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摘　要:【目的】研究灭活后的柯萨奇病毒 B1 在原代培养骨骼肌细胞中对报道基因 pCDNA3-LacZ转移效率的影响。【方

法】①用聚乙二醇沉淀和蔗糖低温超速离心法提纯并用 β-丙内酯灭活病毒;②分别用不同浓度的转铁蛋白聚赖氨酸(TfpL)+

LacZ、灭活 CVB1+LacZ以及灭活 CVB1+T fpL+LacZ在肌肉细胞进行基因转移 , 以报告基因产物 β-半乳糖苷酶染色阳性的

细胞数作为基因转移效率指标。【结果】灭活 CVB1+T fpL+LacZ 在肌肉细胞中使基因转移效率由 TfpL+LacZ 组的不到

1%提高到 15%～ 20%。【结论】灭活 CVB1 也能象腺病毒一样促进基因转移 , CVB1 的嗜肌肉特性为在肌肉组织中研究靶向

明确的新载体提供了实验依据。
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Astract:【Objective】To study the ef fect of inactivated Cox sackie vi rus B1 , which w as considered to have

high af finity to skeletal muscle cells , on gene t ransfer ef ficiency of repo rter gene , pCDNA3-LacZ , in primary

muscle cells.【Methods】 ① Virus w as purified by polyethylene sedimentation follow ed by sucrose super-

centrifugation , ②Transferrin-polyly sine (TfpL)+LacZ , inactivated CVB1+LacZ and inactivated CVB1+Tf-

pL+LacZ w ere designed in different concentrations for the use of gene transfer , then , posi tive cells contained β-

galactosidase w ere calculated as gene t ransfer ef ficiency.【Results】Inact ivated CVB1 enhanced gene transfer ef-

f iciency f rom less than 1%in T fpL+LacZ g roup to 15%～ 20%per cent in CVB1+TfpL+LacZ group.【Con-

clusions】Like adenovirus , inactivated CVB1 can also increase gene transfer eff iciency in muscle cells , w hich

provides experimental basis for const ructing new vector targeting to muscle cells.
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　　在肌肉细胞的基因转移中 ,目前最常用的是腺

病毒(adenovirus , AV)载体。AV 降解溶酶体的特

性 ,还促进了在 HeLa细胞中转铁蛋白(t ransferrin ,

Tf)—聚赖氨酸(poly ly sine , pL)介导的报道基因转

移 ,效率比 TfpL-DNA复合物提高了 1 000 倍。更

有意义的是 ,在肌细胞中采用该法将灭活 AV 携带

报道基因获得成功 ,并且宿主的排异反应大为降

低 ,报道基因表达时间延长而基因转移效率并没有

明显降低[ 1] 。但 AV 载体靶细胞范围广泛也正意

味着对肌细胞的特异性不高。柯萨奇 B1 病毒

(Coxsackie virus B1 ,CVB1)是一种小而无囊膜的单

链正股 RNA 病毒 ,直径为 28 nm ,现已将 CVB1用
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来制备稳定的实验性肌炎模型 。已经证明 CVB1

具有嗜肌肉特性并认为与病毒的外壳蛋白有关[ 2] 。

目前尚不能将 CVB1制成疫苗 ,为此 ,我们将灭活

CVB1 、TfpL 和报道基因 pCDNA3-LacZ 设计成不

同浓度和不同组合 ,在原代培养骨骼肌细胞中进行

了基因转移研究 ,希望在靶向于肌肉细胞的基因治

疗中探索一种新思路 。

1　材料与方法

1.1　CVB1病毒

购自预防医学科学院毒种室。质粒:pCDNA3-

LacZ长约 8 kb ,由 CM V 启动子驱动 ,本室保存。

TfpL 为 Sigma公司产品。

1.2　CVB1提纯和灭活

参照 Novotny 和 M apoles[ 3]报道的方法加以修

改。简言之 ,聚乙二醇沉淀法将病毒悬液初步浓

缩;在 10%～ 50%蔗糖梯度中上样 ,低温超速分步

离心;电镜观察并做病毒活性测定;β-丙内酯(β-

propiolactone , BPL)20 mL/L 浓度灭活 ,测定残存

毒力[ 4] 。

1.3　原代骨骼肌细胞培养

取 1 ～ 3 d新生 SD大鼠 ,断头处死 ,消毒并取

前后肢 ,去皮去骨并剪碎 ,胰酶消化 30 ～ 60 min ,

50μm 不锈钢网过滤 ,常温下 1 000 r/min离心 10

min。无血清混合培养基重悬 ,计数并接种于 6 孔

板内 , 每孔 105 个细胞。前 3 d 每天换液(F-10:

DMEM 高糖培养基 =50∶50 , 100 mL/L 小牛血

清), 3 d后隔天换液 。

1.4　基因转移试验

①肌细胞培养至第 3 天时 , 细胞约 50%～

80%融合 ,试验前吸去培养基 ,用无血清培养基洗

1次;②Ⅰ液为 pCDNA3 分别按 3 、6 、15 和 50 μg

溶于 20 mmol/ L HEPES(含有 150 mmol/L NaCl)

100μL中;Ⅱ液为 TfpL 分别按 10 、20和 30 μg 溶

于 20 mmol/L HEPES(含有 150 mmol/L NaCl)

100 μL 中。实验之前取溶液 Ⅱ缓慢逐滴加入溶液

Ⅰ中 ,总量达 200 μL ,室温静置 30 min 。③将上述

液体加入 6孔板内的细胞中 ,然后加 800 μL 无血

清混合培养基 ,随后各加入 6 、10和 20 μL 的灭活

CVB1液(6.4×1015病毒颗粒/L),对照组加入同体

积的病毒贮存液。37 ℃继续培养 4 ～ 6 h ,取出后

加入 12.5%的混合培养基 4 m L ,继续培养 20 h 。

④换液继续培养 24 h。

1.5　X-gal染色和阳性细胞计数

X-gal染色参照 Trivedi
[ 5]
的方法。阳性细胞

计数:每个显微镜视野计取每 1 000个细胞中X-gal

染色阳性的肌细胞数 。

2　结　果

2.1　各种浓度的质粒和 TfpL对转染效率的影响

经酚-氯仿提取后的质粒能满足一般的基因转

移需要。本实验中 15 μg DNA与 10 μg TfpL 组合

时出现了 1%～ 2%的阳性细胞(其它浓度的组合

则未显示出阳性细胞)。即 DNA 与 TfpL 之比为 3

∶2(图 1)。由图可见 ,被染蓝的部分位于细胞浆

内 ,细胞形态保持良好(箭头所指 ,下同)。

图 1　TfpL组出现 1%～ 2%的阳性细胞

Fig.1　1%～ 2% positive cells in TfpL group

X-gal staining(×40)

2.2　CVB1与 TfpL协同作用

10 μL CVB1(6.4 ×1010病毒颗粒)+15 μg

DNA产生了 5%左右的阳性细胞(图 2)。当 15 μg

图 2　CVB1 组出现 5%的阳性细胞

Fig.2　5% positive cells in TfpL group

X-gal staining(×10)
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DNA 、10 μg TfpL 与 10μL CVB1一起加进骨骼肌

细胞时 ,被染蓝的细胞数增加到 15%～ 20%(图

3)。CVB1促进了 TfpL 在肌细胞中受体介导的基

因转移。质粒 DNA 、TfpL 与 CVB1的不同组合对

基因转移效率的影响见表 1 。

图 3　CVB1+TfpL组阳性细胞增至 15%～ 20%

Fig.3　Positive cells increased to 15%～ 20%

in CVB1+TfpL group

3.1　X-gal staining(×10), 3.2　X-gal staining(×40)

表 1　质粒 DNA 、T fpL与 CVB1 不同组合的基因转移效率

Table 1　Gene transfer efficiency of different combinations

of DNA , TfpL and CVB1

　Different combinations Percentage of positive cells

pCDNA3lacZ+T fpL 1%～ 2%

pCDNA3lacZ+CVB1 5%

pCDNA3lacZ+T fpL+CVB1 15%～ 20%

3　讨　论

实验中 ,单纯质粒 DNA 用至 50 μg 都未获得

阳性结果 ,TfpL 组的转移效率仅为 1%左右 。可能

与肌细胞肌膜屏障有关 ,但确切原因还不清楚。

CVB1组获得了 5%的阳性细胞 ,说明 CVB1 具有

促进基因转移的作用 , 已经证明 , CVB1 感染在

H EP-2细胞中能增加细胞通透性 ,促进细菌入侵。

灭活 CVB1与 TfpL 共同作用 ,使转移效率增加到

15%～ 20%,推测 CVB1 使肌细胞对 DNA 摄取增

加 ,或可能降低了溶酶体对外源物质破坏的能力。

实验说明 ,灭活 CVB1也能象灭活 AV 一样促

进基因转移 ,用灭活 CVB1构建的载体 ,体积小于

AV复合物 ,有可能在越过细胞的分子屏障中发挥

优于 AV 的作用。灭活 CVB1同时避免了因活病

毒复制所引起的免疫损伤 ,由此构建的 CVB1-pL-

DNA复合物同时具有靶向明确和促进基因转移的

特点 ,简单操作 ,提高效率 。实验的意义还在于 ,用

组织特异性灭活病毒作载体 ,将作为一种新思路 ,

不仅为肌肉病 ,而且还为其它组织疾病的基因治疗

如灭活肝炎病毒治疗肝癌 ,灭活脑炎病毒治疗脑组

织退行性疾病提供了一种靶向明确的高效的基因

转移方法 。
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