
成纤维蛋白单体并交叉连接形成网 ,从而形成血凝块。
凝血酶原时间测定的关键是血浆凝集反应起点和终点
的正确判定。
　　压电石英传感器对反应体系液体粘度 、密度以及
晶体表面质量负载的变化有高度的敏感性 ,具有 ng 级

的质量检测能力 ,其振荡频率与液体粘度 、密度以及晶
体表面质量负载成负相关关系。在凝血反应启动后 ,
检测池中反应溶液的粘度随着血浆的凝集 ,纤维蛋白
的形成而不断加大 ,晶体表面质量负载也由于纤维蛋
白的附着逐渐增加 ,导致晶体的振荡频率呈阶梯状快
速下降 。因此 ,晶体频率的变化规律如实地反映了血
浆凝集的全过程 ,与溶液粘度对晶体频率的影响结果
符合

[ 7]
。随着血浆凝集反应的进行 ,达到血浆凝集过

程的终点时 ,溶液粘度虽不再变化 ,但附着在晶体表面
的纤维蛋白随血块收缩离开晶体表面 ,导致晶体表面
质量负载瞬间减小 ,晶体振荡频率快速上升;随后血凝
块又快速沉积 、附着在晶体表面 ,晶体质量负载快速增
加 ,晶体振荡频率下降并迅速达到相对平稳状态 ,从理
论上也符合石英晶体频率变化对质量效应的响应规

律
[ 8]
。因此 ,应用压电石英晶体传感器测定血浆凝血

酶原时间具有可靠的理论依据和实验基础
[ 9]
。综上所

述 ,在血浆凝集反应过程中 ,晶体频率变化的规律为频
率快速下降又瞬时上升 ,再缓慢降低达到平稳 。石英
晶体振荡频率的这种变化过程为血浆凝集反应起点和

终点的判断提供了客观依据 ,晶体频率阶梯状下降的
起点为血浆凝集反应的起点 ,随后晶体频率的快速上
升变为下降的转折点即是血浆凝集反应的终点 ,计算
两点之间的时间即为血浆凝血酶原时间 。

　　本研究建立的压电石英晶体传感器检测血浆凝血
酶原时间的方法 ,与目前采用的 STAGO 凝血分析仪检
测结果符合 ,两种方法的相关系数为 0.97 ,且压电石
英晶体传感器操作简单 ,仪器成本低廉 ,是一种检测血
浆凝血酶原时间敏感 、快速 、简单 、成本低廉的新方法。
具有广阔的应用前景和推广使用价值。
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细胞同步化能显著提高逆转录病毒载体的转染效率

Synchroization of cells significantly improves transduction efficiency of retroviral vector
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　　本研究采用低温处理细胞 , 使之同步化 , 可以明显提高逆
转录病毒载体的转染效率 ,现报告如下。

1　材料和方法

1.1　细胞株及培养
　　人胃癌细胞株 SGC-7 901、逆转录病毒包装细胞 PA317 和

NIH3T3 细胞由本室冻存保种 , 前者培养于含 10%小牛血清 、100
U ml青霉素和 100μg ml链霉素的 RPMI 1640 培养液中 , 后二者

培养于 DMEM培养液中 , 培养条件为 37 ℃、5% CO2和饱和湿
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度 ,每隔 3～ 4 d 消化传代 1 次。

1.2　逆转录病毒包装 、收获和滴度测定
　　包含人 B7-1基因全长 cDNA的逆转录病毒载体 pLXSN-B7
由上海生化研究所的王顺友博士构建并惠赠。 pLXSN-B7 转染
PA317细胞采用电穿孔法[ 1] , 转染后 48 h , 用含G418 1 000μg ml
的培养液筛选 , 2 周后挑取单克隆细胞进行扩大培养 , 适时冻
存保种。病毒上清收集 、保存和滴度测定按文献[ 2]进行。

1.3　细胞同步化法
[ 3]

　　采用低温处理法使细胞同步化 ,收集分裂期细胞。

1.4　逆转录病毒感染 SGC-7 901细胞

　　取培养于6 孔板上的对数生长期细胞(约 60%汇合)和已

同步化的分裂期细胞 ,弃尽培养液 , 加 pLXSN-B7病毒上清 2 ml
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量检测方面具有一定的优势。
　　综合以上实验结果不难发现 ,hCG压电石英晶体
免疫传感器克服了酶免法(ELISA)、放射免疫分析法
(RIA)和荧光免疫分析法(EIA)等免疫检测方法费时 、
成本高 、标记及操作繁琐的缺点

[ 7]
,具有灵敏度高 、检

测速度快和在线检测等优点。因此 ,其应用前景广阔 ,
适合用于 hCG的快速定量检测 ,具有临床推广价值 。
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及 polybrene 8μg ml置37 ℃培养 6 h(其间摇动培养板数次), 然
后换新培养液继续培养 48 h , 使目的基因得到充分的表达。

1.5　B7-1表达与鉴定
　　转染 48 h 后 ,弃尽培养液 , 多聚甲醛固定细胞 ,用免疫组化
ABC 法鉴定转基因细胞 B7-1的表达情况(鼠抗人 B7-1 单抗由

美国 Bristol-Myers Squibb 药物研究所的 Linsley 教授惠赠), 并计
数5 个高倍镜视野下 B7-1 阳性细胞的百分率 ,取其平均值表示
逆转录病毒的转染效率。

2　结果

2.1　pLXSN-B7逆转录病毒包装和滴度测定
　　用电穿孔法将 pLXSN-B7转入 PA317 包装细胞 , 经 G418 筛

选 ,共获 12 个抗性细胞克隆 , 用感染 NIH3T3 细胞测其病毒上

清最高滴度为 4.5×105CFU ml和 5×105CFU ml , 收集二者的混
合病毒上清作为感染 SGC-7901细胞用。

2.2　pLXSN-B7逆转录病毒感染 SGC-7901 细胞及其
B7-1表达

　　pLXSN-B7 病毒上清感染 SGC-7 901 细胞 48 h 后 , 常规感染

法 B7-1阳性细胞约为 9%, 而同步化感染法 B7-1阳性细胞约为
95%,此说明细胞同步化能显著提高逆转录病毒载体的转染效

率。

3　讨论

　　逆转录病毒载体是目前较常用的 、转染效率较高的一种载

体 ,尤其适用于 ex vivo 基因治疗 ,理论上它能转染几乎 100%的
靶细胞 , 且能整合到基因组中获得稳定而长期的表达 , 但实际
的转染效率远低于此 ,一般为 5%～ 58%。究其原因:一是逆转

录病毒只能转染正在分裂的细胞[4] ;二是所获得的逆转录病毒
滴度较低 , 一般仅为 105 ～ 106CFU ml;三是逆转录病毒半衰期

短 , 37 ℃时只有 5 ～ 8 h ,而且移动距离有限 ,在一个半衰期内距
靶细胞 480 ～ 610 μm 以上的大多数病毒不能到达靶细胞 ,此也
被看作是逆转录病毒转染效果不佳的主要原因[ 2] 。为提高逆

转录病毒载体的转染效率 , 通常采用的方法是:①用 polybrene

处理细胞使之对逆转录病毒的敏感性增高;②改进病毒上清收
集方法以获得高滴度的病毒或浓缩病毒[ 2 , 5] ;③重复或多次感

染[ 6] , 但结果并不令人满意。 为此 , Kotani等[ 2]采用离心和低

温(32 ℃, 可延缓逆转录病毒的半衰期)相结合的方法大大提高

了逆转录病毒的转染效率。而 Chuck 等[ 7] 则采用流动转染法

(Flow through transduction), 使病毒上清以恒定速度流过一半透

膜(细胞培养于膜上), 将转染效率提高到 90%, 并且对病毒滴

度的要求大大降低 ,也不必再用 polybrene来辅助转染。此二法
虽能提高逆转录病毒的转染效率 ,但其主要缺点是需要一特殊

装置 ,难以推广。我们则着眼于逆转录病毒只能转染分裂细胞
的特性 , 采用简便的低温处理法使细胞同步化 , 然后收集分裂

期细胞进行转染 ,获得了近乎 100%的转染效率 ,为 ex vivo 基因

治疗创建了一种简单而高效的逆转录病毒转染方法。
　　关键词:逆转录病毒载体;细胞同步化;基因治疗
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