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AG)
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慢病毒株的建立与滴定
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'"-

连续稀释荣华液%用
R&$56%+%<%(

作筛
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!(&HK

细胞系中制备慢病毒株
!)9

)

A

(在
!(&HK

细胞系中制备慢病毒株
)#9

)

G

(在
42C$

细胞系中滴定慢病毒株

图
&

!

包含重组质粒
*

C2(6%+

*

D*"7"I

的慢病毒株的制备与滴定#

-)"

$

='

G

%,+2

!

A-(56:8+6%-(&2(6%>%:8556-+N2P

*

:255%(

)*

C2(6%+

*

D*"7"I%(!(&HK+2&&&%(2$(<6%6:2-3%6%(42C$+2&&&%(2

#

-)"

$

/

(+&
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!""#

年
''
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%
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+
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!
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!,)

!

免疫荧光表达重组融合蛋白
!

转染重组质粒

*

C2(6%+

*

D*"7"I

的
42C$

细胞滴加抗
"D*"HFKA

结

合抗体及羊抗人
$(6%"7GH"'

后%可分别表达特异性

绿色及黄绿色荧光%荧光蛋白主要分布于胞质及核

周)转染空载体的细胞未见特异性荧光%见图
)

&

/

!!!!!!!!!!!!!!

R

!!!!!!!!!!!!!!

A

!!!!!!!!!!!!!!

G

/

(抗
"D*"HFKA

结合抗体观测转染空质粒的
42C$

细胞系重组融合蛋白
7GH"'

免疫荧光表达)

R

(抗
"D*"HFKA

结合抗体观测包含重组质

粒
*

C2(6%+

*

D*"7"I

的慢病毒株转染
42C$

细胞系重组融合蛋白
7GH"'

免疫荧光表达)

A

(羊抗人
7GH"'

抗体联合兔抗羊
F

)

1"HFKA

二抗观测

转染空质粒的
42C$

细胞系重组融合蛋白
7GH"'

免疫荧光表达)

G

(羊抗人
7GH"'

抗体联合兔抗羊
F

)

1"HFKA

二抗观测包含重组质粒
*

C2(6%+

*

D*"7"I

的慢病毒株转染
42C$

细胞系重组融合蛋白
7GH"'

免疫荧光表达

图
)

!

抗
"D*"HFKA

结合抗体和抗
7GH"'

抗体观测包含重组质粒
*

C2(6%+

*

D*"7"I

的慢病毒株转染
42C$

细胞系重组融合

蛋白免疫荧光表达情况#

-)"

$

='

G

%,+H

!

!P

*

:255%-(-37GH"'%(42C$+2&&56:$(532+62<'%69&2(6%>%:852P

*

:255%(

)*

C2(6%+

*

D*"7"IO

?

$(6%"D*"HFKA$(6%O-<

?

$(<O

?)

-$6"$(6%"98#$(7GH"'$(6%O-<

?

'%69:$OO%6"$(6%"

)

-$6F

)

1"HFKA52+-(<$(6%O-<

?

#

-)"

$

2

!

讨论

AMAB)

是第一个被发现的具有
4FD"'

辅受体

#

+-:2+2

*

6-:

$作用的趋化因子受体%其他
AMA

类趋

化因子受体还有
AMAB'

'

AMAB!

'

AMAB&

'

AM"

AB*

%但除了
AMAB)

与
4FD"'

病毒糖蛋白可发生

融合外%其余受体均不发生融合!

($'"

"

&功能性研究

表明!

''$'!

"

%

AMAB)

广泛存在于人体各组织中%在大

多数
K

细胞'所有单核细胞和几乎所有
R

细胞'人

外周淋巴细胞中都有高表达%但在
0I

细胞上仅有

微量表达%中性粒细胞上则不表达)能与多种其他受

体共表达%

AMAB)

是
K

嗜性
4FD"'

进入
AG),

细

胞内的一个必需受体&

AMAB)

的配体
7GH"'

与辅

受体
AMAB)

有高度亲和性%并与
AMAB)

相结合%

从而阻断
K

嗜向性
4FD

病毒株与
AMAB)

的结合

而强烈抑制其
K

嗜向性感染&因此%目前关于趋化

因子
7GH"'

及其受体
AMAB)

的研究已成为抗

4FD"'

感染的研究热点之一&

近年来%慢病毒载体已作为一个有效而多用途

的基因转移工具得以运用!

'&$')

"

&多种细胞类型都

已被携带多种基因的慢病毒载体成功转导%并将有

治疗作用的基因设计进慢病毒载体进行表达%特异

靶向性针对病毒复制的不同阶段!

'*$'#

"

&为此%我们

构建了含
AMA"%(6:$N%(2

#

7GH"I

$的慢病毒载体

*

C2(6%+

*

D*"7"I

&本实验中所用的
D%:$J-'2:

K;慢

病毒表达系统允许在分裂或非分裂哺乳动物细胞中

让失去复制能力的以
4FD"'

为基础的慢病毒来传

递和表达目的片段&

D%:$J-'2:

K;慢病毒表达系统

是第
&

代系统%其生物安全性高%并与野生型1人

4FD"'

病毒关系最小&

质粒构建中%首先以
*

A;D"7"I

质粒为模板%

合成了目的基因片段
7GH"IG!C

&在
7GH"'

基因

片段后面加上一个
IG!C

序列%目的是使
*

C2(6%+

*

D*"7"I

转导入
4FD"'

易感细胞后%

7GH"'

能滞留

于内质网%在内质网结合'+扣押,新合成的
AMAB)

%

阻止其向细胞表面转运和表达%以阻断和抑制
K

嗜

性
4FD"'

与靶细胞的附着和融合&引物
J'

'

J!

是

根据
*

C2(6%+

*

D*"G"KLJL

#

克隆体系的引物设计

要求设计而成&在此体系中%

JAB

产物可通过上游

引物中所加的
)

个碱基#

A/AA

$而被定向克隆&克

隆载体的突出部分#

1K11

$侵入
JAB

产物的
*

)

末

端%所加碱基复性后%正确取向并稳定表达
JAB

产

物%插入片段可被正确'定向'高效克隆#

#

("V

$&

经
4%(<FFF,+&$F

双酶切重组慢病毒载体
*

C2(6%+

*

D*"7"I

及全自动测序仪测序重组质粒%并与已知序

列相比对后证实(重组慢病毒载体
*

C2(6%+

*

D*"7"I

的构建是成功的&

制备慢病毒株需要将重组质粒
*

C2(6%+

*

D*"7"

I

和包装质粒混合物#

*

CJ'

'

*

CJ!

和
*

CJ

*

D7"

/

"%&
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D1

$共转染
!(&HK

细胞&尽管
&

个包装质粒允许

在
!(&HK

细胞系中反向表达生产病毒后代所必需

的蛋白#

)

$&

'

*

-&

'

:2>

'

2(>

$%但是它们不包含
CKB5

或
*

包装序列%这保证了在此系统中生产的慢病毒

颗粒无复制能力%仅携带目的基因片段%不会有新的

有活力的病毒产生&实验中的慢病毒株滴度由
42"

C$

细胞系滴定测出%此慢病毒株的滴度为
#,*+-

'"

*

K=

*

#C

#如用
4K'"#"

细胞滴定%滴度将提高

'"

个数量级$%此病毒滴度范围可用于后续研究&

间接免疫荧光法观测了重组融合蛋白
7GH"'

在

42C$

细胞系中瞬时表达的情况%检测发现包含重

组质粒
*

C2(6%+

*

D*"7"I

的慢病毒株转染
42C$

细

胞后%可在细胞的胞质和核周观察到特异性绿色及

黄绿色荧光%而转染空载体的细胞未见特异性荧光%

再次证明我们的构建是成功的&同时发现
7GH"

IG!C

蛋白主要存在于细胞裂解产物中%培养上清

中没有发现%这表明
7GH"IG!C

蛋白很少有分泌性

表达&

以上结果证实慢病毒载体可介导
7GH"IG!C

基因高效'稳定转染
42C$

细胞%重组慢病毒表达质

粒
*

C2(6%+

*

D*"7"I

可以用于下一步的病毒感染实

验&相信通过趋化因子
7GH"'

及其受体
AMAB)

相

关研究的不断深入和扩展!

'($!"

"

%以及对
4FD

感染

机制的进一步揭示%有可能设计出有效的
4FD"'

抑

制剂或疫苗%为获得性免疫缺陷综合征#

/FG7

$的防

治带来新的希望&

!参 考 文 献"

!

'

"

!

48(

)

7A

%

J-+9$#

*

$&&

?

BB

%

4587A

%

=>(+,79-:6"62:#2P"

*

-58:2-3#8&6%

*

-62(656:-#$&+2&&56-&-'-P

?)

2(%(+:2$525

692%:2P

*

:255%-(-3AM&AB'$(<AMAB)$(<692%:2(

)

:$36#2(6

%(>%>-

!

E

"

,JC-7L0!

%

!""%

%

!

#

*

$(

2)'+,

!

!

"

!

.$(

)

HW

%

X9$(

)

KW

%

C8-EM

%

=>(+,72&2+6%-(-3AA+92"

#-N%(2:2+2

*

6-:*"O%(<%(

)*

2

*

6%<23:-#$

*

9$

)

2<%5

*

&$

?*

2

*

6%<2

&%O:$:

?

!

E

"

,R%-5+%R%-62+9(-&R%-+92#

%

!""+

%

%"

#

(

$(

!"&*"

!")',

!

&

"

!

R$&$O$(%$(I

%

C$

)

$(2R

%

J$O&-5EC

%

=>(+,.4F;5

?

(<:-#25

'%69<%332:2(6

)

2(26%+$(-#$&%25$:2$++-8(62<3-:O

?

%#

*

$%:2<

AMAB)<252(5%6%@$6%-(6-AMAC'!

!

E

"

,R&--<

%

!""*

%

'"*

(

!))($!)*%,

!

)

"

!

X98.

%

R-$+9%2"/<

Y

2%L

%

B$'&%(5R/

%

=>(+,/(->2&:2

)

8&$"

6-:

?

:-&23-:7GH"'5%

)

($&%(

)

%(R;J!"-562-

)

2(%+<%332:2(6%$"

6%-(-3#252(+9

?

#$&A!A'!+2&&5

!

E

"

,ER%-&A92#

%

!""%

%

!#!

#

!+

$(

'#+%+$'#+#*,

!

*

"

!

J:%6+9266E

%

.:%

)

96A

%

X223C

%

=>(+,76:-#$&<2:%>2<3$+6-:"'

2P2:65<%332:2(6%$&:2

)

8&$6%-(-(<%56%(+6+-:6%+$&+2&&

*

-

*

8&$"

6%-(5%(>%6:-

!

E

"

,R;AG2>R%-&

%

!""%

%

%

(

&',

!

+

"

!

R:8##2XC

%

1--<:%+9E

%

;$

?

2:4R

%

=>(+,;-&2+8&$:$(<

+&%(%+$&2

*

%<2#%-&-

)?

-3AMAB)"85%(

)

4FD"'%($&$:

)

2

*

-

*

8&$"

6%-(-3$(6%:26:->%:$&"($%>2%(<%>%<8$&5

!

E

"

,EF(32+6G%5

%

!""*

%

'(!

#

&

$(

)++$)%),

!

%

"

!

;2&O

?

K

%

G25

*

%:%6-;

%

G2#$5%B

%

=>(+,4FD"'+-:2+2

*

6-:852

%(6:%

*

&2"+&$556:2$6#2(6"2P

*

2:%2(+2<

*

$6%2(65

(

O$52&%(2

*

:2>$"

&2(+2

%

+-::2&$625

%

$(<:2&$6%-(59%

*

6-2(38>%:6%<2:25

*

-(52

!

E

"

,

EF(32+6G%5

%

!""+

%

'()

#

!

$(

!&#$!)+,

!

#

"

!

;-

?

&21E

%

.%&<3%:2/

%

;$(<$&%$7

%

=>(+,!

*

%<2#%-&-

)?

$(<

*

:2<%+6%>23$+6-:53-:+92#-N%(2:2+2

*

6-:852%(4FD"'%(32+"

6%-(

!

E

"

,EF(32+6G%5

%

!""*

%

'('

#

+

$(

#++$#%!,

!

(

"

!

7%2::$7

%

I$%52:B

%

K9%2&2(/

%

=>(+,12(-6

?*

%++-:2+2

*

6-:$"

($&

?

5%5

!

E

"

,!8:E;2<B25

%

!""%

%

'!

#

(

$(

)*&$)+!,

!

'"

"

768##B

%

4Z&&6D,AMA+92#-N%(2:2+2

*

6-:):2

)

8&$625(28"

:-($&#%

)

:$6%-($(<$P-($&

*

$693%(<%(

)

%(692<2>2&-

*

%(

)

(2:>"

-855

?

562#

(

%#

*

&%+$6%-(53-:(28:-($&:2

)

2(2:$6%-(%(692$<8&6

O:$%(

!

E

"

,E;-&!(<-+:%(-&

%

!""%

%

&#

#

&

$(

&%%$&#!,

!

''

"

G259$(2E

%

A92(7

%

A$O$&&2:-7

%

=>(+,76:-#$&+2&&"<2:%>2<

3$+6-:'

*

:-#-625$(

)

%-

)

2(25%5>%$$92#2-P

?)

2($52'"<2

*

2(<"

2(6#2+9$(%5#

!

E

"

,E!P

*

;2<

%

!""%

%

!")

#

&

$(

+"*$+'#,

!

'!

"

18

?

-(/

%

0$9-(EC,;8&6%

*

&2$+6%-(5-3692+92#-N%(256:-"

#$&+2&&"<2:%>2<3$+6-:"'$&

*

9$-((28:-($&$+6%>%6

?

!

E

"

,E;-&

!(<-+:%(-&

%

!""%

%

&#

#

&

$(

&+*$&%+,

!

'&

"

.2562:#$(I/

%

/-X

%

A-92(!/

%

=>(+,G25%

)

(-3$6:$(5

*

:-62$52&2(6%>%:$&

*

$+N$

)

%(

)

5

?

562#69$6

*

:-<8+259%

)

96%62:

>%:85

!

E

"

,B26:->%:-&-

)?

%

!""%

%

)

(

(+,

!

')

"

!(

)

2&#$(/

%

A92:2

*

$(->J,K92&2(6%>%:$&%(62

)

:$52O%(<%(

)

*

:-62%(C!G1H

*

*

%*$(<4FD"':2

*

&%+$6%-(

!

E

"

,JC-7J$69-

)

%

!""#

%

)

#

&

$(

2'"""")+,

!

'*

"

7'$%(5-(C

%

;-(

)

2&&$@A

%

/<

Y

$&%L

%

=>(+,C2(6%>%:$&6:$(5"

<8+6%-(-3%##8(2+2&&5

!

E

"

,;269-<5;-&R%-&

%

!""#

%

)'*

(

&"'$&!",

!

'+

"

W2X

%

W8M

%

A92(

)

C,C2(6%>%:$&

)

2(26:$(5<8+6%-(-3#-852

$(<98#$(562#+2&&5

!

E

"

,;269-<5;-&R%-&

%

!""#

%

)&"

(

!)&

$!*&,

!

'%

"

4$:

*

2:7S

%

1-(@$&2@"/&2

)

:2J,C2(6%>%:85"#2<%$62<B0/%("

62:32:2(+2%( ;$##$&%$((28:-(5

!

E

"

,;269-<5 ;-&R%-&

%

!""#

%

))!

(

(*$''!,

!

'#

"

.2&#R!

%

G%

Y

N

)

:$$31E

%

R&2<$8/7

%

=>(+,C2(6%>%:$&6:$(5"

<8+6%-(-3#$##$:

?

562#+2&&53-:$($&

?

5%5-3

)

2(238(+6%-(

<8:%(

)

<2>2&-

*

#2(6$(<+$(+2:

!

E

"

,A2&&762#A2&&

%

!""#

%

!

#

'

$(

("$'"!,

!

'(

"

X9$(

)

;

%

;$&0

%

I%2<:-'5N%;

%

=>(+,7GH"'2P

*

:255%-(O

?

#252(+9

?

#$&562#+2&&5:258&65%(6:-

*

9%+58

**

-:6-3+$:<%$+

#

?

-+

?

625$362:#

?

-+$:<%$&%(3$:+6%-(

!

E

"

,H/7!RE

%

!""%

%

!'

#

'!

$(

&'(%$&!"%,

!

!"

"

A9-(

)

7.

%

0

)

8

?

26C;

%

E%$(

)

WE,K92+92#-N%(27<3"'

$(<%65:2+2

*

6-:AP+:)$:2:2

Q

8%:2<3-:3-:#$6%-(-3#85+&2%(

@2O:$3%59

!

E

"

,R;AG2>R%-&

%

!""%

%

%

(

*),

/

'%&

/中国感染控制杂志
!""#

年
''

月第
%

卷第
+

期
!

A9%(EF(32+6A-(6:-&D-&%0-+0->!""#


