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　　［摘要］　目的　构建携带Ｃ５７ＢＬ／６小鼠雌激素受体α（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒα，Ｅｒα）的重组慢病毒，感染原代培养的小鼠神
经细胞，观察是否能提高Ｅｒα的表达，为进一步研究Ｅｒα与神经系统疾病的关系奠定基础。方法　将Ｅｒα基因片段插入慢病
毒主体载体ＬＶＧＦＰｆｌａｇ，构建重组慢病毒载体ＬＶＥｒαｆｌａｇ。通过琼脂糖凝胶电泳（ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＡＧＥ）、基因测

序验证后，将ＬＶＥｒαｆｌａｇ与包装质粒ｐＨｅｌｐｅｒ１．０、ｐＨｅｌｐｅｒ２．０共同转染２９３Ｔ细胞，测定病毒滴度，获得携带Ｅｒα基因的重组

慢病毒ＶＥｒαｆｌａｇ。无血清培养Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的神经细胞，对照病毒ＶＧＦＰｆｌａｇ感染神经细胞，在荧光显微镜下每天观察荧

光表达情况，用流式细胞仪检测感染效率和凋亡率以获得最佳感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）。然后用最佳 ＭＯＩ值

的重组慢病毒ＶＥｒαｆｌａｇ感染神经细胞，采用实时定量ＰＣＲ、蛋白质印迹方法检测感染后细胞中Ｅｒα的转录和蛋白表达水平。

结果　ＡＧＥ及测序鉴定均表明重组慢病毒载体构建成功，包装、扩增后得到ＶＥｒαｆｌａｇ，感染滴度为２×１０８ＴＵ／ｍｌ；ＭＯＩ＝５
的对照病毒ＶＧＦＰｆｌａｇ能感染神经细胞，感染效率达（８９．８±４．０３）％，而凋亡率仅为（３．６±０．２９）％。神经细胞至少能存活８
周，在此期间ＧＦＰ能持续表达，说明慢病毒能有效而稳定感染神经细胞。用 ＭＯＩ＝５的ＶＥｒαｆｌａｇ感染神经细胞后，能显著增

强神经细胞中的ＥｒαｍＲＮＡ和蛋白表达水平。结论　成功构建了携带Ｅｒα基因的重组慢病毒，其能成功感染神经细胞，使
ＥｒαｍＲＮＡ和蛋白表达水平增高。
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　　雌激素及其受体不仅对性发育和生殖功能至关

重要，而且在其他组织如脑和脊髓中，也发挥着重要

的作用。雌激素及其受体可参与神经系统的多种功

能调节，并对中枢神经系统有保护作用。使用雌二

醇或雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，Ｅｒ）配体治疗已

被证明在多种神经系统疾病中具有抗炎［１］和神经保

护作用［２］。以往研究报道雌激素可能有效治疗与急

性或慢性损伤相关的多种神经退行性疾病，如老年

痴呆症［３］、多发性硬化［４］、脊髓损伤［５］、帕金森病［６］、

小脑共济失调［７］、唐氏综合征［８］、癫 ［９］和短暂性脑

缺血［１０］。

　　雌激素的细胞反应性和敏感性主要是由两个不

同的Ｅｒｓ亚型介导：Ｅｒα和Ｅｒβ。Ｅｒｓ属核受体超家

族成员，是一种配体依赖的转录因子，通过调控基因

的表达控制生物学效应。一般来说，在Ｅｒ调节的基

因启动子区有特定核苷酸序列，称雌激素反应元件

（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｓ，ＥＲＥ）。配体与Ｅｒｓ连

接可能导致受体二聚体形成（Ｅｒα／Ｅｒα、Ｅｒβ／Ｅｒβ或

Ｅｒα／Ｅｒβ），再与ＥＲＥ结合，Ｅｒｓ与ＥＲＥ的相互作用

会导致靶基因转录的增加或减少［１１］。虽然这两个受

体具有相似的ＤＮＡ和配体结合区域［１２］，但它们的

组织／细胞分布特点既重叠却又不完全相同。在雌

激素的靶组织／细胞中，不同配体的生物学特性和相

应的转录方向与配体的浓度密切相关［１３］。因此，Ｅｒｓ
是雌激素产生生物效应的基本要素，在靶组织／细胞

中Ｅｒｓ的数量和类型对雌激素的细胞反应性至关重

要［３，１４］。在中枢神经系统中，尽管Ｅｒα和Ｅｒβ在多

种细胞中表达，如神经细胞、巨噬细胞和胶质细胞，

但它们的组织分布不同。一些研究表明，Ｅｒβ在成年

小鼠中枢神经系统中表达广泛［１５］，但雌激素在神经

系统疾病中的神经保护作用和抗炎作用则主要通过

Ｅｒα介导［１６］。因此本实验将 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的 Ｅｒα

编码区（ＣＤＳ）插入慢病毒载体，构建携带Ｅｒα的重

组慢病毒，并使其感染神经细胞，提高ＥｒαｍＲＮＡ
和蛋白表达，为探讨Ｅｒα在中枢神经系统中的生物

学效应及寻求神经系统疾病的基因治疗新方法奠定

基础。

１　材料和方法

１．１　细胞和质粒　质粒ｐＭＤ１９Ｅｒα、大肠杆菌感受

态细胞ＤＨ５α和２９３Ｔ细胞由贵州省人民医院中心

实验室保存，含绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）和ｆｌａｇ标记物的慢病毒表达载体穿梭

质粒ＬＶＧＦＰｆｌａｇ购自 Ｇｅｎｅｃｈｅｍ公司，慢病毒结

构质粒ｐＨｅｌｐｅｒ１．０及慢病毒包膜蛋白质粒ｐＨｅｌｐ

ｅｒ２．０购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．２　主要试剂及仪器　ＡｇｅⅠ、ＮｈｅⅠ酶购自 Ｎｅｗ

ＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂ公司；ＳＹＢＲＭａｓｔｅｒＭｉｘｔｕｒｅ试剂盒

购自ＴａＫａＲａ公司；ＩｎＦｕｓｉｏｎ试剂盒购自ＢＤ公司；

ＴＲＩｚｏｌ、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；小

鼠抗人 Ｅｒα单克隆抗体购自 ＬｉｆｅＳｐａｎＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
公司；羊抗小鼠二抗购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；蛋白定量

试剂盒购自 ＨｙＣｌｏｎｅＰｉｅｒｃｅ；ＥＣＬＰｌｕｓ试剂盒购自

Ａｍｅｒｓｈａｍ公司；ＰＶＤＦ膜购自ＢｉｏＲａｄ公司；小鼠

神经元特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）抗体购自武汉博士德

公司；ＤＨａｎｋ缓冲液、ＤＭＥＭＦ１２购自 ＨｙＣｌｏｎｅ
公司；胎牛血清购自杭州四季青公司；Ｂ２７培养基购

自Ｇｉｂｃｏ公司；胰蛋白酶购自 Ａｍｅｒｅｓｃｏ公司；Ｌ多

聚赖氨酸购自Ｓｉｇｍａ公司；ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ凋

亡试剂盒购自 Ｕｓｃｎｌｉｆｅ公司；Ｃ５７ＢＬ／６新生鼠购自

重庆医科大学实验动物中心；引物合成和基因测序

均由上海生工生物工程技术服务有限公司完成。

１．３　带有ＡｇｅⅠ和ＮｈｅⅠ内切酶的ＥｒαＣＤＳ区引

物设计　上游引物５′ＧＡＧＧＡＴＣＣＣＣＧＧＧＴＡ
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ＣＣＧＧＴＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＡＣＣＡＴＧＡＣＣＣＴＴ

ＣＡＣＡＣ３′（单下划线标记为ＡｇｅⅠ 酶切位点，双

下划线标记为表达增强序列），下游引物５′ＴＣＡ

ＴＣＣＴＴＧＴＡＧＴＣＧＣＴＡＧＣＧＡＴＣＧＴＧＴＴＧ

ＧＧＧＡＡＧＣ３′（双下划线标记为 ＮｈｅⅠ酶切位

点），以ｐＭＤ１９Ｅｒα为模板，ＰＣＲ扩增目的基因。扩

增条件为９４℃预变性３０ｓ；９４℃１０ｓ，５６℃１５ｓ，

７２℃２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＡｇｅⅠ、

ＮｈｅⅠ酶分别酶切主载体ＬＶＧＦＰｆｌａｇ和上述ＰＣＲ
产物。纯化以上片段，用ＩｎＦｕｓｉｏｎ试剂盒将回收的

酶切ＰＣＲ产物连接，转化感受态大肠杆菌 ＤＨ５α。

具青霉素抗性的ＬＢ培养基于３７℃培养１６ｈ，提取

单克隆质粒。用ＡＧＥ鉴定连接是否成功，引物设计

如下：上游引物５′ＧＡＴ ＣＣＡ ＣＣＴ ＧＡＴ ＧＧＣ

ＣＡＡ ＡＧ３′，下游引物５′ＡＧＣＧＴＡ ＡＡＡ ＧＧＡ

ＧＣＡＡＣＡＴＡＧ３′。扩增条件为９４℃预变性３０ｓ；

９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３０个循环；７２℃延伸

６ｍｉｎ。将 ＰＣＲ 产物的阳性克隆命名为 ＬＶＥｒα

ｆｌａｇ，送上海生工生物工程技术服务有限公司测序。

１．４　重组慢病毒的包装、浓缩和滴度测定　常规方
法培养２９３Ｔ细胞于１０ｃｍ细胞培养皿，至细胞数大
约为５×１０５个进行转染，主体重组慢病毒载体（ＬＶ
Ｅｒαｆｌａｇ），辅助质粒ｐＨｅｌｐｅｒ１．０和ｐＨｅｌｐｅｒ２．０与
同体积的 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００混合，转染２９３Ｔ 细
胞。于３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱中培养８ｈ后更换
为完全培养液，继续培养４８ｈ后收集含慢病毒颗粒
的细胞上清液，于４℃、４０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径ｒ＝１０
ｃｍ）离心１０ｍｉｎ去除细胞碎片。以０．４５μｍ滤器过
滤上清液，得到高浓度的慢病毒浓缩液，再于４℃、

４０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径ｒ＝１０ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，浓缩

２次。最终的浓缩液为病毒原液，命名为 ＶＥｒα
ｆｌａｇ。实时定量 ＰＣＲ检测 ＶＥｒαｆｌａｇ的滴度。１０
倍稀释法稀释病毒原液直到浓度为１０－５，用不同浓

度的样本１μｌ分别感染４×１０
４个２９３Ｔ细胞，４ｄ后

用ＴＲＩｚｏｌ提取每个样本的总ＲＮＡ，经反转录合成

２０μｌｃＤＮＡ，取其中１μｌ，根据ＳＹＢＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
ｔｕｒｅ试剂盒的产品说明书进行实时定量ＰＣＲ检测。

βａｃｔｉｎ作为看家基因。Ｅｒα的引物设计如下：上游
引物５′ＡＡＴＴＣＣＴＧＧＴＧＴＴＧＴＣＧ３′，下游引
物５′ＡＡＧＧＴＣＣＧＣＴＧＧＡＴＴＧＡＧ３′。βａｃｔｉｎ
的引物设计如下：上游引物５′ＧＴＧ ＧＡＣＡＴＣ
ＣＧＣＡＡＡＧＡＣ３′，下游引物５′ＡＡＡＧＧＧＴＧＴ
ＡＡＣＧＣＡＡＣＴＡ３′。

１．５　神经细胞的培养及感染　用 Ｃ５７ＢＬ／６乳鼠

（出生２４ｈ内）大脑皮质培养原代神经细胞。剥离乳
鼠的大脑皮质置于预冷的培养皿中，预冷的ＤＨａｎｋ
缓冲液将组织冲洗３次，用微型手术镊剥离血管和
脑膜，然后用剪刀将组织剪成小块，胰蛋白酶３７℃消
化１５ｍｉｎ，用等体积的基础培养液（１１ＤＭＥＭ／

Ｆ１２，加入１０％胎牛血清，１０３Ｕ／ｍｌ青霉素，１ｍｇ／ｍｌ
链霉素）终止消化，火抛光的移液管机械性吹打后，
通过１００μｍ的细胞过滤器获得单细胞悬液。将Ｌ
多聚赖氨酸包被过的盖玻片放入６孔板中，以１×
１０５个神经细胞／孔的密度接种于６孔板，于３７℃、

５％ＣＯ２的细胞培养箱内培养。２４ｈ后，用无血清培
养液（１１ＤＭＥＭ／Ｆ１２，补充为１％生长因子Ｂ２７，

１０３Ｕ／ｍｌ青霉素，１ｍｇ／ｍｌ链霉素）更换基础培养
液，在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中持续培养，每３～４ｄ更
换一次培养液。ＮＳＥ抗体是神经元的标志物，用该
抗体的免疫组化方法鉴定神经细胞的纯度。神经细
胞培养７ｄ后，不同剂量的对照慢病毒ＶＧＦＰｆｌａｇ与

０．５ｍｌ无血清培养液混合得到不同感染复数（ｍｕｌｔｉ
ｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）０、１、２、５、１０和２０的混合
液，用该混合液逐个更换原有的培养液以感染神经
细胞，在倒置荧光显微镜下每天观察 ＧＦＰ表达情
况。感染后５ｈ，每孔神经细胞用预冷ＰＢＳ洗２次，

０．２５％胰蛋白酶消化，１０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径ｒ＝８
ｃｍ）离心１０ｍｉｎ后收集细胞，然后用火抛光的移液
管机械吹打以获得单细胞悬液。根据 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ
ＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡试剂盒的产品说明书，在流式细胞仪
（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）上检测神经细胞的凋亡率。
同时，用ＦＣＭ计数ＧＦＰ＋神经细胞的百分率检测感
染效率。通过分析单细胞悬浮液的凋亡率和感染效
率得到最佳的 ＭＯＩ值。根据上述实验结果，用最佳

ＭＯＩ的 ＶＥｒαｆｌａｇ在６孔板中感染神经细胞。感
染后５ｄ，收集受感染的细胞，通过ＦＣＭ 检测细胞凋
亡率，并利用实时定量ＰＣＲ和蛋白质印迹法分别检
测ＥｒαｍＲＮＡ和蛋白表达。

１．６　实时定量ＰＣＲ和蛋白质印迹法检测受感染的
神经细胞中ＥｒαｍＲＮＡ和蛋白表达　用ＴＲＩｚｏｌ提
取未感染和ＶＥｒαｆｌａｇ感染神经细胞的总ＲＮＡ，经
反转录合成ｃＤＮＡ。实时定量 ＰＣＲ法与滴度检测
时方法相同。同时，用ＰＢＳ洗受感染和未感染的神
经细胞和２９３Ｔ细胞，收集并用裂解液裂解，用细胞
刮刮下裂解产物，１４０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径ｒ＝８ｃｍ）
离心５ｍｉｎ，去除细胞碎片。使用蛋白定量试剂盒测
定裂解产物的蛋白浓度为２μｇ／μｌ。用ＳＤＳＰＡＧＥ
分离等量的蛋白质，然后电转移至ＰＶＤＦ膜。将膜
浸入ＴＢＳＴ５％脱脂奶粉中室温放置１ｈ，与１５００
稀释的小鼠抗Ｅｒα抗体和１２５００稀释的抗ＧＡＰ
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ＤＨ抗体共孵育，４℃过夜。与１５０００稀释的羊抗
鼠ＩｇＧ在室温下孵育１ｈ。经过多次清洗，用ＥＣＬ
Ｐｌｕｓ试剂盒观察蛋白条带。实验至少重复２次。

１．７　统计学处理　计量资料均以珚ｘ±ｓ表示，采用

ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行数据分析，两组间比较用ｔ
检验；多组间参数比较采用单因素方差分析。检验
水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　重组慢病毒载体的构建与鉴定　以ｐＭＤ１９
Ｅｒα为模板，ＰＣＲ扩增获得带有ＡｇｅⅠ和ＮｈｅⅠ酶

切位点的ＥｒαＣＤＳ区，纯化后用ＡＧＥ鉴定。泳道１
为ＬＶＧＦＰｆｌａｇ载体电泳结果。泳道２为ＡｇｅⅠ和

ＮｈｅⅠ 酶切去除ＬＶＧＦＰｆｌａｇ中 ＧＦＰ用ＥｒαＣＤＳ
区替代，ＰＣＲ产物的 ＧＦＰ长度约７００ｂｐ（图１Ａ）。
回收的２个片段连接后得到ＬＶＥｒαｆｌａｇ，ＡＧＥ鉴
定泳道３～１０是ＬＶＥｒαｆｌａｇ的阳性单克隆质粒，仅
有泳道６是阴性的，阳性克隆产物的长度为５０４ｂｐ
（图１Ｂ）。基因测序鉴定 ＬＶＥｒαｆｌａｇ的阳性克隆
（图１Ｃ），进一步证实插入片段与基因库中记录的

Ｅｒα序列结果一致。

图１　ＬＶＥｒαｆｌａｇ的构建和鉴定

Ｆｉｇ１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＬＶＥｒαｆｌａｇ
Ａ，Ｂ：ＡＧＥｒｅｓｕｌｔｓ．１：ＬＶＧＦＰｆｌａｇｖｅｃｔｏｒ；２：ＬＶＧＦＰｆｌａｇｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＡｇｅⅠａｎｄＮｈｅⅠ；３１０：ＴｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓｏｆＬＶＥｒαｆｌａｇ（５０４ｂｐ）；

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ．Ｃ：ＧｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＬＶＥｒαｆｌａｇ

２．２　重组慢病毒ＶＥｒαｆｌａｇ的滴度检测　实时定

量ＰＣＲ检测ＶＥｒαｆｌａｇ的滴度（图２Ａ是实时定量

ＰＣＲ的扩增曲线图，图２Ｂ是Ｅｒα的熔解曲线，图

２Ｃ是βａｃｔｉｎ的熔解曲线），检测倍比稀释１０倍的７
个实验组和１个对照组，通过分析实验组之间Ｃｔ值

的差异得到滴度值（表１）。通常两个相邻的实验组

之间Ｃｔ值差异超过２认为是差异有显著性，结果显

示浓度为１０－４和１０－５μｌ的两实验组Ｃｔ值差异超过

２，因此认为浓度为１０－４μｌ的实验组中存在病毒颗

粒。病毒原液的滴度为１×１０４ ＴＵ／μｌ＝１×１０
７

ＴＵ／ｍｌ。由于每组只取１μｌ的ｃＤＮＡ用于实时定

量ＰＣＲ，该结果只是总量的１／２０，因此最终重组慢

病毒滴度为１×１０７ＴＵ／ｍｌ×２０＝２×１０８ＴＵ／ｍｌ。

图２　ＰＣＲ产物扩增和熔解曲线

Ｆｉｇ２　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔａｎｄｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅ
Ａ：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｃｕｒｖｅ；Ｂ：ＭｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｏｆＥｒα；Ｃ：Ｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｏｆβａｃｔｉｎ

２．３　受感染神经细胞中Ｅｒα的ｍＲＮＡ及蛋白表达
的检测　ＭＯＩ为０、１、２、５、１０和２０的对照慢病毒

ＶＧＦＰｆｌａｇ感染培养７ｄ的神经细胞，７２ｈ后，在倒
置荧光显微镜观察下能见到ＧＦＰ表达（图３）。感染
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后５ｄ，用ＦＣＭ检测ＶＧＦＰｆｌａｇ感染的神经细胞凋
亡率和感染效率以判断最佳 ＭＯＩ值。如图４所示，

ＭＯＩ＝５的对照病毒感染神经细胞得到的感染率高
而毒性低，因此认为 ＭＯＩ＝５是最佳 ＭＯＩ值。神经
细胞至少能存活８周，在此期间慢病毒能有效感染
神经细胞并稳定而持久表达 ＧＦＰ。用 ＭＯＩ＝５的

ＶＥｒαｆｌａｇ感染神经细胞后，ＦＣＭ 检测的细胞凋亡
率为（３．３６±０．４７）％（ｎ＝５），同时检测ＥｒαｍＲＮＡ
和蛋白表达并与未受感染的神经细胞相比以明确

ＶＥｒαｆｌａｇ的感染效率。实时定量ＰＣＲ结果显示，

ＥｒαｍＲＮＡ表达与未受感染的神经细胞相比增高了
（７．４６２±１．４１７）×１０３倍（与受感染的神经细胞相比

Ｐ＜０．００１，ｎ＝５，图５Ａ）。２９３Ｔ细胞中Ｅｒα蛋白没
有表达，而受感染的神经细胞中Ｅｒα蛋白表达明显
高于未受感染的神经细胞（图５Ｂ）。

表１　实验组和对照组Ｃｔ值分析

Ｔａｂ１　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＣｔｖａｌｕｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｃｔｏｆβａｃｔｉｎ ＣｔｏｆＥｒα ＴｈｅｍｅａｎＣｔｏｆＥｒα

Ｃｏｎｔｒｏｌ １５．４３  
 

１０μｌ １５．３８ ２５．１６ ２５．１
２５．０４

１μｌ １５．６２ ２８．５７ ２８．５１
２８．４５

１０－１μｌ １５．２１ ３０．７５ ３０．８１５
３０．８８

１０－２μｌ １５．１７ ３０．９１ ３１．１０５
３１．３

１０－３μｌ １５．０９ ３３．８９ ３３．９７
３４．０５

１０－４μｌ １５．２４ ３４．２３ ３４．３５５
３４．４８

１０－５μｌ １５．２８ ３６．９９ ３６．９９
１５．４３  

图３　ＶＧＦＰｆｌａｇ感染神经细胞后ＧＦＰ的表达（ＭＯＩ＝５）

Ｆｉｇ３　ＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＶＧＦＰｆｌａｇｉｎｆｅｃｔｅｄｎｅｕｒｏｎｓｗｈｅｎＭＯＩｗａｓ５
Ａ：Ｕｎｄｅｒｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ｂ：Ｕｎｄｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ｃ：Ｕｎｄｅｒｌｉｇｈｔａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．Ｔｈｅｓｃａｌｅｂａｒｉｎｄｉｃａｔｅｓ０．１ｍｍ

图４　感染效率和凋亡率线性关系图

Ｆｉｇ４　Ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｗｉｔｈａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅ

３　讨　论

　　使用雌二醇和选择性雌激素受体调节剂对相关

疾病进行药物治疗，由于药物生物半衰期短且作用
不持久，临床应用因许多不良反应（如发生子宫内膜
癌、乳房癌及血栓形成）而受限。与药物治疗相比，
基因疗法可通过受感染的细胞在特定部位持久释放

所需蛋白，避免药物引起的不良反应，可能是更好的
治疗选择。然而使用病毒载体直接在体内感染可能
引起较强的免疫反应且感染效率低，因此本实验选
择了体外转染方法，避免生理因素的影响和直接在
体感染的弊端，提高了转染效率。

图５　检测受感染的神经细胞中

ＥｒαｍＲＮＡ（Ａ）和蛋白（Ｂ）表达

Ｆｉｇ５　ＥｒαｍＲＮＡ（Ａ）ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂ）

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｉｎｆｅｃｔｅｄｎｅｕｒｏｎｓ
Ｃｏｎｔｒｏｌ：２９３Ｔｃｅｌｌ；１：Ｉｎｆｅｃｔｅｄｎｅｕｒｏｎｓ；２：Ｕｎｉｎｆｅｃｔｅｄｎｅｕｒｏｎｓ．
Ｐ＜０．０１ｖｓＵｎｉｎｆｅｃｔｅｄｎｅｕｒｏｎｓ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ
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　　基因转染的细胞实验可选择的载体有多种：如
质粒、脂质体、反转录病毒、腺病毒和腺相关病毒。
然而，这些载体各有优缺点，例如，使用质粒和脂质
体转染的物理方法如电穿孔，其转染效率低，细胞毒
性强并难以得到稳定转染效率［１７］；反转录病毒只能
在可分裂细胞中整合外源基因；腺病毒感染效率较
低且需较高的病毒量［１８］。相比之下，慢病毒具有很
多优势：（１）慢病毒能够感染不分裂细胞或缓慢分
裂细胞［１９］；（２）感染后能够持续表达目标基因［２０］；
（３）受感染的细胞正常功能不受影响［２１］。在未来中
枢神经系统的基因治疗中，慢病毒将成为具有重要
作用的载体［２２］。慢病毒基因治疗的临床应用也是
相对安全的［２３］，一方面，慢病毒的包装系统没有病
毒复制所必需的４个辅助基因（ｖｉｆ、ｖｐｒ、ｖｐｕ和

ｎｅｆ）；另一方面，构建慢病毒载体采用三质粒系统，
包括转移质粒、包装质粒和包膜蛋白质粒，降低了病
毒重组后复制的可能性。因此，慢病毒载体是目前
理想的基因治疗载体系统［２４］。

　　理论上慢病毒载体能够携带８ｋｂ大小的基因
片段进入靶细胞，但根据我们的经验并非如此。本
研究中Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的Ｅｒα有５９９个氨基酸，相对
分子质量为６６０００，其编码序列的大小约为１８００
ｂｐ［２５］。起初我们试图将Ｅｒα和ＧＦＰ基因同时连接
于慢病毒载体，这意味着转录区的长度将超过２ｋｂ。
插入片段越大，重组病毒滴度越低，而本实验所需重
组慢病毒的滴度为２×１０８ＴＵ／ｍｌ，因此去除了长度
为７２５ｂｐ的ＧＦＰ片段仅插入Ｅｒα的编码序列以保
证得到较高滴度。以带有 ＧＦＰ的慢病毒作为对照
病毒，其滴度为２×１０８ＴＵ／ｍｌ，检测其感染效率和
凋亡率以摸索最佳 ＭＯＩ值。

　　本实验成功培养原代神经细胞。神经细胞是一
种非分裂细胞，慢病毒可有效的感染此类细胞［２６］，
且稳定而长期在大脑中表达，与腺病毒相比感染效
率更高。Ｂｌｏｍｅｒ等［２７］研究表明，人类免疫缺陷病毒
（ＨＩＶ）的慢病毒在大鼠神经细胞内是表达ＧＦＰ最
有效的载体，其转染效率高达８８．７％，与腺病毒、腺
相关病毒、莫洛尼鼠白血病病毒相比，其细胞毒性也
较低。以往我们构建了Ｅｒα重组腺病毒［２８］，用该腺
病毒感染神经细胞得到感染效率为 （８４．４２±
５．４７）％，细胞凋亡率为（３．６２±０．７２）％［２９］。本研
究中，ＭＯＩ＝５的ＶＧＦＰｆｌａｇ感染神经细胞的感染
效率高达（８９．８±４．０３）％，ＶＥｒαｆｌａｇ感染神经细
胞凋亡率为（３．３６±０．４７）％，且不会影响细胞的活
性和基因功能，因此 ＭＯＩ＝５的 ＶＥｒαｆｌａｇ感染神
经细胞比Ｅｒα重组腺病毒更具优势，并能使Ｅｒα在
神经细胞中的转录和表达增高，外源基因与基因整

合稳定且持久。
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