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,

、 。 0 0 3 8

林 晨 张雪艳 傀 月 吴 灵 (中国医 学科学 院肿 瘤研究所细胞生物室 ) 北京
,

10 。。21

提 要 目的
:

了解重组 R A 5 38
、

反义
c 一m cy 腺病毒载体对 正常 细胞的影 响

。

方法
:

采用形 态 学观察
、

M T T
、

R T
一
P C R 等方法

,

对腺病毒介 导 R A 53 8 及反义
c 一

m y 。
基 因对正 常人胚肺 成纤维 细胞 ( ZB )S 的影响进

行研究
。

结果
:

以 A d
一
L ac Z 进行重组腺病毒转 导效率检测发 现腺病毒 ZB S 细胞具有很高 的转导效率

。

A d
-

R A 5 3 8
、

A d
一

A cS
一

m y C
对 正常人胚肺 ZB S 细 胞无生 长抑 制及凋 亡诱导作 用

,

同时 A d
一

R S 53 8 对 Z B S 内源性
c 一m y。

、

cb 卜2 基 因的表达也无影响
。

结论
:

腺 病毒载体具有很高 的转 导效率
,

能实 现 目的基因在转导细胞 中的

高水平 表达
。

A d
一

R A 5 3 8
、
A d

一

A S
c 一m yc 对 ZB S 细胞无 明显 的生 长抑制及凋 亡诱导作用

,

对 ZB S 细胞 内源性

cb 卜2
、
c 一

m y c
基 因的表达无调节作用

。
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中图法分类号 R 3 4 ; Q 7 84 文献标识码
:
A

癌基因激活与抑癌基因失活是肿瘤发生最基本的

分子机制 .l[
2 〕

。

因此
,

重建抑癌基因功能及抑制癌基因

的表达成为 目前肿瘤基因治疗所追求的基本 目标
。

以

往的研究显示
,

重组 R A 5 38 及反义 。 一

m yc 腺病毒在诱

导肿瘤细胞凋亡的同时抑制 了 c 一 m yc
、

b d
一

2 基 因的表

达
,

是理想的基因治疗药物
。

肿瘤基因治疗的靶细胞是

肿瘤细胞
,

而携带 目的基 因的腺病毒载体在对肿瘤细

胞有效杀灭 的剂量范围 内对正常细胞是否有抑制作

用
,

是基因治疗安全性研究中的重要环节
。

本文就腺病

毒介导 R A 53 8 及反义 c 一 m yc 基 因对正常人胚肺成纤

维细胞 (2 B C )的影响进行研究
。

1 材料与方法

1
.

1 细胞 系

2 9 3 细胞 为腺病毒 E l 基 因转化 的人胚肾细胞系
。

ZB S 细

胞 为人胚肺成 纤维细胞 系
。

培 养条件 均为 D M E M 培 养基
,

含

1 0 %胎牛血清
,

3 7
O

C
,

5% CO
Z

。

1
.

2 重组体腺病毒的繁 殖
、

滴度测定及鉴定

R A 5 3 8
、

反 义
c 一

m y c
及 L a e Z 重组体腺病毒 ( A d

一
A S e 一

m y 。 、

A d
一

aL
c

即为 中国 医 学科 学院肿 瘤研究 所细胞 生物 室构 建
,

为

E l 和 E 3 区缺失 的复制 缺陷型腺病毒载体构建而成
。

采用 A d
-

R A 53 8
、

A d
一

A sc
一

m y 。 、

A d
一
L ac Z 经鉴定 为 阳性 的 重组 体腺 病

毒
,

在 2 93 细胞中进行繁殖
。

将 腺病毒以 10 倍 比稀 释后
,

以 2 93

细胞进行滴度测定
,

取接近 1 00 %细胞病变的病毒稀释度
,

按公

式计算
。

取 1 00 闪病毒液 经 蛋 白酶 K 处理
,

酚抽 提
,

乙 醇 沉 淀后

P C R 鉴定
。

用 1 对 目的基 因引物及 1 对腺病毒基因组引物
。

扩

增条件为 9 5
o

C 5 0 5 ,
5 5

o

C 1 m in
,

3 0 个循环
。

国家
“ 8 6 3

”

计划资助项 目
,

N
o

.

2 2 0
一
0 1

一
0 2

陈洁平
,

女
,

36 岁
,

主治医 师
,

博士

腺病 毒引物
:

上游
:
5忆 T C G T T T C T C A G C A G C T G T T G

一
3

`

下游
:
5

` 一
C A T C T G A A C T C A A A G C G T G G

一
3

,

R A 5 3 8 引物
:

上游
: 5

, 一

A T G G G T G A A C A A C A G A A G A G
一
3

`

下游
:
5

` 一
T T A G A G A T T C A G A T T T G G C T

一

3’

反义
c 一m y C

引物
:

上游
:

5忆 T A C A C G T T A G C T T C A C C A A C
一
3

,

下游
:

5
, 一

T G G G C G A G C T G C T G T C G T
一

3
`

1
、

3 病毒感染

按不 同的实验需要接种一定 量的细胞 于培 养皿 中
,

24 h 以

内在细胞 贴壁后感 染病毒
,

以 一定 的感 染强度 ( M ul t i p ilc iyt of

in fe c it o n ,

M O )I 计算所需病毒量
。

弃 培养液
,

用适 量 P B S 稀 释

病 毒后加 人培 养皿 中
,

置 3 7
o

C C O
:

孵箱 中作用 l h
,

每 1 5 m in

摇男 培养皿 1 次
。

之后 加人完全培养基
,

置孵箱中培养
。

1
.

4 腺病毒转导效率测定

采用 重组 腺病毒 A d
一
L ac Z (含报告基 因 L ac Z )

,

按 25
、

5 0
、

1 0 。
、

2 0 0 M OI 感染细胞
。

培养细胞弃去培养 基
, ’ %多灌里醛 固

定
。

加入 x
一 g a l 染 液 [ 1 m g /

n l l x
一 g a l 溶于 0

.

1 m o l / L P B S 中
,

1
.

3 m m
o
l / L M g C I

: ,

3 m m o
l / L K

3 F e ( C N ) 6 ,
3 m m o l /L K

、 F e

( C N )
。

〕
,
3 7

“

C孵箱中 2 ~ 4 h
。

显微 镜 下观察
,

蓝 染的细胞 即

L ac Z 基 因表达的阳性细胞
。

计算蓝染细胞 的百分率
。

1
,

5 细胞生长 曲线 ( M T T 法 )

采用 9 6 孔板
,

每孔 接种细胞 5 0 0 0 一 8 0 0 0 个
,

2 4 h 内按不

同 感染强 度感染 腺病毒
。

于 不 同时 间点每孔加人 M T T 溶液

(0
.

s m g /m l )
,
4 h 后弃之

,

另加人 D M SO
,

振摇 数分钟后酶标

仪检测每孔 O D 值
。

1
.

6 逆转录 P C R ( R T
一

P C R )分析

细 胞 总 R N A 提 取
:

按 P r o
m

e g a
公 司 的 P R N g e n t s T M

T o t a
l R N A I

s o la t i o n s y s t e
m 试剂 盒说明分别提取 并纯化 细胞

系的总 R N A
。

逆转录
:

采用 P or m eg
a
公 司 M

一

M L V 逆转 录试剂盒说 明将

细胞总 R N A 的 m R N A 逆转 录成
c D N A

。
P C R 条件

:

P C R 引物序列
:

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1999. 10. 006
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疗的靶细胞是肿瘤细胞
,

而携带 目的基因 的腺病毒载

体在对肿瘤细胞有效杀灭的剂量范围内对正常细胞传

导效率如何
,

有无生长抑制作用
,

其分子机制怎样
,

是

值 得 重 视 的 问 题
,

对 此
,

我 们 研 究 了 腺 病 毒 介 导

R A 53 8 及反义 c 一m y c 基因对正常人胚肺成纤维细胞

(2 B S ) 的影响及其机制
。

由于腺病毒对人的致病性轻微
,

其感染和复制过

程均不整合人宿主细胞基因组
,

因而无引起插人突变

的危险
。

目前基因治疗中选用的腺病毒载体均为复制

缺陷型
,

不能产生有复制能力的腺病毒 〔 7一 9〕
。

本研究采

用的腺病毒载体为 E l 区及 E 3 区缺失型
。

这种载体是

以外源基因替代腺病毒基因组中一些反式作用序列 的

方式构建 的
。

在腺病毒基因组 中被替代的主要有 E l

和 E 3 两个 区
,

E l 区 为腺病毒复制所必须的
,

其缺失

将导致腺病毒复制缺陷
。

在采用 A d
一

I
,

ac Z 观察 ZB S 细

胞的转染效率的实验中我们发现
,

腺病毒转导效率高
,

能 将 目的 基 因 转 移 到 90 % 的 Z B S 细 胞
,

通过 使 用

L ac Z 重组腺病毒转导细胞而显示 的转染率可以看出
,

M O I 25 时
,

培养细胞的转导效率 即达 50 % 以上
,

ZB S

细胞在 M O I 大于 10 0 时
,

重组腺病毒 可达 90 % 的转

导效率
,

表明重组腺病毒能进入正常细胞并有效表达
;

以 A d
一

R A 5 3 8 及 A d
一
A S c 一 m yc M O I 2 5~ 20 0 感染强

度分别感染 ZB S 细胞
,

以 A d
.

I
, a e Z ( M O I 2 5 ~ 2 0 0 )感

染 ZB S 细 胞 作 为 对 照
,

结 果 显 示
,

A d
一

R A 5 83
,

A d
-

A cS
一

m yc 对 ZB S 细胞的形态
、

生长 曲线 ( M T T 法 ) 均

无明显影响
。

表明 A d
一

R A 53 8 和 A d
一

A S c 一 m yc 在对癌

细胞有效杀灭的剂量范围
,

对 正常 ZB s 细胞的生长无

明显抑制作用
。

从而印证了重组腺病毒载体的安全性
。

同时也说 明 目的基 因 R A 53 8 及反义 C 一m y c 对正常细

胞生长没有明显抑制作用
。

lC a kr e 等10[ 〕报告 bc l
一 x s 重

组腺病毒 ( A d
一

bc 卜x s ) 能有效杀灭多种肿瘤细胞
,

同时

研究 了 A d
一

bc l
一 x s 对正常造血干细胞和能产生严重免

疫缺陷小 鼠的原始 细胞 的影响
,

结果显示 A d
一

bc l
~ x s

对它们没有杀灭作用
。

Z h a n g 等田用 P 53 腺病毒感染

正常人支气管上皮细胞
,

用肺癌细胞 H 1 2 9 9 作 阳性对

照
,

发现 P 53 腺病毒不敏感
,

其生长曲线 与对照 病毒

处理组相似
。

这些均与我们的实验结果相似
。

以上结

果表明重组腺病毒对正常细胞生长无抑制作用
,

其在

基因治疗中的应用是安全的
。

由于 A d
一

R A 5 3 8 和 A d
一

A S c 一m y 。 能 降调节肿瘤

细胞中 c 一 m yc 及 bc l
一

2 基因 的表 达 (另文发表 )
,

在观

察重组腺病毒载体对 ZB S 细胞 转染效率及生长影响

的同时
,

我们研究了腺病毒介导的目的片段 R A 5 3 8 及

A S e 一m y e 对 ZB S 细胞中 e 一 m y e 及 b e l
一

2 基因表达的影

响
,

结果显示
,

在 ZB S 细胞 中内源性的 c 一m y 。 及 b d 论

基 因 表达量极低
,

常规 R T
一

P C R 方 法不能显示 其表

达
。

而经过加大模板量
,

增加循环数
、

降低退火温度等

处理后发现
,

A d
一

R A 5 38 对 内源性 c 一m yc 及 bc l
一

2 基因

的表达无任何调节作用
,

以上结果表明对 于 c 一 m y c 和

bc l
一

2 表达量极低 的正 常 ZB S 细胞
,

相 应的 目的基 因

转入对它们相关基 因的表达没有影响
。

也就是说
,

携带

目的基 因的复制缺陷型 病毒载体能转染正常细胞并

有效表达
,

但对其相应内源性基因的表达无调节作用
。

这可能是 A d
一

R A 5 38 和 A d
一

A S
c 一

m y 。 不损伤正常 ZB S

细胞的分子机制之一
。
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经眼窗
、

颗窗探测大脑前
、

中
、

后动脉血流速度之比较

A c o m P a r i s o n b e t w e e n b l o o d y s P e e d s o f a r t e r i a e c e r e b r i a n t e r i o r ,

m e d i a ,

a n d P o s t e r i o r P r o b e d o P t i c a l w i n d o w s a n d t e m P o r a l w i n d o w s

赵静怡
’

(第三军医 大学附属西南 医 院神经 内科 ) 重庆
,

4 0 0 0 38

笔者 曾撰 文报告过 T C D 经 眼窗能探测 到大脑前动脉
、

中

动脉
、

后动脉川
。

这里
,

我们就经眼窗探及的大脑前
、

中
、

后动脉

的血 流速度与 常规颖窗探 及的大脑前
、

中
、

后 动脉 的血 流速度

相比较
,

拟进一步证明经眼窗探测大脑前
、

中
、

后动脉血流速度

可以作为颖窗失测后的一种补救方法
.

进行检测
。

具体探测方法详见参考文献〔1〕
。

统计学处理
:

采用 t 检验
。

2 结果

资料与方法

选择门诊进行 T C D 检查的病人 47 例
,

其 中男 27 例
,

女 2 0

例
,

平均 年龄 52
.

83 岁
。

采用德国 E M E 公司生产 的 T C D 2 0 2 0

经 眼窗
、

颈 窗同 时探 测 到大脑前
、

中
、

后动 脉者
,

左侧分别

为 3 1
、
3 3

、

2 例
,

右侧分别为 29
、
3 7

、
2 例

。

探及 率大脑前
、

中
、

后

动 脉 左 侧 为 6 5
·

9 6%
、

7 0
·

2 1 %
、

4
·

2 6写 ; 右 侧 为 6 1
·

7 0 %
、

价 8
.

72 %
、
4

.

26 %
。

经眼窗对大脑前
、

中动脉的探 及率较高
。

2 个
`部位所探测 的血流速度 比较

,

p > 。
.

05
,

差别不显著
,

结果见表1
。

表 1 大脑前
、

中
、

后动脉血流速度份土 s , c m / s)

血管
收缩期血流速度 (V s) 舒张期血流速度 ( V d )

左顺窗

7 8
.

9 0士 1 6
.

1 0

9 8
,

0 4士 1 9
.

5 2

5 9
.

5士 3
.

5 4

右预 窗 左眼 窗 右眼窗 左预窗 右顺窗 左眼窗 右眼窗

前动脉

中动脉

后动脉

8 5
.

2 9 士 3 0
.

5 8

9 2
.

4 5 士 1 9 7 9

5 4
.

5 士 1 0
.

6 1

8 0
.

7 4 士 1 4
.

4

9 1
.

2 3士 1 9
.

2 6

6 0
.

5士 2 1
.

9 2

7 8 32 士 1 3
.

9 2

8 9
.

6 3 士 1 5 7 7

5 2
.

5 士 0
.

7 1

3 4
.

5 2 士 9 1 4

4 4
.

2 6 士 9
.

8 5

28
.

5 士 0
.

7

36
.

2 4 士 1 0
.

5 2

4 0
.

2 3 士 9
.

7 1

2 7
.

0 士 1 4 1

3 7
.

0 7 士 8
.

4 1

40
.

1 2 士 8
.

1 0

3 2
.

5 士 9
.

1 9

3 6
.

0 8 士 6
.

1 7

38
.

67 士 8
.

5 0

24
.

5 士 2
.

1 2

3 讨论

经眼窗探 测大脑前
、

中
、

后 动脉作 为颖窗失测后 的一种补

救手段得到 了大家的广泛认同
。

本文对 2 个部位的同一动脉 的

血流 速度的比较
,

显示 2 个部位的血 流速度无差 异
,

进 一步证

明经眼窗探测大脑前
、

中
、

后动脉血流速度的可行性
,

说 明经眼

窗探 及的大脑前
、

中
、

后动脉 血流速 度可以 代替颈窗所探 测的

大脑前
、

中
、

后动脉 的血 流速 度
,

从而作为 T C D 的诊断依据
,

再

一 次支持了 经眼窗探测大脑 前
、

中
、

后 动脉是颈窗失测后 的一

种 良好的补救手段
,

为提 高大脑前
、

中
、

后动脉的检 出率及确保

临床诊断提供了可靠 的依据
。
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