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%%!摘%要"%目的%构建具有高效转染率且含有标记基因的携带白介素 C 受体拮抗剂%AMLC9>&基因的重组逆

转录病毒载体 /M7&LAMLC9>) 方法%将AMLC9>基因插入 /M7&LM2N逆转录病毒载体获得重组的逆转录病毒表达载

体 /M7&LAMLC9>#重组的逆转录病毒表达载体 /M7&LAMLC9>通过质脂体转染 0>B!D 细胞进行包装#0>B!D 抗性克

隆经过KC!E 的抗性筛选产生并扩增#将含有病毒的 0>B!D 细胞培养液上清收集后转染 7AJBYB 细胞进行病毒滴

度的测定) 结果%扩增后的KC!E 抗性克隆经过检测和滴度测定结果显示含有目的基因的逆转录病毒最高的病毒

滴度为 ! m!$

C

&?S\.M) 选择含有最高病毒滴度的0>B!D 细胞抗性克隆进行基因组的提取和鉴定#结果显示目的

基因AMLC9>成功地整合到了宿主的基因组中) 结论% 含有目的基因AMLC9>的逆转录病毒载体经过0>B!D 细胞

包装后获得了较高的病毒滴度#为下一步哮喘模型的基因治疗打下了基础)

!中国当代儿科杂志#>??@#AA$@%&BSA CBSO"

!关%键%词"%转染$包装$病毒滴度$/M7&LAMLC9>

!中图分类号"%9 B̀B%%!文献标识码"%>%%!文章编号"%!$$E ÈEB$%#$$"&$" $̀D_! $̀C

=$0Z$.)-. $-*0&-0"-',$')-. &6/)./')'",&6,"',&4),+(0&-'$)-)-. [GTC;7

1#$%%.'()&*# ),DG'&*=(R2*=# )DP'(F/*=H324&5672*6/892:'&65';@# !0/*=@0&* +/J&'"/@4'6&A# !0/*=@0&*# %.&*=(

:/*= [#EC$B# B0'*& %K7&'A'L=A:;;C_E[E##V6/7H;/7&

%%72(',$0'' 829"0')4"%Y+:+)=,3@:,23-:+.X()2,(+) 3-,3+;(325-Z/3-==(+) ;-:,+3/M7&LAMLC9>U(,' '(G' -OO(:(-):H

,32)=O-:,(+) 2)1 :233H()G2=:3--)()G52X-56:"'/&*(% AMLC9> U2=()=-3,-1 (),+3-,3+;(325;-:,+3/M7&LM2N,+G-,

3-:+.X()2,(+) 3-,3+;(325-Z/3-==(+) ;-:,+3/M7&LAMLC9>2)1 ,'-) ,32)=O-:,-1 (),+/2:]2G()G:-555()-0>B!D XH5(/+=+.-

,32)=O-:,(+)6Y'-,32)=O-:,-1 0>B!D :-55=U-3-+X,2()-1 2)1 2./5(O(-1 XHKC!E /3-==@3-=:3--)()G6Y'-:-55:@5,@3-

=@/-3)2,2),=:+),2()()G;(3@=-=U-3-'23;-=,-1 2)1 ,'-;(325,(,-3U2=1-,-3.()-1 XH7AJBYB :-55=()O-:,(+)6;"(+#'(%Y'-

KC!E 3-=(=,2),:5+)-=U-3-,(,32,-1 2)1 :'-:]-1 O+3,'-/3-=-):-+O3-/5(:2,(+) ;(3@=6Y'-3-=@5,=='+U-1 ,'2,,'-'(G'-=,

,(,-3+O;(325=@/-3)2,2),U2=! m!$

C

&?S\.M6K-)+.-Q7>(=+52,-1 O3+.,'-:-55:5+)-+O,'-'(G'-=,,(,-3='+U-1 ,'-

O@):,(+) G-)-# AMLC9> :Q7># '21 (),-G32,-1 (),+,'-G-)+.-+O'+=,:-55=;-3(O(-1 XH0&96!&-0#+()&-(% Y'-

3-:+.X()2,(+) 3-,3+;(325;-:,+3/M7&LAMLC9>-):+1()GAMLC9>2O,-3/2:]2G()G0>B!D :-55='2;-'(G'-3;(325,(,-36Y'(=

/3+;(1-=2X2=(=O+3G-)-,3-2,.-),+O2=,'.26 !!/)-< !&-'"1%="*)$',# >??@# AA %@&'BSA CBSO"

%%E"3 5&,*('%Y32)=O-:,(+)$ 02:]2G()G$ 4(325,(,-3$ /M7&LAMLC9>

%%AMLC 与 AML!B 近年来被认为是哮喘发病的主要

细胞因子#它们通过共同的受体即AMLC9

"

链片段干

预细胞的信号传导通路#促进哮喘的发生) AMLC*AML

!BL8Y>Y_ 途径在F细胞AGT型转换以及AMLC*AML!B

相关炎症因子表达的过程中起到重要的作用!!"

)

遗传突变研究已经证实 AMLC 的 &末端 >3G!#!#

YH3!#C 或 8-3!#[ 被替换后能产生高黏附性的AMLC9

拮抗剂#它可以与 F细胞和 Y细胞结合#但不产生

细胞内的信号传导#因此可以作为人AMLC9拮抗剂)

相似的#鼠AMLC&末端的 !!_ 谷氨酸和 !!" 酪氨酸

突变成天冬氨酸后#其产生的变异体 AMLC9>

%f!!Q\e!!"Q&与鼠AMLC9

"

链有相似的绑定功能#

但却没有诱导信号传导的功能!#"

) 这样我们就可

以通过建立鼠的哮喘模型#然后给予其鼠 AMLC9>

%f!!Q\e!!"Q&的干预治疗#从而以此来判断人的

AMLC 的双变异体 9!#!Q\e!#CQ基因转染对哮喘的

干预作用)

现今已经有很多对小鼠哮喘模型呼吸道局部基

因转染的研究报道) 综合文献发现目前国内外大多

利用腺病毒载体对哮喘模型进行呼吸道转染#未见

(!_D(
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有用逆转录病毒载体对哮喘模型进行呼吸道转染的

研究报道)

作为真核细胞基因转移的载体系统之一#重组

逆转录病毒以其能够高效感染宿主细胞#稳定的整

合到宿主基因组并传至后代细胞等优点而引人注

目#同时#稳定*高效的病毒感染滴度也是使其在基

因转移研究中得到更好应用的重要保证) 本研究旨

在建立携带鼠 AMLC9>%f!!Q\e!!"Q&基因的*具有

理想感染滴度的*稳定的重组逆转录病毒载体系统#

从而为使用该系统进行基因转染研究奠定基础)

AI材料与方法

A6AI材料

含新霉素磷酸转移酶 AA%7-3+9&和 AMLC9>目

的基因片断的重组逆转录病毒载体在中国军事医学

科学院 !! 所构建$双嗜性包装细胞系 0>B!D 由中

国军事医学科学院 !! 所基因工程研究室扈荣良主

任惠赠$小鼠成纤维细胞系 7AJBYB 细胞系由哈尔

滨兽医研究所兽医生物技术国家重点实验室孟庆文

博士惠赠) MA0W?T&Y><A7TY< 9-2G-),购自 A)L

;(,3+G-)公司#Q<T<培养基*KC!E 购自 8AK<>公

司$工具酶#一般试剂及培养基均购自03+.-G2公司

和Y232]2公司)

A6>I方法

!6#6!%脂质体介导 /M7&LAMLC9>转染 0>B!D 细胞

%%质粒 Q7>经苯酚\氯仿反复抽提或玻璃粉纯

化#WQ#_$\WQ#E$ !̂6E#用前过滤除菌)

取 [$ .M细胞培养瓶中旺盛生长期的 0>B!D

细胞 !n# 分传#BDd#[b &W

#

条件下#培养 !E j

#C '#待细胞 D[b汇片时#准备转染)

脂质体\Q7>复合物的制备在 [$$

!

M无菌T/L

/-)1+3O管中配液) >液'将 # jB

!

GQ7>稀释于

#[$

!

M无血清无双抗的Q<T<营养液中) F液'将

B$

!

MM(/+O-:,2.()-稀释于 #[$

!

M无双抗无血清的

Q<T<营养液中) 混合>F两液#轻微震荡#充分混

匀后#室温放置 B$ .()#此时如果溶液浑浊#不影响

转染) 如果出现沉淀#则停止转染)

在Q7>和 M(/+O-:,2.()-作用过程中#将 D[b

汇片的细胞用无血清无双抗的Q<T<营养液清洗 B

次#加入 # .M无血清无双抗的 Q<T<营养液) 将

作用完毕的Q7>\M(/+O-:,2.()-混合物#加入到细胞

上清中#轻晃摇匀#BDd#[b &W

#

培养 [ j!# ' 后#

换入 [b血清的Q<T<营养液)

!6#6#%KC!E 抗性细胞克隆的筛选%%转染后的

0>B!D 细胞在 BDd#[b &W

#

培养B_ '后#将细胞按

!n[#!n!$#!n![#!n#$ 分传入 _ 孔板中#!# ' 后#待

细胞贴壁后#加入大于最小致死剂量 KC!E 的

Q<T<营养液继续培养) 由于 KC!E 对真核生物与

原核生物细胞均具有毒性作用#增殖中的细胞对

KC!E 更为敏感) 转染后的细胞根据生长情况#每

B 1 换一次液#随着时间的延长#死亡细胞增加#大

约 !$ 1#可见细胞克隆) 同时设阴性对照%未进行

转染的0>B!D 细胞&以及空白对照%单纯的 Q<T<

营养液&)

!6#6B%产毒细胞的克隆%%将 "_ 孔板中每孔加入

!$b血清的Q<T<营养液#把长出细胞克隆的 _ 孔

板#在灯光下观察#可见单个细胞克隆#呈明显的不

透明状#用记号笔画圈标记克隆的位置#在超净工作

台上用无菌枪头挑取细胞克隆#打入 "_ 孔板#长满

后#依次传入 #C 孔板#_ 孔板#B$ .M细胞培养瓶#

[$ .M细胞培养瓶#逐步扩大培养#扩大培养时#

KC!E 的浓度为 B$$

!

G\.M#血清添加量为 !$b)

!6#6C%产毒细胞上清的收取及浓缩%%将得到的

KC!E抗性克隆在含有KC!E 的选择培养液中扩大培

养#收集病毒前 ! 1 将阳性细胞!n#分传#待产毒细胞

生长至 [$bj"$b汇片时#弃去培养液#加入半量的*

新鲜的 !$b的培养液#第 #天收取培养上清) 差速离

心浓缩病毒上清#具体步骤为'Cd#!$ $$$ 3\.()#离

心 ![ .()) 弃沉淀#上清 Cd C$ $$$ 3\.()#离心

# ') 离心管置于冰浴条件下# !b体积的 !$b

Q<T<营养液重悬沉淀#重悬时#使用同一吸管以

避免损失#约 ![ .()吹打一次#避免产生气泡%气泡

的产生会使病毒蛋白变性&)

!6#6[%克隆细胞株基因组的提取以及目的基因的

0&9扩增%%克隆细胞株基因组的提取参照文献

!B") 引物的设计为了保证 AMLC9>的 :Q7>全部

整合至 0>B!D 细胞基因组中#采用突变引物#同时

设阴性对照*阳性对照和空白对照) 阴性对照为未

被转染的0>B!D 细胞$空白对照为无论是含有目的

基因还是不含有目的基因的 0>B!D 细胞基因组均

不存在)

AMLC9>L?' [pLK>>YY&>YKKKY&Y&>>&L

&&&&>K&YLBp

AMLC9>L9' [pLY&K&K>&Y>&K>KY&>Y&L

&>YKY&&>YK>YLBp

!6#6_%AMLC9>重组逆转录病毒的滴度测定%%在

进行滴度测定的前一天#将 7AJBYB 细胞以! m!$

[

传代于 _ 孔板中#每孔 # .M待细胞生长至 [$b j

E$b汇片时#弃掉原培养液#加入 ! .M含有 !$

!

M

(#_D(
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和 !$$

!

M病毒上清的新鲜培养液#BDd下温浴 C '#

然后再加入新鲜培养液#B .M继续培养 CE '#将细胞

!n!$传代于新的 _ 孔板中#加 KC!E%[$$

!

G\.M&筛

选 !$ 天#记数所形成的克隆数#按如下公式计算滴

度'KC!E 抗性 &?S\.5̂ 克隆数\病毒原液的体积

%.5& m稀释度!C"

)

!6#6D%高滴度重组病毒的筛选%%比较已知滴度

的重组逆转录病毒#筛选出滴度最高的重组病毒

È$d保存#用于下一步实验研究)

>I结果

>UAI=7DAB 细胞抗性克隆形成

将重组逆转录病毒载体 /M7&LAMLC9>转染正

常生长的 0>B!D 细胞#在 B$$

!

G\.MKC!E 筛选条

件下大部分细胞死亡#被成功转染的细胞获得KC!E

抗性存活而形成克隆#未被转染的 0>B!D 细胞以及

空白对照组上述条件下 !$ 1后未见细胞克隆形成)

>U>I=!;扩增结果

0>B!D 细胞抗性克隆扩大培养后提取细胞株基

因组#利用 AMLC9>特异性突变引物进行 0&9扩增

得到约 C#B X/ 的条带#与目的基因 AMLC9>片断大

小相等#而未转染的 0>B!D 细胞和空白对照中没有

扩增出 C#B X/ 大小的片断#说明扩增具有特异性

%图 !&)

>UDI重组病毒感染滴度测定

收获的重组病毒感染正常生长的 7AJBYB 细胞

后#在KC!E%[$$

!

G\.M&筛选条件下大部分细胞死

亡#被病毒感染的细胞获得 KC!E 抗性存活形成克

隆#图 # 为7AJBYB 细胞抗性克隆染色后的结果)

!""""""""""#""""""""""$""""""""""%"""""""""&

%#$"'(

#")**

!+***

,&*

&**

#&*

!**

%%图 AI克隆细胞株基因组中目的基因 [GTO;7的 =!;

结果I被转染成功的0>B!D 细胞在0&9扩增后可见到 C#B X/的目

的条带%箭头所指&#而未被转染的 0>B!D 细胞则未见到目的条带#

空白对照组亦未见到目的条带) !'阳性对照$ #'阴性对照$ B'AML

C9>$ C'<23]-3QM#$$$$ ['空白对照

%%图 >I重组病毒感染 L[WDHD 细胞后 VOA\ 筛选出的

克隆I

0C 细胞株感染7AJBYB 细胞后经KC!E 筛选出的抗性克隆)

重组逆转录病毒载体转染包装细胞后获得了整

合有AMLC9>的 [ 株产毒细胞0!*0#*0B*0C*0[) 重

组逆转录病毒在 7AJBYB 细胞上测定感染滴度#其

中0C 细胞株产毒滴度最高为 ! m!$

C

&?S\.M)

DI讨论

基因治疗是将特定的基因转入患者特定的靶细

胞以最终达到治疗基因紊乱性疾病的治疗方法) 随

着基因治疗的深入开展 #建立安全高效的基因转移

载体系统成为至关重要的研究课题) 目前应用较多

的逆转录病毒* 腺病毒* 脂质体等载体 #虽已取得

了一定的实验结果 #但都存在一些问题 #不同程度

地阻碍和延缓了基因治疗的进程) 随着基因重组技

术及包装细胞系的不断发展 #重组逆转录病毒载体

已经克服了传统载体的诸多弊端![#_"

#并初步用于

临床试验!D"

#这无疑是实现安全高效基因转移的一

次新的飞跃 #能否真正做到临床广泛应用 #基础研

究的突破势在必行)

本研究选用的包装细胞系 0>B!D#属于第 # 代

包装细胞系#含有逆转录病毒0><B 基因组#除
/

信

号缺失外#[pMY9部分缺失#BpMY9被 84C$ 的 /+5H>

信号取代#这种包装结构与载体结构至少要经过两

次独立的重组才能形成有复制能力的野生型病毒#

安全性高#而且 0><B 的 -);来自 C$D$>双嗜性逆

转录病毒#可产生双嗜性病毒颗粒#从而扩大了病毒

的寄主范围!E"

)

AMLC9>是AMLC 和AML!B 的拮抗剂#AMLC 和AML!B

在哮喘发病的始动环节起重要的作用!""

#在哮喘发

病的始动环节拮抗 AMLC 和 AML!B#有望从根本上控

制哮喘的发作#本试验采用的逆转录病毒载体有能

够整合到宿主细胞基因组并持续表达目的蛋白的特

(B_D(
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点#所以其用于人类基因转染的治疗有着可观的前

景#本试验所得到的含有目的片断的逆转录病毒可

以进行下一步哮喘模型的基因干预研究#从而为人

类哮喘的基因治疗提供了实验基础)

!参%考%文%献"

!!"%?+=,-308# P-XX Q&# e2)G<# J-3X-3,&# c@.239c6Q(==+:(2L
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#$!$ 儿科高级研修班招生简章

上海交通大学医学院附属上海儿童医学中心是上海市人民政府与美国世界健康基金会%03+R-:,JW0T&的合作

建设项目#是一所集医疗*科研和教学于一体的儿科综合性医院) 医院技术力量雄厚#设施齐全#拥有国家和市级重

点学科#如小儿心血管中心*血液肿瘤科和儿童保健科) 上海儿童医学中心自建院起#始终秉承/培训,培训者0

%Y32()()GLY32()-3&理念#为全国各地尤其是贫困和欠发达地区培训了大批儿科方面的骨干型人才#并通过他们又培养

了一大批儿科专业人士#从而为提高和推动当地的儿童医疗健康事业提供了最有力的支持#儿科高级研修班就是这

一理念的最佳体现)

招生地区'不限

要求'

$

进修医生'本科毕业$二级医院需工作 [ 年以上$三级医院需工作 C 年以上)

%

进修护士'中专以上学

历$二级医院需工作 [ 年以上$三级医院需工作 B 年以上)

培训科目'招生专业'急救与0A&S科*新生儿与7A&S科*儿内科%包括#消化*呼吸*肾脏*风湿免疫*神经*内分

泌&*血液肿瘤科*小儿外科*小儿骨科*麻醉科*放射科*儿保科)

培训时间'#$!$ 年 B 月,,,#$!! 年 # 月%一年&

奖学金' 被录取者均属获得奖学金者#将享有免收进修费*住宿费并给予生活津贴%医生 !$$$$ 元\年#护士 E$$$

元\年&)

报名办法'请报名者将个人简历*进修科目*一位正高级职称医师推荐信*盖有单位公章的介绍信于 #$$" 年 !!

月 B$ 日前寄联系人) 面试时间和面试地点另行通知)

联系地址'上海交通大学医学院附属上海儿童医学中心$ 上海东方路 !_DE 号 %#$$!#D&

电话'$#!LBE_#_!_! mB!"$\B$E#%%传真'$#!L[$"$C_!#

请从医院网站索取申请表#网址'UUU6=:.:6:+.6:)

联系人'上海儿童医学中心 科̀教部 杨子贵#陆梅华

上海交通大学医学院附属上海儿童医学中心科教部

#$$" 年 E 月%%%%%%%%

(C_D(




