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慢病毒载体!通过脂质体转染
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细胞包装成
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慢病毒颗粒!感染
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细胞'荧光显微镜观察转染效果!实时荧光定量
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及蛋白免疫印迹法"
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&法检测
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干扰效率'结果
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成功构建
=?@

基因
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慢病毒表达载体'稳定转染
f/-
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慢病毒载体具有良好的干扰效果'结论
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成功构建
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稳定转染的
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细胞系'
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蛋白偶

联受体家族#在机体的炎症反应和天然免疫进程中起重要的作

用)
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&和来源于肿瘤细胞或其他宿主

细胞线粒体的一些多肽#均能通过与
=?@

结合#进而介导恶性

肿瘤细胞的迁移和增殖#在肿瘤的发生*演进和转移过程中可

能起重要作用'
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&可特异

性地阻断靶基因表达#是研究基因功能的有效技术)本实验设

计构建并鉴定表达
=?@

基因的
@[B

干扰靶点慢病毒载体#为

进一步研究
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在恶性肿瘤生物学行为中的影响及可能的作

用机制奠定基础)
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慢病毒表达载体的构建和鉴定
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两种内切酶双酶切后切胶回

收#并将退火后的
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序列与胶回收产物进行连接#

连接产物转化感受态细胞#对生长出的克隆用菌检
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方法

检测#然后挑取阳性克隆测序验证)
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慢病毒载体的包装及滴度测定
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共转染
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细胞#
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后收集细胞培养

上清液并浓缩#
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保存)浓缩上清液感染
2T31('

细胞#

荧光显微镜下观察各孔中荧光细胞数量)取荧光细胞数最少

的
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个培养孔的平均数值#分别计算滴度后取其平均值即为该

病毒液滴度)病毒滴度为表达荧光的细胞数"该孔稀释的病毒

液相当于原病毒的体积)
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基因干扰效率
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基因的表达
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慢病毒质粒转染
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后#荧光显微
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光强度达
(%W

以上$图
'

&)提取细胞总
@[B

及总蛋白后行

g.?4@

及
SE+FED,P7"F

检测)结果显示#干扰稳转细胞系中

=?@

基因及蛋白表达水平均低于对照组$图
0

&#证明稳转细胞

系构建成功)

!!

B

!

?VU%$(

+

?7

"

+9@[B

"

<=?.=?@.$

表达载体测序%

A

!

?VU%$(

+

?7

"

+9@[B

"

<=?.=?@.1

表达载体测序%

4

!

?VU%$(

+

?7

"

+9@[B

"

<=?.

=?@.'

表达载体测序)

图
$

!!

?VU%$(

*

?7

+

+9@[B

+

<=?.=?@

表达载体测序结果

!!

B

!

?VU%$(

+

?7

"

+9@[B

"

<=?.=?@.$

%

A

!

?VU%$(

+

?7

"

+9@[B

"

<=?.

=?@.1

%

4

!

?VU%$(

+

?7

"

+9@[B

"

<=?.=?@.'

)

图
1

!!

荧光显微镜观察慢病毒包装(

]$%%

)

!!

B

!

?VU%$(

+

?7

"

+9@[B

"

<=?.=?@

%

A

!

?VU%$(

+

?7

"

+9@[B

"

<=?.[4

)

图
'

!!

荧光检测
=?@

蛋白在
f/-

细胞中的表达(

]$%%

)

-$)'

重庆医学
1%$)

年
(

月第
05

卷第
1)

期



!!

B

!

@;.

Y

?4@

检测
=?@
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甲酰肽受体属于
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作为
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蛋白偶联受体家族#能够被不同结

构的配体激活#包括肽*蛋白质和脂质)
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与激动剂结合

后#能够触发胞内信号级联参与调节血管生成#细胞增殖#防止

凋亡等'
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以诱导中性粒细胞和单核细胞的趋化作用'
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的激动剂#能介导胶质瘤细胞的趋化移动'
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质瘤中#
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可能通过自分泌或旁分泌方式与局部刺激相互

作用#在促进血管生成和肿瘤生长方面起到非常重要的作

用'
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)而且#
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可以反式激活
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#二者共同作用促进

神经胶质母细胞瘤的恶性表型'
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(的研究也表明#
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通路促进胃癌细

胞的侵袭)而且在
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过表达的胃癌组织中
=?@$

的表达

显著增加#是影响胃癌患者总体生存的独立危险因素'

$)

(

)

=?@

在恶性肿瘤发生*发展和转移中的作用越来越备受关注#

有望成为肿瘤治疗的新靶点之一)

为进一步研究
=?@

在肿瘤发生*发展及转移中的作用#本

实验以
=?@

基因为靶基因#应用
@[B#

技术#设计
'

种针对

=?@

基因的特异性
+9@[B

序列#构建
'

对慢病毒干扰载体)

经
?4@

鉴定阳性克隆及
V[B

测序证实合成的寡核苷酸片段

成功插入
?VU%$(

+

?7

"

+9@[B

"

<=?

#且插入片段与设计的靶序

列一致#因此确定本实验成功构建了
'

种针对
=?@

基因
@[B

干扰靶点慢病毒载体)慢病毒包装后可成功转染至
1(';

细

胞中#通过
@;.

Y

?4@

证实#设计包装的
'

种序列的慢病毒载体

均可明显干扰
1(';

细胞中的
=?@

基因表达#其中
?VU%$(

+

?7

"

+9@[B

"

<=?.=?@.$

序列沉默表达效果最佳)本研究成功

构建
=?@

基因慢病毒干扰载体#并建立了
=?@+9@[B

稳定

转染的
f/-

细胞系#为进一步研究
=?@

在人胶质瘤中的作用

及作用机制奠定了实验基础)
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究结果提示#仅
C4UC

组的
0/9

的评分显著低于
109

的评分#

表明冰帽具有治疗时间窗较广#降温设备需求低的优势#但是

存在脑深部降温效果差*降温不均匀和速度不可控的缺陷)与

全身低温和冰帽相比较#

C4UC

可明显改善神经功能缺损#可能

与以下原因有关!$

$

&

CU4C

除了低温效果#还具有对梗死区局

部血管的冲洗作用'

$%

(

%$

1

&

C4UC

的降温速度较快#而全身低温

可能延误治疗的最佳时机)由此可见#脑梗死患者急性病情加

重*死亡的重要原因为脑组织水肿的加剧#进而形成颅内压升

高继发脑疝形成'

$$

(

)

C4UC

可以明显减轻脑细胞的组织水肿#

有效改善脑缺血急性期的神经功能#预防神经变性*坏死#从而

最大程度提高脑梗死的预后'

$1

(

)

[UT

主要在神经内分泌源细胞和神经元细胞#正常状态

下在血清中只有微量#当颅脑组织受到损伤时#神经胶质细胞

和神经元细胞出现坏死#则释放出大量
[UT

#同时脑缺血后引

起的血脑屏障损伤能释放出
::?.(

)有研究表明#血清
[UT

可以反映中枢神经系统的损伤程度#同时也能在某种程度上预

示疾病的进展%

::?.(

可以反映血脑屏障的损伤程度)本研

究的结果表明#

C4UC

组中的
::?.(

表达水平虽然下降#但是

差异无统计学意义$

!

%

%&%5

&)而
C4UC

可以明显地降低血清

[UT

的表达#可见
C4UC

对于神经胶质细胞和神经元细胞有保

护作用)

综上所述#颈内动脉间断灌注冷生理盐水是一种快速*高

效*安全的实施选择性脑部低温方法#可显著减少梗死体积*减

轻脑水肿*改善神经功能和血清学指标#并且其效果优于全身

低温和冰帽)
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