fu fo r 10 days　　103u

3　讨论

CML 的经典治疗方法主要有骨髓移植、

羟基脲及/或干扰素治疗[ 4] , 近年来, 有人尝

试采用多种化疗药物与细胞因子联合治疗

CML
[ 5] . 评价 CML 各种治疗方案的效果在

于 Phø染色体的消失或 bcr -abl基因表达受

抑制的程度
[ 6]

. 由于 CM L 细胞呈现较强的

抗药性, 探寻新的治疗药物或方案及进一步

研究其分子作用机制对 CM L 治疗具有指导

性意义. 5-Fu已被常规用于临床抗癌治疗,

但用于白血病治疗尚处于研究阶段. 分子药

理学研究表明, 5-Fu 抑制胸苷酸合成酶活

性,阻碍 dTT P 合成, 导致细胞内 dNT P 池

失衡而干扰 DNA 合成. 对鼠红白血病细胞

( M ELC)的研究证实, 5-Fu 主要通过上述途

径作用于 G 0/ G 1 期和早期 S 期而引起细胞

循环紊乱[ 7] . 采用 5-Fu 与细胞因子培养

CML 患者骨髓细胞, 可使祖细胞中 Phø阴性

细胞所占比例大大增加
[ 8]

.

Jazw iec B等研究表明, Phø阴性的CD34+ 细胞比Phø阳性的CD34+细胞更能抵抗5-Fu

的损伤效应[ 9] ,似乎说明 5-Fu 具有一定的选择性杀伤 CML 细胞的能力.

由于 CML 具特征性的 Phø染色体, 它已成为研究白血病及其他恶性肿瘤的分子病因

及分子治疗机制的理想模型. 该研究所采用的 M T/ p210bcr -abl转基因小鼠模型, 由于整合了

全长的 bcr-abl cDNA 序列,而使转基因小鼠细胞中 bcr -abl基因组 DNA 和 m RNA 的扩增

片段大小无差异, 但在 SV 40 poly( A )信号序列中含有 70 bp 的剪切序列,故转基因小鼠细

胞中 SV40基因组 DN A扩增的片段较其相应 mRNA 扩增片段大 70 bp,分别为 244 bp和

174 bp. 利用这一特征可鉴定 RT -PCR产物是否由其mRNA 扩增而产生. 分析该转基因小

鼠的被转移基因遗传频率表明,似乎 CML 更易遗传至或更多发生于雌性个体,在人类这类

疾病发生的性别差异也是值得研究的课题. 本研究观察到被转移基因在脾脏中呈高水平表

达,这可能是由于脾脏为一重要的造血系统器官,与白血病的发生、发展关系甚密. 5-Fu主

要作用于转录水平而抑制 bcr-abl 基因表达或直接抑制恶性细胞的增殖, 但其对 bcr-abl

mRNA 及 p210蛋白质的产生的抑制效应,在经 5-Fu处理 10 d才较明显,这充分证实恶变

细胞具有较强的抗药性和生存优势. 因为活体系统中各种因素的相互影响十分复杂, 5-Fu

可通过其直接的细胞毒性作用、也可能伴有机体免疫系统的协同作用而抑制 CM L 细胞生

长或抑制p210蛋白质的产生 [ 10] , 阻断 p210蛋白质介导的、无控制性信号转导途径,从而使

造血干细胞或祖细胞正常增殖和分化. 其确切的分子作用机制尚有待进一步探讨.
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简 讯

《生命科学研究》被批准为国家科技部
中国科技论文统计源期刊

经国家科技部中国科技信息所批准,《生命科学研究》杂志从 1999 年起列入国家科技部中国科技论文

统计源期刊. 现将中国科技信息所信息分析中心的贺信部分内容摘录如下:

《生命科学研究》主编先生:

中华人民共和国科学技术部委托中国科技信息所完成的“中国科技论文统计与分析”工作已进行了十

年, 十年来,统计结果的发布, 已在国内外产生了较大的影响, 统计结果也为政府决策部门和各科技管理部

门提供了客观的定量评估依据.

由于我们的论文统计结果要能反映我国科学研究的基本状况和水平 ,所以对国内论文统计源的选择

只能是反映科研成果的全国性的学术类和科技类的重要期刊,一些指导类、检索类和译报类的期刊, 虽属

于某学科的“核心期刊”, 但不属于我们的收录范围. 根据我们多年来制定的期刊选取原则和综合评定, 贵

刊从 1999年(用刊为 1998年)列入国家科技部中国科技论文统计源期刊, 在此,向贵刊表示祝贺!

(本刊编辑部)
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