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摘要 目的:研究黑素转铁蛋白(p97)在家兔网织红细胞膜上的表达及其在非转铁蛋白结合铁摄取中的作用。方法:

聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS=PAGE)和放射性同位素法(59Fe)。结果:①网织红细胞孵育液浓缩后 , 经 SDS-PAGE 测

定 ,在分子量 97kD位置上可见一条明显的蛋白带;用磷脂酚肌醇磷脂酶 C(PI-PLC)300 mu/ml预处理网织红细胞

后 ,孵育液浓缩再经 SDS-PAGE 测定 , 在分子量 97kD处仍有一条明显的蛋白带 , 且其平均 OD 值高于未经处理的网

织红细胞;而成熟的红细胞在此处却没有明显的蛋白带。 ②单纯用 PI-PLC 作用于网织红细胞 ,其铁摄取无明显变

化(P>0.05)。 ③去除内源性转铁蛋白后 , 再用 PI-PLC 作用网织红细胞 ,则胞浆内铁及整合到血红素中的铁均较未

经处理的网织红细胞明显降低(P<0.05)。结论:p97可能存在于家兔网织红细胞膜上 , 且在摄取非转铁蛋白结合

铁的过程中可能发挥作用。

关键词:　黑素转铁蛋白;　聚丙烯酚胺凝胶电泳;　非转铁蛋白结合铁;　网织红细胞

中图分类号:Q26 文献标识码:A 文章编号:1000-6834(2001)04-0356-04

　＊收稿日期:2000-01-10;修回日期:2000-12-18

作者简介:陈文芳(1968-),女 ,讲师 ,硕士 ,从事铁代谢研究。

　　黑素转铁蛋白(melanotransferrin)又名 p97 ,应用

单克隆抗体首先在黑色素瘤细胞表面发现
[ 1 ,2]

,是

人类黑色素瘤相关抗原。研究提示 p97属于运铁蛋

白家族中的成员。可以有两种不同的形式存在 ,一

种是经糖基-磷脂酰肌醇(GPI)与细胞膜结合;另一

种p97是可溶性的 ,存在于脑脊液和血液中 ,且不含

GPI 。大量研究提示在许多体外培养的细胞如肝细

胞 、胎儿小肠细胞 、脐带 、胎盘 、汗腺导管及人脑毛细

血管内皮细胞表面都含有 p97 ,均有产生可溶性 p97

的能力 ,且 p97能够将拘椽酸铁内化进入细胞 ,而对

转铁蛋白结合铁却没有作用。但有关网织红细胞膜

上是否有 p97存在以及 p97在其铁摄取中的作用却

未见报道 。本实验采用聚丙烯酰胺凝胶电泳法研究

p97在家兔网织红细胞膜上的表达 ,并对其进行功

能实验 ,研究 p97在非转铁蛋白结合铁摄取途径中

的作用。

1　材料和方法

1.1 　药品与试剂
59Fe(FeCI3)为 Amersham 公司产品 , 比活性为

518.13mCi/mmo1;pI-PLC为 Sigma公司产品;电泳所

用试剂为 Bio-Rad公司产品;常规试剂均为分析纯

级。

1.2　家兔贫血模型和网织红细胞的制备

健康日本大耳家兔 2只 ,雌雄不拘 ,体重分别为

2.3和 2.7 kg ,按照 Morgan等方法复制贫血模型[ 3] 。

网织红细胞是从苯肼诱发的贫血家兔模型中获得 ,

在最后一次注射苯肼后 3 ～ 5 d 从耳缘静脉取血 15

ml ,血细胞用冷0 .15 mol/L NaCl溶液洗3次 ,每次洗

涤后离心将上清液去除 ,接着在 4℃条件下以2000 g

离心力离心 30 min ,收集上层 1/4的细胞 ,网织红细

胞浓度为 78%～ 84.5%,将其悬浮于 PBS 缓冲液 ,

使网织红细胞比容维持在 11%～ 17%。

成熟的红细胞从正常家兔中获得 。洗涤方法同

前 ,最后一次离心后 ,取试管底部 1/4 的细胞并悬浮

于 PBS缓冲液 ,使红细胞比容维持在 11%～ 17%。

1.3　聚丙烯酰胺凝胶电泳

大约2×108 网织红细胞在 PI 0.5 ml的磷酸盐

缓冲液(pH7.4)中或0.5 ml含PI-PLC(300 mu/ml)的

磷酸盐缓冲液(pH 7.4)中 ,30℃孵育 30 min ,摇床震

荡 。细胞以 2 000 g 离心 30 min ,收集上清液 ,用 0.2

μm的膜过滤 ,随后用 Centricon-10浓缩 7倍做 SDS ,

PAGE分析。约2×108 成熟红细胞在 0.5 ml的磷酸

盐缓冲液(pH7.4)中孵育 ,用同样的方法浓缩分析 。

将上清液浓缩 7倍后等量加样在 10%的聚丙

烯酰胺凝胶中垂直电泳(夹心式电泳槽),凝胶以

0.1%的考马斯亮蓝 R250室温下固定染色 30 ～ 40

min ,随后用含 40%甲醇和 10%冰醋酸的蒸馏水脱

色 1 ～ 3 h ,直至背景清晰。

1.4　细胞铁摄取的测定

实验中应用的枸橼酸铁溶液是由
59

FeCl3与枸橼

酸钠按 1∶100 的摩尔比混合 ,使铁的最终浓度为

31.25 μmol/L 。
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2只动物共取血 5次。对照组孵育时将 0.1 ml

网织红细胞与枸橼酸铁混合使铁的最终浓度为 2.5

μmol/L ,在 37℃水浴摇床中孵育 30 min ,随后网织红

细胞用冰冷的 PBS 液洗 3次 ,每次洗涤后在 4 ℃条

件下以 2 000g 离心 10 min ,最终网织红细胞以 1.0

ml 20 mmol/L Hepes(pH7.4)溶解 ,其中一半在 4℃条

件下以19 000 g离心 10 min分离出胞浆 ,另一半用

来抽提血红素[ 4] 。胞浆内及血红素内摄取铁以 γ-

闪烁记数器(Packard公司产品)来测定 。

磷脂酰肌醇磷脂酶 C(PI-PLC)实验组中 ,将 300

mu/ml PI-PLC预先加入孵育液中孵育 30 min ,随后

将枸橼酸铁加入混匀重复上述实验 。

为去除内源性转铁蛋白 , 部分网织红细胞用

PBS 缓冲液在 37℃孵育 30 min ,离心后去除上清液 ,

重复 3次 ,离心后将网织红细胞悬浮于PBS中 ,使网

织红细胞比容维持在 11%～ 17%。实验组将 300

mu/ml PI-PLC加入孵育液中孵育 30 min ,随后加入

枸橼酸铁重复上述实验:对照组中加入等量 PBS 孵

育30 min ,重复上述实验 。

2　结果

2.1 　SDS-PAGE蛋白电泳结果

在SDS-PAGE电泳分析图(图 1)中 ,成熟红细胞

孵育上清液 ,在分子量 97 kD位置上没有明显的蛋

白带;而网织红细胞孵育上清液在此位置上有一条

明显的蛋白带 ,同样的结果在 PI-PLC预处理过的网

Fig.1 Coomassie brilliant blue R250 staining profiles of SDS-PAGE

of protein isolated from supernatant of cultured cells

1:marker;2:Supernatant of red blood cells;

3:Supernatant of reticulocytes;

4:Supernatant of PI-PLC+reticulocytes

织红细胞上清液也有 ,且经Model GS-670(图象分析

系统)进行电泳带扫描分析 ,得出两条电泳带的光密

度(OD)值分别为0.315和 0.350 ,后者高于前者 ,提

示家兔网织红细胞表面可能存在 p97。

2.2　PI-PLC对网织红细胞铁摄取的影响

在铁摄取实验以前 ,预先用 PI-PLC(300 mu/ml)

预处理网织红细胞 ,对照组用等量 PBS 代替 ,结果

单纯用 PI-PLC组胞浆内摄取的铁与对照 PBS 组相

比 ,无显著性差异(P >0 .05);被网织红细胞摄取整

合到血红素上的铁 ,两组相比亦无显著性差异(P >

0.05)(表 1)。表明单纯用 PI-PLC作用于网织红细

胞对其铁摄取没有影响 。
Tab.1 Effect of pre-treating reticulocytes withPI-PLC

on Fe3+uptake( x±s , n =5)

Group
Iron uptake(pmol/108)

Cytosol Heme

Control 　　23.16±3.78 　　6.46±1.27

PI-PLC 23.64±2.03 6.26±3.15

2.3　去除内源性转铁蛋白后 ,PI-PLC对网织红细胞

铁摄取的影响

去除内源性转铁蛋白后 ,在孵育液中加入 PI-

PLC ,胞浆内摄取的铁与对照 PBS组相比 ,前者明显

低于后者(P <0.05);同时被网织红细胞摄取整合

到血红素上的铁 ,前者亦明显低于后者(P <0.05)

(表 2)。
Tab.2 Effect of PI-PLC on Fe3+uptake of reticulocytes

depleted endogenous transferrin , ( x±s , n=5)

Group
Iron uptake(pmol/108)

Cytosol Heme

Control 　　2.35±0.37 　　1.47±0.11

PI-PLC 1.82±0.23 ＊ 1.31±0 , 06＊

　　＊P<0.05 , compared with control

3　讨论

p97是属于运铁蛋白家族(包括血清转铁蛋白 ,

人乳铁蛋白等)中的一员 ,是一种糖蛋白 。虽然 p97

与转铁蛋白 、人乳铁蛋白有明显的结构相似性 ,但它

是唯一通过糖基 ,磷脂酚肌醇(GPI)与细胞膜相连的

蛋白 ,且有一种可溶形式 ,目前尚不清楚两种不同形

式的 p97之间的的功能关系
[ 5]

。 Jefferies 等的研究

证明 ,p97可能也参与了正常的脑铁代谢 ,而且很可

能 p97的过度表达是老年痴呆病人脑部铁过度增加

的原因 ,进而导致大量的自由基产生以至某些脑细

胞死亡[ 6] 。

网织红细胞的摄铁十分活跃 ,大量研究结果提
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示其摄取铁有两条途径 ,一条为转铁蛋白依赖铁摄

取途径 , 另一条为非转铁蛋白依赖铁摄取途

径[ 7 ～ 10] 。本实验旨在探讨在网织红细胞膜是否有

p97存在及其在非转铁蛋白依赖铁摄取通路中的作

用。研究发现 ,孵育网织红细胞后 ,其孵育液浓缩 7

倍后 ,用聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质 ,发现在分

子量 97kD附近有一条蛋白质带 ,且用 PI-PLC(能特

异性将GPI 连接的 p97从细胞表面裂解下来的细菌

酶)处理后的上清液 ,在分子量 97KD处仍有一条明

显的蛋白质带 ,且其电泳 OD值高于对照组 ,而成熟

的红细胞则没有此蛋白质 ,这与对转铁蛋白受体的

研究结果非常相似 ,转铁蛋白在摄铁活跃的网织红

细胞膜表面含量非常丰富 ,但随着细胞的成熟 ,它在

红细胞膜上的表达就会消失。上述结果提示在家兔

网织红细胞表面可能存在有 p97。为证实此推测 ,

本实验对 p97进行了摄铁功能实验 。

从表2可见 ,单纯用 300 mU/ml PI-PLC处理网织

红细胞 ,其铁的摄取几乎不受影响 ,这与以往的研究

结果是一致的[ 6] 。因为对于细胞摄铁 ,转铁蛋白介导

的铁摄取是细胞铁积累的主要途径 ,体内 p97在正常

铁循环中几乎不起作用。p97具有在铁负载的情况

下 ,做为铁的屏蔽剂来减少铁的毒性作用。

虽然转铁蛋白是细胞铁的主要来源 ,但许多配

体可以向细胞供铁。当内源性的转铁蛋白存在时 ,

网织红细胞摄取利用低分子量螫合剂结合的铁 ,是

通过螫合剂与转铁蛋白之间的交换 ,由转铁蛋白受

体中介来完成的 ,所以为研究网织红细胞非转铁蛋

白依赖铁摄取途径 ,通常采用两种模型 ,一种是通过

蛋白酶使转铁蛋白受体失活 ,另一种是通过孵育去

除细胞内源性转铁蛋白 ,本实验采用去除内源性转

铁蛋白的模型 。由表 2 可见 ,首先我们证实去除胞

内转铁蛋白后的网织红细胞 , 其铁摄取可减少

90%,进一步证实由转铁蛋白受体介导的摄铁途径

是网织红细胞铁摄取的主要途径 ,而去除转铁蛋白

受体后 ,网织红细胞仍可内化低水平的枸橼酸铁。

在此模型系统中 ,应用 300 mU/ml PI-PLC 预处

理网织红细胞 ,结果网织红细胞胞浆内摄取铁减少

23%,整合到血红素中的铁减少 11%。

实验结果提示在家兔网织红细胞膜上可能存在

有 p97 ,并且在非转铁蛋白依赖摄铁途径 ,p97可能

参与了此过程。
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ABSTRACT

Aim:To investigate the expression of p97 on the membrane of the reticulocyte and the possible role in non-transferrin bound iron uptake.

Methods:The SDS-PAGE and the radioisotope (59Fe)was used in this investigation.Results:①The protein of the supernatant of reticulo-

cytes was separated on SDS-PAGE.There was one band near 97kDa.The same result was obtained with reticulocytes treated with PI-PLC and

the Mean OD of the band was higher than that of untreated reticulocytes.But for the mature erythrocytes , there wasn't apparent band near

97kD.②No apparent effect of only PI-PLC treatment on iron uptake by reticulocytes(P>0.05).③Reticulocytes , depleted endogenous-

transferrin and then treated by PI-PLC , gave a significant decrease in iron uptake in cytosol and in heme (P <0.05).Conclusion:The re-

sults support the possibility that p97 might be able to be expressed on the membrane of reticulocytes and plays a role in non-transferrin bound

iron uptake by this type of cells in rabbit.

　　KEY WORDS:　melanotransferrin(p97);　 SDS-PAGE;　 non-transferrin bound iron;　reticulocyte

人骨髓细胞长期低温保存的研究

黄友章 ,汪声恒 , 杨平地 ,向　丹 , 沈建良 ,岑　坚 , 唐亚辉

(海军总医院血液科 ,北京　100037)

　　细胞保存有重要价值 ,骨髓细胞保存的价值主要在于为骨髓细胞移植提供可靠保证。 传统的骨髓细胞低温保存是采用

二甲基亚砜为保护剂 ,以慢速率“二步”法降温至-80℃, 直接投入液氮。理论上讲 , 细胞在这种温度下 , 一切代谢停止 ,可以

永远保存。本文对 20例人骨髓细胞持续低温保存 15年的情况进行分析。

1　材料与方法

(1)材料 ①骨髓冻存与复温　在局麻下采集骨髓(恶性淋巴瘤骨髓象正常12 例 , 急性白血病完全缓解8 例), 肝素抗凝(40

u/ml), 采集平均量 620(385 ～ 880)ml , 4℃下 , 自然沉降 60 min ,除去血浆及部分红细胞 ,浓集至 220(130～ 400)ml。 4℃下 , 缓慢滴

加等体积含二甲基亚砜(DMSO)、自身血浆(终浓度均 10%, V/V)的 TC-199(GIBCO)液。 分装 2 ml/管(NUNC), 每例平均用管

190(120～ 390)个。置自控程序降温机(1010B , CRYOMED)中 , 以 1℃/min 的降温率自 4℃降至-30℃(为减少释放热对细胞损

伤 ,当温度降至-4℃时 , 给以超速降温), 再以 10℃/min 降至-80℃, 置液氮液相中保存。保存期间液氮储器仅在添加液氮

(以保证标本浸泡于液氮液态中)与放入或取出标本时开放。检测时 ,取出小管 ,投入 40℃水浴中 ,待融化后 ,用含 10%马血清

(HS)的 RPMIl640(GIBCO)液缓慢稀释至 10 ml左右 , 洗涤 3次 , 制备骨髓单个核细胞悬液(BMMNC)。 ②对照骨髓　取胸外科手

术无血液病病人的肋骨骨髓 ,制备 BMMNC。

(2)方法　①降温曲线分析　根据给定降温率 , 分析细胞标本实际降温速率。 ②有核细胞计数(NC)。③台盼蓝拒染计数

(TC)。 ④造血细胞培养　取 BMMNC 按 1×105/ m1·well浓度 , 进行粒单系造血祖细胞(CFU-GM)培养:体系为 1640 、10%HS、

10%胎牛血清(FCS)、0.3%琼脂(GIBCO),所用集落刺激活性为本室按标准制备的胎肌条件培养液(15%, V/V)或经效价对照

测定的GM -CSF(100 ng/ml , 麒麟公司);红系造血祖细胞(BFU-E)和混合造血祖细胞(CFU-GEMM)培养:体系为 IMDM(GIB-

CO)、20%HS 、Epo2U/ml(安进公司)、10%PHA-LCM(V/V , 本室制备)、0.25%甲基纤维素(GIBCO)、10-5 mol/L α-琉基乙醇(GIB-

CO)。计集落(CFU)数 , 取均值。长期培养起始细胞(LTC-IC):IMDM 内含 10%HS 、10%FCS 、5×10
-7

mol/ L 氢化考的松(Sigma ,

改良 Dexter培养液), 加入 BMMNC 1×106/ml·well , 置于 24 孔板(Costar)上 , 33℃, 5%CO2孵箱内 , 每周半量换液一次 , 至 14 d 孔

底形成基质细胞层 ,行 X线照射(15 Gy)。取 BMMNC 按 1×106/ml·well的浓度加入改良 Dexter培养液内 , 接种到经X 线照射的

基底细胞层上 , 33℃, 5%CO2 孵箱内连续培养 ,每周半量换液一次。于第 5 周 ,分别移出孔中的上清及漂浮细胞 ,每孔用胰酶

消化30 s , 加入 IMDM 血清培养液 , 充分混匀 , 不再细胞计数 , 进行琼脂半固体培养 , 1 ml·well , 内含 0.3%琼脂 , 10%HS , 10%

FCS , GM-CSF 100 ng ,以 IMDM 补充体积。 14 d 后计 CFU。

(3)计算 ①降温曲线计算　计降温速率 、释放热 、融合热坪期。 ②有核细胞回收率　RR-NC(%)=(冻后数÷ 冻前数)×

100。 ②台盼蓝拒染回收率　RR-TC(%)=(冻后数÷ 冻前数)×RR-NC。 ④CFU回收率　RR-CFU(%)=(冻前 CFU值 ÷冻后

CFU值)×RR-NC。 ⑤统计　结果用均值数±标准差( x±s)表示 , 组间差异用 t检验。
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