
10 pg 水平 ,较传统方法提高1 000倍 ,可以检测出微量
抗原 ,且反应迅速 ,最终的实验结果反映在 X线片上 ,
易于保存 ,检测后的膜经洗涤后可以重复利用 ,X线片
可用来进行图像扫描分析 ,易于定量。本实验应用抗
SP 特异性抗血清结合经 SDS-PAGE电泳后的相应特异

蛋白质 ,然后与辣根过氧化物酶标记的 IgG共孵育 ,最
后用增强性化学发光试剂进行检测 ,是一种测定 ALI

前后 BALF 中 SP含量的新技术 。本实验结果表明 ,在
X线片上得到的条带规则 ,背景干净 ,分辨率高 ,非特
异性结合少 ,重复性好的 X线片 ,目的带的位置与文
献报道一致 ,X线片经用图像扫描分析 ,结果以面积×
吸光度表示 ,得出目的蛋白质的相对含量。
　　分析ALI早期 BALF 中 SP-A 、SP-B 含量下降的机
制 ,可能与油酸的直接作用 、Ⅱ型上皮细胞肿胀 、脱落 、
空泡样变性 、顽固性低氧血症 、大量炎性细胞的侵入 ,
释放大量氧自由基 、细胞因子 、蛋白水解酶有关[ 5 ,6] ,
一方面是破坏增加 ,另一方面是生成减少 ,就必然造成
SP-A 、SP-B含量的下降 。
　　本实验建立的灵敏有效的 SP 含量变化监测方法

可供实验研究采用 。急性肺损伤早期即出现 SP 含量

的下降 ,提示早期给予含 SP的表面活性物质替代治疗

或许对缓解 ALI症状 ,抑制其病程起到重要作用。而
急性肺损伤早期 SP 蛋白表达下降的机制将是我们需

要进一步探讨的课题 。
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重组腺病毒介导的 CTLA-4Ig cDNA在体外培养细胞中的表达

Expression of recombinant adenovirus mediated CTLA-4Ig in cultured different types

of cells recton

杨世昕 ,吴　军 ,罗高兴 ,易绍萱 ,贺伟峰 ,黄赤兵 ,周立新 ,张　宁 ,陈希炜　　(第三军医大学附属西南医院烧伤研究
所 ,重庆 400038)

　　本研究用构建的 CTLA-4Ig重组腺病毒转染体外培养的人
真核细胞 ,以探讨核载体临床治疗应用的可行性。

1　材料

　　293 细胞购自 ATCC(美国), 鼠抗人 CTLA-4Ig 单抗购自

Pharmingen 公司 , 5 ml亲合层析柱 HiTrap Protein A 为 Pharmacia

公司产品。

2　方法

2.1　细胞培养
　　293细胞用含 10%小牛血清的 DMEM培养液;人成纤维细胞 、

人脐静脉内皮细胞、HeLa细胞均用含 5%小牛血清的 DMEM培养

液。培养条件均为 37 ℃,5%CO2 ,饱和湿度细胞培养箱中培养。

　　基金项目:国家自然科学基金资助项目(39970756)

　　作者简介:杨世昕(1968-),男 ,江西省永丰县人 ,硕士 ,主治医师 ,主要从事

移植免疫方面的研究 ,现在南京军区空军九江庐山疗养院。电话:

(023)68754149-8021

　　收稿日期:2000-03-02;修回日期:2000-09-23

2.2　重组腺病毒的制作
　　将罗高兴[ 1]构建 CTLA-4Ig 重组腺病毒在 293 细胞中进行

大量反复扩增 ,收集培养上清及细胞 , 反复冻融破碎细胞 , 离
心取上清 、过滤除菌 , 经亲合层析柱除去 CTLA-4Ig 蛋白制作成

为转染液 , -180°保存备用 。

2.3　病毒滴度的测定
　　用空斑实验法测定转染液病毒滴度 , 按以下公式计算病毒

滴度:病毒滴度(PFU/ml)=每孔细胞数×病毒原液稀释度×10

÷加入病毒液的量(ml)。

2.4　转染
　　将病毒转染一加入生长状态良好 、增殖活跃的 HeLa细胞

于 37 ℃CO2 培养箱转染不同时间 ,洗去转染液加入含 5%胎牛

血清的 DMEM 培养液继续培养。同样转染人成纤维细胞 、人脐
静脉内皮细胞。

2.5　免疫组化法检测细胞 CTLA-4Ig 表达
　　将转染的以上细胞在不同时相点终止 , 随后进行免疫组化

法检测 CTLA-4Ig表达。

(下转 159页)
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看 ,治疗第 1周和第 2周 PEF 、症状计分及喘乐宁用量
差异均不显著。提示在该剂量下 ,继续延长使用时间
并不能进一步的改善哮喘症状。由于 β2 激动剂对气
道炎症无治疗作用 ,要获得较好的临床疗效 ,需要与吸
入激素联合使用 。
　　沙博特与全特宁主要副作用为肌肉震颤 、心悸 、失
眠等 。两组的副作用的发生率也相似。通常这两种药
物的副作用均较轻 ,不影响治疗。在治疗期间没有一
例患者因药物不良反应而退出试验 。沙博特经改型为
缓释剂后 ,使用次数减少也有利于提高患者用药的依
从性。沙博特和全特宁组分别有 2例和 1 例患者脱

落 ,脱落率分别为 10%和 5%。脱落的原因主要为患
者的依从性差 ,随访困难等。
　　本研究中 ,沙博特和全特宁入组患者的一般情况 ,
包括年龄 、病程 、肺功能(FEV1、PEF)和症状均基本相
似 ,统计学无显著差异 ,表明具有可比性 。治疗结果显

示两种药物具有相似的临床疗效和安全性 ,但沙博特
价格较全特宁低廉 ,具有更好的疗效/经济性 ,值得推
广应用。
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2.6　转染细胞形态观察及活性检测
　　在倒置显微镜下观察细胞形态 ,用台盼蓝拒染法检测细胞
活性 ,即滴 4%苔盼蓝于细胞片上 3 min 内观察。

3　结果

3.1　转染细胞形态观察
　　转染 293细胞细胞逐渐圆缩 , 堆聚 、漂浮 , 由于局部细胞的
脱落漂起而出现无细胞区 , 区周边有细胞附着即病毒病变空

斑 ,常称空斑。而转染 HeLa细胞 、人成纤维 、人脐静脉内皮细

胞贴壁生长形态良好 ,苔盼蓝拒染只有 0.1%的细胞染成蓝色 ,
与未转染相应细胞在形态 、活性上均未见明显差异。

3.2　滴度测定
　　病毒滴度为 7×108 PFU/ml(公式假定 10 个病毒感染 1 个

细胞)。

3.3　免疫组化分析
　　免疫组化染色显示 ,胞浆棕黄为阳性细胞。 用该腺病毒转

染6 h使 HeLa细胞获得转染 , 12 h 开始表达 , 36 h表达达高峰 ,
约 80%细胞阳性表达;人成纤维细胞转染 8 h 后培养 24 h 开始

表达 , 60 h 达高峰约 70%细胞阳性表达;人脐静脉内皮细胞转
染 4 h后培养 12 h开始表达 , 36 h 后达高峰约 80%细胞阳性表

达。相同条件下用滴度为 7×107 PFU/ml腺病毒转染相应细胞

未见阳性表达 ,未转染的对照细胞亦未见阳性表达。

4　讨论

　　腺病毒腺具有制备简单 、宿主范围广泛 、感染率高 、安全性

好等特点 ,近年以发展成基因治疗临床实验中的常用载体。 而
且既能感染正在分裂的细胞 , 又能感染非分裂细胞 , 是活体基

因治疗的首选病毒载体。可溶性 CTLA-4Ig 是人 CTLA-4 分子胞
外区与人免疫球蛋白γ1 绞链区 、CH2、CH3 区组成的融合蛋白 ,

与 B7有高度的亲和力 , 可以阻断 B7 与 CD28 或 CTLA-4 结合。
在TCR识别外来抗原的同时给予可溶性CTLA-4Ig , 在体外可诱

导T 细胞无应答 ,在体内则可诱导特异性免疫耐受[ 2 , 3] 。实验
动物异种移植模型已证明 CTLA-4Ig 重组腺病毒转染后能明显

延长心 、、胰等的存活时间[ 4 , 5] 。
　　本实验使用的是 E1 区缺失的 5 型腺病毒 , 是一种复制性

缺陷病毒 , 具有感染靶细胞的能力但在无 E1 表达的细胞内不

能复制 ,因而不会直接造成靶细胞的损害。而 293 细胞是一种

用腺病毒 E1区转化的人胚肾细胞 , 缺陷型腺病毒可以在 293

细胞内重组和扩增而使细胞出现病变。实验中我们也观察到

用该载体感染细胞未见形态改变 ,细胞活性良好。通过免疫组
化结果分析得出以下结论:①腺病毒必须达到足够滴度才能有

效地转染细胞;②转染时间是影响转染率的另一重要因素 , 细
胞的转染率随时间延长而提高 , 有较好的时效关系;③细胞在

足够的滴度和充足的时间 , CTLA-4Ig 重组腺病毒可使 70%～
80%HeLa细胞 、人脐静脉内皮细胞 、成纤维细胞转染表达 ,表明

CTLA-4Ig重组腺病毒可作为 CTLA-4Ig 基因治疗的高效转

移载体。
　　本研究利用构建的 CTLA-4Ig重组腺病毒成功转染体外培养

的人真核细胞, 证实了 CTLA-4Ig基因导入人的真核细胞及其表
达的可行性 ,为下一步器官转染研究及其治疗应用奠定基础。

　　关键词:转染;腺病毒;CTLA-4Ig
　　中图法分类号:R394.3　　　文献标识码:B
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