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摘 要!$目的% 构建携带人
@ABC$

基因的病毒穿梭载体
<=/>$?!@ABC$

& $方法% 通过
JKLG/J

方法从人新鲜胎盘组织中扩增出
@ABC#

基因! 构建
<=/>#?!@ABC#

病毒穿梭载体! 经
G/J

'酶
切'测序等方法进行鉴定& $结果% 酶切'

G/J

及测序证实
<=/>#?!@ABC#

载体序列正确& $结论%

成功构建
<=/>#?!@ABC#

病毒穿梭载体! 可为后续病毒包装及对肝癌细胞的生物学影响研究奠
定基础&

主题词!基因(

@ABC#

(载体构建(病毒
中图分类号!

J&>M>?

N

!

文献标识码!

O

文章编号!

$?&$M$&IP

"

!I$!

#

I&MIQ$?MIR

基金项目!浙江省自然科学基金项目"

S!II&IR%

#$浙江省科技计划
项目%

!IIT/>>UO%IIII?

&

通讯作者!方哲平!主任!主任医师!硕士$台州医院肝胆外科!浙江省
临海市西门街

$QI

号%

>$&III

&$

V!H,1-WX-7X7Y72,0:+2D

'

收稿日期!

!I#!MI#MIT

$修回日期!

!I#!MIRMIQ

@ABC#

)

D02 Z*1+6-2 # E(H,1+ (. 0)H,+ 02<,D(!

57D2 6*([D0 .,5D(*

*是肝细胞生长因子)

@AB

*中第一

个环状结构域)

C#

*的基因表达产物!由
P1+

等 $

#

%在

!III

年首次被克隆于
@AB

的
!

链!是一个由
&T

个

氨基酸构成的球形结构& 越来越多的研究表明!

@ABC#

通过
VAB\VABJ

途径! 抑制肿瘤血管生成'

阻止肿瘤远处转移及拮抗
@AB

的功能!并有效地延

长了实验动物的生存期$

!

%

& 我们通过构建
@ABC$

病

毒穿梭载体! 为今后腺病毒载体的包装及进一步实

验研究提供依据&

$

材料与方法

!"!

材 料

克隆载体
<AV]!K2,37

'

]!]^9

逆转录酶
_

美国

G*(H26,

公司
`

!腺病毒表达载体
<=/>$?_

本元正阳

基因技术有限公司
a

!

KR =;O

连接酶和
K,b =;O

聚

合酶
_

美国
B2*H2+D,3

公司
a

!

E;KG

' 限制性内切酶

UH, "

和
@1+E!# _

美 国
B2*H2+D,3

公 司
a

!

=;O

],*Z2* =^$""

)上海捷瑞生物工程有限公司*!

J;O

提取试剂
K*1X(-_

美国
F+c1D*(62+

公司
a

!引物
_

上海基

康生物公司合成
a

!大肠杆菌菌株
=@Q,_

温州医学院

附属台州医院中心实验室保存
a

&

!"#

方 法

$:!:$

总
J;O

提取

取新鲜人胎盘组织约
":!6

! 加入
Q""H- K*1X(-

!

充分混匀! 并提取
J;O

& 沉淀经充分干燥后溶于

Q"$-

经
=VG/

处理的水中!紫外分光光度计测定波

长
!?"+H

和
!%"+H

的吸光度比值&

$:!:! JKMG/J

取
$:" $6

人胎盘组织总
J;O

!以
(-16(_EKa$%

为

引物!

]!]^9

逆转录酶反转录合成第
$

链
5=;O

&

$:!:> @ABC$

基因的克隆

根据
@ABC$

基因的序列设计分别含有
U,H %

或
@1+E &

限制性酶切位点的引物! 引物+ 上游
Q"!

///AAAOAAOKK/KKK/O///OAA/!>"

! 下 游
Q" !

//KAOOOAOKOK///AO/OOAOOA/KK!>"

& 扩增片

段长度约为
%!&d<

& 以
5=;O

为模板 !

G/J

扩增

@ABC$

基因!反应条件为+

TQ#

预变性
!H1+

!

TR$

变

性
RQ3

!

Q%$

退火
RQ3

!

&!$

延伸
$H1+

!

>Q

个循 环 !

&!$

总延伸
$"H1+

!

R$

降温
$"H1+

& 扩增产物包含了

@ABC$

基因
5=;O

的编码序列及部分非编码区&

$%

琼脂糖凝胶电泳检测
G/J

产物& 自凝胶中回收

@ABC$!

基因与
<AV]!K2,37

载体按摩尔比
%&$

的比

例混合!

$?$

条件下用
KR =;O

连接酶进行连接& 连

接产物转化感受态大肠杆菌
=@Q,

& 挑取单菌落!行

菌落
G/J

验证!挑选阳性菌落!提取质粒
=;O

!用

限制性内切酶
UH, %

和
@1+E &

进行双酶切鉴定!

Q$?
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重组质粒行
'()

序列分析!

$*!*+

腺病毒表达载体
,'-.$/!0123#

的构建

以限制性内切酶
456!

和
0789 "

切割重组克

隆载体和质粒
,'-.$/

"琼脂糖凝胶电泳! 回收两种

目的片段用
:

+

'()

连接酶连接" 连接产物转化感

受态大肠杆菌
'0;6

! 挑选单菌落行菌落
<-=

验

证"挑选阳性菌落"提取质粒
'()

"用限制性内切酶

456!

和
0789!"

进行双酶切鉴定!

!

结 果

!"#

总
=()

的检测

经紫外分光光度计测定波长
!/"85

和
!%"85

吸光度比值为
$"%/

"证明所提取的
=()

纯度较好!

!"! =:><-=

产物鉴定

琼脂糖凝胶电泳可见约
%!&?,

处有一优势扩增

条带"与预期结果一致"见图
$

!

!"$ 0123$

基因的克隆和鉴定

重组克隆载体转化感受态大肠杆菌
'0;6

"挑

选单菌落行
<-=

验证" 经琼脂糖凝胶电泳可见约

%!&?,

处有一亮条带"见图
!

!选取阳性菌落"抽提质

粒"经
456 !

和
0789 "

双酶切"回收酶切产物经琼

脂糖凝胶电泳可见约
%!&?,

处有一亮条带" 证明此

载体中有大小约为
%!&?,

的外源
'()

片段插入"见

图
.

! 重组质粒进行基因测序" 序列测定结果与

1@8@?68A

报道的
!*;A? 012 5=()

的
B'()

序列

#

C!D$+;

$%长度为
! ;&/ ?,

"

B9EF

#

$G!

"

! !%%

$&报道

区域 '

+.

"

%/"

$ 的序列完全相同" 表明重组于载体

0123$!

基因片段序列正确!

!!%

腺病毒表达载体
,'-.$/!0123$

鉴定

将重组好的
,'-.$/!0123$

腺病毒表达载体

转化感受态大肠杆菌
'0;6

" 挑选单菌落行
<-=

验

证"经琼脂糖凝胶电泳可见约
%!&?,

处有一亮条带"

见图
+

! 选取阳性菌落" 抽提质粒" 经
456!!

和

0789 "

双酶切"回收酶切产物经琼脂糖凝胶电泳可

见约
%!&?,

处有一亮条带" 证明此载体中有大小约

为
%!&?,

的外源
'()

片段插入"见图
;

!

图
$ =:><-=

扩增人
0123$

基因

$

(

'H$"" C6IA@I

)

!

(人
0123$

目的基因片段

%""

;""

0123$J%!&?,K

图
! ,1LC!:@6EM!0123$

菌落
<-=

验证

$

(

'H$GG C6IA@I

)

!

*

+

( 阴性菌落人
0123$

目的基因片断)

.

*

;

(阳性菌落人
0123$

目的基因片段

%GG

;GG

0123$J%!&?,N

%GG

;GG

0123$O%!&?,N

$

(

'H$"" C6IA@I

)

!

(

,1LC!:@6EM P@BQRI

)

.

(酶切后的
,1LC!:@6EM!0123$

,1LC!: P@BQRIJ. "$%?,N

图
. ,1LC!:@6EM!0123$

双酶切验证

;$&
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讨 论

治疗肿瘤的方法很多!除了手术治疗之外!主要

有放射介入治疗"全身化疗"区域性化疗"免疫治疗"

中医中药治疗"基因治疗等#

<

$

% 近年来!随着分子生

物学技术的发展!在肿瘤治疗方面!基因治疗逐渐成

为研究重点%目前!有很多种类型肿瘤治疗相关基因

被研究!比如抑癌基因"自杀基因"抗血管生成基因"

炎性细胞因子"微小
=;>

基因等#

?

$

%

随着人们对肿瘤发生"发展"转移机制的研究不

断深入! 逐渐地认识到肿瘤新生血管的生成在肿瘤

演进过程中具有极其重要的作用#

@

$

% 抗血管生成治

疗被认为是一种有效的抗肿瘤基因治疗方法 #

A

!

&

$

%

BCDE5!F2G

途径促进了肿瘤的血管生成 #

%

$

%

BCD

的

过表达在肿瘤血管生成的过程中扮演了十分重要的

角色#

H

$

% 作为
BCD

的天然拮抗剂!

BCDI$

正成为当

前肿瘤基因治疗研究中的新宠#

$"

$

% 有研究表明#

$$

!

$!

$

!

BCDI$

在体内可以拮抗
BCD

诱导的细胞增殖"迁

移! 而且还能抑制由
9JCD

或
KDCD

所诱导的微血

管内皮细胞的增殖和迁移%

L02+

等#

!

$的研究显示!重

组
BCDI$

蛋白可以体内外抑制肿瘤血管生成 !

BCDI$

的半数有效剂量为
":&!6EM-

!作用效果强于

,+61(3G,G1+

和
2+N(3G,G1+

重组蛋白% 所以通过载体导

入
BCDI$

! 抑制血管生成从而抑制肿瘤生长及转

移!这为肿瘤治疗提供了一种新的思路%

BCDI$

蛋

白在对原发性肝癌"结肠癌"非小细胞肺癌等肿瘤的

实验研究中!都取得了令人满意的成果#

$<O$@

$

% 另外!

本课题组关于
BCDI$

在原发性肝细胞癌表达的研

究中发现!

BCDI$

高表达患者
@

年生存率明显高于

BCDI$

低表达患者
PQ"":"@R

#

#A

$

%

本实验的最终目的是获得
BCDI#

基因细胞溶

瘤病毒重组体感染裸鼠治疗肝细胞癌! 而
ST/<#A!

BCDI#

表达载体的构建是其中的一个必需步骤%在

本实验项目中! 我们没有直接构建
ST/<#A!BCDI#

载体! 而是通过先构建重组克隆载体
SCJF!U2,37!

BCDI#

!经转染感受态细胞后!通过
Q/=

"酶切等方

法验证
BCDI#

基因
5T;>

已成功插入载体
SCJF!

U2,37

!通过双向测序证实序列正确后通过扩大培养

已转化的感受态细胞! 提取质粒行
LM,"

和
B1+N

#

双酶切!获得足量的
BCDI#

基因
5T;>

!再与病

毒穿梭载体
ST/<#A

进行连接! 这样使整个实验设

计更为合理"稳定!从而为后续工作做了铺垫% 载体

SCJF!U2,37

是一种高效的克隆
Q/=

产物的专用载

体% 因大部分耐热
T;>

聚合酶进行
Q/=

反应时都

有在
Q/=

产物即
5T;>

的
<#

端添加一个&

>

'的特

性! 而载体
SCJF!U2,37

插入处序列的两侧
<#

端含

&

U

'!因此通过&

>!U

' 碱基配对使此载体的连接"克

隆效率获明显提高%本实验中!我们将限制性内切酶

LM, "

"

B1+N $

分别引入到上"下游引物中!通过

先将
Q/=

产物连接到
SCJF!U2,37 925G(*

上!对目

的基因进行双酶切"测序等鉴定(然后用限制性内切

酶双酶切下目的片段与同样双酶切的
ST/<#A

载体

连接从而达到构建重组病毒穿梭载体的目的%

本实验采用的
ST/<#A

载体属于腺病毒
>NF,V

系统! 与目前使用最普及的腺病毒
>NJ,37

系统相

比!因为它除了具有感染效率高"瞬时表达"不与基

因组整合和插入外源基因容量大等各种腺病毒系统

共有的优点外 #

$&

!

$%

$

!还有其他一些特点!如
>NF,V

图
? ST/<$A!BCDI$

菌落
Q/=

验证

$

)

TW$"" F,*X2*

(

!

"

?

"

A

)阳性菌落
Y<

"

@

"

&

)阴性菌落

%""

@""

BCDI$P%!&ZSR

%""

@""

BCDI$P%!&ZSR

$

)

TW$"" F,*X2*

(

!

)酶切后的
ST/<$A!BCDI$

质粒
T;>

片段

ST/<$A 925G(*P<:HXZR

图
@ ST/<$A!BCDI$

重组质粒双酶切验证

@$%
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系统只需要
!!'

周就能完成从质粒构建到重组出

毒!成功率大于
(%"

"在真核细胞内重组出毒!保持

了对腺病毒的生存压力! 有助于重组腺病毒的基因

组完整性"病毒产率可以明显提高#腺病毒表达载体

)*+,$-#./01$

的构建完成! 为下一步体外包装成

病毒颗粒及对肝癌细胞的生物学影响研究奠定基

础#
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