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摘要： 【目的】探索基于pH值敏感的荧光染料分析腺病毒裂解T淋巴细胞胞内体膜的实验方法。【方法】

本文以Jurkat细胞(T淋巴瘤细胞)为靶细胞，将pH值敏感的荧光染料pHrodo dextran与5型腺病毒(Ad5)共同

孵育Jurkat细胞，对pHrodo dextran孵育的浓度与时间进行了优化，利用激光共聚焦显微镜分析胞内相对

平均荧光强度百分比随时间的变化情况，反映Ad5诱导胞内体膜裂解情况。【结果】研究结果表明，在

pHrodo dextran终浓度为80 μg/mL，孵育时间为10 min条件下，在病毒感染后的30 min，相对平均荧光强

度百分比出现显著下降；利用巴佛洛酶素A1抑制胞内体膜质子泵活性后，相对平均荧光强度百分比出现

轻微下降。【结论】建立了基于pHrodo dextran分析腺病毒诱导T细胞胞内体膜裂解的新方法。
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T细胞的抗原识别特异性是由其表面的抗原

识别受体(T cell receptor, TCR)所决定。体外分离

并扩增来自病人的T细胞，利用转基因的方法将

具有肿瘤抗原特异性识别的TCR基因转入此T细

胞，将能够赋予T细胞抗肿瘤的能力；然后将此

抗原特异性TCR基因修饰T细胞进行过继性移植/

回输的疗法，已经成为肿瘤生物治疗中的一个热

点[1]。目前基因治疗中常用的载体为逆转录病毒

载体和腺病毒载体[2]。由于逆转录病毒因整合宿

主细胞基因组而存在致瘤风险，而腺病毒载体因

具有能感染增殖和非增殖细胞、不整合宿主细胞

基因组、能同时表达多个外源基因等优点，并且

在体外感染T细胞后再进行回输，避免了腺病毒

对机体造成一定免疫反应，腺病毒载体已逐渐在
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TCR基因疗法中发挥重要的作用[3]。

腺病毒对靶细胞的感染过程主要包括如下环

节：病毒与细胞表面受体成功结合后，即开始了

受体介导的胞吞；病毒被包裹入胞吞小泡中进入

细胞，不久胞吞小泡与胞内体(Endosome)融合，

病毒随即进入胞内体[4]；胞内体膜上ATP驱动的质

子泵将H+泵进胞内体腔中，维持pH值在6左右。

腺病毒进入胞内体后，在酸性环境下诱导部分病

毒衣壳的解聚，从而引起胞内体膜的裂解，病毒

随之进入细胞质[5–6]；病毒逃脱进入细胞质后，病

毒通过与胞内分子马达蛋白(Molecular motors)相

互作用从而沿着微管靠近细胞核；病毒衣壳蛋白

停留在核孔处，基因组被注入核内完成基因的

转录。

其中腺病毒诱导胞内体膜的裂解，是腺病毒

胞内运输中的一个关键环节，决定了腺病毒感染

T淋巴细胞效率的高低，从而也影响着TCR基因疗

法的效果，因此分析腺病毒裂解T细胞胞内体膜

的能力具有重要意义。sarcin为一种核糖体抑制蛋

白，可抑制蛋白合成，目前主要通过sarcin assay
来分析病毒裂解胞内体的情况[7–8]。该方法的原理

为细胞在缺乏甲硫氨酸的培养基中培养后，同时

加入sarcin与腺病毒，sarcin经细胞胞吞进入细胞

并到达胞内体，当腺病毒诱导胞内体裂解后可进

入细胞质中；然后加入35S标记的甲硫氨酸继续培

养，使用同位素液闪仪测定裂解细胞的放射性读

数；通过放射性读数相对百分比的变化，间接反

映出病毒裂解胞内体能力的强弱。此方法存在同

位素使用的安全性、复杂性，不适合在普通的实

验室开展，需要寻找一种简单可行的非同位素分

析法。

5型腺病毒(Ad5)因其遗传背景最为清晰而成

为目前最常用的腺病毒载体，在疾病的基因治疗

中有着广泛的应用[9–10]。pHrodo为1种pH值敏感的

荧光染料，仅在酸性环境中能被激发出荧光，在

中性的细胞质环境中不发荧光。染料pHrodo无法

被细胞胞吞/胞饮进入胞内体，目前将pHrodo耦连

在葡聚糖分子上形成的pHrodo dextran可被细胞胞

吞/胞饮，其主要用于细胞胞吞过程的研究[11–12]。

本文欲利用pHrodo dextran分析Ad5裂解T淋巴细

胞胞内体膜的强弱。由于外周血单核细胞(Peripheral
blood mononuclear cells，PBMCs)的高异质性，因

此我们选取Jurkat细胞(人T淋巴瘤细胞)为模型，

基于使用pHrodo dextran研究Ad5诱导Jurkat细胞胞

内体膜的裂解。

我们实验设计的思路是，将Ad5与pHrodo
dextran同时加入细胞，pHrodo dextran可被胞吞/胞
饮进入细胞并到达胞内体，在胞内体的酸性环境

中可被激发出荧光；当病毒裂解胞内体后，pHrodo
dextran进入到细胞质中，失去发射荧光的能力；

病毒诱导胞内体膜裂解能力越强，荧光强度比值

的下降幅度就越大；分析荧光强度比值的变化情

况，即可反映病毒裂解胞内体能力的大小。

1    材料和方法

1.1    材料

Jurkat细胞购自上海细胞库；293细胞购自美

国菌种保藏中心；穿梭载体pDC315、骨架载体购

自Microbix公司；无血清1640培养基、胎牛血

清、阳离子脂质体购自Gibco公司；pHrodo Red
dextran购自Invitrogen公司；CO2细胞培养箱购自

Thermo公司；流式细胞仪Epics-XL购自美国

Beckman Coulter；激光共聚焦显微镜购自日本

Olympus公司。

1.2    细胞培养

37 °C条件下，在5% CO2培养箱中用1640完

全培养液(含有10%终浓度的胎牛血清)培养Jurkat

细胞。

1.3    病毒包装

本实验中用到的腺病毒Ad5-GFP为本实验室

包装，该病毒的基因组上带有GFP基因的表达
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盒，病毒感染细胞后可在细胞内表达GFP蛋白。

病毒包装采用Microbix公司细胞内同源重组的

AdMax系统，具体步骤可参考Shayakhmetov等发

表的文献[13]，大致步骤如下：(1) 将重组载体

pDC315-GFP与骨架载体通过阳离子脂质体转染

293细胞；(2) 载体转染后12 d通过显微镜观察病

斑的出现；(3) 通过TCID50法测定病毒滴度。

1.4    病毒感染细胞MOI值的摸索

Jurkat细胞按照5×105/孔密度接种于12孔细胞

培养板，以不同感染复数(Multiplicity of infection,

MOI)MOI= 5、10、50、100、200、400分别加入

腺病毒Ad5-GFP，置于细胞培养箱内培养6 h；以

800×g离心5 min，弃上清；加入1640完全培养

液，置于细胞培养箱内培养48 h；流式细胞仪检

测GFP阳性表达的细胞比例。

1.5    pHrodo dextran工作浓度的摸索

操作手册建议胞内体研究实验中pHrodo Red

dextran的摸索浓度为50–100 μg/mL，本文中选取

pHrodo Red dextran的浓度分别为50、80、100 μg/mL

进行实验。离心收集5×105 Jurkat细胞；按MOI值

400加入病毒Ad5-GFP，同时分别加入终浓度为

50、80、100 μg/mL的pHrodo Red dextran；37 °C

孵育15 min；洗涤细胞并重悬细胞于冰冷的PBS

溶液；迅速用共聚焦显微镜观察胞内激发红色荧

光情况。

1.6    pHrodo dextran孵育时间的摸索

腺病毒在胞内体中停留的时间较短暂，感染

细胞后30 min以内即已完成裂解胞内体过程[14–15]。

因此，在本实验中比较病毒感染后5、10、15

min的荧光强度值。离心收集5×105Jurkat细胞；按

MOI值400加入病毒Ad5-GFP，同时加入终浓度为

80 μg/mL的pHrodo Red dextran；37 °C孵育不同时

间段(5、10、15 min)；洗涤细胞并重悬细胞于冰

冷的PBS溶液；迅速用共聚焦显微镜观察胞内激

发红色荧光情况。

1.7    激光共聚焦显微镜观察

将细胞置于Olympus FluoView FV1000激光共

聚焦显微镜(Confocal laser scanning microscope,

CLSM)上，通过相应的通道使用60×油镜观察细

胞内激发的红色荧光，每组实验随机选取30个独

立的细胞，每个细胞内随机选取10个独立的荧光

区域进行分析，利用FV10-ASW1.7软件计算每个

实验组的平均荧光强度。

1.8    统计学处理

采用SPSS 20.0 统计软件分析。所有数据用均

数±标准差表示，两组间分析采用独立t检验，多

组间分析采用方差分析。

2    结果和分析

2.1    重组腺病毒Ad5-GFP的包装

将GFP基因连入腺病毒穿梭载体pDC-315，构

建的重组穿梭载体GFP- pDC-315与骨架载体共同

转染293包装细胞，转染后12 d在显微镜下观察到

明显病斑(图1-A)；收获细胞经反复冻融后，收集

病毒液并提取病毒基因组，经GFP特异性引物

PCR扩增，扩增产物经电泳分析，发现与GFP基

因大小一致的条带(图1-B)，证实重组病毒Ad5-

GFP包装成功；病毒滴度、病毒颗粒数的测定结

果如表1所示。

2.2    Ad5感染Jurkat细胞的感染效率分析

Ad5-GFP感染Jurkat细胞后的48 h，通过流式

细胞仪检测GFP阳性表达细胞的百分率即感染效

率。Ad5-GFP在不同MOI值感染Jurkat细胞效率的

结果见图2，在MOI值较小时，Ad5的感染效率较

低，当MOI为10时，仅14.3%的细胞表达GFP；随

着MOI值的升高，感染效率随之增加，当MOI为

200时，感染效率为43.7%；当MOI为400时，大约

60.6%的细胞表达GFP。根据以上实验结果，我们

选择MOI值400进行接下来的实验。
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2.3    优化pHrodo dextran的工作浓度

病毒感染时pHrodo dextran的终浓度将直接影

响进入胞内体中荧光染料的数量，浓度过低则被

激发产生的荧光无法被检测读出。细胞中加入不

同浓度pHrodo dextran，同时病毒以MOI值400感

染细胞，15 min后激发荧光的结果见图3，当使用

50 μg/mL终浓度时，仅能观察到微弱的红色荧

光，其平均荧光强度大小为173；当使用80 μg/mL

和100 μg/mL终浓度时，均能观察到明显的红色荧

光，80 μg/mL实验组的平均荧光强度大小为400，

100 μg/mL实验组的平均荧光强度大小为386，两

者之间没有显著差异。由此我们采用pHrodo dextran

的终浓度为80 μg/mL进行接下来的实验。

2.4    摸索pHrodo dextran的孵育时间

另一个影响激发荧光强度的因素即染料pHrodo

dextran的孵育时间，鉴于病毒在感染后的30 min

之内即逃脱胞内体进入细胞质，因此我们在实验

中选择孵育时间为5、10、15 min。病毒以MOI值

400感染细胞，同时加入终浓度为80 μg/mL的

pHrodo dextran，分别孵育5、10、15 min后，共

聚焦显微镜观察的荧光情况见图4。孵育10 min的

平均荧光强度(641)明显高于孵育5 min的平均荧光

强度 (165 .5)，而孵育15  min的平均荧光强度

(388)却低于孵育10 min的平均荧光强度。这表明

孵育5 min经胞吞进入胞内体的pHrodo dextran还

比较少，孵育15 min已开始有病毒裂解胞内体进

入胞质，因此选取10 min的孵育时间进行接下来

实验。

2.5    分析相对平均荧光强度百分比随时间变化的

情况

我们已在前期中摸索了合适的孵育时间及

pHrodo dextran工作浓度，接下来在细胞中加入终

浓度为80 μg/mL的pHrodo dextran，同时以MOI值

400加入Ad5-GFP(不加入病毒组作为对照)孵育

10 min，感染细胞，经冰冷的PBS洗涤后迅速置

图 1.  重组腺病毒Ad5-GFP包装过程中病斑形成(A)和PCR鉴定(B)
Figure 1.   The packaging of the recombinant Ad5-GFP. A: The backbone plasmid and plasmid pDC315-GFP were
co-transfected into HEK-293 cells and plaques (indicated by an arrow) could be observed approximately 12 days after
transfection. B: Genomic DNA of the recombinant adenovirus Ad5-GFP was extracted, and the GFP gene was
identified by PCR.

表1.  腺病毒Ad5-GFP的病毒滴度及病毒颗粒数

Table 1.  Genome-to-PFU ratios for Ad5-GFP

Virus Genomes/mL PFU/mL Genome/PFU ratio

Ad5-GFP 4.55×1011 7.85×109 58
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于细胞培养箱中继续放置不同时间段 (0、20、

50、110、230 min)，每个实验组(Normal culture+

Ad5，Normal culture，Bafilomycin A1 treated+

Ad5，Bafilomycin A1 treated) 0 min的平均荧光强

度设为100%，测定不同时间点胞内体中平均荧光

强度与0 min平均荧光强度比值的变化情况。如图5

所示，对于Normal culture+Ad5实验组，发现在

(10+20) min时出现了明显的下降(仅为51%)，而此

图 2.  腺病毒Ad5-GFP感染Jurkat细胞效率的流式图(A)和统计分析图(B)
Figure 2.   The adenoviral infection efficiencies in Jurkat cell. A: Jurkat cells were infected with adenovectors at
different MOIs for 6 h. GFP expression was analyzed 48 h post-transduction by flow cytometry. B: Results represent
the mean of three independent experiments with errors bars corresponding to standard deviation. **: P＜0.01 vs MOI
400 group.
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图 3.  激光共聚焦显微镜观察不同pHrodo dextran浓度下胞内红色荧光(A)和平均荧光强度值的统计分析(B)
Figure 3.   The mean fluorescence intensity value at different pHrodo dextran concentration. A: Jurkat cells were
incubated with Ad5-GFP and various concentrations of pHrodo Red dextran for 15 minutes. Cells were washed and
resuspended in ice-cold PBS, then analyzed immediately by laser scanning confocal microscopy. B: In each
experimental group, 30 cells were randomly selected and ten endosomes were randomly selected from the red
fluorescence regions in each cell. The mean fluorescence intensity (MFI) were determined. The data are presented as
the mean±standard deviation of three experiments. *: P＜0.05.

图 4.  激光共聚焦显微镜观察孵育不同时间后胞内的红色荧光(A)和平均荧光强度值的统计分析(B)
Figure 4.   The mean fluorescence intensity value with different incubation time. A: Jurkat cells were incubated with
Ad5-GFP and 80 μg/mL pHrodo Red dextran for different durations. Cells were washed and resuspended in ice-cold
PBS, then analyzed immediately by laser scanning confocal microscopy. B: In each experimental group, 30 cells were
randomly selected and ten endosomes were randomly selected from the red fluorescence regions in each cell. The
mean fluorescence intensity (MFI) were determined. The data are presented as the mean±standard deviation of three
experiments. *: P＜0.05, **: P＜0.01.
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图 5.  共聚焦显微镜观察不同时间点的胞内红色荧光(A)和相对平均荧光强度百分比随时间变化的统计分析图(B)
Figure 5.   The changes in the ratio of mean fluorescence intensity as a function of time. A: Jurkat cells were cultured
in the absence or presence of 10 nmol/L bafilomycin A1 for 36 h followed by the addition of pHrodo Red dextran.
Cells were cultured with or without Ad5-GFP and incubated at 37 °C for 10 min. The cells were washed with ice-cold
PBS. Nextly, cells were incubated for different durations (0, 20, 50, 110 and 230 min) and red fluorescence was
observed by laser scanning confocal microscopy. B: In each experimental group, 30 cells were randomly selected and
ten endosomes were randomly selected from the red fluorescence regions in each cell. The mean fluorescence
intensity at 0 min was recorded as 100%, and changes in the relative fluorescence intensity at other time points were
examined. The data are presented as the mean±standard deviation of three experiments. *: P＜0.05.
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后随着时间的增加，荧光强度的比值并未出现显

著性变化；在未加入病毒的对照组中，荧光强度

比值基本较稳定，没有出现显著性变化。由此推

断在病毒感染细胞后的10–30 min之间病毒诱导了

胞内体的裂解，在病毒感染细胞后的30 min时胞

内体裂解已基本完成。以往研究表明胞内体中的

酸性环境是病毒衣壳蛋白解聚并诱导胞内体裂解

的前提，抑制胞内体中H+泵的活性可以显著抑制

病毒裂解胞内体[16]。在本实验中，我们采用H+泵

特异性抑制剂巴佛洛酶素A1 (Bafilomycin A1)预先

处理细胞36 h，然后再用病毒感染，并测量每个

时间点平均荧光强度比值的变化。如图5-B所示，

在(10+20) min时荧光比值仍为92%，仅出现了轻

微下降；这表明，经特异性抑制剂抑制H+泵活性

后，改变了胞内体中酸性环境，从而导致病毒裂

解胞内体能力下降。

3    讨论

当前基于TCR基因修饰的T细胞治疗在人类肿

瘤的治疗中有着重要的应用[17]。Ad5因其遗传背

景清晰、不整合宿主细胞染色体等优点而成为

TCR基因治疗中的重要载体。Ad5成功裂解胞内

体膜后进入细胞质，是Ad5胞内运输途径中的一

个关键环节，也是影响Ad5感染T淋巴细胞效率的

一个重要因素。另外，Drouin等证实Ad5的胞内运

输途径与靶细胞的类型有关，与 H E K 2 9 3 、

SupB15和U266细胞不同，Ad5感染B细胞后主要

存在于晚期胞内体中[18]。B细胞与T细胞同属于具

有重要功能的免疫细胞，有关Ad5诱导T细胞胞内

体膜裂解的研究具有重要意义。目前分析Ad5裂

解胞内体膜能力的研究手段有限，主要通过基于

同位素标记的sarcin assay。本实验中选取T淋巴瘤

细胞为靶细胞，探索基于pH值敏感性荧光染料

pHrodo分析Ad5裂解T细胞胞内体膜的方法。

在sarcin assay中，sarcin作为1种核糖体活性

抑制蛋白，与病毒同时加入到靶细胞中，其可被

胞吞/胞饮进入胞内体，最终伴随病毒裂解胞内体

膜而进入到细胞质中；对细胞质中蛋白质合成抑

制效果的检测而反映病毒裂解胞内体膜的能力。

本文中的实验思路与之有相似之处，将仅在酸性

环境中被激发的荧光染料pHrodo dextran与病毒

同时加入到T细胞中，pHrodo dextran经胞吞/胞饮

而进入胞内体，在病毒裂解胞内体膜后进入细胞

质(此时失去被激发出荧光的能力)，通过检测不

同时间点相对平均荧光强度百分比的变化来反映

病毒裂解胞内体膜的能力。两种方法都是间接反

映病毒裂解胞内体膜能力，都属于半定量的检测

方法。

目前主要有2个方面是腺病毒裂解T细胞胞内

体膜研究的热点：(1) 研究T细胞在经不同的处理

前后，对于Ad5裂解T细胞胞内体膜能力的影响。

研究发现T细胞经细胞因子、抗体刺激活化后，

可显著提高腺病毒的感染效率[19–20]。但是其详细

的机制尚不清楚，分析该活化对腺病毒裂解胞内

体膜这一环节的影响，有助于促进基于基因修饰

的T细胞治疗在临床上的应用。此类研究中有个

特殊的情况，处理后能够改变胞内体膜上质子泵

的活性，即能改变胞内体中pH值，例如本实验中

使用的质子泵活性抑制剂Bafilomycin A1。因

pHrodo被激发出的荧光强度与所处环境中pH值有

关，我们在文中使用了相对平均荧光强度百分

比，即不同实验组在每个时间点的平均荧光强度

除以0时间点的平均荧光强度，这样可以消除不同

实验组中因胞内体中pH值差异而带来的影响。(2)
研究Ad5衣壳蛋白中部分氨基酸修饰(例如磷酸

化、泛素化、乙酰化)对于Ad5裂解T细胞胞内体

膜能力的改变[21–22]。衣壳蛋白修饰对于病毒胞内

运输途径的影响是目前分子病毒学领域的研究热

点，我们在本研究中基于pHrodo dextran分析

Ad5裂解胞内体膜的探索，可以为腺病毒在T细胞

中的胞内运输途径研究奠定良好基础。
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总之，本文探索了基于pHrodo dextran分析

Ad5裂解T细胞胞内体的可行性，避免了同位素标

记与检测的分析过程，可为腺病毒感染T淋巴细

胞的分子机制研究奠定基础，并有助于推动基于

基因修饰T细胞免疫疗法的临床应用。
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A novel assay for analysis of adenovirus-mediated endosome lysis of T
lymphocytes
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Abstract: [Objective] To analyze adenovirus-mediated endosome lysis of T cells, we developed a novel approach
based on pHrodo dextran (pH-sensitive fluorescent dye). [Methods] After incubating Jurkat cells (T cell leukemia)
with serotype 5 adenovirus (Ad5) and pHrodo dextran, we determined the optimal incubation time and concentration
of pHrodo dextran. To assess viral lysis of the endosome, we monitored the ratio changes of mean fluorescence
intensity in different time points by laser scanning confocal microscopy. [Results] After incubating Jurkat cells with
Ad5 and 80 μg/mL pHrodo dextran for 10 minutes, we observed the fluorescence intensity was significantly reduced
at 30 minutes compared with that of endosomes at 0 minute. However, we found the mean fluorescence intensity was
only slightly reduced by inhibiting V-ATPase with the bafilomycin A1 treatment. [Conclusion] The method based on
pH-sensitive dye can be used to analyze the adenovirus-mediated endosome lysis of T cells.
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