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摘要!目的 研究重组绿色荧光蛋白腺相关病毒载体分别转染 "(% 细胞!人胚肾细胞"和人 ?F%’G 细胞后绿色荧光蛋白

的表达情况% 方法 用 ?,D%$$$ 血细胞分离机分离骨髓单个核细胞#免疫磁性分离仪纯化 ?F%’G 细胞#重组绿色荧光蛋

白腺相关病毒载体分别转染两种细胞#并通过荧光显微镜&流式细胞仪对绿色荧光蛋白的表达进行分析% 结果 荧光显

微镜下两种细胞均可见绿色荧光蛋白表达# 流式细胞仪于一定时间内检测 "(% 细胞的基因转导效率最高为 %"H+I#

?F%’G 细胞的基因转导效率最高为 "EJ#在所观察的时间内#转染率呈先升高后降低趋势% 结论 重组绿色荧光蛋白腺

相关病毒载体能转染 "(% 和 ?F%’G 细胞#绿色荧光蛋白基因可作为良好的报告基因#为将来的干细胞基因治疗打下良

好基础%
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OOOOOOOO腺相关病毒!LLe"近年来因其独特的优势越来

越受到重视#它与人类疾病无密切相关#能定点整合

在人 C( 号染色体上#LLe 以非随机的形式稳定整合

到细胞基因组中#无潜在致病威胁#同时能稳定地表

达外源基因#其宿主范围广#可转染分裂期及非分裂

期细胞#且转染效率高 (C)% 绿色荧光蛋白!R=‘"是一

种新型报告基因# 它在长波紫外光或者 ?8"GO激发下

发出绿色荧光#而不需要其他外源底物或者辅助因子

的参与#没有种属特异性和毒性#其灵敏度和分辨率

明显高于现有的免疫组织化学方法(")% 现就重组绿色

荧光蛋白腺相关病毒A0LLefR=‘B分别转染 "(% 细胞

和人 ?F%’G 细胞进行研究% 以确定 R=‘ 作为 LLe

为载体的基因治疗系统中监测指标的可靠性%

COO材料和方法

CHCOO材料和仪器

0LLefR=‘ 和 "(% 细胞!人胚肾细胞"由中国预

防医学科学院病毒学研究所病毒基因工程国家重点

实验室赠送# 分离 ?F%’G 细胞的正常外周血细胞采

自异基因移植正常供者% 79a/:OQ<;9.Z2OQ)$$ 荧光显

微镜’?,D%$$$ 血 细 胞 分 离 机’X9:9[L?, 免 疫 磁 性

分离仪’流式细胞仪$gFO?8;9520%
CH"OO试剂

F[Q[ 培养基购自美国 R95</ 公司# 白细胞介

素 %!NMD%"&白 细 胞 介 素 )!NMD)"&干 细 胞 刺 激 因 子

!,?="购自日本麒麟公司%
CH%OO方法

CH%HCO细 胞 分 离$ 纯 化$ 培 养 健 康 供 者 外 周 血 经

?,D%$$$ 血细胞分离机分离采集外周血单个核细胞#
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图 !""#$%$#&’( 纯化后 ’)*+, 细胞培养后 -!"."""""""""""""""""""""""""""""
!瑞氏染色"原放大倍数#/0!/00$
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图 /88#$%$#&’(8纯化后 ’)*+, 细胞

%瑞氏染色"原放大倍数#/0!/00&
!"@$A &’()* +,--. 902"4",3 B< =":"=>&?
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图 *88CDE 转染后 !F* 细胞和 ’)*+, 细胞细胞活

力的时间变化趋势
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#$%$#&’(免疫磁性分离仪纯化 ’)*+, 细胞"其培养

体系为#)#L#8!8=<:8胎牛血清 /!M" NOG*P/08%4J=<:8
NOGQ8R08%4J=<:8(’D8/008%4J=<’ 接种 ’)*+, 细胞细胞

数为#/S0!/0R8J=<’ !F* 细胞的培养体系为# )#L#8
!8=<"胎牛血清 /0T"接种细胞数与 ’)*+, 细胞的细

胞数相同’
/S*S!""基因转染 检测 3&&UJCDE 的病毒滴度为#!S0!
/0+"?>VJ=<’ 将 3&&UJCDE 上清 +8!< 分别加入 !F* 细

胞培养体系和 ’)*+, 细胞培养体系" 并于加入病毒

后 /!(!+(+I 和 -!8. 定期观察细胞数(细胞活力的变

化" 以及在相差显微镜和荧光显微镜下观察 CDE 基

因的转染情况"用流式细胞仪检测其荧光细胞的强度

和含量’
/S*S*88荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白 吸取 ’)*+,

转染后的细胞 !008!<"离心"/800083J=$%"R8=$%’ 吸取

细胞沉淀滴片"加盖玻片’ 先在相差显微镜下观察细

胞形态与分布"而后再行荧光显微镜观察’ 调整荧光

显微镜参数#发射波长 +F08%="激发波长 +-R8%=’ 荧

光显微镜下观察"转染细胞可见绿色荧光’ !F* 细胞

是贴壁细胞" 因此观察细胞时必须先用胰酶消化"之

后的处理方法同 ’)*+, 细胞’
/S*S+88流式细胞仪检测 直接用荧光 /!DO/&和荧光 !
!DO!&检测’

!88结果

!S/88’)*+, 细胞形态观察

’)*+, 细胞纯化后涂片"瑞士染色后显微镜下观

察"细胞呈圆形"核浆比例大"部分细胞核仁明显"浆

内未见或少见颗粒"见图 /’ ’)*+, 细胞培养后 -!8.
后"!800083J=$% 离心 R8=$%"取残渣滴片"瑞士染色后

显微镜下观察"细胞体积略有变小"核大"部份核仁仍

明显!图 !&’

88888888CDE 转染后观察 !F* 细胞和 ’)*+, 细胞在 /!(
!+(+I 和 -!8. 时" 锥虫蓝染色显示细胞活力的趋势

变 化 情 况" 可 见 !F* 细 胞 在 -!8. 时 的 细 胞 活 力 与

’)*+, 细胞的细胞活力相比"无明显差异"见图 *’

CDE 转染后分别观察 !F* 细胞和 ’)*+, 细胞在

相差显微镜下和荧光显微镜下的细胞形态和绿色荧

光着色情况" 通过相差显微镜和荧光显微镜的镜下

观察比较"见图 +(R(Q(-(I(F(/0’

!S!88流式细胞仪检测结果

3&&UJCDE 转染 !F* 细胞后"CDE 检测阳性率#
!+88. 后为 -SRT"+I8. 后为 /QS*IT"-!8. 后为 *!SIT"
R8W 后为 /0S+T’ 在所观察的时间内"随时间延长"转

染率呈先上升后下降趋势!图 //&’
3&&UJCDE 转染 ’)*+, 细胞后"!+8. 后为 /0T"

+I8. 后为 !RT"-!8. 后为 !0S*T"R8W 后为 /*SRT’ 转

染率高峰在 +IX-!8. 之间’ 在所观察的时间内"随时

间延长"转染率呈上升后下降趋势!图 /!&’

*88讨论

CDE 来源于 "#$%&’( )*+!,&*( 水母" 其基因表达

的蛋白中有一个由经过修饰的氨基酸组成的生色团"
它能在紫外或蓝光的激发下发出绿色荧光"是目前唯

一能在异源细胞内表达后自发产生荧光的蛋白质"因

此 CDE 已用作新型报告基因引起人们极大的兴趣 )**’
&&U 的研究在近年来取得了突破性进展"&&U 能将

外源基因定点整合"无逆转录病毒的潜在致病性"宿

主范围广"可转染分裂期及非分裂期细胞"适合长期(
稳定地在体内表达)+*’ Y935<H558等)R*构建了 3&&UG"49<
载体"转染造血干祖细胞"结果发现 Q0TX-0T的细胞

中可检测到 "49< 的表达" 说明 3&&U 可以高效地将
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图 !""转染后 #$% 细胞!相差显微镜 &’!!("
!"#$% &’( )*++, -./0,1*)-*2 34 .*5673"0/0- 89: ;"./+ ;*)-6. 63,*.;*2 <"-=

>=/,*)560-./,- 7"5.6,56>* *+,-.-/01230./-4-506-7/89(!!(:
图 ;22转染后 <$% 细胞!荧光显微镜#原放大倍数$9(!!("

9"?$@ &’( 5*++, -./0,1*5-*2 34 .*5673"0/0- 89: ;"./+ ;*5-6. 63,*.;*2 <"-=
1+A6.*,5*05* 7"5.6,56>* *+,-.-/01230./-4-506-7/89(!!(:

图 =22转染后 >?%!@ 细胞!相差显微镜#原放大倍数$9(!!("
9"?$B CD(%E )*++, -./0,1*)-*2 34 .*)673"0/0- 89: ;"./+ ;*)-6. 63,*.;*2 <"-= >=/,*A)60-./,- 7").6,)6>*

B+,-.-/01230./-4-506-7/89(!!(:
图 C22转染后 >?%!@ 细胞!荧光显微镜#原放大倍数$9(!!("

9"?$F CD(%E )*++, -./0,1*)-*2 34 .*)673"0/0- 89: ;"./+ ;*)-6. 63,*.;*2 <"-= 1+A6.*,)*0)* 7").6,)6>*
D+,-.-/01230./-4-506-7/89(!!(:2222

图 E22>?%!@ 细胞!相差显微镜#原放大倍数$9(!!("
9"?$G CD(%E )*++, -.H0,1*)-*2 I4 .*)67I"0H0- 89: ;".H+ ;*)-6. 6I,*.;*2 <"-= >=H,*A)60-.H,- 7").6,)6>*

*+,-.-/01230./-4-506-7/89(!!(:
图 $22>?%!@ 细胞!荧光显微镜#原放大倍数$9(!!("

9"?$’ CD(%E )*++, -.H0,1*)-*2 I4 .*)67I"0H0- 89: ;".H+ ;*)-6. 6I,*.;*2 <"-= 1+A6.*,)*0)* 7").6,)6>*
*+,-.-/01230./-4-506-7/89(!!(:

图 9(22<$% 细胞!荧光显微镜#原放大倍数$9(!!("
9"?$JK &’( )*++, -.H0,1*)-*2 I4 .*)67I"0H0- L9M ;".H+ ;*)-6. 6I,*.;*2 <"-= 1+A6.*,)*0)* 7").6,)6>*

*+,-.-/01230./-4-506-7/89(!!(:2
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外源基因导入原始造血细胞%
本 实 验 检 测 了 ,FFGHIJK 转 染 <$% 细 胞 和

>?%!@ 细胞 9<LC<2M 后细胞数&细胞活力和转导效率

的转染情况%转染后 <$% 细胞的荧光阳性细胞数高于

>?%!@ 细 胞 培 养 体 系 的 细 胞 数 # 原 因 之 一 可 能 是

>?%!@ 细胞的特性所决定的# 多数 >?%!@ 细胞处于

I(HI9 期#启动慢’=(% 而 <$% 细胞是一种恶性转化的人

胚肾细胞系#启动快#扩增持续时间和扩增倍数高于

>?%!@ 细胞% 原因之二是 >?%!@ 细胞的培养体系有

待完善# 这也正是体内与体外培养的差异所在% <$%
细胞和 >?%!@ 细胞在培养期间内的细胞活性相差无

几#说明尽管 >?%!@ 细胞在体外培养扩增比较困难#
但如果培养体系选择恰当#体外造血干细胞培养扩增

是可能的’C(%
通过相差显微镜和荧光显微镜下观察以及流式

细胞仪的检测# IJK 转染后 <$% 细胞绿色荧光蛋白

表达细胞阳性率远远高于 >?%!@ 细胞的阳性率#而

且 <$% 细胞中绿色荧光阳性细胞的荧光强度也明显

大于 >?%!@ 细胞中表达阳性细胞# 原因可能是 <$%
细胞属于成熟细胞# 细胞中以细胞浆比例为重#而

>?%!@ 细胞中以细胞核比例为主#IJK 是以蛋白的形

式存在于细胞浆中的#<$% 细胞浆多而细胞核小#细
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图 !"##流式细胞仪检测 $%%&’()* 对 +,-./ 细胞的转

染效率

!"#$%& ’()*+,-./"0* -,,"."-*.1 0, (2234567 "*
89:;< .-==+ ->)?"*-@ A1 ,=0B .1/0?-/(1

图 !!#流式细胞仪检测 $%%&0()* 对 "1- 细胞

的转染效率

6"#C%% ’()*+,-./"0* -,,"."-*.1 0, (223D567 "*
&E: .-==+ ->)?"*-@ A1 ,=0B .1/0?-/(1

胞浆中的 ()* 的量多! 表现为阳性细胞绿色荧光强

度强!反之 +,-./ 细胞的阳性细胞绿色强度弱!而且

绿色荧光多见于细胞的边缘区" 另外!从流式细胞仪

的检测结果看!无论是 "1- 细胞还是 +,-./ 细胞!尽

管可以看出荧光细胞群和非荧光细胞群!其荧光细胞

群与非荧光细胞群之间非常接近!未分成明显的两个

区域! 考虑其原因是我们所选用的 ()* 基因所表达

的荧光强度不够!以致于分群不理想"

本 试 验 $%%&0()* 重 组 病 毒 转 染 "1- 细 胞 和

+,-./ 细胞!其转染的阳性率均低于其他作者所报道

的阳性率#2$" 考虑可能存在原因是%$%%&0()* 重组

病毒滴度较低! 以及分离纯化后的 +,-./ 细胞经检

测 约 113处 于 (4 期 ! 蛋 白 合 成 量 少 " 尽 管 重 组

$%%&0()* 转染 +,-./ 细胞的转染率较报导的低!但

是仍高于逆转录病毒的转染效率!说明 %%& 用于介

导造血细胞的基因治疗!优于逆转录病毒载体" 因此

我们有待于优化 %%& 重组病毒的制备方法!提高重

组病毒的病毒滴度! 改善造血干细胞的体外培养体

系!进一步提高 %%& 重组病毒转染效率!为将来的

基因治疗打下良好的基础"
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