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重组腺病毒介导自杀基因 <=9$!>?转染
内皮祖细胞的实验研究

张国鹏!沈艳霞!朱小华
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摘 要
!

$目的% 构建含有自杀基因单纯疱疹病毒胸腺激酶基因
B<=9$!>?

#的重组腺病毒载体"

并感染大鼠骨髓来源的内皮祖细胞&

CD/3

#"以期用于抗肿瘤血管生成的基因治疗及核素报告
基因显像'$方法% 从大鼠骨髓中分离(培养

CD/3

"利用流式细胞术进行鉴定'构建重组腺病毒
载体

EFG!<=9#!>?!CHID

"并感染
CD/3

"以腺病毒
EFG!CHID

为对照' 利用
JKLD/J

法(

M23>2*+

N-(>

免疫印迹法检测
<=9#!>?

的表达"利用
OKK

法检测更昔洛韦
BH/9P

对病毒感染后
CD/3

的
杀伤作用' $结果% 流式细胞术结果显示从大鼠骨髓中分离出的

CD/3

阳性表达
/QA@B%&:&RSP

和
/Q$AAB%$:TGSP

"

JKLD/J

及
M23>2*+ N-(>

免疫印迹结果显示
<=9$!>?

基因在转录及蛋白水
平可以正确表达"

OKK

结果显示
<=9!>?UH/9

自杀基因系统对
CD/3

细胞具有明显的杀伤作
用' $结论% 重组腺病毒

EFG!<=9#!>?!CHID

感染
CD/3

后可以在细胞中成功表达"并且感染后
自杀基因具有生物学活性"从而为利用

CD/3

作为载体进行肿瘤靶向基因治疗(报告基因显像
提供实验依据'
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内皮祖细胞 !

2+F(>02-1,- Y*(62+1>(* 52--3

"

CD/3

* 作为一类具有趋化性(自我增殖特性"并能分化为血

管内皮细胞的前体细胞" 不仅参与胚胎时期的血管

生成"而且参与出生后的生理性和病理性血管生成'

在肿瘤形成过程中" 骨髓中
CD/3

可被多种细胞因

子及趋化因子动员并募集至外周血循环"进而迁移(

专
题
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归巢并参与肿瘤的血管生成!

$

"
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#

"有望作为肿瘤治疗

的新靶点$

由于传统治疗方式的局限" 肿瘤基因治疗利用

载体将遗传物质导入细胞以产生生物学的治疗策略

极具潜力 !

'

#

$其中单纯疱疹病毒胸苷激酶%

()*+),

,-.+/)0 1-*2, 34+) # 3(4.-5-6) 7-68,)

"

9:;$!37

&

<

更昔

洛韦
=>86?-?/@1-*

"

>A;B

自杀基因系统%

9:;$!37<>A;

&

因其具备杀伤效应及旁观者效应而备受关注!

C

#

$此外"

9:;$!37

还是一种最为常用的报告基因" 其编码的

单纯疱疹病毒胸苷激酶%

9:;$!37

&可以磷酸化多种

核苷衍生物"利用核素标记的特异性底物"可以进行

活体的核素报告基因显像!

D

#

$ 因而有可能利用
EFA,

作为生物载体携带
9:;#!37

基因进行靶向肿瘤基因

治疗及核素报告基因显像监测
EFA,

的生物学行为

与治疗效果$

在本研究中"分离'培养'鉴定大鼠骨髓来源的

EFA,

"构建包含
9:;#!37

编码基因的重组腺病毒载

体
G5D!9:;#!37!E>HF=)6(86?)5 I*))6 J/2@*),?) +*@!

3)-6K

"将其转染至
EFA,

"检测
9:;$!37

基因表达及

自杀基因系统%

9:;$!37<>A;

&的杀伤效应"为进一

步肿瘤靶向基因治疗及核素报告基因显像监测提供

实验依据$

$

材料与方法

!!!

材 料

实验动物!

:L

大鼠%

:FH

级"雄性"

$D&M!&&I

&由

华中科技大学同济医学院实验动物中心提供$

试剂 !

F)*?@//

细胞分离液 %美国
F(8*.8?-8

&"

E>N!!N;

培养基 %

O@6P8

公司 &" 兔抗人
AL'C

'

AL#''

抗体'兔抗人
QR

单克隆抗体%

GS?8.

公司&"

T+3-!NEN

无血清培养基'

Q*-P@/

试剂 %美国
U61-3*@!

I)6

公司 &" 增强型化学发光剂
V)6(86?)5 ?().@!

/2*6-6),?)6?)

"

EAOK

自显影试剂盒%杭州碧云天生物

技术研究所&" 更昔洛韦 %湖南五洲通制药有限公

司&"其余试剂均为国产分析纯$

病毒构建! 重组腺病毒
G5D!9:;#!37!E>HF

"对

照病毒
G5D!E>HF

由北京本元正阳基因技术有限公

司构建及鉴定$

G5D!9:;#!37!E>HF

感染滴度为
DWC"

$&

X

UY<./

%

QAUL

D&

法&"对照组病毒
G5D!E>HF

感染滴

度为
ZWX"$&

X

UY<./

$

!"#

方 法

$W!W$ EFA,

分离"培养及鉴定

:L

大鼠乙醚吸入麻醉后处死"

[D#

乙醇浸泡

!&.-6

"剪取股骨和胫骨"用
&W&$.@/<O F\:

反复冲洗

骨髓腔$ 之后将充分混匀的冲洗液缓慢加入预装

F)*?@//

细胞分离液的离心管 %冲洗液
<

分离液体积

比
]!$$

&"

! D&&*<.-6

离心
!&.-6

"吸取乳白色云雾状

单个核细胞层到新的离心管中"

F\:

洗涤细胞
!

次"

$ &&&*<.-6

离心
D.-6

$ 以含
!&^

胎牛血清的
E\N!

!N;

培养液重悬" 反复轻柔吹打制成单细胞悬液"

将细胞悬液按
D%$&

Z

<./

的密度接种到
Q[D

的培养

瓶"

'[&

'

D^AT

!

孵育$

'5

后换液"细胞长至
%&^

融

合时用
&W!D'

的胰蛋白酶消化"

$$!

传代继续培养$

收集第
[5

细胞用
AL'C

'

AL$''

抗体进行流式细胞

术鉴定$

$W!W!

重组腺病毒转染
EFA,

将长至
%&^

融合的
EFA,

细胞经胰酶消化后接

种于培养板"根据感染复数%

.2/3-+/-?-34 @J -6J)?3-@6

"

NTU

& 计算每孔需要病毒量$ 病毒感染时吸去培养

基"

F\:

洗涤细胞
!

遍 " 每孔加入无血清培养基

T+3-!NEN

%盖满细胞表面&"将病毒按照计算量加入

培养孔中"每
$D.-6

摇动
$

次"感染
!(

后"补足完全

培养基至需求量"继续培养
C%(

$

$W!W' _Q`FA_

鉴定
9:;$!37

基因
._aG

转录

重组腺病毒以
NTU

为
$&&UY<

每孔细胞来感染

EFA,

"

C%(

后收集每孔细胞用
Q*-P@/

试剂分别提取

总
_aG

"以
T/-I@ 5Q

为引物逆转录合成
?LaG

第一

链$之后分别加入
QR

'

>GFL9

引物扩增"以
>GFL9

作为内参 $

9:;$!37

上游引物为
D( !AQAGAAAQ!

AGQAQQA>GAA>!'(

" 下游引物为
D(!AAQ>AG>GQ!

GAA>AGAA>QG!'(

" 扩增片段为
!%!S+

(

>GFL9

上

游引物为
D(!AAGQ>>G>GG>>AQ>>>>!'(

"下游引

物为
D(! AGGG>QQ>QAGQ>>GQ>GA!'(

" 扩增片段

为
$XDS+

$ 反应条件为
XC& '&,

"

D%& '&,

"

[!& '&,

$

$W!WC b),3)*6 S/@3

法检测重组腺病毒转染后
9:;$!

37

蛋白表达

收集病毒感染
C%(

后 %

NTU]$&&UY<

每孔细胞&

的
EFA,

细胞"

F\:

漂洗细胞
'

次" 加入细胞裂解

液" 提取胞浆蛋白"

:L:!FG>E

电转法将蛋白转入

F;LH

膜"用
D'

脱脂奶粉
Q\:Q C&

封闭
$(

"加入兔

抗人
QR

单克隆抗体%

$)$ &&&

&抗体工作液%含
D^

[!D
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!" 以兔抗
!!,5?1+

多克隆抗体作内参对照# 洗

膜"加入碱性磷酸酶标记的二抗$

#"@ &&&

!"

A/B

试

剂暗室自显影% 用凝胶图像成像系统进行扫描#

#:!:@ CDD

检测
E/9

作用后细胞存活率

将
AF/3

细胞按
$#$"

G

H

孔接种于
IJ

孔板" 设腺

病毒感染组&

C4KL#&&KMH

每孔细胞!及未感染组% 感

染步骤同上" 感染
G%0

后"

E/9

浓度按照
&

'

#&

'

!@

'

@&

'

N@

和
$""O6HB

依次加入细胞中" 每个浓度设
P

个复孔# 每天更换加药培养基# 作用
N!0

后"吸去培

养基"

F<=

漂洗
P

遍" 每孔内加入
CDD

溶液
Q@6HBR

!&"-

"

PN$

孵育
G0

"小心弃去上清"每孔加入
SC=4

$@&"-

"振荡
$&O1+

后"酶联免疫检测仪测定
GI&+O

波长处吸光度值
>

"细胞存活率
QTRL> 实验组H> 对照组#

$""TQ

以
E/9

浓度
"O6HB

为对照组
R

#

!"#

统计学处理

应用
=F== $P:"

软件进行统计分析" 实验数据

以
!%3

表示"组间比较采用
?

检验"

FU":"@

为差异有

统计学意义#

!

结 果

$!! AF/3

培养及鉴定

接种
!G0

后部分细胞开始贴壁"培养至
NV

左右

贴壁细胞增殖"呈(集落)样生长"周边出现梭形细胞

&图
$,

!%

$&W$GV

时梭形细胞明显增多&图
$X

!%培养

至
$&V

的
AF/3

进行重组腺病毒感染"

>V@!Y=9$!?Z!

AE[F

病毒感染组可见绿色荧光蛋白表达
Q

图
$5R

"而

未感染组无荧光表达%

培 养
NV

细 胞 采 用 流 式 细 胞 术 检 测
/SPG

'

/S$PP

细胞表面抗原阳性表达率" 如图
!

所示 "

/SPG

阳性率为
%&:&IT

"

/S$PP

阳性率为
%$:N@T

%

$"$ Y=9$!?Z O\;>

的表达

>V@!Y=9$!?Z!AE[F

感染
AF/3 G%0

后 " 通过

\D]F/\

技术检测
Y=9$!?Z

基因的表达情况% 结果

可见"

>V@!Y=9$!?Z!AE[F

感染组在
!%!X^

处出现特

异性条带"证实有
D_

编码基因表达"对照病毒组及

未感染组无
D_

基因表达" 仅于
$I@X^

处出现条带

图
$ AF/3

细胞培养及重组病毒感染后荧光表达结果
Q#$&&R

!,`

细胞贴壁后
NV X`

细胞培养后
$&V 5`

重组病毒感染后荧光结果

!

图
!

流式细胞仪检测
/SPG

!

/S$PP

阳性细胞表达率

/SPG /S$PP

N!J
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图
' ()*

作用后细胞存活率
+,,

检测结果

为内参
(-./0

表达
1

图
23

!

!"# 04*$!56

蛋白的表达

感染
-7'!04*$!56!8(9. :%;

后" 提取胞浆蛋

白 "

<=>5=?@ ABC5

印迹分析显示感染
-7'!04*#!56!

8(9.

组在
!'6/

处出现特异性条带"即为
04*#!56

产物" 而感染对照病毒
-7'!8(9.

组及未感染组在

!'6/

处未出现特异性条带"仅于
:26/

处见特异性

条带为内参表达#图
:

$%

!!$ ()*

作用后
8.)>

存活率

+,,

结果&图
'

$显示"随着
()*

剂量加大"感

染目的病毒组
8.)>

细胞存活率呈下降趋势" 且呈

剂量依赖性% 而在对照组中"

()*

剂量达到
!'DEFG

时对细胞存活率仍然没有明显的影响" 此时
-7'!

04*#!56!8(9.

感染组
8.)>

抑制率已达
%'H'I

"与

未感染组相比差异具有统计学意义&

.J"H"'

$% 对照

组中"浓度为
K'DEFG

时表现出较明显的细胞抑制效

应" 此时
-7'!04*$!56!8(9.

感染组细胞存活率为

':HKI

" 与对照组之间差异具有统计学意义 &

.J

"H"'

$%

2

讨 论

肿瘤基因治疗作为一种新的治疗方式日益受到

重视'

$

(

%

04*$!56F()*

自杀基因系统因具有显著的旁

观者效应而备受关注% 所谓旁观者效应只需少量肿

瘤细胞被感染自杀基因" 就会对邻近的肿瘤细胞产

生广泛的杀伤作用" 它明显扩大了自杀基因的杀伤

作用% 目前在体外及动物实验中取得了良好的实验

结果"但是临床实验结果不容乐观"其主要原因为目

前的基因治疗缺乏有效的载体'

L

(

%

恶性肿瘤的形成) 侵袭以及转移有赖于新生血

管的形成'

K

(

% 目前的研究表明"骨髓来源的
8.)>

在

肿瘤血管的形成过程中起重要作用%

8.)>

在一定条

件下被动员至外周血中" 进而归巢至恶性肿瘤组织

新生血管生成部位 '

%

(

% 随后"

8.)>

主要通过两方面

参与肿瘤的血管生成% 一方面"

8.)>

可以整合至肿

瘤血管壁*另一方面"通过旁分泌促血管生成因子如

*8(9

)

(!)49

和
(+!)49

等加速肿瘤血管的成熟"

提高肿瘤血管壁的完整性"使其不易发生微出血)血

管破裂及肿瘤组织坏死'

M

(

%因此利用
8.)>

向肿瘤血

管新生位点定向迁移的特性"以
8.)>

为载体"携带

自杀基因) 抗血管生成基因以及肿瘤抑制基因至肿

瘤部位成为一种有效的肿瘤治疗策略%

本研究中所采用的
04*$!56

自杀基因又是一种

报告基因" 其编码产物可以磷酸化多种核素标记的

核苷衍生物"进而使其内陷于细胞内"从而导致局部

放射性聚集% 该酶
F

底物报告基因系统因其具备放大

效应) 显像灵敏度高而成为一种最为常用的报告基

因系统'

2

(

%在本研究中"使用
8.)>

作为载体"经转导
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检测病毒感染后目的基因表达
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图
:

重组腺病毒感染
8.)>

后
<=>5=?@ ABC5

检测
04*#!56

蛋白表达
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肿瘤学杂志
!"#!

年第
$%

卷第
$&

期

'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!&#!89(-:$%8;(:$&

<=9$!>?

基因后! 理论上不仅仅可以实现肿瘤靶向

基因治疗!同时还可以进行肿瘤基因治疗的监测"

本研究中利用密度梯度离心法分离大鼠骨髓内

皮祖细胞! 并且通过免疫组织化学及流式细胞术鉴

定其表达抗原! 结果显示通过该方法成功地培养出

@A/3

" 该方法较流式细胞仪分选法及免疫磁珠分离

法简单易行!尽管筛选细胞纯度及特异度稍低!但细

胞活力较好!有利于其未来作为生物载体的使用#

#&

$

"

本研究中 ! 荧光显微镜下可以观察到
BCD!

<=9#!>?!@EFA

感染后有绿色荧光表达!即为
@EFA

表达! 证实
BCD!<=9$!>?!@EFA

腺病毒载体具备感

染大鼠骨髓来源
@A/3

的能力" 通过
A/G

%

H23>2*+

I-(>

免疫印迹实验可以看到! 重组腺病毒感染大鼠

骨髓来源
@A/3

后!

<=9$!>?

基因在转录水平及蛋白

水平上均可以成功表达"由此可以推论!利用腺病毒

载体可以成功将
<=9$!>?

基因转导入骨髓来源

@A/3

"

此外!为了验证载体的功能!我们进行了
E/9

干预实验 " 本研究中利用
JKK

法检测不同浓度

E/9

作用感染目的病毒后
@A/3

和未感染病毒

@A/3

的细胞存活率" 结果表明!目的病毒转染
@A/3

细胞后! 可以看到
E/9

对转染有
<=9$!>?

基因的

@A/3

细胞有明显的生长抑制作用! 且呈剂量依赖

性" 而未转染基因的细胞 ! 只有
E/9

浓度达到

D"L6MN

时才开始出现对细胞生长的抑制" 这表明腺

病毒介导
<=9$!>?

基因感染
@A/3

后!

<=9$!>?

基因

不仅仅可以表达成
<=9$!>?

酶蛋白! 而且该酶蛋白

具有硫酸化底物
E/9

的生物学活性"

本研究中所使用的腺病毒载体制备简易! 可以

感染分裂期及非分裂期细胞! 亲核性高! 转染效率

高!携带
O;B

容量较大 #

$$

$

!因而其在基因治疗中具

有广泛的适用性"但其不能整合入宿主基因组中!不

能稳定长期表达! 从而使基因治疗效果可能会受影

响"因而在后续实验中!可以采用慢病毒载体及腺相

关病毒载体等可以在体内稳定表达的载体进行进一

步的研究"

本研究成功构建了重组腺病毒系统
BCD!<=9$!

>?!@EFA

!通过体外研究证实可以成功转染大鼠骨髓

@A/3

细胞!并且感染后具有生物学活性!从而为利

用
@A/3

作为细胞载体进行肿瘤靶向基因治疗!核

素报告基因显像监测
@A/3

生物学行为及治疗效果

提供了可行的体外研究依据"
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