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#摘要$W目的' 探讨 UUX9%CD]UN98H体外感染猪胰岛细胞后$)"8O@PL:4 基因的表达能力及生物学

活性# 方法'腺相关病毒载体!UUX"介导 %CD]UN98H体外转染新生猪胰岛细胞 !T81'" $用 SD91CS和免

疫细胞化学法检测胰岛细胞内 )"8O@PL:4 4STU及蛋白质水平的表达# 转染后的新生猪胰岛细胞与人

淋巴细胞共孵育$通过 E]8<U法检测培养基中 8]9P $8RT9

$

$DTR9

#

细胞因子水平的变化# 并观察转染组

与对照组葡萄糖刺激后的胰岛素释放反应# 结果'转染组 T81'可检测到 )"8O@PL:4 基因及蛋白表达&与

人淋巴细胞共孵育后 8]9P $DTR9

#

$8RT9

$

浓度明显低于对照组!3jO*O, " &且葡萄糖刺激胰岛素释放反

应与对照组无明显差异!3lO*O2 " # 结论'UUX9CD]UN98H体外转染的胰岛细胞能够表达具有生物学活

性的 %CD]UN98H$可抑制 D细胞激活$而胰岛细胞生理功能不受影响#
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WW新生猪胰岛细胞是人异种胰岛移植最有前途

的供体#但其面临的主要障碍是免疫排斥问题-

C+N

e

D淋巴细胞活化是免疫排斥反应启动的主

要环节- D细胞的活化及其效应有赖于 )LC9抗

原复合体识别及协同刺激信号传递#封闭共刺激

通路可诱导受者对供者抗原特异性 D细胞无能而

产生耐受- 人细胞毒 D淋巴细胞相关抗原 N 免疫

球蛋白! %CD]UN98H"是 CD]UN 分子的胞外段与 8H

RJ段的融合蛋白#可阻断 C+PM 介导的 D细胞协

同刺激通路#抑制 D细胞的活化#从而降低与移植

排斥反应有直接关系的白介素9P ! 8]9P " .肿瘤坏

死因子9

#

!DTR9

#

" .干扰素9

$

!8RT9

$

"等细胞因子

的产生#对移植排斥反应有明显的抑制作用),9P*

-

许多研究显示)K92*

#CD]UN98H作为一种新型免疫抑

制物质#体内注射重组可溶性蛋白或基因转染对

移植排斥反应有明显的抑制作用#可延长移植物

的存活时间.改善胰岛移植的效果- 但全身使用

CD]UN98H或体内基因转染可干扰整体免疫功能并

导致非特异性免疫抑制#甚至发生严重并发症#而

且需要重复给予#价格昂贵)29.*

- 本实验利用重组

UUX作为载体#在体外将 "8O@PL:4 基因转染到猪

胰岛细胞#以期得到一种通过局部表达 CD]UN98H

达到抗排斥治疗的新方法-

!"材料与方法

,*,W新生猪胰岛细胞的制备WW出生 K Q2 0 新

生猪 N 头 !购自湘雅医学院动物实验部#体质量

,*P Q,*N 7H"氯胺酮麻醉后#无菌状态下剖腹取

胰#将胰腺剪成 O*2 Q, 44

K 大小组织碎块'O*2

4H_4]浓度的
'

型胶元酶 ! <(H4&公司 "充分消化

后'低温离心 , 4(/# 加入含 POf小牛血清.青霉

素 ,OO A_4].链霉素 ,OO A_4].,f谷氨酰氨.

S1)8,.NO 液#置于 KG i#2 f C̀

P

和 -2f空气

的培养箱内培养#每个培养瓶内约 , k,O

2 个细

胞#纯度约为 MOf-

,*P WUUX介导 "8O@PL:4 基因转染新生猪胰岛

细胞WW取,O 瓶新生猪胰岛细胞#分为实验组和

对照组- UUX9CD]UN98H和 UUX来自中国预防医

学科学院病毒学研究所病毒基因工程国家重点实

验室- 转染时#实验组和对照组分别加入滴度为

,*O k,O

,K

BH_4]的 UUX9CD]UN98H混悬液!病毒颗

粒为 2 k,O

,,

"和 UUX悬液各 2O

&

]#使其重复感

染度! )̀ 8"约为 2 k,O

.

#于 2f C̀

P

培养箱内 KG

i培养 NM %#去除病毒液后#加入新生猪胰岛细胞

培养基进行培养-

,*K WSD91CS检测新生猪胰岛细胞中 "8O@PL:4

基因表达WW于转染后 O # , # ,*2 # K # N # . # - #

,P # ,2 0 分别收集实验组和对照组细胞#按照

!;/$"&公司 STU抽提试剂盒所述方法抽提细胞总

STU#合成 J+TU!试剂盒购自 R;"4;/$&公司 " - 针

对 )"8O@PL:4 的不同片段设计了 P 组引物- "8O@P

上游引 物( 2o9CUUD!CUC!D!!CCCU!CC9Ko' 下游

引物( 2o9!CU!UD!!UUDCUDCDU!!UU!!DC9Ko' 扩

增片段长度为 POO =I- 8H!RJ上游引物(2o9CUCU9

CU!U!!UC!CD!CDCU9Ko' 下 游 引 物( 2o9CD!C9

CCUDD!CDCDCCCUCD9Ko' 扩增片段长度为 -NM =I-

PO

&

]反应总体积中加入下列物质(双蒸水 ,K*.

&

]#P*2 44#6_]0TD1P

&

]#,O k1CS反应缓冲液

P

&

]#D&> 聚合酶 O*N

&

]# PO 44#6_]引物各 O*N

&

]#J+TU,*P

&

]- 在 1E-.OO 型 1CS仪上进行

1CS共扩增#条件如下( -2 i预变性 P 4(/ 后#

-N i 变性 NO '#2M i退火 NO '#GP i延伸 NO '#完

成 K2 个循环#最后 GP i延伸 2 4(/#置 N i保温-

1CS产物经 ,*2f琼脂糖电泳分离#Ec染色后

照相-

,*NW免疫组化检测新生猪胰岛细胞中 CD]UN98H

蛋白表达WW转染 NM % 后#分别收集转染组和对

照组细胞爬片固定#进行免疫组化分析#所用一抗

为小鼠抗人 8H!

,

#二抗为生物素标记兔抗小鼠

8H!#按照常规的免疫组化方法进行检测#+Uc显

色#苏木素复染#照相.分析-

,*2WUUX9CD]UN98H转染后胰岛细胞电镜检查W

W将 P 瓶转染后胰岛细胞 1c< 洗涤后用戊二醛固

定#收集于 EII;/0#"3管#制作电镜标本-

,*.WUUX9CD]UN98H转染后新生猪胰岛细胞功能

GK



中南大学学报!医学版"#POOG#KP!,"W

测定WW葡萄糖刺激实验(转染 . QG 0 后#分别

用含 2*. 44#6_]及 ,.*2 44#6_]葡萄糖的 A9

L&/7$'液培养实验组和对照组细胞 PN %#收集上

清液#放射免疫法测定胰岛素的含量- 每组平行

操作 2 份-

,*GW新生猪胰岛细胞转染 "8O@PL:4 的免疫学效

应体外检测WW取 ,. 孔培养板#转染组.对照组

各 . 孔#空白对照组 N 孔#每孔加纯化的新生猪胰

岛细胞均为 ,O

N 个- 转染组.对照组每孔加人淋

巴细胞 G k,O

G 个'空白对照组未加淋巴细胞- 胰

岛细胞与人淋巴细胞分别共孵育 ,P #PN #K. #NM #

GP % 后分别吸取培养基上清液#用 E8<]U方法测

定 K 组细胞培养液中 8]9P #8RT9

$

#DTR9

#

!各细胞

因子检测试剂盒购自晶美生物技术有限公司 "浓

度#并进行比较-

,*MW统计学处理WW数据均以均数 m标准差

!

#

Um7"表示- 各组间比较采用方差分析#用 <1<<

,O*O 软件进行数据处理#以 3jO*O2 为差异有统

计学意义-

#"结""果

P*,W新生猪胰岛细胞 @@TL"8O@PL:4 转染后 SD9

1CS检测结果WW收集转染后 O Q,2 0 的新生猪

胰岛细胞#SD91CS扩增#结果发现#转染 , 0 后#

"8O@PL:4LV/片段就已经在新生猪胰岛细胞中开

始表达#随时间的推移表达量逐渐达到最高 !图

, " #而对照组未检测到该片段表达- 收集转染 . 0

的新生猪胰岛细胞 SD91CS扩增 "8O@P 基因片段#

发现转染组有 "8O@P 表达#而对照组未检测到其

表达!图 P " -

!""""""""#"""""""""$%"""""""&%%%%%%%%%'%%%%%%%%(%%%%%%%%%)%%%%%%%*""""""""+""""""""",

-"--)"./

++&%./

),$%./

图!"@@TL"8O@PL:4转染后T18'中:4LV/基因的SD91CS检

测结果W)( 1AC)(VM )&"7;"' , Q-(分别转染 O# ,#

,*2# K# N# .# -# ,P# ,2 0

?,-&!SD91CS&4I6(3(J&$(#/ #3:4LV/H;/;(/ T18'&3$;"$"&/'9

3;J$(#/ #3@@TL"8O@PL:4W)( 1AC)(VM )&"7;"' , Q-(

S;I";';/$;0 O# ,# ,*2# K# N# .# -# ,P# ,2 0 &3$;"$"&/'9

3;J$(#/

P*PW转染后 T18'生理功能测定WWUUX转染组

与未转染组高葡萄糖刺激后胰岛素释放量均较低

糖刺激明显增加 !3jO*O, " '但两组间无明显差

异!3lO*O2 " !表 , " -

!"""""""""#""""""""""$

%&&'()

图#"UUX9CD]UN98H转染 . 0 后 T18'中 "8O@P 基因的 SD9

1CS检测结果

?,-&#SD91CS&4I6(3(J&$(#/ #3"8O@P H;/;(/ T18'&3$;"$"&/'9

3;J$(#/ #3@@TL"8O@PL:4 3#". 0&?'W)( 1AC)(VM

)&"7;"' X( D"&/'H;/;H"#:I' C( C#/$"#6H"#:I

表!"胰岛素释放两组结果比较!4A_]"

UUX转染组 非UUX转染组

低糖!]!" ,,2*M m,O*N ,,G*N m,P*O

高糖!L!"

P.,*G mPK*P

""

P.K*. m,G*.

"

WW与低糖刺激比较#

""

3jO*O,

P*KW新生猪胰岛细胞表达 CD]UN98H对抑制 D细

胞活化的免疫学特性WWT18'与人淋巴细胞共孵

育后#测定培养基中的细胞因子浓度#结果发现#

转染组 8]9P #DTR9

#

#8RT9

$

浓度明显低于对照组

!3jO*O, " #而转染组与空白对照组比较无明显

差异!3lO*O2 " !表 P " -

表#"T18'与人淋巴细胞共孵育后培养基中细胞因子测定结果

DTR9

#

!IH_4]" 8]9P!IH_4]" 8RT9

$

!IH_4]"

转染组
,O*M m,*N

""

PO*G mK*,

""

2O*2 mG*P

""

对照组 ,GM*N m,.*M PPO*. mPO*, NOO*G mKN*M

空白对照组 M*G m,*, ,O*N m,*. NO*N m2*,

WW与对照组比较#

""

3jO*O,

P*NW胰岛细胞免疫化学染色与电镜下形态结构

WW免疫荧光染色显示转染组胰岛细胞胞浆有大

量 CD]UN98H阳性荧光染色 !图 KU" #而对照组荧

光染色阴性- 免疫细胞染色也显示转染组有大量

深棕褐色 CD]UN98H阳性的胰岛细胞及少量浅兰

色未转染的胰岛细胞!图 Kc" #转染率约为 GOf'

对照组全部为浅兰色未转染的胰岛细胞#未见深

棕褐色的胰岛细胞 !图 KC" - 提示胰岛细胞转染

MK
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后 CD]UN98H能在 T18'中有效表达- 电镜观察显

示转染组胰岛细胞细胞浆内可见较多分泌颗粒#

其内未见病毒颗粒!图 N+" -

! "

# $

图$"胰岛细胞免疫化学染色与电镜下形态结构体WU(转染组胰岛细胞 CD]UN98H免疫荧光染色' c(转染组胰岛细胞 CD9

]UN98H免疫组化染色! kNO"' C(对照组胰岛细胞 CD]UN98H免疫组化染色! kNO"' +(转染组胰岛细胞电镜下形态

! k,P 2OO"

?,-&$844:/#J?$#J%;4('$"?&/&6?'('#3CD]UN98H(/ T18'&/0 )#"I%#'('(/ E6;J$"#/ 4(J"#'J#I;WU( R:#";'J;(/ '$&(/ (/ (/ $%;$"&/'9

H;/;H"#:I' c( CD]UN98H(44:/#J?$#J%;4('$"?#3$%;$"&/'H;/;H"#:I' C( T#$0;$;J$;0 (/ $%;J#/$"#6H"#:I' +( )#"I%#'('(/

E6;J$"#/ 4(J"#'J#I;(/ $%;$"&/'H;/;H"#:I ! k,P 2OO"

$"讨""论

由于腺相关病毒无致病性.宿主范围广.转染

和表达率高.可使目的基因长期表达等优点成为

当前基因治疗中最有潜力的基因转移系统)G*

- 本

研究应用腺相关病毒载体 !UUX"将 )"8O@PL:4 基

因在体外转染新生猪胰岛细胞 ! T18'" #实验结果

显示#转染组胰岛细胞 SD91CS可检测到 "8O@PL:4

4STU#免疫细胞化学染色显示胞浆内明显棕黄色

CD]UN98H阳性染色#说明外源性的 "8O@PL:4 基因

在腺相关病毒载体的携带下#成功地整合到胰岛

细胞内#并有相应的 4STU和蛋白质表达- 电镜

下转染组胰岛细胞内未见病毒颗粒存在#说明病

毒载体已整合到细胞染色体中#而不是以附加体

的形式存在#因而可以使目的基因不至于丢失-

转染组和非转染组胰岛细胞的葡萄糖刺激试验胰

岛素分泌量无明显差别#说明 UUX9CD]UN98H转染

后胰岛细胞的生理功能没有受到明显影响#经过

基因修饰的胰岛细胞仍然可以接受有效生理刺激

信号-

将转染组和非转染组的新生猪胰岛细胞#分

别与人淋巴细胞共孵育#通过 E]8<U的方法检测

培养基中 8]9P #8RT9

$

#DTR9

#

K 种与免疫排斥关系

较密切的细胞因子浓度来观察外源性 "8O@PL:4 基

因表达产物的生物学活性及其对免疫反应过程的

影响#结果转染组培养基中 K 种细胞因子的浓度

明显低于非转染组#与空白对照组无明显差别#表

明 UUX9CD]UN98H转染的胰岛细胞能够表达具有

生物学活性的 CD]UN98H#可发挥抑制排斥反应的

作用- 免疫应答是在遗传基因的调控下#由多种

细胞和免疫分子的参与下发生的- 常把它分为感

应!或识别 " 阶段.增殖和分化阶段以及效应阶

段- 对 D细胞共刺激信号的研究认为#对 D细胞

的完全活化及活化之后有效的免疫应答必须有两

个信号的存在),*

- 第一信号由抗原提供即 )LC9

抗原复合体'第二信号即协同刺激信号#由抗原提

呈细胞 !U1C细胞 "的协同刺激分子提供#最具代

表性的协同刺激分子是 U1C上表达的 cG 分子及

其 D细胞上的受体 C+PM 和 CD]UN - %CD]UN98H是

人 CD]UN 的胞外段与人 8HRJ段融合形成的融合

蛋白#它与 U1C上表达的 cG9, ! C+MO " 和 cG9P

-K
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!C+M. "的亲和力高于 D细胞上表达的 C+PM 与

cG9, 和 cG9P 的 亲 和 力)P*

- CD]UN98H阻 断 了

C+PM 介导的 D细胞协同刺激通路#从而抑制 D细

胞的活化#降低与移植排斥反应有直接关系的 8]9

P #DTR9

#

#8RT9

$

等细胞因子的产生'而且能使 D%

细胞保持静止状态#避免其辅助 c细胞产生抗体#

抑制体液免疫),9K*

- 已有动物实验证实)K92*

#体内注

射 CD]UN98H重组可溶性蛋白或 "8O@PL:4 基因转

染对移植排斥反应有明显的抑制作用#可延长胰

岛等移植物的生存时间)M9-*

-

本实验采用体外转染的方法只对供体胰岛细

胞进行转染并产生靶基因的有效表达#表达的 CD9

]UN98H具有抑制 D细胞活化#制止免疫排斥反应

的作用#同时不影响胰岛的生理功能'由于体外转

染的方法不影响机体其他组织细胞#对移植受体

全身免疫系统干扰小- 因此#胰岛细胞体外转染

后移植可能是一种安全.有效的方法#但需体内动

物实验进一步证实-
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