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滴于玻片上#用
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台盼蓝染色#光镜下观察
B##

个细胞#计算细胞存活百分率

$细胞存活百分率
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表型分析
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!#4)@

#加

#:#B41

标准液到
#:>941
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1

酶联抗体#封膜#

"A^

孵育
!

E

#弃去反应孔内液体#用洗涤液注满各孔#静置
!4)@

#甩干#

洗
/

次#加
;#

&

1

显色剂#封膜#室温暗室孵育
!;4)@

#每孔加

;#

&

1

终止液#混匀#在
/;#@4

处测吸光度值#计算上清液中

%&'(

!

!

浓度*

@:G

!

统计学处理
!

采用
.5..!!:#

统计软件进行数据分析#

数据以
E :̀

表示#组间比较采用
5

检验#以
%

$

#:#;

为差异有

统计学意义*

A

!

结
!!

果

A:@

!

)*+,

的形态学观察
!

小鼠骨髓细胞诱导培养
B<

后#可

见部分细胞悬浮并相互聚集#见封
B

图
!

*细胞如图中箭头所

示*随培养时间的增加#细胞体积逐渐增大#细胞由规则均一

圆形变为大小不等的不规则形状#细胞边缘出现大量细突起#

呈树枝状#毛刺更加明显*经台盼蓝染色后#镜下计数细胞#其

存活率为
>B]

*

A:A

!

)*+,

的表型
!

)*+,

及
4*+,

均高表达
+*!!2

(

)*+,

的

+*9#

)

+*9$

及
-8+

#

的表达分别为$

!!:"̀ !:B

%

]

)$

BB:$̀

B:A

%

]

及$

"":>`":"

%

]

#

4*+,

的
+*9#

)

+*9$

及
-8+

#

的

表达分别为$

B$:"̀ !:"

%

]

)$

/":$̀ !:$

%

]

及$

9;:À ":;

%

]

#

见图
B

*

)*+,

的
+*9#

)

+*9$

及
-8+

#

表达均明显低于

4*+,

#符合其低表达的特征&

>(!#

'

*

图
B

!!

)*+,

和
4*+,

表面分子
+*9#

#

+*9$

及
-8+

#

的

表达情况 $流式细胞术%

图
/

!!

%&'(

!

!

标准曲线

$$$!

重庆医学
B#!!

年
$

月第
/#

卷第
!A

期



A:B

!

*+,

的慢病毒颗粒感染
!

感染组和感染对照组均高表达

&'5

#感染效率为
A;:;]

左右#见封
B

图
"

*

A:C

!

)*+,

的
%&'(

!

!

表达水平
!

感染组
)*+,

的
%&'(

!

!

表

达水平明显高于感染对照组及空白对照组#差异有统计学意义

$

%

$

#:#;

%#感染对照组与空白对照组之间差异无统计学意义

$

%

%

#:#;

%*见图
/

)

;

*

图
;

!!

各组
)*+,%&'(

!

!

表达的比较

B

!

讨
!!

论

*+,

作为免疫学研究热点#在人体内分布广泛#但数量甚

微#在外周血单核细胞中
*+,

不足
!]

*通过细胞因子诱导体

外培养
*+,

的方法#可获得大量较高纯度的
*+,

#为进一步研

究
*+,

的生物学功能创造了有利条件&

!!(!B

'

*

*+,

的诱导培养

可采用不同细胞因子的组合#其中
&-(+.'

和
01(/

是公认的

最基本的细胞因子*

&-(+.'

可诱导
*+,

前体细胞产生
*+,

和巨噬细胞#但以巨噬细胞为主#

01(/

可抑制单核细胞向巨噬

细胞转化#因此#

&-(+.'

联合
01(/

可使
*+,

所占比例增加而

巨噬细胞相应降低&

!"

'

*本研究通过
I4&-(+.'

和
I401(/

联

合诱导骨髓单核细胞#根据
*+,

与其他细胞的黏附特性不同#

采用贴壁分离的方法依次离弃杂质细胞#再对所收获细胞采用

免疫磁珠分选法进行提纯#并对其形态)表面分子进行鉴定证

实#此法可获得大量高纯度的
)*+,

*

目前较常用的基因治疗载体有逆转录病毒)腺病毒及慢病

毒载体*逆转录病毒载体虽可使目的基因整合至靶细胞基因

组并实现稳定表达#但其缺点在于无法感染不分裂细胞*有研

究发现腺病毒载体可通过感染小鼠骨髓来源的
*+,

#使之表达

病毒所携带的目的基因#具有表达时间快)效率高的优点&

!/

'

#

由于病毒基因组游离于宿主基因组外#仅能瞬时表达外源基

因#无法实现稳定表达(另外#腺病毒载体有较高的免疫性#会

诱导
*+,

成熟&

!;

'

*慢病毒载体是一种复制缺陷型逆转录病毒

载体#其病毒基因组是
X37

病毒#可整合于宿主基因中而使

宿主长期)稳定表达外源基因#并且免疫反应小#可同时感染分

裂期细胞和非分裂期细胞#主要缺点是感染所需时间较长*慢

病毒载体是目前研究
*+,

基因治疗方面的最佳载体#日益受

到重视*本实验将
!"#$

!

!

过表达的慢病毒载体稳定感染

)*+,

#

/9E

后置于倒置荧光显微镜下观察发现
&'5

高表达#感

染对照组同样高表达
&'5

#说明该病毒基因组已成功转导进

入
*+,

宿主内(另外#通过
610.7

测定上清液
%&'(

!

!

表达水

平的结果亦证明了以上的结论*

综上所述#本研究通过
I4&-(+.'

和
I401(/

联合诱导小

鼠骨髓单核细胞#扩增出大量高纯度的
)*+,

细胞#并将携带有

!"#$

!

!

目的基因的慢病毒载体稳定感染进
)*+,

中#使其获得

高分泌
%&'(

!

!

蛋白的特征#为进一步研究
%&'(

!

!

及
)*+,

对

诱导体内免疫耐受的影响提供了实验依据*
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