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N Û̂ g

#"( VPG

#

b+

<

*@7D8:A+/7%"""

#

S

<

8+1̂ Û
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%!

孔板#每孔
"'4Ab

)在接种细胞

未完全贴壁情况下#每孔滴加
4"

&

b

待测病毒样品)在
&0f

#

4(

的
OS

%

的培养箱培养
!2C

)$

!

%吸去培养液#室温下干燥
4

A+/

$吸尽孔内液体#勿碰触细胞%)然后#甲醇固定细胞#加入

抗体#显色和计数)

?

!

结
!!

果

?'>

!

成功构建
<

3N1GNV1#1

$

W;

?

G7B

%

&1]_[i#1K]UG1WVH

腺

病毒载体
!

将质粒
3

用
iC*K

和
UD*]K

酶切下
GNV1#1

$

W;

?

G1

7B

%

&1]_[i#

片段#凝胶电泳回收约
&"""I

<

片段)同时#质

粒
<

K]UG%1UWVH

亦被
iC*K

和
UD*]K

酶切#凝胶电泳回收约
4

&""I

<

片段)将以上两片段连接后#转化到感受态细胞
NM4

0

构建出含有正确
GNV1#1

$

W;

?

G7B

%

&1]_[i#

基因序列的
WVH

共表达质粒
P

)以
P

质粒为模板#扩增带
:88P#

和
:88P%

位点

的
GNV1#1

$

W;

?

G7B

%

&1]_[i#1K]UG1UWVH

片段#其长约
!&""

I

<

)

PH

重组系统将上述
!&""I

<

目的片段重组到载体

<

NS[]%%#

上#构建出质粒
O

)

b]

重组系统将目的序列重组

到腺病毒载体
<

3N

"

Ô F

"

641NUG5

上#构建出测序正确的

<

3N1GNV1#1

$

W;

?

G7B

%

&1]_[i#1K]UG1WVH

腺病毒载体)

?'?

!<

3N1GNV1#1

$

W;

?

G7B

%

&1]_[i#1K]UG1WVH

腺病毒载体

的包装和滴度测定结果
!<

3N1GNV1#1

$

W;

?

G7B

%

&1]_[i#1

K]UG1WVH

腺病毒载体需
H:D

-

单酶切后#转染入
%,&3

细胞)

当感染
#&)

后#出现
2"(OHU

#如封
%

图
#

所示)采用免疫法

检测腺病毒滴度#待测病毒样品做
#"

倍系列稀释#从
#"

c&到

#"

c0

)将其感染
%,&3

细胞)通过抗腺病毒的多抗与感染了

腺病毒供试样品的细胞结合#再用辣根过氧化物酶标记的二抗

与一抗结合#经显色液显色#被感染的细胞显示出明显的棕色#

如插
-

图
%

所示)通过计算#该重组腺病毒的滴度为
#'"&d

#"

##

+@>

"

Ab

)

@

!

讨
!!

论

骨髓移植是治疗血液病*实体瘤*免疫系统疾病*急性放射

病等疾病的有效方法之一)骨髓移植后的造血重建过程是一

个多阶段*多因素的过程#其中骨髓造血微环境$

[+DC7

%的修

复#影响着归巢
MGO.

的自我更新*增殖和分化#对于机体重建

#"%#

重庆医学
%"#%

年
!

月第
!#

卷第
#%

期



造血功能具有重要意义'

##1#!

(

)但造血微环境重建及移植后

MGO.

归巢率问题一直是治疗的难点)

[+DC7

是容纳
MGO.

#调控其行为的细胞微环境#称为/干

细胞龛$

.87AD7;;[+DC7

%0)

ĜO.

是构成造血微环境的重要

成分#造血
[+DC7

的支持细胞成分主要由
ĜO.

分化产生其对

维持造血微环境的结构和功能完整性#对
MGO.

保持干细胞特

性和
MGO.

归巢具有重要的支持和趋化作用)有报道
ĜO.

与
MGO.

联合移植可促进
MGO.

的植活率#缩短无髓期#减少

死亡率'

$10

(

)因此#如何合理利用二者之间的关系#是需要考虑

的问题)

研究发现趋化因子及其受体对
MGO.

的归巢和植入起到

了重要的调节的作用)内皮细胞*成骨细胞和其他基质细胞均

表达
GNV1#

#而
MGO.

表达
OiO]!

)因此#

GNV1#

"

OiO]!

生

物轴就是其中最重要的一对调节分子'

#%

(

)本试验前期发现#

体内刺激因子较多#可导致
MGO.

过度分化#使
MGO.

自我更

新能力下降)所以#应更多地关注如何增强干细胞自我更新的

能力)

]>/L#

基因作为一种造血细胞分化早期的关键调控因

子#即为一个较佳的选择)

]>/L#

基因编码一类具有
B>/8

结

构域核蛋白#是一种特异性的转录因子#对于调节
MGO.

自我

更新与分化间的平衡起着重要作用'

,1#"

(

)由于
GNV1#

"

OiO]!

生物轴及
]>/L#

基因对
MGO.

归巢和分化起重要作用)因此

我们设想构建
GNV#

"

]_[i#

融合蛋白腺病毒表达载体#转染

入
ĜO.

#增强
ĜO.

诱导
MGO.

归巢和保持干细胞特性的能

力#同时调节
MGO.

分化)

作者采用全基因合成
GNV1#1

$

W;

?

G7B

%

&1]_[i#

片段#并

在其两端添加限制性酶切位点
iC*K

及
UD*]K

#构建出含正确

GNV1#1

$

W;

?

G7B

%

&1]_[i#

序列的质粒
3

)将质粒
3

用
iC*K

和
UD*]K

酶切下约
&"""I

<

片段#连接至目的载体
<

K]UG%1

UWVH

#构建出含有正确
GNV1#1

$

W;

?

G7B

%

&1]_[i#

基因序列

的
WVH

共表达质粒
P

)以
P

质粒为模板#扩增带
:88P#

和

:88P%

位点的
GNV1#1

$

W;

?

G7B

%

&1]_[i#1K]UG1UWVH

片段#先

后重组到载体
<

NS[]%%#

和载体
<

3N

"

Ô F

"

641NUG5

上#成

功构建出
<

3N1GNV1#1

$

W;

?

G7B

%

&1]_[i#1K]UG1WVH

腺病毒

载体)该重组腺病毒经
%,&

细胞包装后#采用免疫法测定腺病

毒滴度为
#'"&d#"

##

+@>

"

Ab

)重组腺病毒的滴度较高#从而

保证了转染入
ĜO.

的效率#使有足够的
GNV1#

"

]>/L#

融合

蛋白分子在
ĜO.

中表达#有利于本课题组后续进行的#检测

转染重组腺病毒的
ĜO.

对
MGO.

的扩增#趋化及干性保持

作用)
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