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[摘要] 目的 检测XE-TNFαm2靶向融合蛋白作为新型生物性药物抑制SIV病毒感染CEMx-174细胞的作用。方法XE-TNFαm2、SIV和CEMx -174细胞共同培养，在培养的第5天，用酶联免疫吸附法（ELISA）测定培养上清中P27抗原水平，间接免疫荧光法（IFA）和流式细胞仪测试SIV阳性细胞，应用PE-Annexin V凋亡检测试剂盒测试细胞存活率和凋亡率。结果XE-TNFαm2 在细胞安全最大药物浓度50μg/mL时，对SIV病毒抑制率为40%。细胞早期凋亡率在XE-TNFαm2浓度6.25μg/mL时为37.1%。结论 融合蛋白XE-TNFαm2对SIV病毒有一定的抑制作用，其中部分作用推测是因通过诱导感染细胞产生凋亡导致病毒死亡。
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【Abstract】 Objective To detect the inhibition of XE-TNFαm2 on SIV infection and apoptosis on SIV-infected cells in vitro. Method A series of 10-fold dilutions of XE-TNFαm2, SIVmac251 and CEMx -174 cells were cultured at 37°C for 5 days. Anti-SIV activity was detected with P27 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). The percentage of apoptosis was analyzed by flow cytometry. Result XE-TNFαm2 had low cytotoxicity to CEMx -174 cells，and could inhibit the cell infection of SIV. The highest percentage of inhibition was 40%. Conclusion Our results demonstrate that XE-TNFαm2 could inhibit SIV infection and conduct apoptosis on infected cells. 
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XE-TNFαm2是一种靶向融合蛋白。XE是HIV/SIV辅助受体CXCR4胞外的第二个结构域，该结构域含27个氨基酸，能够与gp120结合[1.2.3.4]。TNFαm2是肿瘤坏死因子（TNFα）的突变衍生物，通过与细胞表面受体结合介导细胞凋亡，现已应用于恶性肿瘤的治疗[5.6]。本文通过XE-TNFαm2与猴免疫缺陷病毒（SIV）、CEMx -174细胞共同培养，测定细胞培养液中的P27抗原、SIV阳性细胞率及细胞存活率等，从而在细胞水平上评价XE-TNFαm2对艾滋病毒的中和作用及杀伤作用。
1．材料与方法

1.1 细胞、病毒和药物
1.1.1细胞CEMx -174细胞（由中国医学科学院医学实验动物研究所艾滋病实验室提供），细胞培养液为含有10%胎牛血清、1%非必需氨基酸、100U青链霉素的RPMI-1640（Ｈyclone）培养基。

1.1.2猴免疫缺陷病毒SIVmac251毒株 （由中国医学科学院医学实验动物研究所艾滋病实验室提供）100TCID50
1.1.3测试药物：XE-TNFαm2 (由中国医学科学院基础医学研究所提供)；

阳性对照药：齐多拉米双夫定（GlaxoSmithKline Australia Pty Ltd）
1.2 XE-TNFαm2对CEMx -174细胞的毒性试验
XE-TNFαm2蛋白和阳性对照药毒性实验的起始稀释浓度分别为500μg/mL和1mg/mL，1:2等比例系列稀释，各稀释度药物加到培养板中，每孔再入4×105的CEMx -174细胞置37℃二氧化碳培养箱培养，每天观察细胞病变情况。第5天在培养板中加入CCK-8（同仁化学研究所公司），每孔10μL，另设空白对照孔 (孔中不含细胞)。将96孔培养板置于37℃、二氧化碳培养箱中反应3h后，用酶标仪测定波长为540nm时的吸光度值。按Reed Muench计算药物对细胞的毒性浓度，最大无毒浓度(TD0)，半数中毒浓度（TD50）。
1.3抗病毒实验
将XE-TNFαm2和齐多拉米双夫定从最大无毒浓度1:2等比例系列稀释，各稀释度与100TCID50病毒混匀后37℃作用30min，再加入CEMx -174细胞和细胞培养液，放置于37℃二氧化碳培养箱培养，第2天和第4天换一半培养液（培养液中含有相应浓度的药物）。每天观察细胞病变。培养第5天进行指标测定。
1.3.1 ELISA检测P27抗原
药物抗病毒实验第5天，取培养上清100uL于24孔板中，用P27抗原ELISA检测试剂盒（ZeptoMetrix Corporation）检测每孔P27抗原量，计算抗病毒抑制率。
1.3.2间接免疫荧光法测试SIV阳性细胞
药物抗病毒实验第5天，收集细胞板中各实验孔的细胞进行涂片，再经丙酮4℃固定30min。固定后的细胞片加上猴抗SIV多抗（1：100 本室制备） ，37℃孵育30min, 用PH7.2磷酸缓冲液（PBS）洗片3次，加荧光标记的兔抗猴抗体（Sigma），37℃孵育30min, PBS洗片3次，用50%甘油封片。荧光显微镜观察荧光细胞并计数，计算SIV阳性细胞百分率。
1.3.3流式细胞技术法测试SIV阳性细胞
药物抗病毒实验第5天，收集1×106细胞悬液1500转离心5min ,细胞中加入猴抗SIV多抗5μL，作用30min, PBS洗2次，1500转离心5min去上清，,加入荧光标记的兔抗猴抗体（1:400）1μL，作用30min, PBS洗2次，离心1500转离心5min去上清 , 加PBS至400μL, 流式细胞仪测试SIV阳性细胞数。
1.3.4细胞凋亡

采用BD公司的PE-Annexin V凋亡检测试剂盒（No: 559763）检测细胞凋亡情况。收集待测细胞，以预冷的PBS清洗细胞两次，调整细胞密度至1×106/mL，用1×结合溶液重悬细胞。在流式管中加入细胞悬液100 µL（1×105细胞），每管加入5 µL PE-Annexin V和5 µL PerCP-7AAD，室温避光孵育15分钟，然后每管加入400 µL 1×结合溶液，1小时内用流式细胞术检测凋亡细胞百分率。
2．结 果

2.1 XE-TNFαm2对细胞的毒性结果
用CCK-8试剂盒检测XE-TNFαm2蛋白和阳性对照药物对CEMx-174细胞的毒性，结果显示 500μg/mL-1.95μg/mL浓度的OD值与细胞对照的OD值没有显著性差异，说明蛋白在此浓度范围内对细胞没有毒性反应。阳性对照药物的TC50为847.878μg/mL。 
2.2 对SIV病毒的抑制作用

   XE-TNFαm2与病毒和细胞共培养后第5天，实验孔培养上清用P27抗原ELISA盒测试P27抗原量。XE-TNFαm2剂量50、25、12.5 μg/mL时，对SIV病毒的抑制率分别为40.3%、24.9%、14.1%、12.2%和5.1%，阳性药对照无毒浓度对病毒的抑制率最高为97.48%（图1.）。
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图1.ELISA测试P27抗原的病毒抑制率

Fig1.Inhibition of P27 production 
收集XE-TNFαm2实验组、阳性药对照组及SIV对照组的细胞，用流式细胞术和IFA方法检测SIV阳性细胞率。流式细胞术结果（表1.）显示，XE-TNFαm剂量50、25、12.5 μg/mL时SIV阳性细胞率比SIV对照有不同程度的下降，分别为21.6±2.54、29.95±5.72、42.4±7.35。阳性对照药在药物浓度50-3.125μg/mL范围内的SIV阳性细胞率为9.105-15.275%。IFA测试结果显示，XE-TNFαm2实验组的5个浓度的SIV阳性细胞率与SIV病毒对照相比都有所下降，当XE-TNFαm2浓度为50μg/mL时，SIV阳性细胞率为33%，SIV对照为77.16%。阳性对照药浓度在50-3.125μg/mL范围内，未见SIV阳性细胞。

表1. XE-TNFαm2实验组、阳性药对照及SIV对照的SIV阳性细胞率
Table 1.Inhibition effects of infection SIV 
	组别
Group
	剂量
Concentration

(μg/mL)
	流式细胞仪测试SIV阳性细胞率
The percentage of SIV-infected cells by by flow cytometry (%)
	细胞涂片IFA测试SIV阳性细胞率(%)
The percentage of SIV-infected cells by IFA

	XE-TNFαm2
	50.00
	21.6±2.54
	33±5.3

	
	25.00
	29.95±5.72
	45±4.5

	
	12.50
	42.4±7.35
	44.44±2.5

	
	6.25
	61.95±0.63
	63.89±3.0

	
	3.125
	55.8±2.82
	66±6.1

	阳性对照药
(AZT)
	50.000
	8.85±0.92
	0

	
	25.000
	9.105±0.86
	0

	
	12.500
	10.32±1.16
	0

	
	6.250
	11.65±0.92
	0

	
	3.125
	15.275±1.80
	0

	SIV
	100TCID50
	55.95±6.29
	77.16±5.74


2.2 细胞存活率和细胞凋亡作用
XE-TNFαm2实验组，流式细胞术检测的活细胞率和凋亡细胞率的结果显示（图2.），5个不同剂量组（50、25、12.5、6.25、3.125μg/mL）中细胞存活率分别为64.5%、54.1%、30.6%、23.6%和23.7%，细胞早期凋亡率分别为14.5%、18.9%、30.4%、37.1%和36.3%。SIV的细胞存活率为45.3%。凋亡率为22.3%。 
[image: image2.wmf] 
   
[image: image3.wmf]50

25

12.5

6.25

3.125

SIV

0

10

20

30

40

50

60

70

Live

APO

Å¨¶È

Concentration£¨¦Ìg/mL£©

°Ù·ÖÂÊ

Percentage(%)


图2.流式细胞仪测试细胞存活率和细胞凋亡率
Fig.2 The apoptosis and percentage of viable cell by flow cytometry. 
3．讨论

本实验中，我们通过XE-TNFαm2、SIVmac251和CEMx174细胞共培养方式，利用流式细胞术和IFA方法，对XE-TNFαm2抑制病毒和杀伤病毒感染细胞的能力进行评价。
实验结果表明XE-TNFαm2可以使病毒感染细胞的能力降低，致使活细胞数增高，从而起到抑制病毒的作用。从测试XE-TNFαm2、细胞和病毒共培养的培养上清的P27抗原量的结果和病毒感染的gp120阳性细胞的测试结果可以看出，XE-TNFαm2对病毒的抑制作用与XE-TNFαm2剂量关系呈正向递减趋势，最高病毒抑制率可以达到40%。
从流式细胞术测试活细胞和凋亡细胞结果分析来看，与病毒对照(SIV)相比较，在蛋白浓度50、25μg/mL时， XE-TNFαm2的抗病毒作用以对病毒的抑制作用为主要作用方式，这与流式细胞仪和涂片IFA测试SIV阳性细胞的结果（表1.）相一致。当XE-TNFαm2剂量降低于12.5、6.25、3.125μg/mL时，细胞的凋亡率与病毒对照相比有明显升高（图2.）；高浓度表现出较低的细胞凋亡率可能是蛋白XE-TNFαm2导致大量感染细胞死亡而不易检出。
无论是对病毒的抑制、杀伤作用还是对病毒感染细胞的杀伤作用都与XE-TNFαm2剂量有明显的依赖关系，表现XE-TNFαm2靶向融合蛋白的特性[7]。

综合结果提示，XE-TNFαm2除了具有抑制病毒作用外，对病毒感染细胞还具有诱导细胞凋亡杀伤作用，药物剂量与对照结果出现一定的偏差原因，有待进一步研究。
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