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山东地区健康人群腺病毒稀有血清型感染状况调查分析
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要"目的
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调查山东地区健康人群中腺病毒不同血清型的感染状况!筛选出流行水平较低的腺病毒血清型!用于腺病毒

载体构建%方法
!

利用腺病毒不同血清型标准株!以
TLPK"

方法检测健康人群中不同腺病毒血清型的中和抗体%结果
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山东地
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岁的健康人群中腺病毒总抗体的阳性率为
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抗体的阳性率分别为(
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个血清型的阳性率远低
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山东地区腺病毒的总感染率较高!不同血清型之间有显著差异!其中
"C9'*

'
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'
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型腺病毒

感染率较低!可用于腺病毒载体的构建%

关键词"腺病毒#
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腺病毒是
&%#1

年由
V8>:

等'

&

(从小儿扁桃体的细胞培养

中发现的#对其生物学和免疫学特征人类已经有了比较全面的

认识'

'!1

(

*腺病毒自然感染非常普遍#部分血清型可引起爆发#

但对免疫功能正常的人来说常自限性恢复#所以腺病毒的总体

致病性相对较弱'

$

(

*另外它可以感染很多分裂期或静止期细

胞#即使在一些高度分化的组织细胞中也可增殖*因此#修饰

的腺病毒于上世纪
.)

年代开始被用作哺乳动物细胞的转基因

载体*由于腺病毒载体具有宿主范围广)包装容量大)转染效

率高)安全性好等突出的优势#它已经成为继逆转录病毒载体

后被广泛应用的载体系统'

#

(

*目前使用的腺病毒载体多以
#

型腺病毒血清型的基因组为框架进行构建的#但是人群中普遍

存在着
#

型腺病毒的中和抗体#研究证明中和抗体的存在是影

响目的基因表达的一个重要因素#从而限制了腺病毒载体的广

泛应用'

*

(

*对健康人群中不同腺病毒血清型的中和抗体进行

检测#统计分析不同血清型的中和抗体在人群中的存在情况#

从中筛选出流行水平较低的稀有血清型#利用其基因组进行载

体构建#可以减少现存中和抗体的免疫影响#有利于目的基因

的表达*
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资料与方法

@(@

!

一般资料
!

从山东省临沂市)青岛市)济南市)菏泽市)威

海市
#

个地区收集到健康体检者的血清标本
#))

例#均获得知

情同意*年龄为
&.

"

6)

岁#平均
1*

岁#其中男
'$'

例#女

'#.

例*

@(A

!

主要毒株)细胞和试剂!腺病毒
&

"

$%

型国际标准毒株购

于北京
1)'

医院病毒研究室&

"#$%

细胞购于中国科学院上海

细胞生物学研究所&德国维润腺病毒总抗体检测试剂盒购于广

州市益满生物科技有限公司*
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!

血清标本的收集与制备
!

每个研究对象均采集空腹静脉

血
#GL

#血液标本常温放置
1)G35

后#

1)))?

"

G35

离心
&)

G35

#收集血清
&(#GL

转移至
TW

管中#置于
'̂)Y

备用*
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)
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)
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"C&&
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"C1#
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各型病

毒的扩增)提纯与滴度测定
!

首先对冻存的
"#$%

细胞进行复

苏并传代&取上述血清型的腺病毒感染
"#$%

细胞进行病毒扩

增&扩增后通过氯化铯梯度离心法进行纯化&最后以
-=?F:?

法

计算病毒滴度*

@(G
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血清腺病毒总抗体的检测
!

利用德国维润腺病毒
P

<

/

抗

体检测试剂盒#严格按照试剂说明书进行操作#对
#))

例正常

血清进行原倍检测#从中筛选出腺病毒感染阳性的血清标本*

@(H
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血清中和抗体效价的测定
!

"#$%

细胞以
#Z&)

1 个细

胞"孔加入
%*

孔板中#

16Y

#

#M,S

'

培养#抽取随机血清标本

')

份#用
WUK

等比稀释#与同体积
0SP]')

的各血清型病毒

原液混合后加入
%*

孔板中#设细胞)病毒对照#培养
1C

后观

+

1'%

+

国际检验医学杂志
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年
$

月第
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卷第
6

期
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察细胞生长状态#在病毒对照出现
6)M

以上的病变时判断结

果#以完全抑制细胞病变的最大稀释倍数做为中和抗体的

效价*
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用
TLPK"

方法检测血清中
"C1

)

"C#
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"C6

)
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)
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)
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各型腺病毒的中和抗体的阳性率
!

用包被

缓冲液将各病毒原液稀释至
'Z&)

*

A

BD

"

GL

加入到
%*

微孔板

中#每孔加
&))

#

L

#

$Y

过夜*次日洗涤
1

次*加一定稀释的

待检血清)阴性血清)阳性对照
&))

#

L

于上述已包被之反应孔

中#置
16Y

孵育
&+

#洗涤#加入新鲜稀释的酶标二抗
&))

#

L

#

16Y

孵育
&+

#洗涤#加入底物
&))

#

L

#

16Y

孵育
1)G35

#加入

终止液
#)

#

L

#用酶标仪读取试验结果*
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阳性结果判断
!

使用阴性血清测定结果均值的
'

倍作为

阳性判断值*
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统计学处理
!

应用
KWKK&%()

软件进行统计学分析和数

据处理#以
;

$

)()#

作为差异具有统计学意义的标准*
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结
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果
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"C#

)

"C6

)

"C&&

)

"C'*

)

"C1#

)

"C$.

)
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各型腺

病毒扩增的结果
!

加入各型腺病毒原液
#)

#

L

感染
"#$%

细

胞#

1C

以后细胞开始出现病变#与正常细胞对照组相比典型

的
,WT

为!细胞肿胀)变圆)脱落*分别选取一个正常细胞对

照和一个典型
,WT

进行拍照#结果见图
&

*
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"

表示未感染腺病毒
"C1#

的
"#$%

细胞&

U

表示感染腺病毒

"C1#

的
"#$%

细胞*

图
&
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"#$%

细胞的形态
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"C1

)

"C#

)

"C6

)

"C&&

)

"C'*

)

"C1#

)

"C$.

)

"C$%

各型腺

病毒滴度的检测结果
!

通过系列倍比稀释的病毒液感染
%*

孔

板中的
"#$%

细胞#

&)C

后计数
,WT

出现的孔数#按公式
73;?:

$

A

BD

"

GL

%
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$

ì)(.

%测得病毒滴度分别为!

"C1]&('Z&)
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GL
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"
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#
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"
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#
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"C1#]
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血清腺病毒总抗体阳性率
!

对
#))

例血清进行总抗体检

测#只有
'$

例标本为阴性#阳性率为
%#('M

#对阳性血清再进

行中和抗体的检测#见图
'

*

A(C

!

血清中和抗体效价的检测
!

血清中和抗体效价试验结果

见表
&

#随机抽选的
')

例血清标本中#

"C1#

)

$.

)

$%

均没有检

测到相应的中和抗体#

"C1

的效价在
&k.

稀释倍数后有所下

降#其他血清型的中和抗体效价均在
&k$

的稀释倍数后开始

有所下降#因此选择
&k$

作为血清的稀释倍数#见表
&

*

A(G

!

"C1

)

"C#

)

"C6

)

"C&&

)

"C'*

)

"C1#

)

"C$.

)

"C$%

各型腺

病毒中和抗体的
TLPK"

检测结果
!

从以上结果可以看出

"C1

)

"C#

)

"C6

血清型阳性率均在
*)M

以上#其余
#

个型别的

腺病毒的流行水平较低#均低于
&)M

*其中
"C&&

型阳性率最

高为
%($)M

#其次是
"C1#

型阳性率
#(.M

#

"C'*

型阳性率

'('M

#

"C$%

型阳性率
&(*M

#

"C$.

型阳性率最低为
)(.M

*

"C1

)

"C#

)

"C6

血清型的阳性率与
"C&&

)

"C'*

)

"C1#

)

"C$.

)

"C$%

血清型比较#差异有统计学意义$

;

$

)()&

%#见表
'

*

表
&

!!

各型腺病毒的中和抗体的效价

项目
&k& &k' &k$ &k. &k&* &k1' &k*$

"C1 &) &) &) &) . * '

"C# &$ &$ &$ &' 6 * $

"C6 . . . 6 * # '

"C&&

"

'* & & & ) ) ) )

"C1#

"

$.

"

$% ) ) ) ) ) ) )

表
'

!!

各型腺病毒的中和抗体的阳性率

项目
"C1 "C# "C6 "C&& "C'* "C1# "C$. "C$%

标本总数$

'

%

#)) #)) #)) #)) #)) #)) #)) #))

阳性标本数$

'

%

1$% 1## 1)# $6 && '% $ .

阳性率$

M

%

*%(. 6& *& %($ '(' #(. )(. &(*

图
'

!!

各型腺病毒中和抗体阳性率比较

B

!

讨
!!

论

至
')

世纪
.)

年代腺病毒基因组用于载体的构建以来#腺

病毒载体在基因诊断和疫苗应用上得到了广泛应用'

#

(

#但是腺

病毒载体还存在着缺乏靶向性)目的基因表达持续时间较短)

外源基因表达的可控性差等问题#对腺病毒载体进行优化是研

究者们研究的热点*

目的基因表达持续时间普遍认为与机体的免疫反应有关*

国外有研究小组将表达荧光素酶包被基因重组的
"C1#

型腺

病毒载体注射到有
#!

型腺病毒型免疫力小鼠体内'

*

(

#明显地

检测到荧光素酶的表达&而用荧光素酶包被基因重组的
#!

型

腺病毒型载体感染同样有
#!

型腺病毒型免疫力小鼠#此包被

基因的表达活性较没有
#!

型腺病毒型免疫力的对照小鼠下降

%)M

*这说明避开现存的腺病毒中和抗体的影响可提高目的

基因的表达活性*

腺病毒各血清型的分布存在一定地区和人种的差异#对山

东地区健康人群进行腺病毒各血清型中和抗体的检测#有利于

了解山东地区健康人群中腺病毒中和抗体的存在情况#对避开

现存中和抗体构建新型腺病毒载体打下研究基础'

6!%

(

*

本研究证明在我国山东地区的健康人群中#腺病毒不同血

清型中和抗体的阳性率有着显著差异#其中
"C#

的中和抗体

阳性率最高#对
#

型腺病毒载体的临床应用会造成一定影响*

"C&&

)

"C1#

)

"C'*

)

"C$%

)

"C$.

型的中和抗体阳性率较低#均

在
&)M

以下*利用阳性率最低的
"C'*

)

"C$%

)

"C$.

三型腺病

毒构建载体相对于
"C#

型来说可有效避开健康人群中腺病毒

现存免疫力的影响#有利于目的基因的表达*
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和生殖激素测定均在正常范围之内*

B(B(G

!

7

"

LO

的比值与
IKO

结果进行讨论商榷
!

生殖激素

测定的意义在于#可对不同类型的不育者#如
[,

)附性腺感染

不育)免疫不育)获得性睾丸损害不育等#判断睾丸损伤程度#

可依据
IKO

)

LO

升高和
7

下降与睾丸损伤程度成正比的关

系#来制定治疗方案和判断预后的依据*睾丸体积缩小而

IKO

明显升高#即可判断睾丸生精功能有明显损害#若同时伴

有
7

"

LO

值的明显降低或单独
7

值明显降低#又可以判断睾

丸生精小管和间质细胞的同时损害*

LO

及
7

的测定主要观

察睾丸间质细胞功能#而与睾丸体积大小不成正比关系*

7

"

LO

比值是间质细胞功能障碍更敏感的指标#正常情况下#

7

"

LO

应大于
'(&'

#当
7

"

LO

比值下降#说明间质细胞功能已有

损害'

&'

(

*从
7

"

LO

比值与睾丸容积看#刘睿智'

&1

(报道
&$6

例

非嵌合型克氏综合征与
7

"

LO

值!年龄范围
'#

"

1&

岁&睾丸

大小左
1($

"

6(11GL

&精液量
&(.$

"

'(%&GL

&

7

!

*(66

"

.(*.

5G8@

"

L

&

LO

!

&%($6

"

'#(*.PX

"

L

&

7

"

LO

比值
)(1#

"

)(1$

&

IKO'&($6

"

1#('.PX

"

L

*结果显示睾丸体积小)无精子)无

生精细胞的睾丸体积越小&生殖激素处于高促状态#支持细胞

功能减退&

7

"

LO

比值都小于
&

#睾丸损伤基膜区#间质细胞分

泌睾酮水平降低*杨慎敏等'

&$

(报道#

1##

例不同类型
"aI

微

缺失的临床特点比较#年龄
'&

"

$#

岁$平均
'.(#

岁%#分析!睾

丸总体积为
')

"

11GL

&

7

为
&&(&*

"

&1(.15G8@

"

L

&

LO

为

$(.&

"

*('*PX

"

L

&

7

"

LO

比值为
'()*

"

'(#*

&

IKO

为
&&().

"

&1($&PX

"

L

*从上面前后两组数据比较看#充分说明睾丸容积

太小与
7

"

LO

比值密切相关性#睾丸容积小于
&)GL

者
7

"

LO

比值小于
&

&睾丸容积大于
')GL

者
7

"

LO

比值大于
'

*

本结果在
S"

中睾丸容积平均为大于
&$GL

#$

&$(#%_'(*1

%#

7

"

LO

比值为
'(%$_'()

&而
JS"

生精细胞有无#睾丸均小于

&)GL

$

&)($_1(%&

&

.(&#_$()1

%#

7

"

LO

比值小于
&(*

$

&(#6_&(&&

&

&($#_&('1

%*总体参考指标小于
'('

*

冯俭等'

&#

(报道对男性不育
$))

例生殖激素水平测定分析

结果#血清
7

值在不同的精子密度层次的男性不育症患者#均

呈正态分布#当
IKO

)

LO

上升#

7

"

LO

的比值下降提示睾丸功

能损害伴睾丸容积减少#并且
7

"

LO

的比值更能反映睾丸间

质细胞的功能*若
7

"

LO

值的明显降低或单独
7

值明显降

低#可判断睾丸生精小管和间质细胞的同时损害'

&*

(

*

生精细胞学检测#可作为梗阻与非梗阻无精子患者的鉴别

诊断的方法之一#对鉴别诊断起关键作用&采取
7

"

LO

比值计

算#抑制素
U

的检测对判断睾丸功能损伤具有预见性#值得提

倡与应用&生殖激素测定一定采用法定单位#一是遵法#二是与

国际数值接轨&精液生精细胞的有无和多寡常决定诊疗的成

败#应积极开展*
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