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Z'5\RZ

和

c93>9:48D/>
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蛋白和
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表达的影响$结果
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慢病毒干扰载体
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!载体感染人骨髓基质细胞后
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对照组显著下降$结论
!

成功构建针对人
\MYRQ5$

基因的
ZY70

慢病毒载体!该载体能有效沉默
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骨髓造血微环境主要由骨髓基质细胞(细胞外基质$
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为靶点的肿瘤治疗研究可能成为白血病治疗新的切入
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要方法#同时也为临床治疗提供一个新的疾病治疗途经)
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效地阻抑功能基因的表达'本试验中作者拟设计(构建(鉴定

针对
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基因的
ZY70

慢病毒载体#并转染骨髓基质细

胞验证其干扰效果#为后续研究
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基因在白血病骨髓

微环境中的作用机制奠定基础'
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室温下孵育
%#B04

#加入
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细胞培养瓶中混匀#于
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细胞培养箱中培养'

6F

后弃去培养液#

\O_

清洗
$

次#加入含
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的完全培养基
%#BL

#于
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细胞培养箱内继续培养'

"6F

后收集
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细胞上清液#离

心获得病毒浓缩液#分装后置
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冰箱中保存'

>*?*A

!

重组慢病毒滴度的测定
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采用逐孔稀释滴度测定法测

定重组慢病毒滴度'取对数生长期
%-1V'

细胞#以
%h$#
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"孔

接种至
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孔板#分
6

组#每组设
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个复孔#每孔加入含
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VO_

的
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培养基
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#置
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孵箱下培养
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'准备
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个无菌的
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管#每管中加入
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)

L
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养基#取待测定的病毒原液
$#

)
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加入第
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个管中#混匀后#取
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)

L

加入第
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(
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K!浓度梯度选取对

应细胞孔#吸弃
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)
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培养基#加入
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)
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稀释好的病毒溶液#

于
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孵箱培养'各组加入不同浓度病毒液'
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F

后#补足完全培养基至
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'
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后#观察绿色荧光表达

情况#病毒滴度为每孔表达
SV\

的细胞数"病毒原液量'
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测定最适感染复数$
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值%
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取对数生长期骨髓基

质细胞#以
Nh$#

1

"孔接种于
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孔板#分
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组#每组设
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孔#每孔加入含
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的
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)
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%
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入
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$#
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$N

(

%#

(
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X&[&

培养基至
$##

)

L

&间隔
$NB04

轻轻晃动培养板以使病

毒颗粒与细胞充分接触#

%F

后静置
1+g

(

N, RW

%

孵箱培养#

$#F

后更换为含
$%,VO_

的
X&[&

培养基
%##

)

L

'
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后

在荧光显微镜下观察细胞中绿色荧光表达#选择细胞状态较

好(绿色荧光表达率较高(强度较强的
&WM

值作为待测最适
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值'
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重组慢病毒感染骨髓基质细胞
!

取处于对数生长期骨

髓基质细胞#分为干扰组(空病毒组和正常对照组#每组以
%h

$#

N

"瓶接种至
%NBL

培养瓶#培养
%"F

后#弃去培养基#干扰

组(空病毒组以最适
&WM

值分别加入对应重组慢病毒#补足无

血清培养基至
NBL

#间隔
$NB04

轻轻晃动培养瓶以使病毒颗

粒与细胞充分接触#

%F

后静置
1+g

#

N, RW

%

孵箱培养#

$#F

后弃去培养液#加入含
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的
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培养基
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#
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后提取总
ZY7

行
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检测'
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Z'5\RZ

检测重组慢病毒
ZY70

对骨髓基质细胞

\MYRQ5$BZY7

表达的影响
!

重组慢病毒和空病毒感染骨髓

基质细胞
-!F

#后提取各组细胞总
ZY7

进行
Z'5\RZ

检测!内
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&退火温度
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#延伸时间
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G

'退火温度
!$g
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延伸温度
+%g

#延伸时间
$B04

#循环
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次'
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结
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果
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质粒
XY7

鉴定结果
!
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基因特异性
3FZY7

的寡

核苷酸序列#经退火形成双链
XY7

#与经
Q

G

A

&

和
(F/

&

双酶切

后的
G

SR_ML5SV\

载体连接#连接产物转化感受态菌后#挑取
N

个重组克隆作
\RZ

鉴定#已连接
3FZY7

片段的阳性克隆
\RZ

片段大小为
1"18

G

#未连接
3FZY7

片段的空载体克隆
\RZ

片

段大小为
%--8

G

'除阳性克隆
%

外#其余
"

个阳性克隆扩增产

物大小均为
1"18

G

$图
$

%#鉴定结果与预期相符'选取
$

号阳性

克隆进行
XY7

测序无误#进行后续病毒包装'

?*?

!

重组慢病毒滴度的测定
!

采用逐孔稀释滴度测定法测定

重组慢病毒滴度'重组慢病毒感染
%-1'

细胞后
+%F

观察其

绿色荧光表达#可见表达荧光细胞数随稀释倍数的递增而递

减'在
$#

K"

)

L

病毒原液的孔中观察到
!#

个带有荧光的细

胞#说明该孔中至少有
!#

个病毒颗粒感染了细胞#该病毒滴度

为荧光细胞数除以病毒原液量#即
!#

"$

$#K"

%

k!h$#

N

#单

位
'T
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L

#即
!h$#
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!阴性对照$
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W

%&

%

!

=/4>:/D53FZY7
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XY7

标准&

"

!

6

!阳

性克隆
$

(

%

(

1

(
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(

N

'

图
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重组克隆凝胶电泳

!!

上一条带为
"

5A=>04

电泳条带#下一条带为
\MYRQ5$

的条带#可见

ZY7

干预后的
\MYRQ5$BZY7

表达比对照组和空病毒组明显降低

$

$

!

ZY70

组&

%

!空病毒组&

1

!正常组%'

图
%

!!

\MYRQ5$BZY7

的表达
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!

重组慢病毒感染骨髓基质细胞#测定
&WM

值
!

应用慢病

毒为载体的
ZY70

片段转染骨髓基质细胞后
%"F

#骨髓基质细

胞即出现绿色荧光#病毒整合入细胞'以
+%F

荧光强度最强#

重组慢病毒感染细胞
+%

(

-!F

后#分别在荧光显微镜观察#当

&WM

值为
%#

时#细胞状态最佳#荧光表达率较高#荧光强度较

强'故选取
%#

作为待测最佳
&WM

'

?*A

!

重组慢病毒
ZY70

对白血病骨髓基质细胞
\MYRQ5$

BZY7

表达的影响
!

Z'5\RZ

检测
ZY70

后
\MYRQ5$BZY7

的表达#转染组
\MYRQ5$BZY7

表达明显降低#

ZY70

组比空

白对照组表达明显降低$

;

#

#*#N

%&

ZY70

组与空病毒组相比

表达明显降低$

;

#

#*#N

%&空病毒组与空白对照组相比差异无

统计学意义$图
%

%'

@

!

讨
!!

论

\MYRQ

蛋白是一种含有
N

个
LM&

结构域#借其
Y

端第
$

个
LM&

结构域$

LM&$

%的双锌指结构与细胞内整合素连接激酶

MLb

$一种丝氨酸"苏氨酸蛋白激酶%的
Y

端的
7Yb

$

A4C

E

:04

%序

列相结合#

MLb

再通过其
R

端与整合素
"

$

亚单位的胞质区相结

合'

\MYRQ5$

的
Y5

端
LM&

结构域$

LM&$

%在
\MYRQ5$

靶向到

细胞
5

基质接触位点的过程中发挥着至关重要的作用#改变

\MYRQ5$

的表达水平#还会对
MLb

的表达水平产生可能的影

响#并影响细胞的形态和增殖)

$#

*

'

国内外学者在对多种人类肿瘤组织$乳腺癌(前列腺癌(结

肠癌(肺癌以及皮肤癌%的研究中发现#

\MYRQ5$

在肿瘤相关

基质的成纤维细胞胞质中的表达存在明显上调#而在肿瘤组织

向正常组织浸润的边缘区域#

\MYRQ

的上调程度尤其突出'

部分研究还发现#肿瘤相关基质
\MYRQ5$

的上调程度与肿瘤

#1#1
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的预后以及肿瘤细胞的淋巴结转移存在关系'作者在前期的

研究也发现)

N

*

#

\MYRQ5$

蛋白表达于骨髓基质细胞胞质中#且

对于在白血病中
\MYRQ5$

蛋白的表达有明显上调的趋势'特

异性地阻断
\MYRQ5$

的表达#可能会影响白血病骨髓微环境

对白血病细胞的庇护作用#并实现对白血病增殖黏附功能的

影响'

ZY70

技术是一种有效沉默靶向基因实现其功能阻断的

技术#在癌基因以及肿瘤信号转导的研究中#

ZY70

技术可以

有效沉默目的基因实现对肿瘤生物学行为的调控#并有可能成

为肿瘤治疗重要的技术)

6

*

'非病毒载体系统的细胞转染和以

病毒为载体的细胞感染方式是
ZY70

的主要转染方式#目前慢

病毒技术是
ZY70

应用于基础和临床的主要研究方向#其具备

高转染效率(稳定传代以及对宿主细胞的毒性和免疫反应弱的

特点)

$$

*

'本试验中作者成功设计合成了针对
\MYRQ5$

的靶

向
ZY70

引物#并通过酶切(重组构建了包含
\MYRQ5$3FZ5

Y7

序列的慢病毒载体#通过慢病毒包装产毒后#能够有效转

染人骨髓基质细胞#并在初步的验证试验中发现其能有效阻断

\MYRQ5$ZY7

表达'该实验为本院后续研究阻断
\MYRQ5$

后骨髓微环境功能变化及其对白血病细胞的影响奠定了基础'
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