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细胞色素P450基因修饰的脐带间充质干细胞联合环磷酰胺对急性B淋巴

细胞白血病的治疗作用
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摘 要：目的 研究细胞色素P450（Cyt P450）基因修饰的脐带间充质干细胞（UC-MSCs）联合环磷酰胺（CPA）对急性B

淋巴细胞白血病的治疗作用。方法 通过基因工程方法设计Cyt P450 2B6（CYP2B6）基因序列，采用慢病毒载体基因转染

UC-MSCs，得到可高表达CYP2B6蛋白的CYP2B6-MSC种子细胞。采用实时荧光定量PCR（qRT-PCR）检测CYP2B6基因

的表达评估转染效果；采用流式细胞术检测CYP2B6细胞表面标志物表达；采用体外诱导分化检测CYP2B6细胞分化能力。

将CYP2B6-MSC与Nalm-6共培养，CCK8法和Annexin-V FITC/PI试剂盒检测UC-MSCs/CYP2B6-MSC联合CPA对Nalm-6

细胞的增殖和凋亡的影响。结果 qRT-PCR检测结果显示，CYP2B6-MSC可高表达CYP2B6蛋白，而 hUC-MSC（对照组细

胞）不表达CYP2B6蛋白；流式细胞术及诱导分化检测发现，CYP2B6基因修饰后的MSC流式表型及分化能力均未有显著

变化；肿瘤杀伤实验发现，CYP2B6-MSC 与 Nalm-6 细胞共培养，同时加入 CPA 后，与 UC-MSC 及未加 CPA 组比较，

CYP2B6-MSC+CPA对Nalm-6细胞具有显著的增殖抑制及促凋亡作用（P＜0.01）。结论 CYP2B6基因修饰后的MSC联合

CPA对Nalm-6具有显著的生长抑制和促凋亡作用。
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Abstract: Objective To transfect Cytochrome P450 2B6 (CYP2B6) into umbilical cord mesenchymal stem cells (UC-MSCs) with

lentivirus vector. The anti-tumor effect of B acute Lymphocytic Leukemia with UC-MSCs-CYP2B6 cooperated with

Cyclophosphamide (CPA) was measured to provide laboratory database for gene directed enzyme prodrug therapy (GDEPT) which

used BMSCs as vehicles. Methods Cyp2502b6 (CYP2B6) gene sequence was designed by gene engineering method, and the

CYP2B6-MSC seed cells with high expression of CYP2B6 protein were obtained by transfection of UC MSCs with lentivirus vector

gene. The expression of CYP2B6 gene was detected by real-time fluorescent quantitative PCR (qRT-PCR) to evaluate the

transfection effect; the expression of CYP2B6 cell surface markers was detected by flow cytometry; the differentiation ability of

CYP2B6 cell was detected by inducing differentiation in vitro. The effects of UC-MSCs/CYP2B6-MSC combined with CPA on the

proliferation and apoptosis of Nalm-6 cells were detected by CCK8 and annexin-V FITC / PI kit. Results The results of qRT-PCR
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showed that CYP2B6-MSC could highly express CYP2B6 protein, while hUC-MSC (control group cells) did not express CYP2B6

protein. Flow cytometry and induced differentiation detection showed that the flow phenotype and differentiation ability of CYP2B6

gene modified MSC had no significant change. Compared with UC-MSC and without CPA, CYP2B6-MSC + CPA significantly

inhibited the proliferation and promoted the apoptosis of Nalm-6 cells (P < 0.01). Conclusion These data suggest that MSCs

expressing CYP2B6 with CPA could represent a promising treatment for B acute Lymphocytic Leukemia to test in future clinical

trials.

Key words: gene directed enzyme prodrug therapy; Cytochrome P450 2B6; umbilical cord mesenchymal stem cells;

cyclophosphamide; B acute Lymphocytic Leukemia; proliferation inhibition; apoptosis

急 性 淋 巴 细 胞 白 血 病（acute lymphoblastic

leukemia，ALL）是一种常见的血液系统恶性疾病，

约占成人急性白血病的 20%～30%［1］，占儿童急性

白血病的 80%左右［2］，目前国际上有较为统一的诊

断 标 准 及 治 疗 方 案 ，初 治 患 者 完 全 缓 解

率（Complete Remission，CR）可达 70%～90%［1］，儿

童 ALL 的长期无病生存率（Disease free survival，

DFS）可达 85% 以上［3］。目前化疗在急性淋巴细胞

白血病的治疗中仍占重要地位，但多数抗肿瘤药在

杀伤肿瘤细胞的同时，也杀伤正常细胞，不良反应

较为广泛和严重。

环磷酰胺（Cyclophosphamide，CPA）是急性淋

巴细胞白血病化疗方案中一种重要的药物，属于烷

化剂。CPA在体外无生物活性，在体内经肝微粒体

中药物代谢酶 P450代谢为CPA氮芥而产生细胞毒

作用，为细胞周期非特异性药物，可作用于细胞周

期的各个时期，其主要毒副作用是骨髓抑制和出血

性膀胱炎。出血性膀胱炎是由于其代谢产物丙烯

醛对膀胱壁的刺激引起，当 CPA 累积量超过 150

mg/kg时可发生致死性出血性膀胱炎［4-5］。因此，需

要找到能够增强药物靶向作用，同时减轻药物副作

用的治疗方法。

近年来提出的基因介导的酶前药治疗（gene

directed enzyme prodrug therapy，GDEPT），通过酶

前药外源基因转染相应的靶细胞，将无细胞毒的化

疗前药高效转变为细胞毒药物，可有效降低化疗药

物临床用量，减少因杀伤正常机体细胞而引起的不

良反应，同时提高癌细胞对化疗的敏感性，从而达

到有效杀伤肿瘤而降低副作用的目的［6-7］。GDEPT

还具有“旁观者效应”：死亡的细胞可以通过NK细

胞、T细胞或巨噬细胞介导的宿主免疫应答激发全

身性的抗癌效应［8］。

GDEPT策略发挥杀伤肿瘤的效应需要选择合

适的运送载体。近年来的研究发现，间充质干细

胞（Mesenchymal stem cells，MSCs）易于从骨髓、脐

带等组织中获取、分离及扩增，且多次传代不失去

其干细胞的基本生物学特性；基因转染率高；低免

疫原性；能耐受大剂量化疗药物的冲击和可选择性

地定位于肿瘤的特性，因此被认为是一种理想的基

因治疗的运载细胞［9］。本研究将细胞色素 P450

2B6（CYP2B6）基因转染脐带来源间充质干细

胞（UC-MSCs），检测 CYP2B6-MSCs联合化疗前药

CPA对人B淋巴细胞白血病Nalm-6细胞株的作用，

为以UC-MSCs为载体、Cyt P450为外源酶基因靶向

治疗肿瘤的GDEPT策略提供实验依据。

1 材料

1.1 细胞

人B淋巴细胞白血病（Nalm-6）细胞株，购自中

国医学科学院基础医学研究所。

1.2 主要试剂

CPA（批号 C33250，规格 100 mg），购自 Acmec

公司；RPMI1640培养液、DMEM/F-12培养液、Opti-

MEM 培养液、胎牛血清及胰蛋白酶等，购于美国

Thermo Fisher 公司；第四代慢病毒载体系统，购自

美国 AddGene 公司；病毒转染试剂 Lipofectamine

LTX with Plus、成骨、成脂分化培养液等，均购自美

国Thermo Fisher公司；RNA提取、逆转录试剂盒及

SYBR Green qPCR试剂盒，购于美国Thermo Fisher

公司；CCK-8试剂盒及Annexin V-FITC/PI凋亡试剂

盒，购于日本东仁化学科技有限公司。

1.3 主要仪器

SW-CJ-ZFD 超净工作台，苏州安泰；ST16R 台

式冷冻离心机，Thermo；SPX-70BIII 生化培养箱，

TAISITE；311细胞培养箱，Thermo；CX41倒置显微

镜，奥林巴斯；51119300酶标仪，Thermo；Calibur双

激光四色流式细胞仪，美国BD；96-孔板，Costar；IC

1000自动细胞计数仪，Countstar；7500FAST荧光定

量 PCR 仪，ABI。

2 方法

2.1 脐带间充质干细胞获取及检测

人脐带组织来源于合作单位妇产科医院，脐带

采集通过医院伦理委员会批准，并签署供者知情同
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意书。选择经剖腹产出生的健康胎儿脐带组织，将

脐带组织剪至直径为 1.0～1.5 mm 的小段，采用贴

壁培养法获取原代 UC-MSCs。待细胞融合度为

80% 后，对细胞进行蛋白酶消化和计数，并将细胞

按 1×104/cm2接种至新的培养瓶。按同样方法将细

胞扩增至P2代冻存。

2.2 CYP2B6质粒构建及病毒转染间充质干细胞

按照文献所述方法［10］，本课题组设计并合成了

CYP2B6-MSC基因质粒，利用第 4代慢病毒载体系

统构建 LV-CYP2B6 慢病毒表达质粒。图 1 为 LV-

CYP2B6质粒结构图。

将 LV-CYP2B6慢病毒表达质粒与慢病毒框架

质粒混合，通过LTX脂质体导入 293T细胞，包装得

到成熟慢病毒，收获病毒。将收获的病毒转染至脐

带间充质干细胞，24 h后加入嘌呤霉素筛选加压，待

加压结束后换新鲜完全培养液，获得CYP2B6-MSC

细胞，继续培养至80%密度后传代扩增。

2.3 CYP2B6-MSC细胞生物学功能检测

将转染后的细胞收获后，以正常UC-MSC作为

对照，通过流式细胞术检测CYP2B6-MSC细胞表面

抗原（CD73、CD90、CD105、CD34、CD45、CD11b、

CD19及HLA-DR）。

将UC-MSC及CYP2B6-MSC细胞接种至 24孔

板中，待细胞密度达到 80%融合度时分别加入成骨

诱导培养液及成脂诱导培养液进行诱导，2～3 d换

一次诱导培养液。诱导培养 3～4周后，成脂诱导的

细胞采用油红-O进行染色，成骨诱导的细胞采用茜

素红-S进行染色。

2.4 qRT-PCR检测CYP2B6基因表达

采 用 RNA 提 取 试 剂 盒 ，提 取 UC-MSC 及

CYP2B6-MSC 细胞 RNA。采用 RNA 反转录试剂

盒，逆转上述细胞 RNA 得到 cDNA。采用 SYBR

Green I qRT-PCR试剂盒并使用ABI 7500FAST实时

荧光定量 PCR 仪对上述细胞的 CYP2B6 基因表达

量进行实时荧光定量PCR检测。CYP2B6引物序列

为：上游引物 5’-TGC CCC TTT TGG GAA ACC TT-

3’，下游引物 5’- GGC CTC TAC TCC ACA CAG

CA-3’，扩增片段长度为 140 bp；内参选择人 β-actin

基因，引物序列为：上游引物 5’- CCT GGC ACC

CAG CAC AAT-3’，下游引物 5’- GGG CCG GAC

TCG TCA TAC -3’，扩增片段长度为144 bp。

2.5 CPA对CYP2B6-MSC杀伤效果检测

按照文献报道［10-11］，0.5～2.0 mmol/L 的 CPA 均

可有效杀伤已转染 CYP2B6 基因的细胞及肿瘤细

胞，本研究选择0.5 mmol/L的CPA作为实验浓度。

将 hUC-MSC、CYP2B6-MSC 以 4×104/孔接种

24孔板，将两种细胞各分为对照和CPA组，分别加

入含 0、0.5 mmol/L CPA 的 DF12 培养基，培养细胞

24 h 后，通过倒置显微镜观察细胞状态，判断 CPA

对CYP2B6-MSC杀伤效果。

2.6 Nalm-6细胞增殖检测

将 hUC-MSC、CYP2B6-MSC 以 4×103/孔接种

96 孔板，DF12 培养液（10%FBS）培养过夜；更换含

0（对照组）、0.5 mmol/LCPA 的 1640 培养基，50 µL/

孔，继续培养 24 h；无血清 1640培养基将Nalm-6细

胞 重 悬 浓 度 为 2×105/mL，取 50 µL 与 MSC 或

CYP2B6-MSC共培养，在培养 0、24、48、72、96 h，分

别将 Nalm6 细胞吸出置于新的 96 孔板中；加入 10

µL CCK-8，37 ℃孵育 4 h，检测各组细胞 450 nm 处

吸光度（A）值。

2.7 Nalm-6细胞凋亡检测

将 hUC-MSC、CYP2B6-MSC 以 4×104/孔接种

24 孔板，DF12 培养液（10%FBS）培养过夜；更换含

0、0.5 mmol/LCPA 的 1640 培养基，500 µL/孔，继续

培养24 h；采用无血清1640培养基将Nalm-6细胞重

悬浓度为 2×105/mL，取 500 µL 与 MSC 或 CYP2B6-

MSC共培养，在培养 24 h将 Nalm6细胞吸出，采用

Annexin-V FITC/PI试剂盒检测细胞凋亡。

2.8 统计方法

采用 SPSS19.0统计学软件，计量资料使用 x
—

±s

表示，比较使用单因素方差分析及 t检验。

图1 LV- CYP2B6 慢病毒质粒结构图

Fig. 1 Lentivirus plasmid structure of LV-CYP2B6

··425



Drug Evaluation Research 第43卷第3期 2020年3月

3 结果

3.1 LV-CYP2B6病毒转染间充质干细胞

采用流式细胞法检测 hUC-MSC及基因修饰后

MSC，结果如表 1所示，各组细胞均符合MSC表型：

CD19、CD34、CD11b、CD45 和 HLA-DR 均 为 阴

性（阳性率＜2%）；CD73、CD90、CD105 均为阳

性（阳性率＞95%）。

采用成骨及成脂分化培养液对各组细胞进

行分化诱导，结果发现，成骨诱导培养 4 周后，

各组细胞经茜素红 -S 进行染色均为阳性；成脂

诱导 3 周后，各组细胞经油红 -O 染色均为阳性。

结果见图 2。

3.2 CYP2B6基因表达水平检测

如图 3 所示，CYP2B6-MSC 表达 CYP2B6 基因

水平显著高于UC-MSC，差异具有统计学意义（P＜

0.001）。

3.3 CPA对CYP2B6-MSC细胞的杀伤作用

采用 0、0.5 mmol/L CPA对 hUC-MSC、CYP2B6-

MSC进行处理，48 h后观察细胞状态。如图4所示，0.5

mmol/L的CPA对CYP2B6-MSC具有明显杀伤效果，而

同等浓度的CPA对UC-MSC杀伤效果不明显。

3.4 CYP2B6-MSC/CPA 对 Nalm-6 细胞的增殖抑

制作用

如图5所示，UC-MSC、UC-MSC+CPA对Nalm-6

细胞的增殖无明显抑制作用；在不加 CPA 的情况

下，CYP2B6-MSC对Nalm-6细胞增殖影响不明显，

而加入 CPA 后，CYP2B6-MSC 可显著抑制 Nalm-6

细胞的增殖（P＜0.01）。

3.5 CYP2B6-MSC/CPA对Nalm-6细胞的凋亡作用

与不加CPA组或对照组（UC-MSC/CPA）比较，

CYP2B6-MSC+CPA 可 显 著 促 进 Nalm-6 细 胞 凋

亡（P＜0.01），结果见图6和表2。

表1 MSC细胞流式细胞表型结果统计

Table 1 Flow Cytometric Immunophenotype of MSC

细胞

UC-MSC

CYP2B6-MSC

CD19/%

0.36±0.21

0.59±0.36

CD34/%

0.10±0.05

0.08±0.08

CD11b/%

0.46±0.40

0.52±0.35

CD73/%

99.78±0.22

99.84±0.16

CD90/%

99.90±0.10

100.00±0.00

CD45/%

0.25±0.18

0.18±0.15

CD105/%

99.75±0.25

99.73±0.20

HLA-DR/%

0.32±0.22

0.70±0.45
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图2 MSC细胞分化检测结果分析

Fig. 2 Differentiation analysis of MSC
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图3 qRT-PCR检测细胞表达CYP2B6基因水平

Fig. 3 CYP2B6 expression of MSC by qRT-PCR
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图4 CPA可显著杀伤CYP2B6-MSC细胞

Fig. 4 CPA significantly kills the CYP2B6-MSCs
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4 讨论

目前，化疗在急性淋巴细胞白血病的治疗中仍

具有不可取代的地位，但由于多数抗肿瘤药在杀伤

肿瘤细胞的同时，对正常机体细胞也有广泛的杀伤

力，同时，抗肿瘤药物的耐药性问题和变态反应的

不断显现，限制了其在临床的应用［12］。GDEPT策略

可联合药物代谢酶和化疗前药治疗白血病或实体

肿瘤，具有药物靶向性和降低化疗药副作用的特

点 ，因此在肿瘤治疗中具有一定的临床应用

前景［13-14］。

CYP450为单加氧酶，可催化药物代谢、脂类代

谢等多种反应，是机体对内、外源性物质尤其是药

物进行生物转化的重要酶系。CYP450是一个超家

族，目前已经确定的人类CYP450分属于18个家族，

42个亚家族［15］。人类已合成的近 25万个化合物中

绝大多数为 P450 的底物 16。其中 ，CYP2B6 是

CYP450家族中重要的药物代谢酶，广泛分布于人

体肝脏、肾脏、外周血淋巴细胞等，参与多种内源性

和外源性物质的合成和代谢。CYP2B6基因位于染

色体 19q13.2，全长 28 kb，编码蛋白由 491个氨基酸

组成，定位于细胞内质网。CYP2B6可代谢包括抗

癌药CPA和异CPA等多种前体药物，这些药物的共

同特点是它们本身并无毒性或致癌作用，但在体内

通过CYP2B6/NADPH还原酶（RED）体系代谢为对

肿瘤具有毒性的抗肿瘤药物［17-18］。其中，CPA 是一

种广泛用于抗肿瘤的烷化剂，主要用于肿瘤免疫，

对多种肿瘤有明显的抑制作用，其在体外无活性，

经CYP2B6催化变为活化作用型的磷酰胺氮芥，从

而与 DNA 发生交叉联结，抑制 DNA 合成，干扰

RNA功能，从而发挥抗肿瘤作用［19］。

作为一种广泛应用的抗肿瘤药物，CPA的骨髓

抑制等不良反应也不容忽视，在减少用量的同时达

到理想的疗效成为科学家一直努力的研究方向。

在寻找外源酶基因和相应的化疗前药过程中发现

CYP450 GDEPT 有一些重要的特征：CYP450 前药

如CPA和异CPA等具有强大的旁观者细胞毒性；利

用人类 P450基因从而避免对治疗基因产生免疫反

应的能力；在低氧肿瘤环境中使用公认的传统化疗

前药以及P450还原酶激活的生物还原药物；以及通

过选择性抑制肝脏 P450活性而减少全身暴露于活

性药物代谢物的可能性，这些特征使 P450 GDEPT

在癌症的临床治疗中成为颇具潜力的治疗方案 20。

我们构建的含 CYP2B6 基因的慢病毒表达载

体，导入UC-MSCs后对细胞的CYP2B6基因表达及

生物学特性进行检测：qRT-PCR检测发现，CYP2B6

基因可在基因修饰后CYP2B6-MSC细胞中高表达，

说明慢病毒载体成功构建并在真核细胞内表达；同

时基因修饰后的UC-MSCs，其表面标志物表达及成
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图5 Nalm-6细胞增殖结果

Fig. 5 Proliferation of Nalm-6 cells

 

 

 

 

UC-MSC 

对照            0.5 mmol∙L
−1

 CPA 

10
0  

10
1  

10
2 

 10
3   

10
4
  10

0  
10

1  
10

2 
 10

3   
10

4
   

 

10
0  

10
1  

10
2 

 10
3   

10
4
 

 

PI 

10
0  

10
1   

10
2 

 10
3   

10
4
 

 

1
0

0
  

1
01

  
1
02

  
1
03 

  
1
04  

 

CYP2B6-MSC 

 

1
0

0
  

1
01

  
1
02

  
1
03 

  
1
04  

 

PI 

Annexin V FITC 

 

Annexin V FITC 

 图6 Nalm-6细胞凋亡结果

Fig. 6 Apoptosis analysis of Nalm-6 cells

表2 Nalm-6细胞凋亡率

Table 2 Apoptosis rate of Nalm-6 cells

组别

UC-MSC

UC-MSC+ CPA

CYP2B6-MSC

CYP2B6-MSC+ CPA

细胞凋亡率/%

16.5±5.2

30.8±6.6

28.2±4.8

78.0±8.5**##

与 UC-MSC（+CPA）组比较：**P＜0.01；与 CYP2B6-MSC 组比

较：**P＜0.01
**P < 0.01 vs UC-MSC（+CPA）group；**P < 0.01 vs CYP2B6-

MSC group
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骨、成脂分化等基本间充质干细胞生物学特性没有

改变。对CYP2B6-MSC细胞进行CPA处理后发现，

CPA可显著杀伤CYP2B6-MSC细胞，说明CYP2B6-

MSC细胞可将对细胞无毒性的CPA转化成有毒性

的 4OH-CPA。通过Nalm-6细胞增殖和凋亡检测的

方法观察CYP2B6体外联合CPA的抗急性B淋巴细

胞白血病作用，结果发现，CYP2B6 基因修饰后的

MSC联合CPA对Nalm-6具有显著的生长抑制和凋

亡作用，说明CYP2B6的高表达可以通过联合化疗

前药CPA，增强其杀伤血液肿瘤细胞的作用。

采用重组CYP2B6基因介导的酶前药治疗是一

种颇具潜力的肿瘤治疗的新方法，为因化疗严重不

良反应影响治疗的肿瘤患者带来了希望，但其安全

性问题和进一步应用于临床仍有待更深入的研究。
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