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自杀基因 ｅＰＮＰ诱导小鼠巨噬细胞凋亡的研究
于敏敏　尹洪超

摘　要　目的　通过制作 ｅＰＮＰ转基因小鼠，研究自杀基因 ｅＰＮＰ对小鼠巨噬细胞凋亡的影响。方法　实验分 ｅＰＮＰ转基因

小鼠组和野生型小鼠组，在体外培养的各组小鼠腹腔巨噬细胞中分别加入浓度为 ０、０．１２５、０．２５、０．５、１．０和 ２．０μｇ／ｍｌ的前体药

物氟达拉滨（ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ），采用活细胞计数试剂盒（ＣＣＫ－８）检测腹腔巨噬细胞加药后的细胞存活率；其次，给 ｅＰＮＰ转基因小鼠

和野生型小鼠腹腔注射剂量分别为 ０、１０、２０、６０ｍｇ／ｋｇ的 ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ，分别采用流式细胞术和原位凋亡检测试剂盒（ＴＵＮＥＬ法）检

测加入 ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ后腹腔巨噬细胞和组织（肺、脾）巨噬细胞的凋亡情况。结果　ＣＣＫ－８检测显示给药后 ｅＰＮＰ小鼠腹腔巨噬

细胞存活率明显下降，尤其在浓度为 ２．０μｇ／ｍｌ，细胞存活率仅为 １０．８％ ±０．８％；其次，流式细胞术和 ＴＵＮＥＬ结果也显示给药后

其腹腔巨噬细胞和肺、脾巨噬细胞凋亡明显增加，并且存在剂量效应关系。ＣＣＫ－８、流式细胞术和 ＴＵＮＥＬ法均显示野生型小鼠

给药后没有明显巨噬细胞凋亡。结论　自杀基因 ｅＰＮＰ能在前体药物 ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ协同作用下，诱导小鼠巨噬细胞凋亡。

关键词　自杀基因　巨噬细胞凋亡　ｅＰＮＰ　氟达拉滨
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　　动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，Ａｓ）是心血管系统
常见疾病。近年来随着我国经济的迅速发展，Ａｓ的
发生率和病死率也有逐年增高的趋势。Ａｓ晚期巨噬
细胞的凋亡造成 Ａｓ斑块形态学改变（尤其是帽／核
比值的变小），影响斑块易损性，从而造成斑块不稳

定，是导致各种心血管疾病的重要原因
［１］
。Ａｓ斑块

中的巨噬细胞几乎都变成了泡沫细胞，巨噬细胞／泡
沫细胞凋亡导致细胞外脂质核的发生和扩大，在脂质

核的非细胞部分可发现凋亡残留体。因此诱导巨噬

细胞凋亡，对通过巨噬细胞凋亡建立 Ａｓ易损斑块模
型进而了解 Ａｓ易损斑块发生、发展的分子机制奠定
良好基础

［２，３］
。

大肠杆菌嘌呤核苷酸磷酸化酶（Ｅ．ｃｏｌｉｐｕｒｉｎｅｎｕ
ｃｌｅｏｓｉｄｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ，ｅＰＮＰ）基因有较强的细胞杀伤
作用，因此一直是基因治疗的热点。ｅＰＮＰ作为一种
前药转换酶基因，能将某些腺嘌呤类似物，如 ｆｌｕｄａｒａ
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ｂｉｎｅ等转化成高毒性能自由穿透细胞膜的代谢产物，
对细胞产生毒性作用，引起细胞死亡

［４］
。众多研究

已经在肝癌，胰腺癌等肿瘤细胞中证实 ｅＰＮＰ自杀基
因系统良好的杀伤细胞作用

［５～１２］
。由 ｅＰＮＰ杀伤肿

瘤细胞的原理，笔者推测 ｅＰＮＰ基因同样可以诱导巨
噬细胞凋亡。因此，本实验拟采用巨噬细胞特异表达

的 ｅＰＮＰ转基因小鼠，探究自杀基因 ｅＰＮＰ联合前体
药物 ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ对巨噬细胞凋亡的诱导作用。

材料与方法

１．试 剂：ＰＣＲ 试 剂 （２ｘＥｓＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ及
ＤＬ１０００ｍａｋｅｒ）、荧光定量 ＰＣＲ试剂（ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑＴＭⅡ）购自日本 ＴａＫａＲａ公司；引物合成和基因
测序由北京擎科新业生物技术有限公司完成；１６４０
培养基、胎牛血清购自中国医学科学院基础医学研究

所细胞资源中心；ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ．ｃｎ公
司；ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ凋亡试剂盒购自美国 ＢＤ公司；
ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ－８购自上海东仁化学科技公司；氧
化低密度脂蛋白购自北京协生生物科技有限责任公

司（浓度为１．０５ｍｇ／ｍｌ，ＭＤＡ为 ４３ｎｍｏｌ／ｍｌ）；原位凋
亡检测试剂盒（ＩｎＳｉｔｕＤｅａｔｈＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ）购自瑞士
Ｒｏｃｈｅ公司；ＲＮＡ抽提试剂（Ｔｒｉｚｏｌ）、反转录试剂盒
（ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔＦｉｒｓｔ－ＳｔｒａｎｄＣｄｎａＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ）
购自北京全式金生物技术有限公司；６×ｈｉｓｔａｇ抗体
购自美国 ＣＳＴ公司（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）；内参
β－Ａｃｔｉｎ抗体购自英国 Ａｂｃａｍ公司；巯基乙酸盐肉
汤粉购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；３％Ｈ２Ｏ２工作液、封闭
用正常山羊血清工作液 ３ｍｌ、浓缩型 ＤＡＢ试剂盒
［内 容 物 包 括 ＤＡＢｃｈｒｏｍｏｇｅｎ（×２０）１ｍｌ、ＤＡＢ
ｓｕｂｓｔｒａｔｅ６０ｍｌ等］购自北京中杉金桥生物技术有
限公司等。

２．转基因小鼠制作以及基因型鉴定：提供携带有
ｅＰＮＰ基因和 ６个组氨酸标签（６×ｈｉｓｔａｇ）以及人清
道夫受体 Ａ１（ＳＲ－Ａ１）启动子／增强子的重组载体
ｐＪＣ－１３－ＳＲ－ｅＰＮＰ，由百奥赛图公司构建了 ＳＲ－
Ａ１启动子／增强子调控的 ｅＰＮＰ转基因小鼠（Ｃ５７／
Ｂ６）［实验动物生产许可证：ＳＣＸＫ （京）２０１５－
０００８］［５］。实验动物在 ＳＰＦ（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ）级
环境下饲养，严格控制温度、湿度、光照、换气条件等，

高压灭菌的普通膳食喂养，定时称体重，了解小鼠生

长发育情况，并通过伦理委员会审查。将获得的阳性

亲代鼠 ｚ１、ｚ２、ｚ３、ｚ７与野生型小鼠进行合笼繁殖，通
过普通 ＰＣＲ从后代中筛选出阳性的小鼠并按系别传
代繁殖。以 β－Ａｃｔｉｎ为内参基因，内参上游引物：５′－

ＡＧＴＴＣＴＧＣＣＡＣＧＴＧＧＴＴＧＧＴ－３′，下 游 引 物：５′－
ＧＴＣＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧＡＧＧＧＡＧ－３′；ｅＰＮＰ引物 １上游
引物：５′－ＴＣＧＡＡＴＴＣＡＡＧＣＴＴＡＧＡＴＣＴＧＧＧＣ－３′，下
游引物：５′－ＡＧＴＡＧＡＡＣＡＧＧＴＣＡＧＣＧＧＡＧＡＡＣ－３′；
ｅＰＮＰ引物 ２上游引物：５′－ＣＧＴＣＣＴＧＣＴＣＣＡＴＣＴＡ
ＣＡＣＣＡ－３′，下游引物：５′－ＧＧＧＣＴＣＡＧＡＴＴＡＣＡＧ
ＧＴＣＴＣＣ－３′。

３．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｅＰＮＰ转基因小鼠巨噬细
胞内６×ｈｉｓｔａｇ的表达情况：取野生型小鼠 ２只和
ｚ１、ｚ２、ｚ３、ｚ７各系 ｅＰＮＰ转基因小鼠各 ２只，均为 ６～
８周雄鼠，同时于腹腔内注射 １ｍｌ６％的巯基乙酸盐
肉汤，３天后提取腹腔巨噬细胞，提取步骤参见参考
文献［６］。计数板进行细胞计数。提取各组蛋白，
ＢＳＡ法进行蛋白含量测定。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测
６×ｈｉｓｔａｇ的表达，以检测自杀基因 ｅＰＮＰ在阳性小鼠
体内的表达。在１０％的 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶上配制
６％的凝胶，加标本 １５μｌ，电泳 ８０Ｖ４０ｍｉｎ，１２０Ｖ
９０ｍｉｎ。转膜到聚偏二氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，
ＰＶＤＦ）膜，９０ｍｉｎ；５％脱脂牛奶封闭 １ｈ。１∶１０００稀释
一抗内参抗体 β－ａｃｔｉｎ，１：５００稀释 ６×ｈｉｓｔａｇ抗体，
一抗４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ漂洗 １０ｍｉｎ，共 ４次；二抗均
１∶５０００稀释，室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ漂洗１０ｍｉｎ，共４次。
ＥＣＬ显影，使用凝胶成像系统拍照。

４．荧光定量 ＰＣＲ检测 ｅＰＮＰ转基因小鼠腹腔巨
噬细胞吞噬 ｏｘ－ＬＤＬ后 ｅＰＮＰ表达变化规律：取 ｚ１、
ｚ２、ｚ３、ｚ７各系 ｅＰＮＰ转基因小鼠和野生型小鼠各 ３
只，均为６～８周雄鼠，同时于腹腔内注 １ｍｌ６％巯基
乙酸盐肉汤，３天后在超净台内提取腹腔巨噬细胞，
细胞计数后，将每只小鼠的巨噬细胞均分到６孔板的
两个孔内，一个为对照组，另一个为加入实验组，贴壁

纯化后，实验组加入 ４０ｍｇ／Ｌ的氧化低密度脂蛋白
（ｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗ－ｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｘ－ＬＤＬ），培养
３６ｈ后，采用全式金的试剂盒提取各组总 ＲＮＡ［７］。总
ＲＮＡ提取：采用 Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取总 ＲＮＡ，用 Ｎａｎｏ
Ｄｒｏｐ微量分光光度计（ＮａｎｏＤｒｏｐＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）检测
ＲＮＡ的浓度和纯度。取等量的 ＲＮＡ进行反转录，以
总 ＲＮＡ为模板，反转录合成 ｃＤＮＡ。荧光定量 ＰＣＲ：
ＧＡＰＤＨ上游引物：５′－ＣＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧ－
３′；下游引物：５′－ＧＴＧＧＡＴＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣ－
３′；ｅＰＮＰ上游引物：５′－ＴＧＡＡＧＡＴＧＣＣＣＧＴＧＡＡＧＴ－
３′，下游引物：５′－ＧＧＴＧＴＡＧＡＴＧＧＡＧＣＡＧＧＡＣ－３′；
反应程序如下：预变性：９５℃，３ｍｉｎ；变性：９５℃，３０ｓ，
退火；５９℃，２０ｓ，延伸 ７２℃，２０ｓ，共 ４０个循环。每组

·２２·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｊｕｌ２０１８，Ｖｏｌ．４７Ｎｏ．７　　



实验设置 ３个平行孔，选用 ＧＡＰＤＨ为内参基因。反
应重复３次，计算 ｃｔ值（荧光信号达到设定的阈值所
经历的循环数）。实验结束后，用 ２－△△Ｃｔ法处理数
据，即且每只小鼠目的基因都以 ＧＡＰＤＨ作为内参基
因进行校正，并计算出其相对表达量。

５．ＣＣＫ－８法检测 ｅＰＮＰ对体外培养的小鼠腹腔
巨噬细胞的毒效应：取 ｅＰＮＰ转基因小鼠和野生型小
鼠各３只，均为 ６～８周雄鼠，提取腹腔巨噬细胞，细
胞计数后，每系小鼠的巨噬细胞稀释调整至 １０６，每
一系和野生型小鼠分别设０、０．１２５、０．２５、０．５、１．０和
２．０μｇ／ｍｌ不同浓度组，每组分别设 ６个平行孔，并设
不加细胞的空白对照组。在 ９６孔板中每孔接种
１００ｍｌ的细胞悬液，贴壁纯化后，向每孔加入 １０ｍｌ
ＣＣＫ－８溶液，再在培养箱（在 ３７℃、５％ＣＯ２的条件
下）内孵育２ｈ。用酶标仪测定在４５０ｎｍ处的吸光度。
此结果代表没有加药之前的细胞活力。之后更换新

的培养基，按分组剂量加入 ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ，将培养板在
培养箱培养４８ｈ；４８ｈ后更换新的培养基，用酶标仪测
定加药之后的细胞活力。前后结果相比较，制作出一

条以药物浓度为横坐标（Ｘ轴）、细胞活力为纵坐标
（Ｙ轴）的标准曲线。

６．流式细胞术检测腹腔给药后 ｅＰＮＰ转基因小
鼠腹腔巨噬细胞的凋亡情况：取 ｅＰＮＰ转基因小鼠和
野生型小鼠各 １２只，各分 ４组，每组 ３只，腹腔给药
ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ０、１０、２０、６０ｍｇ／ｋｇ４组，每组 ３只，均为
６～８周雄鼠，分别给药 ５天，每天 ２次；在给药第 ３
天时，每只小鼠腹腔注射 １ｍｌ３％巯基乙酸盐肉汤，３
天后，分别检测提取小鼠腹腔巨噬细胞，纯化细胞后

细胞计数（细胞数量约 １０６），然后用 ＢＤ公司的 Ａｎ
ｎｅｘｉｎⅤ －ＦＩＴＣ凋亡试剂盒上机操作。

７．ＤＮＡ断裂的原位末端标记法（ＴＵＮＥＬ）检测腹
腔给药后 ｅＰＮＰ转基因小鼠组织巨噬细胞凋亡情况：
取 ｅＰＮＰ转基因小鼠１２只和野生型小鼠 １２只，ｅＰＮＰ
小鼠按给药剂量分４组，０、１０、２０、６０ｍｇ／ｋｇ，野生型小
鼠按同样给药剂量分组，给药 ５天，每天 ２次；５天后
灌流固定取材（肺、脾），ＯＣＴ包埋，冰冻切片机连续
切片，厚度 ６μｍ。之后取转基因和野生型小鼠各剂
量组肺脾各１张，设阴性对照和阳性对照各 １张，用
罗氏原位末端凋亡检测试剂盒进行检测。

８．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行
统计分析。所有计量资料用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，两组间比较应用独立样本 ｔ检验，３组之间的比较
用方差分析，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｅＰＮＰ转基因小鼠巨噬细

胞内６×ｈｉｓｔａｇ的表达：提取 ｚ１、ｚ２、ｚ３、ｚ７各系 ｅＰＮＰ
小鼠和野生型小鼠的腹腔巨噬细胞，提取蛋白，Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ法鉴定６×ｈｉｓｔａｇ的表达，转基因小鼠在分子
质量为２５ｋＤａ处有一条杂交带，而野生型小鼠没有，
可见 ｅＰＮＰ转基因小鼠特异表达 ｅＰＮＰ（图１）。

图 １　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｅＰＮＰ转基因

小鼠 ｅＰＮＰ表达
　

２．ｅＰＮＰ转基因小鼠腹腔巨噬细胞吞噬 ｏｘ－ＬＤＬ
后 ｅＰＮＰ表达变化规律：经荧光定量 ＰＣＲ发现，吞噬
ｏｘ－ＬＤＬ的 ｅＰＮＰ转基因小鼠腹腔巨噬细胞内 ｅＰＮＰ
表达明显比对照组高，野生性小鼠作为阴性对照组。

巨噬细胞向泡沫细胞转化的过程中，ＳＲ－Ａ１表达上
调，ＳＲ－Ａ１启动子／增强子调控的 ｅＰＮＰ表达上调，
结果提示 ｅＰＮＰ在巨噬细胞泡沫化时表达增加（图
２）。

图 ２　荧光定量 ＰＣＲ检测 ｅＰＮＰ转基因小鼠腹腔巨噬

细胞吞噬 ｏｘ－ＬＤＬ后 ｅＰＮＰ表达变化

ｘ±ｓ，ｎ＝３。与对照组比较Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

　

３．自杀基因 ｅＰＮＰ对体外小鼠腹腔巨噬细胞的
细胞毒性效应：给药浓度在 ０、０．２５、０．５、１０、２．０μｇ／
ｍｌ依次增加时，ｅＰＮＰ转基因小鼠腹腔巨噬细胞存活
率分别为１０００％ ±６５％、３０５％ ±５４％、２５８％ ±
４１％、１３４％ ±０９％、１０８％ ±０８％（Ｐ＜０．０５）；
野生型小鼠腹腔巨噬细胞存活率分别为 １０００％ ±
６５％、９９６％ ±７０％、９６７％ ±６７％、１０１３％ ±
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２５％、１０６．０％ ±６．１％（图 ３）。加入前体药物后，
ｅＰＮＰ转基因小鼠腹腔巨噬细胞的存活率明显下降；

图 ３　ＣＣＫ－８检测 ｅＰＮＰ对转基因小鼠腹腔

巨噬细胞的毒效应（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

　

野生性小鼠细胞存活率与未加药时变化不大。自杀

基因 ｅＰＮＰ在低浓度前体药物 ｆｈｄａｒａｂｉｎｅ协同作用下
可诱导巨噬细胞凋亡，并且低浓度 ｆｈｄａｒａｂｉｎｅ对野生
型小鼠没有影响。

　　４．流式细胞术检测腹腔给药后 ｅＰＮＰ转基因小
鼠腹腔巨噬细胞的凋亡情况：当 ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ浓度分
别为 ０、１０、２０、６０ｍｇ／ｋｇ时，经流式细胞术检测显示
转基因小鼠组腹腔巨噬细胞凋亡率分别是 ４．９％、
８．５％、１２．４％、３４．３％（图 ４中 Ａ～Ｄ）；野生型小鼠
腹腔巨噬细胞凋亡率分别为 ４．７％、５．７％、５６％、
６．５％（图 ４中 Ｅ～Ｈ），凋亡率为早期凋亡（ａｎｎｅｘｉｎ
Ⅴ）和晚期凋亡（ＰＩ）之和，即为图中 ＵＲ＋ＵＬ＋ＬＲ。
结果提示，自杀基因 ｅＰＮＰ在低浓度前体药物 ｆｈ
ｄａｒａｂｉｎｅ协同作用下可诱导 ｅＰＮＰ转基因小鼠腹腔
巨噬细胞。

图 ４　流式细胞术检测 ｅＰＮＰ转基因小鼠腹腔给药后腹腔巨噬细胞凋亡情况
Ａ～Ｄ．给药浓度分别为０、１０、２０和６０ｍｇ／ｋｇ的 ｅＰＮＰ转基因小鼠组腹腔巨噬细胞的凋亡情况；Ｅ～Ｈ．给药浓度分

别为０、１０、２０和６０ｍｇ／ｋｇ的野生型小鼠组腹腔巨噬细胞的凋亡情况

　

　　５．ＴＵＮＥＬ法检测腹腔给药后 ｅＰＮＰ转基因小鼠
组织巨噬细胞凋亡情况：肺脏和脾脏有丰富的巨噬细

胞，棕黄色染色表明细胞发生凋亡，当 ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ浓
度分别为０、１０、２０、６０ｍｇ／ｋｇ时，肺脏有明显的细胞凋
亡（图 ５Ａ中 ａ～ｄ）。对照组给药浓度为 ０、１０、２０、
６０ｍｇ／ｋｇ时，肺脏经染色几乎没有细胞凋亡（图 ５Ａ
中 ｅ～ｈ）。给药实验组肺脏凋亡细胞的面积比率为
０．０５‰、２．２１‰、２．７３‰、３．０１‰，对照组接近于０

（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ）。给药浓度分别为０、１０、２０、６０ｍｇ／
ｋｇ时，脾脏有明显的细胞凋亡（图５Ｂ中 ｉ～ｌ）。对照
组给药浓度为０、１０、２０、６０ｍｇ／ｋｇ时，脾脏经染色几乎
没有细胞凋亡（图５Ｂ中 ｍ～ｐ）。给药实验组脾脏凋
亡细胞的面积比率为 ０．０８２‰、３．２５‰、３．８７‰、
７０３‰，对照组接近于 ０（Ｐ＜０．０５，图 ５Ｄ）。与流式
结果一致，ｅＰＮＰ在前体药物作用诱导小鼠组织巨噬
细胞凋亡，并且对野生型小鼠不造成影响。
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图 ５　ＴＵＮＥＬ检测 ｅＰＮＰ转基因小鼠腹腔给药后组织（肺、脾）巨噬细胞凋亡情况
Ａ．ａ～ｈ分别表示给药浓度分别为０、１０、２０和６０ｍｇ／ｋｇ的 ｅＰＮＰ转基因小鼠组肺脏巨噬细胞（ａ～ｄ）和野生型小鼠组肺脏巨噬细胞

（ｅ～ｈ）的凋亡情况；Ｂ．ｉ～ｐ分别表示给药浓度分别为０、１０、２０和６０ｍｇ／ｋｇ的 ｅＰＮＰ转基因小鼠组脾脏巨噬细胞（ｉ～ｌ）和野生型小

鼠组脾脏巨噬细胞（ｍ～ｐ）的凋亡情况（×１０００）；Ｃ．各组肺脏凋亡巨噬细胞的面积比率；Ｄ．各组脾脏凋亡巨噬细胞的面积比率

（ｘ±ｓ，ｎ＝３）与野生型小鼠组比较，Ｐ＜０．０５；箭头所示为凋亡细胞

　

讨　　论
ｅＰＮＰ基因用做自杀基因，因为一些独特的优点

正逐渐受到人们的注视
［８］
。ｅＰＮＰ能将无毒的前体药

物 ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ分解产生有毒的６－甲基嘌呤（ＭｅＰ）和
２－氟腺嘌呤（２－ｆａｄｅｎｉｎｅ，２－Ｆ－Ａ），这些有毒物质
穿透细胞膜并抑制细胞内 ＤＮＡ、ＲＮＡ和蛋白质的合
成，而引起细胞死亡

［９］
。

本研究构建了具有巨噬细胞特异性的 ＳＲ－Ａ１
启动子／增强子调控的 ｅＰＮＰ转基因小鼠（Ｃ５７／Ｂ６）。
ＳＲ－Ａ１主要在巨噬细胞／泡沫细胞内表达，并在巨

噬细胞向泡沫细胞转化的过程中，ＳＲ－Ａ１表达上
调，理论上 ＳＲ－Ａ１启动子／增强子调控的 ｅＰＮＰ表达
也会上调

［５，１３～１５］
。荧光定量 ＰＣＲ结果显示 ｅＰＮＰ表

达上调，证实 ｅＰＮＰ在巨噬细胞泡沫化时表达增加。
ＣＣＫ－８结果显示离体培养的原代巨噬细胞在

分别给０、０．２５、０．５、１．０、２．０μｇ／ｍｌ浓度的前体药物
ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ并培养 ４８ｈ后，ｅＰＮＰ转基因小鼠组巨噬
细胞有明显凋亡，并且存在剂量效应关系，而野生型

小鼠来源的巨噬细胞给药后凋亡不明显。ＴＵＮＥＬ法
和流式细胞术分别检测在体给不同剂量（０、１０、２０、
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６０ｍｇ／ｋｇ）的前体药物后肺脾和腹腔巨噬细胞的凋亡
情况，结果也显示 ｅＰＮＰ在低浓度前体药物 ｆｌｕｄａｒａ
ｂｉｎｅ作用下诱导巨噬细胞凋亡，并存在剂量效应关
系，尤其在 ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ剂量增加到 ６０ｍｇ／ｋｇ时，小鼠
腹腔巨噬细胞和肺、脾巨噬细胞凋亡明显增加，然而

野生型小鼠给药后巨噬细胞凋亡不明显。可见，虽然

ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ是抗肿瘤药物，但低浓度 ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ并没
有对野生型小鼠造成损伤，作为前药转换酶基因的

ｅＰＮＰ已经对较低浓度的 ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ表现出较强的敏
感度。由此可见，ｅＰＮＰ自杀基因系统的安全性和高
效性。

综上所述，自杀基因 ｅＰＮＰ在低浓度前体药物
ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ作用下对巨噬细胞有明显的促凋亡作用，
并随着 ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ浓度的增加，巨噬细胞凋亡明显，
而且 ｅＰＮＰ在巨噬细胞内特异性表达，并不对其他部
位造成损伤。并且，ｅＰＮＰ在泡沫化的巨噬细胞中表
达增加，提示其在巨噬细胞泡沫化后更加剧巨噬细胞

凋亡。国内外众多研究发现 Ａｓ晚期斑块脂质核心处
巨噬细胞凋亡增多，并且巨噬细胞凋亡参与了 Ａｓ斑
块形成和发展过程，巨噬细胞凋亡可引起斑块内炎性

反应，释放促血栓形成物质，增加斑块脆性及血栓性

事件的风险
［３，１６］

。了解巨噬细胞的凋亡，将为通过

调节细胞凋亡建立易损斑块模型提供证据
［１７］
。因

此，本实验提供了一种行之有效的诱导巨噬细胞凋亡

的方法，对于深入研究巨噬细胞凋亡的调控，建立 Ａｓ
易损斑块模型，进而探讨 Ａｓ发生机制和临床治疗具
有重大意义。
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