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评价
*+

病毒转化的淋巴母细胞在传代培养过程中染色体的稳定性'方法
!

采用
*+

病毒感染带状疱疹患者

外周血中的
+

淋巴细胞!形成的淋巴母细胞"

T(T

%经过
-

个月的传代培养!通过核型分析比较淋巴母细胞染色体在培养前后是否

存在差异'结果
!

6

株染色体正常的
T(T

培养
-

个月后染色体无明显差异!

!

株染色体异常的
T(T

在传代培养过程中退化死

亡!

!

株
T(T

培养
-

个月后染色体出现了亚二倍体和超二倍体'结论
!

核型正常的
T(T

在传代培养过程中染色体具有较高的稳

定性!选择核型正常的
T(T

有助于建立稳定的细胞系'
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病毒通过与
+

淋巴细胞表面的
*+

病毒受体
(0"!

结

合#感染
+

淋巴细胞#

(0"!

作为
+

淋巴细胞生长因子的受体#

能传递细胞增殖信号#促进
+

淋巴细胞增殖#感染的
+

淋巴细

胞可转变为淋巴母细胞$

T(T

&#并能无限传代培养)

!

*

(

T(T

可

作为细胞遗传学'分子生物学和
*+

病毒相关肿瘤免疫治疗等

领域的研究工具)

"

*

(而
T(T

是否保存稳定的遗传信息及分子

生物学特性还存在争议)

8,6

*

(为此#本研究采用
-

株带状疱疹

患者外周血来源的
T(T

进行较长时间的传代培养#通过染色

体核型分析来判断
T(T

在传代培养过程中是否发生变化(

?
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材料与方法

?#?

!

材料
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仪为美国
2+Y

公司
%%$"

型扩增仪%淋巴细

胞亚群检测采用美国
+@HKMC<(>JGA@F

公司生产的
*3Y(V,[T

流式细胞仪(

=

淋巴细胞亚群检测试剂$单克隆抗体
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*检测试

剂购自
+@HKMC<(>JGA@F

公司%

3(4

试剂购自
3F>M@

B

C

公司%

012

提取试剂盒购自天根生化科技有限公司%

3(4

引物由上

海生工合成%

43)Y!-6$

培养基和胎牛血清购自
&

O

HG><@

公

司#二甲基亚砜购自
V:

B

MC

公司(

?#@

!

T(T

的制备和传代培养
!

T(T

的制备方法参照文献

)

/

*#选取
*+

病毒感染
-

周后形成的
T(T-

株#其中
6

株
T(T

染色体核型分析正常#

"

株染色体异常(使用含
!$5

胎牛血清

43)Y!-6$

培养液#

8.W

'

/5 (X

"

培养箱中连续传代培养
-

个月(

?#A

!

传代培养前后的
T(T

表面抗原检测
!

$

/

$

!$

&

R!$

/ 的

T(T

经磷酸盐$

3+V

&缓冲液洗涤
"

次#再分别加入
!$

%

T

四色

标记的单克隆抗体
(08

"

(06

"

(07

"

(06/

#

!$

%

T

双标记的单

克隆抗
(08

"

(0

$

!-d/-

&和
!$

%

T

单标记
(0!%

#室温避光温

育
!/M:<

#加入
/$$

%

T

生理盐水混匀后上流式细胞仪分析(

?#B

!

传代培养后
T(T

的
*+

病毒基因检测
!

目的基因片段

来自编码
*+

病毒核抗原
!

$

*+12!

&的基因#上游引物
/\,((=

]=2]]]]22]((]2=,8\

和下游引物
/\,(22=]]=]=

22]2(]2(2==,8\

#目的片段长度为
87.N

E

)

-
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传代培养前后
T(T

的核型分析
!

分别取
*+

病毒感染
-

周后形成的
T(T

及连续培养
-

个月的
T(T

#每管
/MT

#细胞

浓度为
"R!$

-

"

MT

#加入终浓度为
$#$/M

B

"

MT

的秋水仙素#

置
8.W

培养箱中处理
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%取出细胞#常规法制片#
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结
!!

果
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!

T(T

传代培养过程中的生长情况
!

/

株
T(T

培养
-

个

月后仍然增殖生长#细胞形态无明显变化#胞质丰富#聚集成

团#悬浮生长#经
]:@M;C

染色可见
T(T

呈球状#有突起#见图
!

$见/国际检验医学杂志0网站主页-论文附件.&(

!

株$染色体

核型分析异常&在培养
!$

周后细胞退化停止生长(

@#@

!

传代培养前后的
T(T

表面抗原
!

流式细胞术检测所有

培养前后
T(T

表面抗原标记#

(08

'

(06

'

(07

'

(0!-

'

(0/-

抗

原分子为阴性#

(0!%

和
(06/

抗原分子为阳性#见图
"

$见/国

际检验医学杂志0网站主页-论文附件.&(表明
T(T

源自
+

淋

巴细胞#在传代培养过程中细胞表面抗原分子未发生改变(

@#A

!

传代培养后的
T(T

的
*+

病毒基因检测结果
!

培养
-

个

月后的
T(T

中
*+12,!

基因检测
3(4

产物电泳结果显示扩

增条带在
8$$

$

6$$N

E

范围内#与目的片段大小$

87.N

E

&一致#

见图
8

(经测序比对为
*+12,!

基因#结果显示
T(T

传代培

养中
T(T

未丢失
*+

病毒基因(

!!

!

!

012

标记物%

"

!阳性质控%

8

!阴性质控%

6

$

7

!

T(T;

(

图
8

!!

淋巴母细胞
*+

病毒
*+12,!

基因检测

@#B

!

T(T

培养前后染色体分析
!

*+

病毒感染
-

周后形成的

T(T

和培养
-

个月的
T(T

进行核型分析(感染
-

周后的
T(T

中
6

株
T(T

染色体正常#

"

株
T(T

染色体异常#均存在亚二倍

体%

6

株染色体正常的
T(T

培养
-

个月后染色体未发生改变#

!

株染色体异常的
T(T

在传代培养过程中退化死亡#

!

株染色

体异常的
T(T

培养
-

个月后染色体出现了亚二倍体和超二倍

体#见图
6
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*+

病毒转化的
T(T

细胞遗传学特征是否与原来的
+

淋

巴细胞一致#在传代培养过程中
T(T

染色体是否发生改变#一

直是人们关注的问题)

.,7

*

(本研究中
6

株染色体核型正常的

T(T

经传代培养后未发现有染色体易位#细胞表面
(0

抗原未

发生变化#而
"

株染色体核型异常的
T(T

中#

!

株在培养过程

中细胞退化死亡#另
!

株
T(T

经传代培养后染色体出现亚二

倍体'超二倍体等改变(结果表明核型正常的
T(T

在传代培

养过程中染色体具有较高的稳定性#不易发生改变%而核型异

常的
T(T

染色体结构不稳定#细胞在有丝分裂过程中染色体

不能精确地平均分配到两个子细胞中#从而使亲代和子代之间

缺乏遗传信息的稳定性(

本研究结果说明#

*+

病毒转化形成
T(T

不仅在建株早期

出现染色体的改变#在传代培养过程中也存在染色体的改变(

在培养过程中
T(T

的染色改变可能存在
"

种情况!$

!

&

T(T

基

因突变并在培养过程中累积%$

"

&由于突变后的
T(T

增殖速度

快#从而取代了正常核型的
T(T

(

T(T

的基因突变无法避免#

而第
"

种情况可以预防#通过减少
T(T

的传代次数和培养时

间#以及定期对
T(T

的染色体进行检测#筛选核型正常的

T(T

(此外#在建株早期对
T(T

进行核型分析#筛选核型正常

的
T(T

将有助于获得稳定生长的细胞株(

综上所述#为了保证获得的
T(T

具有稳定的遗传信息#获

得稳定的细胞株#应对
T(T

进行核型分析#尽量选择核型正常

的细胞来建立稳定生长的
T(T

(
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