
·

论著
·

阳离子聚合物介导下白细胞介素 � 受体

拮抗剂基因兔角膜原位转染及其表达

衷进 陈家棋 周世有 刘祖国 王智崇 顾建军

【摘要】 目的 探讨阳离子聚合物即线性聚乙烯亚胺��� �� 介导下兔角膜基质注射 ���即
一

��
�

��� 质粒进行基因角膜原位转染的有效性和安全性
。

方法 以人
� � � 文库为模板进行聚合酶链反

应��� � �
,

获得人 ��
一

�� 。� � 片段
,

构建重组质粒 �� � ��
一

��
一

���
。

以阳离子聚合物为介导转染角膜

内皮细胞
,

通过绿色荧光蛋白���� �示踪
、

蛋白免疫印迹技术检测转染后 ��
一

��� 基因和蛋白的表达
。

实验组 �� 只 � ���� 大鼠角膜基质注射 �����
一

���
一

��� 质粒和 ���
一

��
一

�� �� 的混合溶液�� 闪�含 �� 叱

质粒 �
,

对照组 巧 只 � �� �� 大鼠角膜基质注射�� �
一

��
一

�� �� 溶液�� 闪
。

注射后 �
、

�
、

�
、

��
、

�� �
,

收集角

膜通过 �� 染色
、

透射电镜
、

锥虫蓝
一

茜素红染色
、

免疫组织化学观察 ��
一

�� 基因角膜原位转染后的细

胞结构和功能的变化
。

荧光显微镜下追踪 ��
一

��’�
一

��’� 融合蛋白在角膜的表达部位和表达强度
。

结果

以 。� � 文库为模板扩增出 �� �� �� � �� 片段
,

构建重组质粒 �����
一

�� �
一

���
。

经 �� � 和 ��� �� 酶切

及 ��� 测序证实了插人片段方向和大小正确
。

���
一

��
一

�� �� 介导下 �����
一

�� �
一

��� 转染角膜内皮细胞

�� � 后
,

可见 �� � 一 巧� 细胞中有 ��� 荧光表达
。

��
��� �

一

�� ��� ��� 检测可见相对分子质量为 �� ��】�

的 �� �
一

�� 
一

� � 蛋白表达
。

�� �即
一

�� �
一

��� 质粒和 ���
一
��

一

�� �� 角膜基质注射后 � �
,

角膜上皮基底细胞

可见荧光条带
,

� � 时全角膜荧光强度达到高峰
,

�� � 开始减弱
,

�� � 角膜上皮层尚存微弱荧光
。

对

照组观察期内始终未见绿色荧光
。

实验组角膜 � � 染色未见病理性改变
,

角膜上皮基底细胞层两�

抗体阳性 � 锥虫蓝
一

茜素红联合染色未见角膜内皮细胞损伤 �透射电镜显示角膜各层细胞的细胞质内

可见 ��
一

���
一

��’� 颗粒
,

未见细胞器的损害
。

结论 阳离子聚合物介导下角膜基质注射 �� ��
一

��
一

�。

质粒可快速
、

有效地将 ��
一

��� 基因转人角膜并表达
,

为临床上使用抗炎细胞因子 ��
一

��� 对角膜免疫炎

性反应相关疾病进行基因治疗提供了新的技术平台
。
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白细 胞介 素 1 受体拮 抗 剂 ( Ini
ed eu ki

n 一
1

re
e
i p i

e n
t

a n t a g
o n

i
s t

,

I L

一

l ra
) 是天然存在的 IL

一

l 同型

异构体
,

能特异性地与细胞表面的 IL
一

1 受体结合而

不激活靶细胞
,

从而阻断早期炎性因子 IL
一

1 介导的

炎性反应 〔’,zJ
。

有研究[3, 4] 表明 IL
一

l ra 对于角膜移
·

植排斥反应
、

眼化学伤等免疫炎性相关性病变具有

良好的治疗效果
。

尽管 IL
一

l ra 有明确的药理作用和

应用前景
,

但是 IL
一

l ra 达到有效阻断 IL
一

1 生物学效

应的应用剂量较大
,

且 IL
一

l ra 蛋白质性质不稳定
,

需

反复持续给药以维持有效治疗浓度
,

临床应用成本

昂贵
。

因此
,

提高 IL
一

l ra 眼部使用的生物利用度
,

探

索新的给药模式是非常值得研究的
。

w

o

llf 等〔’]证

实将质粒 D N A 直接注射在心肌和骨骼肌
,

可获得外

源 D NA 的表达
,

从而开创了基因组织原位转染的先

河
。

本研究拟采用新型非病毒载体阳离子聚合物即

线性聚乙烯亚胺(pol y
eth yleneim ine

,

p E I
) 包装 IL

一

l ra

质粒 D NA
,

进行角膜基质注射
,

评价外源性基因角

膜原位转染的有效性和安全性
,

以期为日后角膜疾

病的 IL
一

l ra 转基因治疗提供新的技术平台
。

材料和方法

一
、

试剂和仪器

荧光 质 粒 PE G FP
一

C2

、

亚 克 隆载体 PG E M
-

几as y
、

质粒快速提取试剂盒 (均购于美国阮
meg a

公司)
,

阳离子聚合物 Je tPE I
一

i
n
一

vi
v

o/ vit
ro

( 法国 Po ly
-

plus T
ran
sfe etion 公司)

,

W

e s t e

m

一

b l
o tt

i
n
g 试剂盒 (深

圳达科为公司)
,

鼠抗人 IL
一

l ra 单克隆抗体(美 国

Cyt oskeleton 公司)
,

RP

M I

一

1
64

0 培养基 (美国 G ib
eo

公司)
,

兔抗鼠两3 单克隆抗体
,

S P 免疫化学试剂盒

(福建迈新生物工程有限公 司 )
,

聚合酶链 反应

(p
olym era se chain re ac tion

,

PC
R

) 仪(美国咫 公司)
,

垂直电泳
一

转膜系统
、

凝胶系统成像仪(美国 Bi
0R ad

公司)
,

荧光显微镜(德国 玩ci
a
公司)

,

透射电镜(日

本 JE O L
一

1 2
00

E x
)

,

微量进样器 (上海激光医疗设备

公司 )
。

二
、

实验动物

45 只清洁级 w ist ar 大鼠由广东省医学实验动

物中心提供
,

体重 200
一
2 50

9
,

鼠龄 2 个月
,

雌雄不

限
。

三
、

实验方法

1
.
表达 IL

一

l ra 基因重组质粒的构建
:
(1)引物

设计
:
搜索 Ge ne ban k 中hI L

一

l ra 全基因序列
,

在成熟

蛋白的编码区两侧设计含信号肤的引物
。

3

‘

端引

物
:CTT A A G CTTA CTCG TCCTC CTGG A A GTA G

,

5

’

端

引物
: ATG G A AA TCTG CA G A GG C CT 。

在 5
‘

端 引物

中加人 Eco RI 位点
,

在3
’

端引物中加人了 Sall 位点
。

(
2

) IL

一

l ra 的 Pc R 扩增
:以人

cDN A 文库为模板
,

加

人引物后
,

94 ℃变性
,

4 m in 后进人以下程序
:94 ℃变

性 1 m i
n ,

6() ℃退火 1 m i
n ,

7 2 ℃ 延伸 1 m i
n ,

循环 28

次后 72 ℃延伸 8 m in
,

纯化 PC R 产物
,

然后经 巧 岁L

琼脂糖凝胶 电泳鉴定扩增效果
。

( 3) 重组质粒

PEG FP
一

hI L

一

l ra 的构建
:
将纯化的 PC R 产物插人

PG EM
一

花as y载体
,

挑取阳性克隆
。

P E G
FP

一

C Z 质粒

经 P
stl和 B am H I

,

亚克隆质粒 PGE M
一

T

一

h I L

一

l ra 经

H indlll 和 E
eoRI 酶切

,

回收并纯化目的片段
。

酶切

后载体经 CI P 处理后与 IL
一

l ra 小片段连接
,

构建成

重组质粒 PE G FP
一

hI L

一

l ra

。

2

.

构建质粒的鉴定
:
对 PE G即

一

hI L l ra 进行双酶切

和 PC R 鉴定
,

检测 插人 片段 的 DNA 序 列
,

利用

侥
neba nk 中 Bl ast 搜索引擎

,

将测序结果与 Ge ne ha nk

中标准序列对比
。

按 Je tP EI
一

i
n

一

vit
ro 推荐的核昔酸

与阳离子聚合物混合比例配制转染溶液
,

质粒浓度

为 0
.
5 林岁闪

。

24 孔培养板中传代角膜内皮细胞生

长接近60 %
一
70

% 融合时
,

每孔加人 Je tP EI
一

D N A 溶
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N o s

液 100 国
,

另一 24 孔培养板只加不含质粒的 Je tP EI 染液
。

取下角膜后
,

0

.

25
% 锥虫蓝溶液滴于角膜内

溶液
。

培养 12 h 后
,

倒置荧光显微镜下用 495
nm 皮面染色 12 0

5 ,

生理盐水漂洗后用0
.
2% 茜素红染

蓝光为激发光
,

观察细胞内绿色荧光表达情况
。

培 色 12 0
5 ,

洗去浮色
,

光镜观察
。

养 24 和 48 h 后收集细胞通过 w es te m
一

bl
ott

i
ng 检测 8

.
角膜超微结构的观察

:(l) 转染复合物的负

IL
一

l ra 蛋白表达水平
,

方法参见分子克隆实验指南 染色
:
重组质粒/阳离子聚合物溶液以蒸馏水稀释

,

( 第2 版)[
6〕。 磷钨酸负染 8 而

n ,

透射电镜观察
。

(2 ) 角膜透射电

3
.
IL

一

l ra 绿 色荧光 蛋 白 ( gre en nuore
sce nt 镜标本制作

:
角膜标本置于 2

.
5% 戊二醛中前固定

prot ei
n ,

G 即)基因角膜原位转染
:
按数字随机分配 24 h

,

0

.

1 m
0

F L 磷酸缓冲液漂洗
,

1 % 饿酸后固定

法将 w is tar 大鼠分为2 组
,

实验组 (A 组 )30 只鼠
,

Z h

,

P B s 冲洗 3 遍
。

30
%

、

50
%

、

70 %

、

oo % 乙醇与

角膜基质注射 Je tP EF PEG即
一

h l L

一

l ra 溶液;对照组 90 % 丙酮混合液逐级脱水
,

每次 15 而
n ,

90
%

、

1
00 %

(
B 组)15 只鼠

,

基质注射不含质粒的 Je tPE
I溶液作 丙酮脱水各 3 次

,

每次 巧 m in
。

环氧树脂 Epo
n名12

为对照
,

均为右侧眼注射
。

w is
tar 大鼠用抓胺酮 + 包埋

,

半薄切片定位
,

经醋酸铀
一

柠檬铅双染色 20
-

饭丙嚓(l
:
l) 按 0

.
2耐100 9的注射量进行腹腔注 30 m i

n ,

透射电镜观察
。

射麻醉
,

选右眼角膜 12 和 6 点钟位作为注射点
,

显
微镜下用微量进样器 自角膜缘进人

,

刺进角膜基质 结 果

层 1
.
5 一 2

.
0 m m 后

,

缓慢推注溶液 10 闪
,

使其在角 一
、

真核表达质粒 PEG FP
一

h I L

一

l ra 的构建

膜层间均匀弥散
,

其中 A 组注射液中含有 PE G FP
一

以人
。
D N A 文库中模板扩增出 hIL

一

1 ra
c
D N A

,

hI L

一

l ra 质粒 20 林g
。

注射完毕后退出进样器
,

结扎 琼脂糖凝胶电泳显示相对分子质量 500 bp 左右的

眼睑缝线
。

两组 w ist ar 大鼠均常规喂养
,

每天裂隙 条带
,

片段大小与预测结果一致(图 1)
。

重组质粒

灯显微镜观察角膜和内眼情况
。

注射后分别于 1
、

经 Ps il 和 Bam HI 酶切
,

证实hlL
一

l ra
c
D N A 正向插人

3
、

6

、

14

、

Zl d 处死实验动物
,

A 组每时间点处死 质粒 (图 2
,

3
)

。

双 酶切后 产 物
cD N A 测 序序

6 只
,

B 组每时间点处死 3 只
。

取下角膜后做冰冻 列全长
:A ccTc cTGT ccTA

TcA
GG
cc c代cccA珊

切片
、

H E 染色
、

免疫组织化学及透射电镜等相应检

测
。

4

.

IL

一

l ra

一

G 即 基因角膜原位转染后荧光动态示

踪
:
将眼球 自视神经处剪断后完整取出

,

放人冷冻包

埋剂 中
,

低温成型后
,

超薄切片机连续切片
,

片厚

14 卜m
,

荧光显微镜下以蓝光激发 G FP 绿色荧光
,

观

察并摄片
。

5

.

角膜苏木素
一

伊红 (H E )染色
:
冰冻切片后标

本解冻
,

于 10 % 甲醛液 中固定 24 h
,

60
%

、

70
%

、

80
%

、

90
% 及 100 % 乙醇梯度脱水

,

石蜡包埋
,

连续

切片
,

4 林m 厚
,

H E 染色
,

中性树胶封片
,

光学显微镜

下观察
。

6

.

角膜上皮 两3 抗体检测
:
石蜡切片脱蜡

30 mi
n ,

95
%

、

90
%

、

85
% 乙醇透明

,

切片置人拘椽酸

钠缓冲液中于微波炉抗原修复 ro m in
,

PB

S 洗涤

3 次
,

每次5 m in
。

按 SP 试剂盒说明进行免疫组织

化学操作
。

的3 抗体的 I 抗稀释浓度为 1
:
50

,

显色

时间为 5 mi
n ,

蒸馏水冲洗
,

中性树胶封片镜下观察
。

阴性对照为上 I抗时以 PB S 代替
,

余步骤相同
。

7

.

角膜内皮活性染色
:2
.
5 9锥虫蓝

,

少量燕馏

水研磨
,

加双蒸水至 100 耐
,

用滤纸过滤
,

使用时用
PBs 稀释至 0. 25 %

,

同样方法配制 0
.
2% 的茜素红 圈 1 以人 cD NA 文库为模板扩增出的Pc R 产物电泳图



明叮A G A G A C G A T C T G C C G A C C C T C TG G G A G A A A A

T C C A G C A A G A T G C A A G C C I
,

I

,

C A G A A T C T G G G A T G T

T A A C C A G A A G A C C I

.

1

,

C T A T C T G A G G A A C A A C C A A C

T A G T T G C T G G A T A C T T G C A A G G A C C A A A T G T C A A T

T r A G A A G A A A A G A T A G A T G T G G T A C C C A T I

,

G A G C C

T C A T G C T C T G T T C 门
,

G G G A A T C C A T G G A G G G A A G A

T G T G C C T G T C C T G T G T C A A G T C T G G T G A T G A G A C C

A G A C T C C A G C T G G A G G C A G T T A A C A T C A C T G A C C T

G A G C G A G A A C A G A A A G C A G G A C A A G C G C I

,

f C G C C

1

,

T C A T C C G C T C A G A C A G T G G G C C C A C C A C C A G 们叮

T G A G T C T G C C G C CT G C C C C G G TT G G TT C C T C T G C A C

A G C G A T G G A A G C T G A C C A G C C C G T C A G C C T C A C C A

A T A T G C C T G A C G A A G G C G T C A T G G T C A C C A A A T T C T

A C TT C C A G G A G G A C G A G T A G T A CT G C C G A A TT CT G C

A G A T A T C C A T C A C A C T G G C G G C C G C T C G A G C A TG C A

T C T N A A G G G C C C T A TT C T A T A G T G T C A G C T A A A T G C

T A G A G C T C G C T G A T C A A C C T C G A C T G T G C C I
,

1

,

T C T A

G 们叮G C A G C C A T C T G
r
T FG l’l

’

l

’

l

’

G C C C C T C C C C C G G T G

C C C T T C C

。

与 Ge ne ban k 中标准序列对比
:
91 1325 76 1

e
mb 1X5 20 15

.
1 1H SllR A

,

H

.
s a

P i
e n s

m R N A fo
r

I L

-

l ra

,

玩
ngt h = 1740

,

S
e o

re
二
94 2 b it

s
( 4 7 5 )

,

E
x

Pe

e t 二

0
.
0

,

I d
e n t

i
t
i
e 。 =

4 7 8 /4 7 9 ( 9 9 % )

,

S
t
ra

n
d

=

Pl

u

s/ Pl

u s
。

结果表明在核酸序列上
,

41 7 位碱基突变
,

从 C 变成

G
,

另外 2 个克隆的测序结果也是同样
,

说明不是

PCR 引人的突变
,

是取样个体本身具有这个突变位

点
,

但在氨基酸序列
,

突变位点组成的密码子编码相

同的氨基酸
,

所以氨基酸序列无变化
。

二
、

PE

G F P

一

h IL

一

l ra 在真核细胞内的表达

PE G FP
一

IL

一

l ra 转染角膜内皮细胞 12 h 后
,

细胞

形态正常
,

ro %
一 巧% 细胞见绿色荧光表达 (图 4 )

。

对
、

4 5 h w

e s
t
e

m

一

b l
o tt

i
n
g 检测均可见 目标蛋白表达

,

因 hIL
一

l ra

一

G F P 为融合蛋 白
,

其相对分子质量为

44 以X)
。

阴性对照组无荧光和 hI L
一

l ra

一

G 即 蛋白表

达
。

三
、

PE

G F P

一

IL

一

l ra 质粒基质注射后角膜和内眼

情况

微量进样器刺人角膜基质后
,

推注质粒溶液在

角膜层间均匀弥散
,

角膜轻微水肿(图 5 )
,

24
h 后

角膜水肿消退
,

完全恢复透明(图 6)
。

观察期内未

见眼局部充血
、

前房渗出及晶状体变化等
。

四
、

I L

一

l ra

一

G F P 基因角膜原位转染后荧光表达

PEG FP
一

hI L

一

1
r a

质粒角膜基质注射 l d 后
,

角膜

上皮层的基底细胞层出现 1 条连续的绿色荧光条

带
,

提示M L
一

l ra

一

G F P 基因在细胞 内得到表达
,

3 d

l
:
D 垃(X X) 相对分子质量

,

2
:

P E G F p C Z

一

hI L

一

1 ra B

am HI 单

酶切
,

3
:

PE

C F 咒2
一

hI L

一

1 ra B

am HI 和 Pst
l 双 酶切

,

4
:

D L1 5 《x x〕相对分子质量

圈 3 PE C FP CZ一 h IL

一

l ra 质粒的双酶切鉴定电泳 图

时上皮细胞全层
、

基质细胞及内皮细胞可见绿色荧

光 ;6 d 时全角膜强荧光
,

14 d 时角膜荧光强度逐渐

降低 ;2 l d 时只有角膜上皮层尚存微弱荧光
。

对照

组则始终未见绿色荧光表达(图 7
一
ro )

。

五
、

角膜 H E 染色

质粒基质注射后胶原纤维间有少许间隙
,

3 d

后恢复正常
。

角膜上皮 4
一
5 层

,

细胞排列规则
,

胶

原纤维排列整齐
,

基质细胞散布其间
,

角膜内皮细胞



圈 4 」etP EI
·

in

·

“加 介导下 PE G即
一
【L

一
l ra 质粒转染角膜内皮细胞 12 d

,

在蓝色激发光下部分细胞的胞质可见绿色荧光表达 荧光显徽镜
x

礴加 圈5 JetPE I
一
in

一

vi
v丫IL- lra 质粒角膜基质注射转染混合溶液在角膜层间扩散 . ‘ 注射后24 h角膜透明

,

前房未见渗出物

圈 , 荧光显徽镜下观察
,

PE

G 即
一

bI L

一
l 二质粒角膜基质注射 l d

,

角膜上皮基底细胞和角膜内皮细胞可见 G F P 荧光阳性
x Z加 圈 8

荧光显徽镜下观察
,

I L l ra

一
C 即基因原位转染后 3 d

,

角膜上皮层
、

基质细胞和内皮细胞均可见 G即 荧光表达
x Z加 . , 荧光显徽镜下

观寮
,

注射后Zl d
,

全角膜荧光减退
,

角膜上皮层仍有较多 IL
一
l ra

一

G 即 阳性细胞
x Z田 . 10 荧光显徽镜下观察

,

观察期内对照组角腆

未见 G FI, 荧光表达
x Z(X)

完整
、

紧密
、

连续地猫附于后弹力层
,

无角膜水肿
、

新

生血管形成及炎性细胞浸润
。

六
、

角膜 两3 抗体染色

观察期内
,

实验组和对照组的角膜缘基底细胞

层细胞核呈深棕色
,

提示 的3 抗体阳性
,

表明存在增

生活性 良好的角膜缘干细胞或短暂扩充细胞(图

11)
。

七
、

角膜内皮活性染色



角膜经锥虫蓝
一

茜素红联合染色
,

可见角膜内皮

细胞间隙呈现红染反应
,

细胞间连接紧密
,

细胞形态

近似六边形
,

夹有少许多形性细胞
,

细胞核未着染

(图 12 )
。

八
、

透射电镜观察
PEG FP

一

M L

一

l ra 质粒基质注射后
,

角膜胶原纤维

间有较多大小不一
、

均匀分布的黑色圆点状物质
,

与

阳离子聚合物/质粒混合溶液的负染色片对比
,

其电

子密度相当
,

提示该颗粒为 PE F DN A 复合物
。

3 d

后在角膜上皮细胞
、

基质细胞以及内皮细胞质内均

可见外源性颗粒
。

透射电镜下未见细胞超微结构损

伤
,

细胞核膜完整
,

核仁清晰
,

胞质内有较多粗面内

质网核线粒体
,

上皮细胞间连接紧密
,

桥粒结构清

晰
。

阴性对照组的胶原纤维和细胞内未见类似黑色

圆点状物质(图 13
一 巧 )

。

讨 论

一
、

真核细胞内表达 IL
一

l ra 基因质粒的构建

198 5年首次从 I吩 刺激后单核细胞培养上清

分离获得 IL
一

l ra

,

与 IL
一

1 受体结合的亲和性与 IL
一
a

和 IL
一

p 相同
,

但不引起细胞内与炎性反应相关的信

号转导
,

从 而成为 IL
一

1 的天然拮抗剂〔’〕
。

A re
nd

等〔’〕成功克隆人 IL
一

l ra
c
D N A

,

利用基因工程技术构

建在真核细胞表达 IL
一

l ra 的质粒进行基因治疗成为

可能
。

本研究中直接以人
cD NA 文库为模板

,

设计

引物后进行 PC R 扩增
,

获得了与基因文库中序列一

致的 hI L
一

l ra
c
D N A

,

具有快速
、

重复性好的优点
。

有

研究[01 表明利用 Pc R 技术未能从角膜内皮层扩增

出 IL
一

l ra m R N A

,

且培养的内皮细胞亦不表达 IL
一

l
r a

蛋白
。

因此
,

我们选择角膜内皮细胞作为 IL
一

l ra 基

圈n IL-
lra 一

G 即质粒墓质注射后 6 d
,

角膜基底细胞 两3扰体阳性
,

细胞核呈深棕色 免疫组织化学染色
x Zoo 圈 12 基因原位转染角

膜的内皮细胞
,

连接紧密
,

细胞膜无损伤 锥虫蓝
一

茜素红联合染色
x4(X) 圈 13 透射电镜下

,

可见 PE G即
一

h IL

一

l ra 质粒/阳离子聚合物的

混合溶液具有较高电子密度
x
20 以洲) 圈 14 透射电镜下

,

可见基质注射后胶原纤维间大盆黑色点状颖粒
x ro 《XX ) 圈 ls 透射电镜

下
,

可见角膜细胞质内有质粒/阳离子聚合物的复合顺粒
x lo 侧洲〕



因瞬时表达验证细胞
,

荧光显微镜下可见细胞内有

作为蛋白示踪的绿色荧光表达
,

免疫印迹亦见细胞

有特异性的外源性 IL
一

l ra 条带
。

纯化 IL
一

l ra 蛋白相

对分子质量为 18 《XX ) 一
20
。叹)

,

PE

G
FP

一

IL

一

l ra 质粒

中将 G FP 基因和 IL
一

l ra 基因相祸连
,

其表达蛋白为

G FP 和 IL
一

l ra 的融合蛋白
,

因此其相对分子质量为

44 侧X )
。

本研究表明 PEG FP
一

I L

一

l ra 质粒构建成功
,

并且能够携带 IL
一

l ra 基因在真核细胞内正确翻译
、

转录及表达
,

为 IL
一

l ra 基因治疗研究提供了稳定可

靠的质粒 D N A 来源
。

二
、

阳离子聚合物介导下 IL
一

l ra 基因角膜原位

转染的效率

角膜是基因治疗的理想靶器官
。

基因治疗能否

成功取决于外源性基因能否转移到靶组织
,

并有效

地适度表达
,

其中基因转染的载体选择和转染方式

是关键因素
。

本研究中使用的阳离子聚合物为

PEI
,

是近年来受到关注的新型非病毒转染载体〔‘“」
。

P EI 与 DN A 结合后通过电荷吸附到细胞表面
,

以内

吞方式进人细胞
。

阳离子聚合物的重要特点是具有

质子海绵作用
,

能吸收溶酶体中的 H
+ ,

使溶酶体中

的核酸酶失活
,

保护复合体中的外源性 D N A 不被降

解
,

随着质子的不断流人
,

复合体逐渐膨胀裂解
,

使

外源性 D NA 持续释放到细胞质中并获得表达
。

基因治疗另一个重要环节是基因转染的途径
。

体外培养细胞转染后
,

筛选出阳性细胞再回输体内

的方法操作繁琐
,

影响因素多
,

且细胞移植技术尚不

成熟
。

近年来发展的组织原位转染技术提供了新的

思路
。

M as ad 等[川 用阳离子脂质体包裹表达报告

基因 p
一

g al 的重组质粒
,

局部滴眼和前房注射
,

结果

显示角膜上皮和内皮
、

虹膜上皮
、

睫状体上皮均有报

告基因的表达
。

但无论是滴眼或是前房注射
,

均未

能从角膜基质细胞中检出报告基因产物
,

推测可能

的原因是基质胶原纤维致密排列以及基质细胞过于

分散导致基因转染不成功
。

St ec hs ch ult

。
等【‘, 1将裸

核 D N A 注射至角膜基质
,

报告基因肠
CZ 在注射 l h

后于角膜开始表达
,

24
h 达到峰值

,

证实了对角膜

基质注射实行基因原位转染的可行性
,

但是裸核

D N A 注射的转染效率低
,

基因表达时间短
。

近年

来
,

一些学者也尝试了其他的角膜基因原位转染方

法
,

包括基因枪
、

电脉冲诱导等
,

但需要特殊设备且

技术重复性不好
,

转染效率有限【” ’4 〕
。

我们选用阳

离子聚合物为载体
,

研究了角膜基质注射的转染效

果
。

通过微量进样器将 IL
一

l ra

一

G 即 基因直接注射

到角膜基质层间
,

通过压力传导和溶液的扩散作用
,

使质粒 D N A 在角膜内弥散
,

透射电镜显示基质注射

后
,

PE

F D N A 复合物在基质纤维中散在分布
,

进而

以吞饮小泡的形式进人细胞内
,

实现对角膜各层细

胞的有效转染
。

通过分析示踪蛋白 GFP 的显示强

度和显示范围
,

基质注射后目的基因持续时间达 14

d 以上
,

这与阳离子聚合物所具有的 DN A 保护效应

有关
,

减少了进人细胞内的 D N A 降解带来的损失
,

提高了外源性基因的利用率
。

三
、

阳离子聚合物介导下 IL
一

l ra 基因角膜原位

转染的安全性

角膜基质注射质粒后
,

H E 染色未见角膜内炎

性细胞聚集和新生血管形成
,

提示基因的表达部位

是在角膜组织细胞内
,

而不是炎性细胞
。

透射电镜

亦未发现角膜亚细胞水平的损伤
。

I L

一

l ra

一

G F P 荧光

最早出现于角膜基底细胞和内皮细胞
,

免疫组织化

学显示基底细胞 两3 抗体阳性
,

表明角膜缘基底细

胞保持了原有的增生活性
。

通过对转染后角膜内皮

进行联合染色
,

结果表明角膜内皮细胞膜无损害
,

细

胞间连接紧密
,

细胞屏障功能未受到干扰
。

以上研

究结果证实 D NA 原位注射和外源性基因在角膜细

胞的表达
,

未对细胞的正常功能产生影响
,

阳离子聚

合物介导下质粒基质注射具备良好转染效率的同

时
,

其安全性亦可靠
。

阳离子聚合物介导下角膜基质注射基因原位转

染技术可快速地将外源性基因转人角膜并表达
,

且

转染效率较高
,

安全性好
。

若采用受体介导的基因

转染方式
,

即 DN A 载体复合物与细胞表面的特异靶

分子结合
,

不仅可进一步提高转染效率
,

还可实现对

特定细胞的定向转染
。

该技术为临床上使用抗炎细

胞因子 IL
一

l ra 治疗角膜免疫炎性疾病
,

提供了新的

转基因平台
。
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·

标准与规范探讨
·

[ 编者按] 在有关部门的支持和组织下
,

中华医学会眼科学分会角膜病学组组织了有关专家经多次讨论
,

制

订了
“

眼库准人标准
” ,

以期规范我国眼库工作
,

促进此项工作健康开展
。

现将此征求意见稿发表
,

希望能引起全国

眼科医生和眼科机构的重视
,

并提出建议和修改意见
。

眼库准入标准(征求意见稿 )

本眼库准人标准所称眼库是指提供角膜及相关组织供

眼部临床移植和科学研究的组织库
。

一
、

机构设置条件

设置眼库必须获得卫生行政主管部门的审批许可
。

二
、

场地要求

1
.
捐献者接待室

。

2

.

供体材料处理室
。

3

.

具有空气净化及消毒装置的供体材料保存室
。

4

.

病原检测室
。

5

.

档案室
。

三
、

设备要求

1
.
超净工作台

。

2

.

显微镜
。

3

.

恒温冰箱
。

4

.

裂隙灯显微镜
。

5

.

角膜内皮检测仪器
。

四
、

人员配备

1
.
眼库医学主任(必须具有高级眼科专业技术职称)

。

2

.

眼库专职技师
。

3

.

管理人员
。

五
、

质量管理

1
.
眼库必须设立医学主任

。

2

.

建立供体健康档案
。

3

.

必须对供体的人免疫缺陷病毒
、

乙型和丙型肝炎病

毒及梅毒螺旋体进行检测
。

4

.

提供供体材料质量评估报告
。

中华医学会眼科学分会角膜病学组

·

读者
·

作者
·

编者
·

本刊有关文稿中统计学符号的书写要求

按 G B335882 《统计学名词及符号》的有关规定
,

常用统计学符号书写格式
:
(l) 样本的算术平均数用英文小写(中位数仍

用 M ) ;(2) 标准差用英文小写
, ;

( 3) 标准误用英文小写 ‘ ;
( 4 )

t检验用英文小写 ‘;
( 5 ) F 检验用英文大写 凡 (6) 卡方检验用

希文小写 x
, ;

( 7) 相关系数用英文小写
r;(8) 自由度用希文小写

。 ;
( 9) 概率用英文大写 P( p 值前应给出具体检验值

,

如 t值
、

犷值
、

q 值等)
。

以上符号均用斜体
。

本刊编样部


