
·实验研究·

携载人基质金属蛋白酶组织抑制剂!"
基因重组腺病毒载体的构建

赵新 景在平 廖明芳 张素贞

【摘要】 目的 构建携载人基质金属蛋白酶组织抑制剂!"（#$%&’!"）基因的重组腺病毒载体，为基
因治疗提供实验基础。方法 利用基因重组技术将腺病毒骨架质粒()*+,-.!/以及线性化的重组穿梭
质粒($0,12!3&4!#$%&’!"共转化567/89受体菌并在其中发生同源重组，利用重组前后抗性的改变筛
选出重组子，重组腺病毒质粒)*#$%&’!"经过":9细胞的包装，扩增和纯化后，测定病毒滴度。一步法
提取细胞总;<)，;$!’3;检测#$%&’!"的=;<)。收集细胞上清，进行>?-@?0A杂交检测$%&’!"蛋
白。结果 得到了携带#$%&’!"基因的重组腺病毒，纯化后滴度为BC/D//(EF／=G，应用;$!’3;和

>?-@?0AHGI@方法，在转染":9细胞后"B#即可检测到#$%&’!"的表达。结论 成功地构建了携带

#$%&’!"的重组腺病毒载体，为下一步的基因治疗提供了基础。
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基因治疗是将重组的基因物质导入患者细胞内

达到治疗目的。目前可以通过多种途径或载体将重

组的基因物质导入体细胞内，改变基因或蛋白表达，

从而达到改变疾病病理过程的目的。本研究采用

)*+,-.$&系统成功构建了携载人基质金属蛋白酶
组织抑制剂"（$%&’!"）基因的腺病毒，为下一步基
因治疗研究奠定了基础。

材料和方法

一、材料

细菌同源重组系统，包括大肠埃希菌567/89，

NS7!和穿梭质粒()*$0,12!3&4以及腺病毒骨架
质粒()*+,-.!/；(R+&B!#$%&’!"克隆质粒载体，
中间质粒(5GF?-10K(@。各种限制性内切酶购自

$,2,0,公司，质粒提取试剂盒购自 TK,L?A公司，

N&+&，小牛血清，$;%UIG总;<)提取试剂，VF!
(?0-10K(@%%逆转录酶，$,Q酶和转染试剂WK(IE?1!
@,=KA?为RKH1I公司产品。S+X":9细胞为本中心
保存，常规细胞培养体系为含/7Y热灭活新鲜小牛
血清的N&+&培养液，于9Z[，7Y3\"条件下培
养。

二、方法

（一）腺病毒穿梭质粒的构建 将含Z:/H(全
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长!"#$%&’()*+片段的,-.$/&!"#$%&’克隆
质粒用.(01#和234#双酶切后装入中间质粒

,56789(:;,<，建成,56789(:;,<&!"#$%&’，转化)=>!
后摇菌扩增。"#$%&’()*+用?46#和234#双酶
切从中间质粒,56789(:;,<&!"#$%&’上切下，将酶切
回收产物与,+@":4(A&B$C质粒用?46#和234#
双酶切后，"/)*+连接酶DEF连接过夜，将目的
基因正向插入穿梭质粒,+@":4(AB$C?46#／234#
多克隆位点之间，构建成,+@":4(AB$C&!"#$%&’
穿梭质粒。以重组载体转化G$6HI大肠埃希菌，筛
选阳性克隆，抽质粒后用.(01C／5J6"双酶切
鉴定。

（二）电穿孔感受态细菌的制备 在5G>DKL菌
生长到)>>H约HMK，收集细菌，用DHN预先冰浴的
甘油洗’次，分装成’H#6／管，OKHF保存。
（三）细菌内的同源重组产生重组腺病毒质粒

参照+@.49P"$系统操作说明，将D#6重组正确的

,+@":4(A&B$C&"#$%&’ 质 粒 和 ,+@":4(A&B$C
（空载体阴性对照）分别经%Q8#内切酶线性化，乙
醇沉淀后与 HMD#J超螺旋 ,+@.49P&D 质粒在

’>HHC，’HH$，’>#R条件下，电穿孔共转化5G>DKL
感受态菌。’>#J／Q6卡那霉素S5培养基平板筛选，

DE%’H!后挑克隆，抽质粒HMKN琼脂糖电泳鉴定；
将鉴定为正确的重组子（+@!"#$%&’和+@":(）转
化)=DH5菌大量扩增。
（四）’IL细胞中扩增重组腺病毒 常规培养

’IL细胞至>HN%THN融合。按照S;,0U8(<4Q;V8
操作说明将/#J%4(#酶切后的重组腺病毒质粒+@&
!"#$%&’和+@":(转染’IL细胞，L@后荧光显微
镜下观察绿色荧光蛋白（-R%）的表达；T%DH@后，
收集细胞，反复冻融L%/次，取D／L病毒上清液再
感染’IL细胞大量扩增，L%/@后收集细胞，%5?重
悬，反复冻融；反复感染O收集O冻融L次，得到滴
度更高的病毒，B9B6梯度离心纯化病毒。
（五）病毒滴度测定 ’IL细胞接种’/孔板，生
长至>HN%THN丰富度时，待测病毒上清液倍比稀
释后感染，’@后根据-R%的个数计算腺病毒滴度

,U7／Q6。
（六）1"&%B1检测’IL细胞中!"#$%&’的表
达 参照文献［D］设计"#$%&’引物：?8V98,:;Q8:，

BB-++""B"-B+-B"-B"BBBB--"-B
+BBB-；+V<;98V98,:;Q8:，--++-B""""+"
---"BB"B-+"-"B-+-M，扩增产物为>IH
3,片段。取转染后’IL细胞，"1#W06一步法提取细

胞总1*+，逆转录反应/’FD!；取D／DH体积逆转
录产物为模板进行%B1反应，条件为I/F’H9，

E>FLH9，T’FEH9，’>个循环，扩增产物DM>N琼脂
糖凝胶电泳。

（七）’IL细胞中重组腺病毒体外表达的X89<&
8:V360<测定 小鼠抗人"#$%&’单克隆抗体购自
美国B!8Q;(0V公司，辣根过氧化物酶结合的马抗鼠

#J-二抗购自?4V<4B:7W公司，.BS化学发光显色
试剂盒为%;8:(8公司产品。取转染+@!"#$%&’的

’IL细胞裂解产物进行 X89<8:V360<检测，步骤如
下：取’H#6裂解上清进行D’N?)?&聚丙烯酰胺凝
胶电泳，将蛋白电转至硝酸纤维膜上，脱脂奶粉封闭

后，加入D：DHHH"#$%&’单抗孵育，用D：’HHH二
抗结合，加入.BS试剂反应后暗室压片照相。

结 果

一、酶切鉴定结果

酶切鉴定的结果见图D。重组的穿梭质粒

,":4(A&!"#$%&’ 和 腺 病 毒 +@!"#$% 含 有 人

"#$%&’全长基因。

图! 腺病毒重组子的"MKN琼脂糖凝胶电泳分析

D：&)*+／=;V@’标志，’：+@!"#$%&’.(01#和234#双酶切，L：

,+@":4(AB$C&!"#$%&’?46#和234#双酶切，/：DA3标志，>：,+@&

":4(AB$C?46#和234#双酶切回收片段，E："#$%&’酶切回收片

段，T：,56789(:;,<酶切回收片段

二、细菌内的同源重组产生重组腺病毒重组质

粒将酶切产物与,":4(A质粒重组，产生,":4(A&
!"#$%&’；用D#6%Q8#内切酶线性化 ,":4(A&
!"#$%&’与HMD#J超螺旋,+@.49P&D质粒共转化

5G>DKL菌，由于,+@.49P&D是氨苄青霉素抗性，因
此只有通过两个质粒上的同源序列在5G>DKL菌内
产生的重组体或穿梭质粒本身才有卡那霉素抗性，

结果得到了LH个克隆，随机挑取K个克隆抽质粒，
电泳结果证明其中有/个为重组质粒+@!"#$%&’。
（图’）
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图! 重组腺病毒筛选与初步酶切鉴定

!、"、#、$重组腺病毒酶切鉴定，其中!、"、$为阳性重组子；%：!&’标志

"(%细胞中产生重组腺病毒（)*+,-./和

)*,01）#!2)*+,-./质粒/31-酶切后转染"(%细
胞，"*后荧光显微镜观就可见约"45的细胞有67/
表达（图%）；最后经898:梯度离心纯化，病毒滴度测
定为#;!4!!<=>／?:，纯化前为@;!4(<=>／?:。
三、A,B/8A检测+,-./B"的表达
提取)*+,-./转染后的"(%细胞总AC)，

A,B/8A检测到了,-./B"的?AC)。（图#）

图" "(%细胞转染)*+,-./后!*细胞形态及67/的表达（;#44）

四、重组腺病毒体外表达的DE9FE0G’:HF测定
取"4!:上清进行 DE9FE0G’:HF检测发现，在病

毒感染"#+后即有,-./B"蛋白表达，随后进一步
增高。（图$）

图# A,B/8A检测+,-./B"基因在转染后的"(%细胞中表达

!：<6I.#B+,-./B"质粒I1HA-／J’3-双酶切；"，A,B/8A产物；%，

!44’<标志

图$ DE9FE0G’:HF检测"(%细胞转染后裂解上清液中+,-./B"蛋
白表达

!、"、%分别为!*、"*、%*的上清液

讨 论

目前，基因治疗绝大多数针对各种恶性肿瘤，针

对心血管疾病的基因治疗约占总数的%5"$5，所
针对的疾病主要包括静脉移植血管内膜增生性再狭

窄、动脉损伤后内膜增生、动脉粥样硬化、下肢缺血

性疾病、冠心病等。

基因治疗血管疾病具有独特的理论上和实际应

用的优势。首先，通过导管技术可以直接到达血管

局部。其次，血管组织在手术时暴露在外，便于直接

进行基因操作，尤其是在进行旁路手术时静脉移植

物可以在体外进行基因转染。另外，由于血管平滑

肌细胞的迁移和增殖对增生性再狭窄来说似乎是短

暂和早期的过程［"］，基因只需在有限的时间内表达

即可防治血管成形术或静脉移植术后内膜增生性再

狭窄。再者，血管成形术时内皮细胞的损伤和去内

皮化可以导致血管平滑肌细胞暴露增强，因此提高

了转染的效率。最后，血管疾病发病的局限性使基

因导入更加简单有效。

腺病毒是基因治疗常用的病毒载体，它具有滴

度高，感染细胞范围广和感染不受细胞周期限制等

优点。产生重组腺病毒的传统方法是在哺乳动物包

装细胞"(%或(!!内的同源重组，通过筛选空斑来
鉴定扩增重组子，虽然该方法属经典有用的技术，但

哺乳动物细胞内同源重组效率低，需要多次的空斑

纯化及病毒产生的周期太长等缺点限制了腺病毒载

体的更广泛的应用。本研究采用了一种新的载体产

生系统［%］，以细菌中高效的同源重组机制代替哺乳

动物细胞内同源重组，并在同源重组时整合入报告

基因绿色荧光蛋白（67/），可以直接观察转染与感
染的效率，极大的简化了腺病毒的重组过程，使研究

过程得到简化，提高了效率。以上特点极大的方便
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了重组腺病毒在基因治疗中的应用。

基质金属蛋白酶（!!"#）在大多数血管疾病如
动脉粥样硬化、血管损伤后再狭窄、移植血管新生内

膜形成及动脉瘤的发病过程中具有重要的作用。应

用基因转染技术将基因转染至血管使其在局部高表

达，从而抑制!!"#的作用成为基因治疗血管疾病
研究的热点［$］。%&!"’(基因位于染色体)*+(,，它
编码一()-)./0、分泌性、可溶性的蛋白。%&!"’(
蛋白能与 !!"’(前体的血红素结合区域结合，调
节!!"’(的激活。本研究采用1%’"21及 34#5’
46789:5技术在转染;<=;&!"’(%&!"’(的(>/细
胞中检测到%&!"’(基因表达，证明病毒扩增成功，
为下一步转染其他细胞奠定了物质基础。

;&!"’(进一步的实验包括培养血管平滑肌细
胞，体外转染;<=%&!"?(后观察对细胞的影响，

并构建各种血管疾病的动物模型，为基因治疗血管

疾病进行深入的探索，目前这些工作正在进行。
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·病例报告·

肺癌气管狭窄置入支架后纵隔转移压迫食管狭窄置入食管

支架一例

孙兴旺 马彪

作者单位：.,..R( 石家庄 白求恩国际和平医院放射科

患者女，,R岁，因左肺中心型肺癌伴纵隔转移)(个月，
吞咽困难(周来我院就诊，该患者于(..)年).月因胸闷，
呼吸困难,个月，来院诊治。我院支气管镜检查：见气管下
端后壁可见小丘状新生物，管腔左、右壁黏膜增生、肥厚，管

腔明显狭窄，左主支气管开口被新生物部分堵塞，右上叶支

气管轻度狭窄。随即置入气管支架（见图)），支架位置及膨
胀较好，气管下端管腔通畅，呼吸困难消失。近(周患者明
显吞咽困难，进食流质即有呕吐，食管造影可见食管上段有

明显外压性狭窄，随即置入食管被覆内支架，术后即刻食管

造影见支架位置及膨胀较好，造影剂通过食管顺利（见

图(）。
讨论 气管支架治疗气管及支气管狭窄能有效改善和解

除呼吸困难。气管和食管狭窄分别置入内支架是一种姑息治

疗方法，暂时解决呼吸和吞咽困难，延长患者生命，提高了生

存质量。当患者有以下情况均可以同时置入内支架：!肺部
恶性肿瘤侵犯、压迫气管或支气管引起气管或支气管狭窄，同

时恶性肿瘤转移或侵犯食管狭窄者。"食管恶性肿瘤引起食
管狭窄，同时恶性肿瘤转移或侵犯气管或支气管狭窄者。#
外伤或剧烈呕吐导致食管自发性破裂时，气管有狭窄者。 图! 气管支架植入后，

食管造影可见食管

上段明显狭窄

图" 可见食管上段及主

气管内分别植入了

内支架

（收稿日期：(../’.$’.*）
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1.期刊论文 赵新.张培瑞.俞祥海.廖明芳.张素贞.景在平.ZHAO Xin.ZHANG Pei-rui.YU Xiang-hai.LIAO Ming-

fang.ZHANG Su-zhen.JING Zai-ping 腺病毒介导TIMP-2基因转染抑制大鼠腹主动脉细胞外基质降解的实验研究 -
中国普外基础与临床杂志2007,14(3)
    目的 利用大鼠腹主动脉瘤模型,在腹主动脉局部灌注携载基质金属蛋白酶组织抑制剂-2(TIMP-2)基因的腺病毒溶液,应用形态学及组织病理学手段评

价其对血管壁基质降解的影响.方法 建立大鼠腹主动脉瘤弹力蛋白酶灌注模型,将通过基因重组技术构建成功的腺病毒质粒AdTIMP-2灌注至主动脉局部

.2周后处死大鼠,取动脉标本行多聚甲醛灌注固定,常规石蜡包埋,对标本进行大体观察、组织病理学常规及特殊染色观察.结果 灌注后14 d AdCMV组和

PBS组腹主动脉直径分别为(3.52±0.11)mm和(3.43±0.09)mm,明显大于AdTIMP-2组的(2.33土0.06)mm,P＜0.05;腹主动脉直径增加百分比AdTIMP-2组为

(48±4)%,明显低于AdCMV组的(120±6)%和PBS组的(118±5)%,P＜0.05;AdTIMP-2组的8只大鼠均未见腹主动脉瘤形成,而AdCMV组和PBS组8只大鼠均见主动

脉形成瘤样扩张;AdTIMP-2组中层弹力纤维及胶原纤维保存较完整,破坏较轻,在动脉外膜可见炎症细胞浸润.结论 腺病毒介导的TIMP-2基因转染可以恢复

由蛋白溶解酶引起的细胞外基质降解,阻止动脉瘤的形成,为治疗腹主动脉瘤提供了新的策略.

2.期刊论文 赵新.俞祥海.张培瑞.崔佳森.景在平.廖明芳.张素贞 基质金属蛋白酶组织抑制剂-2基因转染对平滑肌

细胞的影响 -中华实验外科杂志2005,22(6)
    目的探讨基质金属蛋白酶组织抑制剂(TIMP)-2基因对体外培养大鼠主动脉平滑肌细胞(SMCs)增殖和迁移能力的影响.方法利用重组腺病毒载体,将目的

基因导入宿主细胞,建立转基因细胞株.应用逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)和酶联吸附试验(ELISA)检测TIMP-2表达.同时应用细胞直接计数法和侵袭小室

研究转染细胞体外增殖和侵袭情况.结果转染TIMP-2基因的平滑肌细胞基因组中存在有590 bp目的基因特异性片断,TIMP-2蛋白在转染后平滑肌细胞中获得

稳定表达和分泌.转染后平滑肌细胞生长受到明显抑制.AdhTIMP-2组透过人工基底膜的细胞数为21.38±12.81,与正常对照组和AdCMV组

(53.64±11.27,44.23±12.75)比较,差异有统计学意义(P<0.05).结论重组腺病毒载体介导TIMP-2基因转染对体外生长主动脉平滑肌细胞增殖和侵袭有明

显抑制作用.

3.学位论文 赵新 腺病毒介导基质金属蛋白酶组织抑制剂2基因转染抑制主动脉细胞外基质降解的实验研究 2003
    该课题主要目的:基质降解是目前主动脉疾病研究的一个新热点.该实验旨在构建携带抑制血管壁细胞外基质降解的基因——基质金属蛋白酶组织抑制

剂-2(TIMP-2)的复制型缺陷型重组腺病毒载体AdTIMP-2,在体外研究证实其能够有效转染主动脉平滑肌细胞(SMC),成功表达TIMP-2蛋白质,并对血管SMC具

有抑制增殖、侵袭作用的基础上,构建大鼠腹主动脉瘤模型,将腺病毒溶液直接灌注到主动脉局部,观察到腹主动脉瘤形成过程中细胞外基质降解的作用.该

课题主要方法:1.携载TIMP-2基因的腺病毒载体(pAdEasy-1/TIMP-2)的构建;从含有TIMP-2目的基因的质粒pGEM/TIMP-2中纯化回收目的基因,继而再将其定

向插入到复制缺陷型腺病毒载体pAdEasy-1,通过酶切鉴定挑选重组正确的克隆.应用电穿孔法转染感受态细胞,通过脂质体介导将重组腺病毒转进HEK293包

装细胞,进一步大量制备重组腺病毒,并纯化和测定滴度.同时对其使用的安全性进行评价.2.AdTIMP-2体外转染主动脉平滑肌细胞及其对靶细胞的作用;分

离培养大鼠主动脉SMC,以不同MOI值的AdTIMP-2转染SMC,应用免疫荧光染色标记被转染的细胞,测定转染效率.以逆转录聚合酶链式反应(RT-PCR)和

Western杂交分别检测AdTIMP-2转染SMC后TIMP-2 mRNA的转录及TIMP-2蛋白的表达,以酶联免疫吸附实验(ELISA)检测细胞培养上清中TIMP-2蛋白的分泌.用

MTT法测定AdTIMP-2转染大鼠主动脉SMC后TIMP-2对细胞增殖能力的影响.采用体外侵袭小室(Boyden Chamber)的方法研究TIMP-2对SMC侵袭能力的影响.应

用凝胶酶谱学分析(Zymography)的方法检测了AdTIMP-2转染后SMC分泌MMPs的改变.还检测了目的基因转染后细胞凋亡程度的改变.3.AdTIMP-2转染抑制主

动脉基质降解的作用;用猪胰腺弹力蛋白酶灌注法建立大鼠腹主动脉瘤模型.于主动脉局部灌注高浓度AdTIMP-2重组腺病毒溶液,注药后14天测定主动脉直

径改变;组织病理学观察主动脉炎症反应和基质降解程度;抗TIMP-2、MMP-2抗体免疫组织化学染色检测TIMP-2及MMP-2蛋白在主动脉组织中的表达;应用组

织原位杂交技术检测转染后主动脉组织中的TIMP-2 mRNA及MMP-2 mRNA的表达情况.该课题主要结论如下:1.利用细菌内同源重组的方法能够高效的构建携

载目的基因的重组腺病毒载体,重复性好,流程相对简单,所得到的重组腺病毒滴度高、纯度好、毒性低.2.我们构建的携带TIMP-2基因的腺病毒载体,能高

效地转染培养的大鼠主动脉SMC.SMC能够表达、分泌TIMP-2蛋白.转染后SMC分泌活性MMPs的能力减低.TIMP-2基因具有明显抑制血管SMC增殖和迁移的作用

.3.应用弹力蛋白酶灌注法建立的大鼠腹主动脉瘤模型更接近人类腹主动脉瘤的病理改变.首次应用TIMP-2基因转染大鼠主动脉,并证明其能够明显抑制主

动脉基质降解和动脉瘤形成.
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