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含人纤溶酶原 !"基因的腺病毒载体制备和功能研究

杨 健 王跃祥 官孝群 马春姑 王龙生 宋后燕"

（复旦大学教育部分子医学重点实验室，上海 #$$$%#）

摘 要 应用 CDE将人纤溶酶原信号肽序列引入 FG .H*I基因，与真核表达载体 J.H*I% 重组，形成重组质粒
J.H*I%FG，与穿梭质粒 JK/ALL(3 重组得 JK/ALL(3FG，经与腺病毒 H*I重组，CDE鉴定正确，即为 JIB0FG。脂质体法将
其转染 #"%细胞后，制备细胞裂解液；噬斑分析法测定病毒滴度为 G M !$4 JNAO:P。将病毒以不同的感染系数（+QR）
感染人脐静脉内皮细胞株 9D&%$6和人乳腺癌细胞株 +HI0+S0#%!，+22法检测两者的增殖情况：9D&%$6细胞增殖
受抑制，而 +HI0+S0#%!细胞增殖未受明显影响。将感染病毒的 9D&%$6细胞接种于 9D+,L-;82+胶，显示内皮细胞分
化和毛细血管管腔形成受抑制。表明所构建的含人纤溶酶原 FG基因的重组复制缺陷型腺病毒具有抑制 9D&%$6
细胞增殖、分化和管腔形成的作用而对 +HI0+S0#%!细胞的生长则无影响。
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肿瘤新生血管生成（2A:’- ,>?;’?3>3=;=）在肿瘤
生长、转移过程中具有重要作用，抗肿瘤新生血管生

成可望成为抗肿瘤治疗的一种新手段。现已发现多

种肿瘤新生血管生成抑制因子，如血管抑素（I>0
?;’=L,L;>）、内皮抑素（9>B’=L,L;>）等，临床前及临床实
验表明它们具有一定的抗肿瘤效果。但由于这些因

子中有很大一类为蛋白质和多肽，它们在体内半衰

期短，而长期给药价格昂贵，因此，抗肿瘤新生血管

生成基因治疗成为研究热点［!］。

目前，基因治疗所用的载体可分为非病毒、病毒

载体两大类。其中，常用的病毒载体有逆转录病毒、

腺病毒、腺相关病毒等。腺病毒载体有易于包装和

扩增，感染宿主范围广，能感染分裂期或静止期细

胞，病毒滴度高等特点，在基因治疗中具有广阔的应

用前景［#］。

人纤溶酶原共有 G个 F区（F-;>?(3），各 F区氨
基酸序列同源性为 64U V G$U。血管抑素为 F!06，
具有抑制血管内皮细胞增殖、迁移和管腔形成等作

用，并能抑制多种实验性肿瘤生长、转移。FG 区与
前四区氨基酸序列约有 G$U 同源性，它也有抑制血
管内皮细胞增殖、迁移等作用，但其抗肿瘤作用尚少

有报道［% W 6］。本实验构建了含人纤溶酶原 FG 基因
的重组腺病毒载体，在人胚肾细胞株 #"% 细胞内包

装、扩增后，体外感染人脐静脉内皮细胞系

（9D&%$6）和人乳腺癌细胞系（+HI0+S0#%!），检测两
者的增殖情况，并观察其对 9D&%$6 形成管腔的影
响，为进行 FG 抗肿瘤新生血管生成基因治疗的动
物实验打下基础。

# 材料和方法

# $# 材料
# $# $# 菌种和质粒：宿主菌 3 ) 0(,#：X+!$"，HYG!；
真核表达载体 J.H*I%；含人纤溶酶原 F6FG .H*I
的质粒 JZDF6FG为本室保存；IB3>’0[2+表达试剂盒

（D(’>L3./ 公司）。
# $# $% 细胞培养：人胚肾 #"%细胞株由中科院上海
生物化学研究所邹卫国博士提供，培养液为 H+9+，
其中含胎牛血清 !$U；人乳腺癌细胞株 +HI0+S0
#%!为本室保存；人脐静脉内皮细胞株 9D&%$6购自
中科院上海细胞生物学研究所，培养液为 H+9+，其
中含 !$U小牛血清，于 %1\、GU DQ# 培养箱中培养。

# $# $ & 试剂和仪器：限制酶：.+4Y "，.1, #，
30(E &，56+ "，7(/ "，"0!%)"，CR080%"，
89+ "，:+0 "；26 H*I (;?,=3；F(3>’] 酶（*9S）质
粒纯化试剂盒（T;,?3>3）；̂ 3>3X,::3- 转染试剂盒



（!"#$"$%&’&）；()*)（+,-./012）；小牛血清（上海实生
细胞生物技术有限公司）；-3+3（暨南大学生物工程
研究所）；451 引物：67 正义引物：78 5++++9:5;
59:++9959:99++99+:++::5::5:95::5::::9
:::5:+999:59++:599++9+:9+5955:55+55:+
::+:5 <8 反义引物 78 ++++9:9:5::9999:+99;
++++55+59595:+ <8（上海生工生物工程公司）；
+&’&9=> 451 ?@?"&= ABCC（4&#D,’ *E=&#）；)/F&E 77C
酶标仪（0,/;1$F）。
! "# 主要实验方法
! "# " ! 含人纤溶酶原 67 基因的真核表达载体
>.(G9<67的构建：以 >H56B67 质粒 (G9 为模板，
应用 67正义引物和反义引物进行 451扩增，其中
正义引物中引入人纤溶酶原信号肽序列。反应条件

为：IBJ B =,’；IBJ K =,’，7LJ K =,’，MAJ K =,’，
<C个循环；MAJ 延伸 M=,’。反应结束后取 A!2 进
行 K N7O琼脂糖凝胶电泳，鉴定 451产物大小，并回
收 451 产物。将回收的 451 产物用 6E&’/P 酶补
平，!"#Q"、$%&1#双酶切；载体 >.(G9<以 !"#Q
"、$%&1#双酶切，琼脂糖凝胶电泳回收。将以上
两片段以 :B (G9 E,%$?&连接，转化 $ N %&’( R)KCI，待
含 9=>的琼脂平板上长出克隆后，随机挑取克隆，
碱裂解法小量提取质粒 (G9，以 !"#Q"、$%&1#
和 !)’$、$%&1#两套酶切鉴定，将酶切鉴定正确的
阳性克隆命名为 >.(G9<67，应用质粒提取纯化试
剂盒提取质粒，送上海生工生物工程公司测序。

! "# "# 构建重组穿梭质粒 >!ST""E&67：将 >.(G9<67
以 !"#Q"酶切，>!ST""E&以 *+""酶切，产物用 6E&;
’/P酶补平，两者均以 ,&-"酶切，回收含 67的目的
片段和 >!ST""E& 载体，两片段以 :B (G9 E,%$?&连接，
转化 $ N %&’(：(Q7%，待含 6$’的琼脂平板上长出克
隆后，随机挑取克隆，碱裂解法小量提取质粒 (G9，以
$%&1"、$%&1#和 !)’$、$%&1#两套酶切鉴定，将酶
切鉴定正确的阳性克隆命名为 >!ST""E&67。
! "# "$ 构建重组腺病毒载体：大量制备 >!ST""E&67
和试剂盒提供的含 2$.U 报告基因的穿梭质粒
>!ST""E&2$.U，以 V;./0"和 4V;1%/"双酶切；9F&’/;
W:)基因组以 V;./0"和 4V;1%/"双酶切，以 :B (G9
E,%$?&连接目的片段和腺病毒载体，12""酶切连接
产物，转化 $ N %&’( (Q7%，待含 9=>的琼脂平板上长
出克隆后，随机挑取克隆，用 9F&’/;W:)表达试剂盒

提供的特异的引物和 67 自身的引物进行 451 鉴
定。其中前一反应条件为：IBJ A =,’；IBJ K =,’，
X7J K =,’，MAJ K =,’，A个循环；IBJ K =,’，XCJ

K =,’，MAJ K =,’，A个循环；IBJ B =,’；IBJ K =,’，
77J K =,’，MAJ K =,’，<C个循环；MAJ 延伸 A=,’；
后一反应条件如前述。将鉴定正确的阳性克隆命名

为 >9F;67，>9F;2$.U。
! "# "% 重组腺病毒液的制备：AI<细胞以 K Y KC7 接
种于 X.= 培养皿，待长至 7CO Z MCO融合时，以脂
质体法进行转染，以 40! 清洗细胞一遍后，分别加
入 <C!2脂质体，7!% 以 3"%"线性化的 >9F;67、>9F;
2$.U每孔补足含 7O胎牛血清的 ()*)至 A=2，<S
补足培液至 B=2，继续培养，约 KC Z KBF后出现细胞病
理效应，即原来贴壁的细胞变圆、脱落。7CCC#[=,’ 离
心收集病理细胞，加入 7CC!240!，<MJ、\ ACJ反复冻
融 <次，即为细胞裂解液，\ MCJ保存备用。另取 A!2
细胞裂解液用前述方法进行 451鉴定。
! "# "& 重组腺病毒的扩增：AI<细胞以 K Y KC7 接种
于 X.= 培养皿，待长至 7CO Z MCO融合时，加入上
述制备的重组腺病毒液 A7C!2[皿，病毒吸附 A Z <S
后，加入含 7O胎牛血清的 ()*)，约 7 Z MF后出现
细胞病理效应，将细胞刮落后与培养液一起离心去

除上清，将细胞沉淀重悬于适量 40!中，反复冻融 <
次后，\ MCJ保存。
! "# "’ 病毒滴度测定：AI<细胞以 K Y KC7 接种于 X
孔板，ABS后依次加入按 KC倍倍比稀释的待测病毒
ACC!2[孔，每个浓度设复孔，并设对照，<MJ感染
XC=,’ 后，每孔加 A=2 含 C N 7O $%$#/?& 的 ()*)
（KCO胎牛血清），<MJ，7O5]A孵育，M Z KCF后出现
噬斑，按以下公式计算病毒滴度：病毒滴度（>^T[=2）
_ 噬斑数[稀释倍数 Y每孔加入病毒体积。
! "# "( 内皮细胞增殖实验［7］：对数生长期的
*5‘<CB以 A Y KC< [孔接种于 IX 孔板，<MJ、7O 5]A
培养 ABS 后弃培液，将 9F;67，9F;2$.U 以不同的感
染系数（)]V）感染细胞，AS后补足含 7O小牛血清，
<’%[=2 -3+3的 ()*)，每一 )]V设 <复孔，另设空
白对照。<MJ、7O 5]A 培养 BF，进行 ):: 检测，在
酶标仪 7MC’=处测吸光度 9值，计算细胞存活率 _
转染组 457MC’= [未转染组 457MC’= Y KCCO

! "# ") 肿瘤细胞增殖实验［7］：对数生长期的 )(9;
)0;A<K细胞以 A Y KC< [孔接种于 IX孔板，<MJ、7O
5]A 培养 ABS后弃培液，将 9F;67，9F;2$.U以不同的
感染系数（)]V）感染细胞，AS 后补足含 7O小牛血
清的 ()*)，每一 )]V 设 < 复孔，另设空白对照。
<MJ、7O 5]A 培养 BF，进行 ):: 检测，在酶标仪

7MC’=处测吸光度 6 值，计算细胞存活率 _转染组
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!"!"#$% &未转染组 !"!"#$% ’ (##)
! "# "$ 体外新生血管生成分析［*］：对数生长期的
+,-.#/以 ( ’ (#/ &孔接种于 0/ 孔板，."1、!) ,20

培养 0/3 后弃培液，将 4567!，45689:; 以不同的感
染系数（<2=）感染细胞，03后补足含 !)小牛血清，
.$>&%8 ?@A@的 B<+<，每一 <2=设 0复孔，另设空
白对照。."1、!),20 培养 "03后收集细胞。取一
C*孔板，以 !#!8&孔加入 +,<9DEFGH<胶，."1固化后
将上述收集的细胞以 ( ’ (#/ &孔接种于 +,<9DEFGH<

胶，0/3后观察血管内皮细胞管腔形成情况。
! "# "!% 统计学处理：各组数据以均数 I标准差（#
I $）表示，两组结果比较应用 % 检验，显著性差异
定义为 & J #K#!。

# 结 果

# "! 载体构建
应用 L,M方法将人纤溶酶原信号肽序列引入

7! :BN4基因，扩增产物经琼脂糖凝胶电泳，可见在
."#?O处有一特异性条带，与预期的结果一致。将
该目的片段与 O:BN4.重组后，转化 P<(#C，随机挑
取克隆，经 ’()Q "、*+,M #和 ’-. $、*+,/ #两
套酶切鉴定，测序，结果表明，人纤溶酶原信号肽序

列与 7! :BN4正确连接，证实重组质粒 O:BN4.7!
构建正确（图 (）。将含目的基因的片段与穿梭质粒
OR3SDDTU重组，转化 BQ!%，随机挑取克隆，经 *+,M
"、*+,M #和 ’-. $、*+,M #两套酶切鉴定，证实
重组质粒 OR3SDDTU7!构建正确（图 0）。再将含目的
基因的片段与 45U$V6WH< BN4 重组，转化 BQ!%，随
机挑取克隆，用 45U$V6WH<表达试剂盒提供的特异的

引物和 7! 自身的引物进行 L,M 鉴定，结果可见，
45U$V67! 均在 ."#?O 处有一条带，而 45689:; 则仅
在以 45U$V6WH<表达试剂盒提供的引物进行 L,M时
在 ."#?O处有一条带（图 .）。
# "# 包装及扩增后的病毒滴度与 &’(鉴定

4567!及 45689:; 经包装后测滴度均为 ( ’ (#"

OXS&%8。扩增后的滴度达到 ! ’ (#Y OXS&%8。L,M鉴
定结果与前述一致。

# ") 内皮细胞增殖实验
4567!，45689:; 以 <2= 为 (#，0#，/#，Y# 感染

+,-.#/细胞 /5 后，进行 <HH 法检测细胞存活率，
结果表明，4567! 在 <2= 为 Y#时，抑制血管内皮细
胞增殖，与空白对照和 45689:;感染组比较，其差异
在统计学上有显著性（& J #K #!）；4567! 在低 <2=
则无明显抑制作用；比较空白对照和 45689:;感染

组的内皮细胞存活率，两者差异在统计学上无显著

性（& Z #K#!）（图 /）。

图 ( O:BN4.7!限制酶分析
@F>K ( MU[DEF:DFV$ U$5V$S:TU9[U 9$9T\[F[ VX O:BN4.]!

<K<9E]UE（(##?O BN4 8955UE）；
(K O:BN4.]!&*+,M# ^ ’()Q"（!K/]?，# K."]?）；

0K O:BN4.]!&*+,M# ^ ’-.$（/K!]?，(K0"]?）

图 0 OR3SDDTU7!限制酶分析
@F>K 0 MU[DEF:DFV$ U$5V$S:TU9[U 9$9T\[F[ VX OR3SDDTU]!

<K<9E]UE（(##?O BN4 8955UE）；
(K OR3SDDTU]!&*+,M# ^ *+,M$（/K(.]?，#K./]?）；

0 K OR3SDDTU]!&*+,M# ^ ’-.$（0KY"]?，(K0"]?，#K..]?）

图 . L,M鉴定 O4567!和 O45689:;
@F>K . =5U$DFXF:9DFV$ VX O4567! 9$5 O45689:; ?\ L,M

<K<9E]UE（(##?O BN4 8955UE）；
(K O45689:; 9%OTFXFU5 _FD3 45U$V‘FES[ [OU:FXF: OEF%UE[（#K."]?）；
0K O4567! 9%OTFXFU5 _FD3 45U$V‘FES[ [OU:FXF: OEF%UE[（#K."]?）；

. K O45689:; 9%OTFXFU5 _FD3 7! [OU:FXF: OEF%UE[；

/ K O4567! 9%OTFXFU5 _FD3 7! [OU:FXF: OEF%UE[（#K."]?）
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图 ! "#$%&感染 ’()*+!内皮细胞 ,-.后细胞存活率
/012 ! 34560678 579: ;< ’()*+! :=#;9.:8078 >:88

0=<:>9:# ?09. "#$%&（,-.）
! 6@ 4=0=<:>9:# >;=95;8（A B +2+&）；C 6@ "#$D7>E 0=<:>9:# >;=95;8（A B +2+&）；

F=0=<:>9:# >;=95;8；""#$D7>E 0=<:>9:# >;=95;8；#"#$%& 0=<:>9:# >;=95;8

! "# 肿瘤细胞增殖实验
"#$%&，"#$D7>E 以 GHI 为 J+，K+，!+，L+ 感染

GM"$GN$K*J细胞 !#后，进行 GOO法检测细胞存活
率，结果表明，"#$%& 对 GM"$GN$K*J细胞增殖无明
显抑制作用，与空白对照和 "#$D7>E感染组比较，其
差异在统计学上无显著性（! P +2 +&）；比较空白对

照和 "#$D7>E感染组的内皮细胞存活率，两者差异
在统计学上无显著性（! P +2+&）（图 &）。

图 & "#$%&感染 GM"$GN$K*J细胞 ,-.后细胞存活率
/012 & 34560678 579: ;< GM"$GN$K*J 0=<:>9:# ?09. "#$%&（,-.）

F=0=<:>9:# >;=95;8；""#$D7>E 0=<:>9:# >;=95;8；#"#$%& 0=<:>9:# >;=95;8

! "$ 体外新生血管生成分析
"#$%&，"#$D7>E 以 GHI 为 J+，&+，J++ 感 染

’()*+!细胞 QK. 后，收集细胞，将其接种至 ’(G7$
950ROG胶，观察血管内皮细胞管腔形成情况。可见 "#$
%&在 GHI为 J++时抑制 ’()*+!细胞形成管腔，而在
低 GHI时则无明显抑制作用；"#$D7>E感染对 ’()*+!
细胞管腔形成无明显抑制作用（图 -）。

图 - "#$%&对 ’()*+!细胞管腔形成的抑制作用（K!.）（ S K++）

/012 - "#$%& 0=.0T09:# ’()*+! 94T: <;5U790;= 0= ’(G7950ROG 1:8（K!.）（ S K++）
"2F=0=<:>9:# >;=95;8；N2"#$D7>E 0=<:>9:# >;=95;8（GHI V J++）；(2"#$%& 0=<:>9:# 15;4A（GHI V J++）

% 讨 论
本实验为构建重组复制缺陷的腺病毒载体，首

先将真核表达载体 A>MW"*%&的目的基因与穿梭质
粒 A3.4998: 重组为 A3.4998:%&，经特异的 I$"#$!和
XI$%#$!双酶切后与经相同酶切的 "#:=;$YOG MW"
连接，转化大肠杆菌，挑选阳性克隆进行 X(Z鉴定。
由于原 "#:=;$YOG MW"在 I$"#$!和 XI$%#$!酶切位
点之间存在 %&’!的酶切位点，而含目的基因的片

段正确插入后该位点则消失，故将连接产物用

%&’!酶切后再转化可使假阳性克隆大为减少。相
对其他腺病毒载体的制备方法，该法操作较简单，并

能较好地减少在 K,*细胞中重组产生野生型腺病毒
的可能性。

本研究采用噬斑分析法测定病毒滴度，该法简

便易操作，但仍存在一定的误差，且需时较长。此实

验所测得的病毒滴度为 & S J+L A<4[UD，有待进一步
扩增、纯化以提高滴度。
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通过抑制肿瘤新生血管生成而达到抑制肿瘤生

长、转移的目的，目前认为是一种可行的、具有潜在

应用价值的抗肿瘤疗法。对多种新生血管生成抑制

因子的动物实验研究已表明，它们能有效地抑制多

种实体瘤和血液系统恶性肿瘤的生长和转移，其中

一部分正在进行临床实验［! " #］。动物实验证明：新

生血管生成抑制因子如血管抑素等进行基因治疗，

它们对实验肿瘤的生长、转移具有抑制作用［$］。已

有实验表明人纤溶酶原 %&区具有抑制血管内皮细
胞增殖、迁移等作用。本实验通过构建含 %& 基因
的重组复制缺陷型腺病毒（’()%&），将其感染
*+,-./和 01’)02)3-4细胞，观察其对两者增殖的
影响，结果表明，’()%& 能特异地抑制 *+,-./ 细胞
增殖而对 01’)02)3-4 细胞的生长则无明显影响，
这与其他研究者的结果类似［-］。有研究认为 %&可
通过阻滞细胞周期和促进细胞凋亡从而抑制血管内

皮细胞增殖［4.］。在体外将血管内皮细胞接种于三

维胶上，细胞能够形成毛细血管腔样结构，模拟体内

新生血管生成［44］。将感染 ’()%&的 *+,-./细胞接
种于 *+056789:0胶后，可见管腔形成能力受抑制，说
明 %&具有抑制 *+,-./细胞迁移、分化形成管腔的
作用，但其具体机制还有待进一步研究。

上述结果表明，本实验成功地构建了含人纤溶

酶原 %& 基因的重组复制缺陷型腺病毒载体，能抑
制 *+,-./内皮细胞的增殖和毛细血管管腔形成，
而对 01’)02)3-4乳腺癌细胞的生长无明显抑制作
用，为重组复制缺陷型腺病毒介导的 %& 抗肿瘤新
生血管生成基因治疗动物实验奠定了基础。
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