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&是锌转运蛋白家族

的重要成员之一#在调解机体锌代谢以及神经活动过程中发挥

着极其重要的作用'
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然而#
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后
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总量的增加不足以维持损伤处神经元的存

活和轴突的再生#人们采用外源性
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来修复
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虽然取
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#但是#外源性
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存在着宿主排斥反

应*难以通过血脑屏障以及基因治疗的长期安全性等问题)如

果能寻找出调控内源性
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及其受体表达的有效途径#促

进内源性
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的合成*释放及与受体结合#将在体内建立有

效的保护机制#从而减轻脊髓继发性损伤)由
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目的基因片段#采用
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培养基#
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发生体外特异位点重组)取反应终产物转化感受态大肠埃希

菌
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#转化物涂到含有氨苄霉素的
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培养基#无菌操作下
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细胞用
$#"9U

胰

蛋白酶消化#含体积分数
!$U]Z'

的
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完全培养基调整

细胞密度为
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#重新接种于
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" 的细胞培养瓶#
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*体积分数
9U KY
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培养箱内培养#待细胞密度达
&$U

$
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时即可用于转染)细胞状处于对数生长期及较少的传代

次数对于病毒包装至关重要)

重组腺病毒颗粒的形成!用质粒大提试剂盒提取质粒#
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#病毒基因组复制所需的重复序列&#采用酚"仿

异戊醇抽提法提纯质粒
(_+

#在
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转染试剂

的介导下转染
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细胞#当有明显的细胞病态反应

$

K*-

&现象#且有大于
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细胞脱壁时即收集细胞)于
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深低温冰柜中
%$:73

#
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恒温水浴箱中
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反复

冻融
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次#室温下
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:73

离心
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#获得重组腺病毒颗

粒
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上清液即为原代病毒液#取部分原代病毒液再次

感染
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细胞#获得较高滴度第
"

代病毒#如此获得高

滴度的第
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代病毒液)

重组腺病毒的滴度测定!病毒滴度测定采用终点稀释法)

检测前
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在
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孔平底培养板内#每孔加入
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A

个
L-f"=%+

细胞的悬液$含
9U ]Z'

的
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培养箱中孵育待用)取第
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代腺病毒病毒液
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==$
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的
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管内作
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稀释#浓度即为原病
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#以此浓度为起点#作病毒液的
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倍比稀释#

即成
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$
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e!$各种梯度浓度的病毒稀释液)从细胞培养箱

中取出
=&

孔板#确定每孔的细胞均生长良好#吸弃旧培养液#

然后依次将
!$

e%

$

!$

e!$稀释的病毒液加入
=&

孔板中#每一稀

释度占用一行)每一行前
!$

孔加入
!$$

!
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病毒稀释液#第

!!

*

!"

孔均加入
!$$

!

;

不含病毒的完全培养基作为对照)培

养
!$<

左右#观察
K*-

现象#并对
K*-

孔进行计数)计算每

一行的阳性率#计算病毒滴度$
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分析重组腺病毒
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的表达
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实验组$
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&*阴性对照组$

+<)-,]*

&用最佳感染复数

$

XYPd!$$

&感染
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细胞#第
%

组为正常细胞)

A@C

后将培养液弃掉#预冷的
*Z'

轻洗
%

次)收集细胞#通过反复

冻融法裂解细胞获取蛋白)紫外分光光度计法测定提取的蛋

白浓度)聚丙烯酰胺凝胶电泳法制备蛋白胶$体积分数
9U

浓

缩液#

!$U

分离胶&电泳#将蛋白胶转移至
*\(]

膜上)用丽

春红染液染色#经
9U

脱脂奶粉封闭
!C

#一抗兔抗鼠
R3B!

$稀

释比例为
!̂ 9$$

&孵育
!C

#

BZ'B

中洗涤
%

次#继续用
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标

记的二抗羊抗兔$稀释比例为
!̂ 9$$$

&孵育
!C

#
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试剂盒

显色#通过观察重组腺病毒目的蛋白表达情况)
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结
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果
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含
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位点基因片段合成的鉴定
!
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扩增
E11Z!)
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第
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外显子*

E11Z!)R3B!

第
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外显子*

PW-'

"

-,]*)E11Z"

基因片段$图
!

&#

!U

琼脂糖凝胶进行电泳#泳道
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#重叠延伸
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后扩增基因片段

E11Z!)R3B!

"

PW-'

"

-,]*)E11Z"

电泳#片段大小约
"#@M4

#为前

三者之和#证实含有
E11Z

特异位点的目的基因片段完成连接#

见图
"

)

图
!

!!

含
E11Z

特异位点基因片段的
*KW

扩增

图
"

!!

含
E11Z

特异位点基因片段的
*KW

重叠延伸扩增

&9$"

重庆医学
"$!"

年
?

月第
A!

卷第
"$

期



A#A

!

入门克隆的酶切筛选和测序鉴定
!

以
;:.T

/

酶切筛选

入门克隆
D

(6O3)R3B!

#泳道
!

$

%

分别是不同克隆后的酶切

结果#

!U

琼脂糖凝胶电泳)泳道
%

可见有大小约为
!#=M4

和

%#%M4

的目的片段#小片段是入门载体
D

(6O3

骨架部分#这与

入门载体骨架大小相符#大片段为含特异位点基因片段部分

$图
%

&)选取泳道
%

克隆测序鉴定$封
"

图
A

&#证实目的基因

已经克隆至入门载体中)

图
%

!!

;:.T

/

酶切筛选阳性入门克隆
D

(6O3)R3B!

A#B

!

重组腺病毒载体的酶切筛选和测序鉴定
!

重组腺病毒表

达载体经
OC"

&

*

B*4B

&

双酶切后
!U

琼脂糖凝胶电泳#可见

约
%#%M4

处有目的条带的强表达$图
9

&#该条带与入门载体酶

切筛选结果基本符合#证实经过
;W

反应后含有
E11Z

特异位点

的
E11Z!)R3B!

"

PW-'

"

-,]*)E11Z"

基因片段已克隆至表达载

体中)送交阳性克隆测序鉴定$封
"

图
&

&#目的基因
R3B!

克

隆至表达载体中)

图
9

!!

重组腺病毒表达载体经
OC"

&

和
B*4B

&

双酶切

筛选阳性克隆

A#C

!

重组腺病毒滴度的测定
!

重组腺病毒
D

+<)KX\)R3B!

"

PW-'

"

-,]*

按上述终点稀释实验法测得各排阳性孔的比率

$

!$)%

$

!$)!$

梯度稀释度&分别为
!

*

!

*

!

*

$#=

*

$#?

*

$#&

*

$#"

*

$

#

Sd!i!i!i!i!i$#=i$#?i$#&i$#"i$d?#A

#按照

$

'

D

/E2:E3)fE24/2X/1C6<

&方法!毒滴度$

D

GH

"

:;

&

d!$

$

Si

$#@

&

d!$

$

!i!i!i!i!i$#=i$#?i$#&i$#"i$#@

&

d!#&

[!$

@

D

GH

"

:;

)同理获得阴性对照腺病毒
+<)R3B!

滴度为

"#9[!$

@

D

GH

"

:;

)

A#D

!

重组腺病毒感染
L-f"=%+

细胞的荧光表达
!

重组腺病

毒
+<)R3B!

感染
L-f"=%+

细胞后#随着时间的延长#正常的

多角形
L-f"=%+

细胞皱缩变小#细胞间隙变大#多个细胞聚

集呈现葡萄串样改变#荧光显微镜下观察可见明显的荧光#见

封
"

图
?

)

A#O

!

腺病毒介导的
R3B!

基因在
L-f"=%+

细胞中的表达
!

目的基因
R3B!

表达蛋白相对分子质量为
%&[!$

%

#实验组$

+

组&*阴性对照组$

Z

组&感染
L-f"=%+

细胞后
A@C

#

./01/23

4561173

8

结果显示
+

组出现
R3B!

特异条带$图
@

&#阴性
Z

组

及正常细胞组均未出现特异条带)证实重组腺病毒
+<)R3B!

可高效感染
"=%+

细胞#并有目的基因
R3B!

的强表达)

图
@

!!

./01/234561173

8

分析目的基因
R3B!

蛋白的表达

B

!

讨
!!

论

目前#基因治疗中常用的生物病毒载体有重组逆转录病毒

载体*重组慢病毒载体及重组腺病毒载体#其中重组腺病毒载

体具有宿主范围广#外源性基因插入容量大#病毒滴度高#不整

合于宿主基因组#包装相对容易#能够大量扩增及构建成本低

等优点#腺病毒能感染几乎所有的细胞类型#除了一些抗腺病

毒感染的淋巴瘤细胞 '

!!)!"

(

#这对于研究目的基因在神经细胞

中的表达很有意义)

目前#大多采用
+</E0

F

系统来构建重组腺病毒载体#该系

统在设计引物时#添加了实验所需的酶切位点并在位点前加保

护碱基#先将目的基因和穿梭载体分别进行双酶切鉴定#再由

连接酶进行连接*转化*筛选穿梭载体#酶切线性化后和病毒骨

架
+</E0

F

在大肠埃希菌
Z̀5@%

感受态细胞中同源重组#挑选

阳性克隆#酶切及测序鉴定后在
"=%

细胞中包装#整个过程需

要多次酶切#连接和转化筛选并且重组阳性率很低#耗时长*工

作繁琐)

本实验采用
,E1/OE

F

BX技术构建
R3B!

腺病毒表达载体#

在此技术中起到重组作用的位点有
E11Z

*

E11*

*

E11;

*

E11W

)

实验中将含有
E11Z

位点的基因片段与
E11*

位点的供体载体

D

(632""!

在
Z*K563E0/

%

高效酶催化下生成带有
E11;

位点的

入门载体
D

(6O3)R3B!

)入门载体再与带有
E11W

位点的目的

载体
+<

"

KX\

"

\9)(-'B

在
;WK563E0/

%

高效酶催化下生成

表达载体
D

+<)R3B!

'

!%

(

)构建过程基于上述位点特异重组不

再需要限制性内切酶和连接酶的参与#同时
(_+

片段的阅读

框和方向保持不变#这种新的表达更便利*省时)本实验构建

R3B!

不是用来直接进行基因治疗#而是通过目的基因在真核

细胞中表达上调#检测
Z(_]

及其受体
B2MZ

的表达情况#为

'KP

寻找内部自身保护性因子#从而为
'KP

的修复及轴突再生

提供理论依据)
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本研究不足之处在于样本量不够大#且没有对缺血性脑卒

中患者
-]

障碍的发生率进行分析)临床上#脑血管病引起的

智能障碍主要表现在思维*注意力或其他能力的逐步衰退以致

丧失#即呈阶梯式进展#早期部分功能缺失#而其他功能尚存

在'

!?

(

)因此早期进行识别及危险因素的筛选*并进行防控#无

疑为延缓痴呆的发生提供基础的依据)
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