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目的
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抗原基因片段的重组腺相关病毒"
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$转染慢性乙型肝炎患者来源

的树突状细胞"
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$诱导细胞毒性
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淋巴细胞"
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$的效应&方法
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采用携带不同
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抗原基因片段的
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转染慢性乙型肝炎患者外周血中分离出的单核细胞!并在
?@.5;A

%

B7.0

和
6CA.
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作用下继续培养
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获得成熟的
>5

&通过观

察
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的状态和流式细胞仪"

A:5;

$检测各段
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转染后
>5

分化抗原"

5>

$的表达!评价其成熟与功能&将同一个体的
>5

与

6

细胞混合培养制备
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!通过四甲基偶氮唑盐"

@6;

$细胞杀伤实验研究被激活的
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对
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感染的靶细胞
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特

异性的细胞毒作用&结果
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抗原基因
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$的特异性杀伤效率显著高于对无
234
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慢性乙型病毒性肝炎的治疗目前仍然是临床医师面临的

重大挑战#主要的药物有核苷$酸&类药物和干扰素两大类'

$

(

%

前者虽然具有较好的抑制病毒复制的作用#却由于血清学应答

率容易复发而难以停药#后者虽然血清学应答优于前者#但抗

原转阴和转换率仍然不理想'

1.'

(

)因此#寻求新的方法以期实

现满意以至理想的治疗终点一直是近年来临床工作者追求的

目标'

0

(

)本研究旨在比较以腺相关病毒$

I!D,"T#9R+I++"G#IJD!

T#9R+

#

::4

&

1

型为载体#携带不同乙型肝炎基因片段
;

$

5

基

因型&*
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<
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=

即重组腺相关病毒$
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&感

染树突状细胞$

>5+

&诱导细胞毒性
6

淋巴细胞$

567

&的细胞

毒效应#为慢性乙型肝炎免疫治疗提供理论依据)

B

!

材料与方法

B&B

!

主要试剂及重组腺相关病毒
!

?@.5;A

*

B7.0

*

6CA.
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等

细胞因子购自美国
VD

E

9"JDGK

公司#

:B@.4

培养基购自美国
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公司)人
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和
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抗体购自美国
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公

司#荧光
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标记二抗及同型对照购自美国
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公司)
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重庆医学
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年
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基金项目$重庆市自然科学基金资助项目$
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作者简介$安选$
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&#主治医师#硕士#主要从事各种肝病的研究)
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通讯作者#
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病毒由美国阿肯色州立医科大学基因

治疗中心刘勇教授惠赠#其构建*扩增和纯化均在阿肯色州立

医科大学基因治疗中心完成#病毒滴度可以达到
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-
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"

H7

以上)靶细胞人肝癌细胞系
2D

E

?1

及
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E

?1&1&$8

细胞株购

自中国典型培养物保藏中心$

55655
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2D

E

?1&1&$8

细胞是

在
2D

E

?1

细胞转染了
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基因并稳定表达
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的细胞株)

B&C
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主要仪器
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流式细胞仪$

A:5;

#美国
@#MM#

E

"9D

公司&#高

速离心机$美国
6KD9H"

公司&#酶标仪$美国
6KD9H"

公司&)
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研究对象与靶细胞人主要组织相容复合物
"

类分子

$

@25.

"

&

27:

配型
!

按照
1%$%

年+慢性乙型肝炎防治指

南,的诊断标准#经过伦理委员会同意#在知情同意的基础上选

取重庆三峡中心医院
$/

$

)%

岁
D

抗原阳性的慢性乙型病毒性

肝炎住院患者为研究对象#排除甲*丙*丁*戊型病毒性肝炎#酒

精性肝炎#自身免疫性肝炎#药物性肝炎#重型乙型肝炎和肝

癌)抽取患者的外周血分离单个核细胞与实验靶细胞$

2D

E

?1

及
2D

E

?1&1&$8

细胞&进行
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类抗原位点检测配型)

B&E
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的分离培养和转染
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和
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用淋

巴细胞分离液分离外周血单个核细胞$

V3@5+

&后#将细胞重

悬于
:B@.4

培养基中#于六孔培养板中
'-Z

#

)[ 5W

1

培养

'K

#将未贴壁细胞用
V3;

轻洗后用含有重组
B7.1

$终浓度为

1%\

"

H7

&的
:B@.4

培养基重悬后以
1]$%

)

"孔加入到六孔

板中用于
6

细胞$
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的前期细胞&体外诱导扩增#隔日换半

量换液备用)在贴壁细胞中每孔分别加入
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7

重组
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和
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病毒$按照每
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/ 细胞加入
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的比例#
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相当于
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&感染细胞#同时在
:B@.4

培养基

中加入
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H7?@.5;A

于
'-Z

#

)[5W
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#过夜培养)病

毒感染后第
$

天#将细胞培养上清液去除)隔天半量更换培养

液#同时加入
?@.5;A

$终浓度为
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H7

&和
B7.0

$终浓度

为
$%%%\
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H7

&)在培养第
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H76CA.
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#培养
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重组病毒感染
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的检测
!

流

式细胞仪间接荧光法检测
>5

内
234

相应抗原的表达!将感

染的
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经
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洗涤
'

次后#用
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多聚甲醛室温固定
$8
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#
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离心
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#弃上清液%将穿透剂$含
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皂素#
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E
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的
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的比例加入#室温作用
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后离心弃上清液)在细胞沉
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抗
234

相应抗体室温闭光标记
)%H#,

#洗涤

后加
AB65

标记的二抗#再用穿透剂洗涤一次#
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7

的
V3;

重悬细胞#上机检测)
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成熟状态的检测
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将收获的两组细胞用
V3;

洗涤两遍

后#
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H#,

离心
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#弃上清液#细胞沉淀用
8%
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7

含
$[

胎

牛血清的
V3;

重悬)细胞管中加入抗
5>$0.AB65

*抗
5>/%.5̂ 8

各
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%

7

#在细胞管中加入抗
5>/'.AB65

#抗
5>/).5̂ 8

各
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7

#

同时做一管
AB65
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V<
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5̂ 8

三标同型对照#闭光标记
'%H#,

后#各

管分别加入
'H7V3;

洗涤两遍#

$1%%9

"

H#,

#离心
8H#,

#弃上清

液#细胞沉淀用
8%%

%

7V3;

重悬#上机检测)
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诱导
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!

在
)

孔板内#以
:B@.4

为培养基#参照

前期实验及文献'
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(研究报道按
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的比例混合
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和
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细胞
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B7.1

$终浓度为
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&以及
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$终浓度为
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&共培养#每隔
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天半量换液#以充分诱导

激活特异性的
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)

B&I
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四甲基偶氮唑盐$
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&法分析
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特异性的
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杀

伤作用
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使用
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试剂盒#收获
234

抗原特异性
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激活的成

熟
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#并按照
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$前期研究结果最佳效靶比&将其与靶细

胞$转染
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基因的
2D

E

?1&1&$8

细胞或无
234

的
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E
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细胞&混合并接种于
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孔板中#置于
'-Z
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)[5W
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培养箱中)

孵育
)K

后#加入
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试剂#再置于
'-Z

#
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培养箱孵育
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后#使用酶标仪读取波长为
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的吸光度$
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&值#计算

杀伤率)杀伤率$
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$实验孔
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值
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效应孔
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流式细胞仪间接荧光细胞内染色检测
234

目的基因的

表达
!

分别使用
0

种携带不同
234

抗原的
::4

感染单核细

胞#使用
:B@.4

培养基*

?@.5;A

*

B7.0

*

6CA.

!

等试剂将其在

-!

内诱导为成熟的
>5

细胞#收获
>5

细胞#进行流式胞内检

测处理后#使用流式细胞仪检测
0

种
234

抗原的表达率)

B&BK

!

统计学处理
!

采用
;V;;1$&%

软件统计分析实验数据#

部分图表由
?9I

E

K

E

I!

E

9#+H)

软件绘制)所有计量资料均表

示为
Jb;

#多组数据间差异的比较采用方差分析#配对样本之

间的比较采用
<

检验%计数资料采用
!

1 检验)以
!

$

%&%8

为

差异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C&B

!

27:

配型
!

靶细胞$

2D

E

?1

及
2D

E

?1&1&$8

细胞&与慢

性乙型肝炎患者外周血进行
@25.

"

成功配型#保证被激活的

567

细胞特异性杀伤靶细胞具有严格的
@25.

"

型限制性)

C&C

!

>5

细胞的体外培养
!

分离出的
V3@5+

于
:B@.4

培养

液中培养
0K

即有部分细胞贴壁#经
9::4.234

感染刺激后#

在含有
?@.5;A

"

B7.0

"

6CA.

!

的
:B@.4

培养液中#单核细胞

向
>5

分化及成熟)各实验组
::4

感染组在细胞形态及细胞

数量上差异无统计学意义$

!

%

%&%8

&)

C&D

!

不同
9::4

感染
>5

效率
!

A:5;

检测感染
>5

中荧光

标记的阳性细胞内
234.;

*

5

*

<

*

=

相应抗原的表达#分别为

/)&/-[

*

/8&%'[

*

/(&8$[

和
/(&0%[

#各组间差异无统计学

意义$

!

%

%&%8

&#见表
$

)

表
$

!!

携带不同
234

基因片段腺相关病毒感染效率%

[

&

基因片段 第
$

次 第
1

次 第
'

次 平均值

9::4.234.; /-&1( /)&80 /)&-- /)&/-

9::4.234.5 /1&81 /(&0/ /'&%( /8&%'

9::4.234.< //&81 (%&-$ /(&'% /(&8$

9::4.234.= (/&$0 (/&00 -$&)% /(&0%

C&E

!

>5

细胞表型的检测
!

携带不同乙肝病毒抗原的
9::4

感染外周血单核细胞后#在含有
?@.5;A

"

B7.0

"

6CA.

!

的

:B@.4

培养液中#单核细胞向
>5

分化及成熟)在培养后第
)

天#流式分析收获
>5

的表型
5>$0

*

5>/%

*

5>/'

*

5>/)

#组间

5>/%

和
5>/'

的表达差异有统计学意义$

!

$

%&%8

&#其中

5>/%

以
9::4.234.=

为最高#

5>/'

以
9::4.234.;

最高#

见表
1

和图
$

)

表
1

!!

携带不同
234

基因片段腺相关病毒对
>5

的

!!!

表型和功能的影响%

[

'

Jb;

&

项目
9::4.

234.;

9::4.

234.<

9::4.

234.5

9::4.

234.=

!

5>$0 (&(8b%&%- $$&)8b1&)8 (&)(b0&/0 /&0-b%&1- %&8(%

5>/% -%&8/b8&$' 8%&-$b-&'$ 0/&08b/&)) -'&8%b$&0( %&%%1

5>/) 8(&''b$-&%8 88&/'b%&8/ 8/&$'b'&81 )0&/)b$1&$% %&-)'

5>/' -(&)8b1&-$ 0)&((b$&') 8(&8'b$0&$8 )/&'$b1&08 %&%%0
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图
$

!!

流式细胞仪检测不同
234

基因片段腺相关病毒转染
>5

对其表型的影响

C&F

!

不同
9::4.234

转染
>5

诱导的
567

特异性的细胞毒

效应
!

9::4.234.;

*

5

*

<

*

=

转染
>5

诱导的
567

特异性的

杀伤靶细胞
2D

E

?1&1&$8

$表达
234

抗原的靶细胞&与对照组

2D

E

?1

$不表达
234

抗原的靶细胞&相比均差异有统计学意

义$

!

$

%&%$

&#但不同基因片段之间对
2D

E

?1&1&$8

靶细胞的

杀伤作用差异无统计学意义$

!

%

%&%8

&#见图
1

和表
'

)

图
1

!!

携带乙型肝炎基因片段的
9::4

转染
>5

诱导的

567

对靶细胞的杀伤效应

表
'

!!

不同
9::4.234

转染
>5

诱导的
567

的

!!!

细胞杀伤效应比较%

[

'

Jb;

&

靶细胞
234.; 234.< 234.5 234.= !

2D

E

?1&1&$8 8'&%$b$1&$)81&%1b)&((8$&%)b8&'(8/&(%b1&(1%&0$0$

2D

E

?1 $$&'%b-&/$ /&(8b1&-' -&'(b$&'( (&)-b$&)/%&88(1

D

!

讨
!!

论

!!

乙型肝炎是一个免疫相关性疾病#其中树突状细胞在

234

清除与慢性化中扮演了重要角色)以乙型肝炎疫苗负载

的
>5

治疗乙型肝炎有一定的效果'

).-

(

%但由于疫苗作为蛋白

质抗原半衰期短*降解快#刺激
>5

不充分而效果不理想#如果

用
234

基因片段转染树突状细胞诱导
567

治疗慢性乙型病

毒性肝炎#有可能克服乙型肝炎疫苗负载
>5

刺激不充分的缺

点'

/.$%

(

)

::4

是一种安全和稳定的载体#已被美国
A>:

宣布为最

安全*最理想的病毒载体'

$$

(

%以负载肿瘤基因的
::4

在肿瘤

治疗上已有较多的研究'

$1.$0

(

)文献'

$8.$)

(已证明经扩增纯化

的携带
234

的
5

基因片段的重组
::4

能高效转染
>5

#并促

进其成熟和功能表达#也能刺激
567

引起细胞的毒效应)本

研究进一步比较了携带
234;

*

5

*

<

*

=0

种基因片段的重组

::4

转染
>5

后诱导
567

的细胞毒效应)不同
9::4

刺激

>5

表型表达有一定差异#其中
5>/%

和
5>/'

差异有统计学

意义#其中
5>/%

以
9::4.234.=

为最高#

5>/'

以
9::4.

234.;

最高)

尽管在刺激
>5

表型的表达上携带不同
234

基因片段的

9::4.234.;

*

5

*

<

*

=

之间差异有统计学意义#但
0

种抗原基

因均能诱导
567

的特异性杀伤效应#

0

组间差异无统计学意

义)提示
0

种基于重组腺相关病毒转染树突状细胞的治疗慢

性乙型肝炎技术均可能成为治疗慢性乙型病毒性肝炎的新方

向#有必要进行临床研究进一步评价)
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ÎHI!I6

#

DJIM&6KD3272J9I,+G9#

E

.

J#",OIGJ"9><5$

E

MI

P

+I,#H

E

"9JI,J9"MD#,JKDD

E

#JKDM#IM.

HD+D,GK

P

HIMJ9I,+#J#","O

E

I,G9DIJ#GGI,GD9

'

c

(

&B,JcW,.

G"M

#

1%$1

#

0$

$

0

&!

$''-.$'0)&

'

$-

(

=Ra

#

@IV

#

2R5

#

DJIM&WTD9DQ

E

9D++#","OJKD><5$

E

9"JD#,#,!RGD++D,D+GD,GD#,T#J9"I,!#+9DMIJD!J"SDJJD9

+R9T#TIM#,D+"

E

KI

N

DIM+

Y

RIH"R+GDMMGI9G#,"HI

'

c

(

&V7";

W,D

#

1%$1

#

-

$

-

&!

D0$/)1&

'

$/

(

7#R^

#

@#I"^

#

eI,

N

c

#

DJIM&><5$#+

E

"+#J#TDM

P

I++"G#IJ.

D!U#JKJKDHIM#

N

,I,J

E

KD,"J

PE

D"O#,TI+#TDS9DI+JGI,G.

D9+I,!,D

N

IJ#TDM

P

G"99DMIJD!U#JKJKDDQ

E

9D++#","OGMIR.

!#,.$

'

c

(

&B,Jc@"M@D!

#

1%$'

#

'$

$

0

&!

/88./)%&

'

$(

(

7#R^

#

eI,

N

7

#

7#,=̂

#

DJIM&6KDJ9I,+G9#

E

J#",OIGJ"9

><5$

$

3272<0%

"

;6F:$'

"

;2:FV.1

&

#+,D

N

IJ#TDM

P

I++"G#IJD!U#JK6C@+JI

N

D#,,",.+HIMM.GDMMMR,

N

GI,GD9

I,!#,K#S#J+JKD

E

9"M#OD9IJ#",JK9"R

N

KG

P

GM#,>$#,:80(

I,!3<$GDMM+

'

c

(

&6RH"R93#"M

#

1%$'

#

'0

$

'

&!

$)0$.$)8%&

'

1%

(

hKR^

#

=R7

#

hKI,

N

c

#

DJIM&;R,#J#,#S#,!RGD+GDMMRMI9+D.

,D+GD,GDT#I

E

8'

"

>DG$IGJ#TIJ#",#,9D,IMGDMMGI9G#,"HI

GDMM+

'

c

(

&5I,GD9;G#

#

1%$'

#

$%0

$

/

&!

$%81.$%)$&

'

1$

(

eR^

#

;IJ"2

#

;RiRL#6

#

DJIM&B,T"MTDHD,J"OG.@

P

G#,

JKD

E

9"M#OD9IJ#","O@5A.-KRHI,S9DI+JGI,GD9GDMM+#,.

!RGD!S

P

S272J9I,+G9#

E

J#",OIGJ"9><51

'

c

(

&B,Jc@"M

@D!

#

1%$8

#

'8

$

'

&!

/$8./1%&

'

11

(

"̂Rc@

#

7#,7

#

7#Ra

#

DJIM&6KDG"99DMIJ#",SDJUDD,JKD

DQ

E

9D++#", "O !#OOD9D,J#IJD! DHS9

P

".GK",!9"G

P

JD DQ.

E

9D++D!

N

D,DMI,!"9IM+

Y

RIH"R+GDMMGI9G#,"HI

'

c

(

&<R9c

@D!FD+

#

1%$0

#

$(

!

1$&

'

1'

(

;RiRL#@

#

;IJ"A

#

3KIUIM\d&6KDSI+#GKDM#Q.M""

E

.KDM#Q

$

S272

&

J9I,+G9#

E

J#",OIGJ"9><51,D

N

IJ#TDM

P

9D

N

RMIJD+

6U#+J$JK9"R

N

KI,<.S"QDMDHD,J

'

c

(

&3#"GKDH3#"

E

K

P

+

FD+5"HHR,

#

1%$0

#

088

$

'

"

0

&!

'(%.'(8&

'

10

(

7#^

#

3#h&\MJ9ITM"MDJ.3#,!RGD!DQ

E

9D++#","OK

PE

"Q#I.

#,!RG#SMDOIGJ"9$

!

#

J9I,+OD99#,9DGD

E

J"9JK9"R

N

K<?AF

"

VB'd

"

:d6

"

><5$

E

IJKUI

P

'

c

(

&A9",J@D!5K#,I

#

1%%-

#

$

$

$

&!

-(./)&

'

18

(

3I,!#D9IF

#

4#!IM4V

#

@"JIHD!#Ac

#

DJIM&e6$HI#,JI#,+

I!9D,IM.

N

",I!IM

E

9#H"9!#RH#!D,J#J

P

I,!HI9L+I

E

"

E

RMI.

J#","O:?V.M#LD

E

9"

N

D,#J"9+U#JK#,JKDI!9D,IM

N

MI,!

'

c

(

&

>DT5DMM

#

1%$'

#

1-

$

$

&!

8.$/&

'

1)

(

ARHI9"MI5

#

3",DMM#@:

#

VDJ9",#,#V?

#

DJIM&6I9

N

DJ#,

N

VB'd

"

:d6

"

H6WF

E

IJKUI

P

#,,",+HIMMGDMMMR,

N

GI,G.

D9

'

c

(

&3#"GKDHVKI9HIG"M

#

1%$0

#

(%

$

'

&!

$&

$收稿日期!

1%$).%1.$/

!

修回日期!

1%$).%0.%)

&

$上接第
'-0-

页&

!!

I,IM"

N

+I,!#,JD9OD9",

'

c

(

&e"9M!c2D

E

IJ"M

#

1%$8

#

-

$

1'

&!

101-.10'$&

'

0

(

@#,IH#@&ARJR9DJKD9I

EP

O"9KD

E

IJ#J#+3T#9R+#,ODGJ#",

'

c

(

&5M#,c?I+J9"D,JD9"M

#

1%$8

#

/

$

0

&!

$)-.$-$&

'

8

(

7#R^

#

5K#9#TI.B,JD9,IJ#@

#

"̂R5

#

DJIM&\+DI,!+

E

DG#O#G.

#J

P

"OS9DI+JGI,GD9I,J#

N

D,

"

H#ML

E

9"JD#,3:0)O"9

N

D,D9I.

J#,

N

I,J#.+DMO.G

P

J"J"Q#G6M

P

H

E

K"G

P

JD+S

P

9DG"HS#,I,JI!.

D,".I++"G#IJD!T#9R+.SI+D!

N

D,DM"I!#,

N

"O!D,!9#J#GGDMM+

'

c

(

&5I,GD9?D,D6KD9

#

1%%8

#

$1

$

'

&!

'%0.'$1&

'

)

(

@I,i""9;

#

;IIM#H @

#

BH9I, @

#

DJIM&2D

E

IJ#J#+3T#9R+

JKD9I

EP

!

eKIJg+JKDORJR9DK"M!#,

N

O"9R+

- '

c

(

&e"9M!c

?I+J9"D,JD9"M

#

1%$8

#

1$

$

00

&!

$188/.$18-8&

'

-

(

7#R6

#

;",

N

27

#

hKD,

N

eV

#

DJIM&B,K#S#J#","O2349D

E

.

M#GIJ#",#,2D

E

?1&1&$8GDMM+S

P

KRHI,

E

D9#

E

KD9IMSM""!

H",",RGMDI9GDMM.!D9#TD!!D,!9#J#GGDMM+

'

c

(

&:,,5M#,7IS

;G#

#

1%$8

#

08

$

8

&!

0(8.8%$&

'

/

( 邱燕#杨彬#柳纪省
&

重组腺相关病毒载体的研究进展

'

c

(

&

生物技术通报#

1%$1

#

$$

!

0(.8'&

'

(

(

"̂R5=

#

;K#@

#

7#R^

#

DJIM&::41

"

B7.$1

N

D,D!DM#TD9

P

#,J"!D,!9#J#GGDMM+

$

>5

&

D,KI,GD+567+J#HRMIJ#",IS"TD

"JKD9B7.$1I

EE

M#GIJ#",+<T#!D,GDO"9B7.$1#,J9IG9#,DIG.

J#T#J

P

#,>5

'

c

(

&W,G"#HHR,"M"

NP

#

1%$1

#

$

$

)

&!

/0-./88&

'

$%

(刘勇#吴邦富#胡媛媛
&

抗
234.>5

联合药物治疗乙型肝

炎病毒携带者的临床疗效'

c

(

&

中国药物经济学#

1%$0

#

(

$

i$

&!

'-.'/&

'

$$

(

?IR!DJ>

#

@jJK"Jc

#

>j9

P

;

#

DJIM&<OO#GIG

P

I,!M",

N

.JD9H

+IODJ

P

"OIM#

E

"

N

D,DJ#

E

I9T"TDG

$

::4$.7V7;00-=

&

N

D,D

JKD9I

EP

O"9M#

E

"

E

9"JD#,M#

E

I+D!DO#G#D,G

P

!

I,"

E

D,.MISDMJ9#.

IM

'

c

(

&?D,D6KD9

#

1%$'

#

1%

$

0

&!

')$.')(&

'

$1

(

3k,#,

N

2

#

VD9IS"7

#

5"RJDMMDW

#

DJIM&FDGD,J!DTDM"

E

.

HD,J+#,I!D,".I++"G#IJD!T#9R+TDGJ"9JDGK,"M"

NP

'

c

(

&c

?D,D@D!

#

1%%/

#

$%

$

-

&!

-$-.-''&

'

$'

(

FD

P

.F#G":

#

5RGGK#I9#,#@&5",J9"MMD!9DMDI+D+J9IJD

N

#D+

O"99::4.HD!#IJD!

N

D,D!DM#TD9

P

'

c

(

&:GJI3#"HIJD9

#

1%$)

#

1(

$

1(

&!

$.$%&

'

$0

(

>I#;7

#

hKR"@

#

;",

N

77

#

DJIM&>D,!9#J#GGDMM.SI+D!TIG.

G#,IJ#", U#JKMD,J#T#9IMTDGJ"9+D,G"!#,

N

RS#

Y

R#J#,IJD!

KD

E

IJ#J#+3G"9DI,J#

N

D,D,KI,GD+KD

E

IJ#J#+3T#9R+.+

E

DG#O#G

#HHR,D9D+

E

",+D+#,T#T"

'

c

(

&:GJI3#"GK#H3#"

E

K

P

+;#,

$

;KI,

N

KI#

&#

1%$8

#

0-

$

$$

&!

/-%./-(&

'

$8

(丛敏#王萍#阎钟钰#等
&

含乙型肝炎病毒
5

基因的重组腺

相关病毒对树突状细胞的作用'

c

(

&

中华肝脏病杂志#

1%%8

#

$'

$

$

&!

$-.$(&

'

$)

(

"̂R2

#

7#R^

#

5",

N

@

#

DJIM&234

N

D,D+#,!RGDG

P

J"J"Q#G

6.M

P

H

E

K"G

P

JD 9D+

E

",+D R

E

", I!D,".I++"G#IJD! T#9R+

$

::4

&

TDGJ"9!DM#TD9

P

#,J"!D,!9#J#GGDMM+

'

c

(

&c4#9IM

2D

E

IJ

#

1%%)

#

$'

$

(

&!

)%8.)$1&

$收稿日期!

1%$).%0.$/

!

修回日期!

1%$).%-.%)

&

18-'

重庆医学
1%$)

年
(

月第
08

卷第
1-

期


