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"摘要#

!

目的
!

研究
VT.11

重组慢病毒对肝细胞再生的作用$方法
!

体外培养人正常肝细胞
T%1

!荧光显微镜下观察感染

VT.11

重组慢病毒后
$

%

'

%

2!

的感染效率!

5TV49

检测
T%1

中
VT.11

的表达$设置
'

个处理组!分别为感染
VT.11

重组慢病毒组%

感染空慢病毒组及未感染组$处理后
0/F

!

@8.Y6@

检测
T%1

细胞中结合珠蛋白
N@\9

的表达&
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法检测处理后
0/

%

-1

%

()F

T%1

细胞的增殖活性&免疫细胞化学检测处理后
10FT%1

细胞中增殖核抗原"

Y6\9

#的表达$结果
!

VT.11

重组慢病毒组感染

T%1

细胞第
'

天的感染效率最高!可达"

(%&$1X'&02

#

a

$

5TV49

检测感染后第
'

天!

T%1

细胞中
VT.11

的表达明显高于第
$

天和

第
2

天"

!

$

%&%2

#$感染
VT.11

重组慢病毒组
T%1

细胞中结合珠蛋白
N@\9

表达显著高于其他两组"

!

$

%&%$

#!而感染空慢病毒

组和未感染组
T%1

细胞中结合珠蛋白
N@\9

的表达差异无统计学意义"

!

%

%&%2

#$感染
VT.11

重组慢病毒组
T%1

细胞各时间点

的增殖活性均明显高于感染空慢病毒组及未感染组"

!

$

%&%2

#&感染
VT.11

重组慢病毒组
T%1

细胞中
Y6\9

的表达显著高于感

染空慢病毒组及未感染组"

!

$

%&%$

#!而感染空慢病毒组和未感染组
T%1

细胞中
Y6\9

的表达差异无统计学意义"

!

%

%&%2

#$

结论
!

VT.11

可以促进
T%1

细胞结合珠蛋白
N@\9

及
Y6\9

的表达!并能增强
T%1

细胞的增殖活性!可能对肝细胞再生有促进

作用$
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肝衰竭患者病死率高#积极深入研究促肝细胞的再生机

制#探索新的治疗方法是征服这一严重疾病的关键措施)近年

来#学者们发现一种新的细胞因子
VT.11

#其在调节细胞增生*

分化*凋亡的过程中发挥重要的作用#并且具有抗感染#诱导急

性炎症介质反应#抵御及修复损伤等作用&

$.2

'

)研究发现
VT.11

受体由
1

个跨膜的异二聚体
VT.11@$

和
VT.$%@1

组成)

VT.

$%@1

分布广泛#几乎在所有细胞表面均有表达#而
VT.11@$

的

分布具有一定选择性#主要分布于尿路黏膜上皮细胞*消化道

和呼吸道黏膜上皮细胞&

).-

'

)

>KE,!

等&

/

'报道#在肝细胞中
VT.

11@$

和
VT.$%@1

均有分布)为进一步证实
VT.11

对肝细胞的

作用#本课题组拟采用
VT.11

重组慢病毒感染人正常肝细胞

T%1

#同时设置感染空慢病毒及未感染对照)进行体外培养

--0'

重庆医学
1%$2

年
(

月第
00

卷第
12

期

"

基金项目!重庆市科委基金项目$
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%)

!

作者简介&张红宾

$
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%#博士#副主任医师#主要从事造血干细胞移植方向的研究)
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通讯作者#
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后#

@8.Y68

检测
T%1

细胞中结合珠蛋白
N@\9

的表达#
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法检测
T%1

细胞增殖活性#免疫细胞化学法检测
T%1

细

胞增殖核抗原$

Y6\9

%的表达)以此评估
VT.11

重组慢病毒对

肝细胞再生的影响#为后续进行的体内实验研究
VT.11

"

@5̀

生物轴与肝脏再生的关系提供细胞实验数据)

>

!

材料与方法

>&>

!

材料
!

VT.11

重组慢病毒由本院血液科实验室构建并保

存)

T%1

细胞由重庆医科大学病毒性肝炎研究所提供)

:\9

NEQBK:T1%%%

和
YK#NBK4CEKY6@

试剂盒购自大连宝生物

8EQEKE

公司)胎牛血清和
:353

培养基购自
Z

;

GJ",B

公司)
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购自美国
4#

D

NE

公司)鼠抗
Y6\9

单克隆抗体和免疫

细胞化学试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司)

>&?

!

方法

>&?&>

!

VT.11

重组慢病毒感染
T:1

细胞感染效率及
VT.11

表

达测定
!

调整正常人肝细胞
T%1

密度为
1c$%

2 个"
NT

#加入

10

孔板中培养#待细胞生长至
)%a

融合时进行感染)感染后

$

*

'

*

2!

#荧光显微镜下观察感染效率#并采用
5TV49

检测感

染
VT.11

重组慢病毒后
T%1

细胞中
VT.11

的表达情况)

>&?&?

!

VT.11

重组慢病毒对人正常肝细胞
T%1

中结合珠蛋白

N@\9

表达的影响
!

将
T%1

细胞接种于
10

孔板中#接种细胞

数为
2c$%

2 个"孔)设
'

个实验组!感染
VT.11

重组慢病毒组

$

9

组%*感染空慢病毒组$

>

组%*未感染组$

6

组%)每组设
'

个复孔#加入
:35:

细胞培养液$含
$%a

胎牛血清%进行培

养)待细胞生长至
-%a

融合时#将
VT.11

重组慢病毒及空慢病

毒储存液稀释
$%%

倍后#分别感染
9

组*

>

组)

6

组仍然使用

:35:

细胞培养液进行培养)在
'-b

#

2a 6̂

1

的孵箱中培

养
0/F

后#收集各组细胞提取总
@\9

)

采用
@8.Y6@

检测结合珠蛋白
N@\9

的表达)设计引物

分别为!结合珠蛋白上游引物!

2h.8̀ `68̀ 68̀ 96696̀

6̀899.'h

#下游引物!

2h.6̀ 6 986 6̀6 989 6̀9 `̀ 8

8̀.'h

(内参
-

.EGC#,

上游引物!

2h.699 9̀ 9668 8̀9 6̀ 6

69969.'h

(下游引物!

2h.̀ 99 6̀9888 6̀̀ 8̀̀ 9̀6.

'h

)反应条件!

(2b2N#,

(

(2b$N#,

#

22b02+

#

-1b02

+

#共
'%

个反应体系(

-1b-N#,

)取
Y6@

扩增产物
2

'

T

#加

)c>IHHBK$

'

T

#行
$a

琼脂糖凝胶电泳)在凝胶成像仪中电

泳结果进行分析)

>&?&@

!
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法检测
VT.11

重组慢病毒对
T%1

细胞增殖的

影响
!

实验分组同前)

T%1

细胞以
2c$%

'

"孔的密度接种于

()

孔板#每组设定
'

个复孔)将
()

孔板放入
'-b

#

2a 6̂

1

的孵箱中培养#分别于感染后
1

*

'

*

0!

后弃上清液#加入
388

溶液
1%

'

T

#无酚红
:35:

细胞培养液
$/%

'

T

#继续孵箱中培

养
0F

后检测各孔吸光度值)

>&?&B

!

免疫细胞化学法检测
VT.11

重组慢病毒对
T%1

细胞

Y6\9

的影响
!

T%1

细胞以
2c$%

2 个"孔的密度接种于
)

孔

板#放入
'-b

#

2a 6̂

1

的孵箱中培养
10F

)实验分组同前#

感染重组慢病毒
$!

后#进行免疫细胞化学检测)弃上清液

后#用
%&%$N"JY>4

漂洗
'

次#每次
2N#,

)

0a

多聚甲醛固定

'%N#,

#再用
%&%$N"JY>4

漂洗
'

次#每次
2N#,

)

'aZ

1

^

1

封闭
'%N#,

#

%&%$N"JY>4

漂洗
'

次)山羊血清室温孵育
$%

N#,

)去血清#加鼠抗增殖细胞核抗原
Y6\9

单克隆抗体
$l

2%%

$一抗%#置湿盒内
0b

过夜)

3Y>4

漂洗
'

次#每次
2N#,

)

加羊抗小鼠抗体$二抗%)置湿盒内
'-b

孵育
$2N#,

)加辣根

过氧化物酶标记链酶卵白素$

4.9

"

Z@Y

%)置湿盒内
'-b

#

$2

N#,

)再用
%&%$N"JY>4

漂洗
'

次#

:9>

镜下显色
2N#,

#光

镜下观察图像)每个孔随机计数
2

个视野#每个高倍镜视野

$

c0%%

%计数
$%%

个细胞#计算呈阳性染色的细胞百分比)

>&@

!

统计学处理
!

采用
4Y44$-&%

统计软件进行数据分析)

计量资料以
5XC

表示#采用单因素方差分析及两因素析因设

计资料的方差分析#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

VT.11

重组慢病毒感染
T%1

细胞的效率及
VT.11

表达情

况
!

荧光显微镜下观测#

VT.11

重组慢病毒感染
T%1

细胞
$

*

'

*

2!

的效率分别是$

1)&1$X1&-'

%

a

*$

(%&$1X'&02

%

a

*$

)$&1$X

1&0/

%

a

#见图
$

)感染后第
'

天的感染效率明显高于第
$

天和

第
2

天$

!

$

%&%2

%)同时
5TV49

检测感染后第
'

天#

VT.11

在

T%1

细胞中的表达$

-&/$X%&11

%

'

D

"

NT

显著高于感染后第
$

天$

$&%$X%&$/

%

'

D

"

NT

和第
2

天$

0&1(X%&$0

%

'

D

"

NT

$

!

$

%&%2

%)

!!

9

!感染后第
$

天(

>

!感染后第
'

天(

6

!感染后第
2

天)

图
$

!!

荧光显微镜下观察
VT.11

重组慢病毒对
T%1

细胞的感染效率

?&?

!

VT.11

重组慢病毒促进正常人肝细胞
T%1

结合珠蛋白

N@\9

的表达
!

T%1

细胞感染重组慢病毒
1!

后提取总

@\9

#行
@8.Y6@

扩增后#

$a

琼脂糖凝胶电泳分析显示#

'

个

实验组的
T%1

细胞均有
-

.EGC#,

及结合珠蛋白的表达#其条带

大小分别为
122

*

0/%O

<

#和实验预期结果一致#见图
1

)

T%1

细胞结合珠蛋白
N@\9

的半定量分析以结合珠蛋白条带"
-

.

EGC#,

条带的光密度值表示#见图
'

)经统计学分析#

9

组
T%1

细胞结合珠蛋白
N@\9

的表达明显高于
>

组及
6

组$

!

$

%&%$

%#

>

组和
6

组之间#差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%)

?&@

!
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法检测出
VT.11

重组慢病毒对
T%1

细胞有明显的
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促再生作用
!

388

法检测各孔吸光度值显示#

9

组
T%1

细胞

各时间点的再生活性均明显高于
>

组及
6

组$

!

$

%&%2

%)而

>

组和
6

组
T%1

细胞各时间点的再生活性差异无统计学意义

$

!

%

%&%2

%)

VT.11

重组慢病毒对
T%1

细胞的促再生作用于感

染
'!

最强#感染
0!

后有所减弱)见图
0

)

!!

$

!

6

组(

1

!

>

组(

'

!

9

组(

0

!

3EQBK:T1%%%

)

图
1

!!

结合珠蛋白凝胶电泳分析结果

?&B

!

免疫细胞学检测出
VT.11

重组慢病毒能促
T%1

细胞
Y6.

\9

表达
!

光镜下#细胞质着色#而细胞核无色或细胞质细胞

核均无色记为
Y6\9

阴性细胞#细胞核染为棕黄色记为
Y6.

\9

阳性细胞)

9

组有较多
Y6\9

阳性细胞#细胞核染色深#

可见呈双核或分叶状#且细胞体积大#为再生肝细胞)

>

组仅

有少数几个
Y6\9

阳性细胞)

6

组几乎无
Y6\9

阳性细胞#

见图
2

)计算各组标记指数$

a

%#经统计分析后结果示!与
>

组及
6

组相比#

9

组显著促进
Y6\9

的表达$

!

$

%&%$

%)

>

组

和
6

组差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%#见图
)

)

图
'

!!

结合珠蛋白条带与
-

.EGC#,

条带的光密度比值

图
0

!!

388

法检测
VT.11

重组慢病毒对
T%1

细胞促再生作用

!!

9

!

9

组(

>

!

>

组(

6

!

6

组)

图
2

!!

免疫细胞化学检测各处理组
T%1

细胞
Y6\9

表达情况$

c0%%

%

图
)

!!

各处理组中
Y6\9

阳性细胞指数

@

!

讨
!!

论

目前肝衰竭的治疗#是临床上非常棘手的问题)因为该病

肝细胞坏死多#再生能力差#缺乏特效治疗方法#以致病死率

高)因此#积极深入研究促肝细胞再生的相关机制#探索新的

促肝细胞再生的有效治疗方法势在必行)据研究发现#人和哺

乳动物的肝脏具有强大的再生功能#

1

"

'

肝切除后的动物在

$%

!

$2!

左右残存肝脏可恢复到术前体积)肝细胞再生涉及

到复杂的网络信号通路!一是细胞因子通路#与肝细胞再生启

动有关(二是生长因子通路#与细胞周期进程有关&

(

'

)现在已

经证实的能促进肝细胞再生的相关因子包括
VT.)

*肿瘤坏死因

子
#

$

8\U.

#

%*肝细胞生长因子$

Z Ù

%*转化生长因子
#

$

8̀ U.

#

%*表皮细胞生长因子$

5̀ U

%*干细胞因子等&

(.$$

'

)

1%%%

年#有

研究者发现了一种新的细胞因子
VT.11

#属于
VT.$%

家族成员#

由
)

个螺旋构成#反平行排列形成束状单体蛋白#分子量为

$)&-

!

$-&%c$%

'

&

$1

'

)其在调节细胞再生*分化*凋亡*抗感

染*诱导急性炎性介质反应*抵御及修复损伤等方面起重要作

用)研究者们发现在肝脏有
VT.11

受体分布#并对
VT.11

在肝

脏损伤修复中的作用进行了初步研究&

$'.$0

'

#认为
VT.11

有利于

肝脏的再生)为进一步证实
VT.11

与肝脏再生修复的关系#本

课题组进行了上述实验)

将
VT.11

重组慢病毒感染正常肝细胞
T%1

后#采用
@8.

Y6@

检测结合珠蛋白
N@\9

的表达量)结合珠蛋白绝大部

分在肝脏中合成#是一种急性时相蛋白#具有重要的抗炎作用)

实验结果发现
VT.11

重组慢病毒能大幅度刺激结合珠蛋白

N@\9

的表达#而感染空慢病毒组和未感染组中结合珠蛋白

N@\9

的表达量差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%)

388

法检测

发现感染
VT.11

重组慢病毒组在感染后
1

*

'

*

0!

#

T%1

细胞的

再生活性均明显高于感染空慢病毒组及未感染组)但
VT.11

(-0'

重庆医学
1%$2

年
(

月第
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卷第
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期



对
T%1

细胞的促再生活性在感染后
'!

最强#之后有所减弱)

这可能与细胞本身的老化有关)还采用细胞免疫化学方法#以

T%1

细胞为对象#研究
VT.11

重组慢病毒对
T%1

细胞的
Y6\9

表达的影响#从另一个方面探讨
VT.11

对肝细胞再生的促进作

用)

Y6\9

是存在于细胞核内的一种蛋白质#相对分子质量约

为
')_:

)其表达的高峰在细胞周期的
`

"

4

期#是细胞
:\9

合成所必需的蛋白质#是判断再生细胞生物活性及所处生长状

态的重要指标)本研究结果显示#感染
VT.11

重组慢病毒组有

较多
Y6\9

阳性细胞#经统计分析该组
Y6\9

阳性细胞显著高

于感染空慢病毒组及未感染组)虽然感染空慢病毒组也有少数

Y6\9

阳性细胞#但与未感染组相比#差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%#故认为慢病毒本身不会引起
Y6\9

大量表达)

综上所述#

VT.11

可以促进
T%1

细胞结合珠蛋白
N@\9

及
Y6\9

的表达#并能增强
T%1

细胞的再生活性#故认为
VT.

11

可能对肝细胞再生有促进作用)这一实验结果为本课题组

后续进行的体内实验研究
VT.11

"

@5̀

生物轴与肝脏再生的关

系提供了细胞实验数据)
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