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［摘要］　目的：构建人碱性成纤维细胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）腺病毒载体，并观察其在体外血管

内皮细胞中的表达。方法：采用同源重组的方法，构建重组腺病毒 Ａｄ５ｂＦＧＦ。携有绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｒｏ

ｔｅｉｎ，ＧＦＰ）的Ａｄ５腺病毒转染人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＨＵＶＥＣ），检测最佳转染复数。Ａｄ５

ｂＦＧＦ体外转染 ＨＵＶＥＣ，免疫细胞化学法、Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ｂＦＧＦ蛋白的表达。结果：Ａｄ５转染 ＨＵＶＥＣ的最佳转染复

数为２００，转染率为９０％。免疫细胞化学法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果显示ｂＦＧＦ基因以Ａｄ５为载体可以在 ＨＵＶＥＣ的胞质和胞核

表达，并且表达量较未转染的 ＨＵＶＥＣ明显增加。结论：成功构建了携带ｂＦＧＦ基因的腺病毒载体，体外可以成功表达，为

ｂＦＧＦ基因治疗及肿瘤发病机制的研究奠定了基础。
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　　在正常成人，血管内皮细胞相对于体内其他细
胞增生速度慢，属于静止期细胞，生理情况下血管生
成过程只见于女性生殖系统和创伤愈合过程，而且
这种血管生成是受体内各种因素严格调控的。过
度、无序的血管增生见于肿瘤血管形成和血管增生
性疾病，包括Ｋａｐｏｓｉ肉瘤、婴幼儿血管瘤、血管内皮
瘤等。在体内和体外一些细胞因子可刺激血管内皮
细胞增生，而碱性成纤维细胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏ
ｂｌａｓｔｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）是其中的一个重要
因子。ｂＦＧＦ又称ＦＧＦ２，是ＦＧＦ家族中的重要成
员，具有多种生物学功能，如诱导细胞增生、蛋白酶
合成，体外发挥内皮细胞趋化作用等。

　　在血管生成、创伤愈合和肿瘤病理等领域关于

ｂＦＧＦ的研究越来越多。在众多的研究方法中，基因
工程方法引起了学者们浓厚兴趣，并在基础研究和临
床应用上都取得一定成绩。但以往多采用逆转录病
毒［１］或质粒［２］作为目的基因的载体，转染操作复杂，
宿主细胞要求高，而且转染效率低，为寻求安全、高
效、宿主细胞广泛的转染方法，本实验构建了ｂＦＧＦ
基因腺病毒载体，并在体外成功转染血管内皮细胞。

１　材料和方法

１．１　材料　人血清５型腺病毒（Ａｄ５）、腺病毒载体
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ｐＤＣ３１６、载体ｐＵＣ１９及Ａｄ５ＧＦＰ由第二军医大学
东方肝胆外科医院病毒与基因治疗研究室提供；

ｐｃＤＮＡ３．１／ＭＹＣＨＩＳ（－）ｂＦＧＦ由本室保存；Ｌｉ

ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂盒购于 ＧｉｂｃｏＢＲＬ 公司；

ＱＩＡａｍｐＤＮＡＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ购于Ｑｉａｇｅｎ公司；Ｎｈｅ
Ⅰ、ＥｃｏＲⅠ、ＸｂａⅠ、ＨｉｎｄⅢ购于ＮＥＢ公司；Ｔａｑ酶购于申
能博彩公司；ＤＮＡ连接酶ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ购于ＴａＫａＲａ公
司；ＰＣＲ产物回收试剂盒、质粒ＤＮＡ制备试剂盒和病
毒ＤＮＡ提取试剂盒购于Ｑｉａｇｅｎ公司；２９３细胞株购
于加拿大 ＭｉｃｒｏｂｉｘＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司；人脐静脉内皮细
胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＨＵＶＥＣ）株、

Ｍ２００购于Ｃａｓｃａｄｅ公司。ｂＦＧＦ抗体购于ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司（抗体稀释度为１２００），ＡＢＣ试剂盒购于华美
生物工程公司。

１．２　重组腺病毒的制备

１．２．１　ｐＤＣ３１６ｂＦＧＦ载体的制备　用 ＸｂａⅠ和

ＨｉｎｄⅢ酶切 ｐＵＣ１９载体获得 ｐＵＣ１９片段，用

ＮｈｅⅠ和ＨｉｎｄⅢ酶切质粒ｐｃＤＮＡ３．１／ＭＹＣＨＩＳ
（－）ｂＦＧＦ，获得ｂＦＧＦ碱基序列，ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ连接

ｂＦＧＦ与ｐＵＣ１９，将连接产物转化ＤＨ５α大肠杆菌
感受态细胞，铺含氨苄青霉素的琼脂板，３７℃培养

１０～１２ｈ。挑取生长的细菌单克隆，扩增１２ｈ。抽
提阳性克隆的质粒 ＤＮＡ，酶切鉴定正确后命名为

ｐＵＣ１９ｂＦＧＦ。用 ＥｃｏＲ Ⅰ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ分别酶切

ｐＵＣ１９ｂＦＧＦ和ｐＤＣ３１６载体，１６℃连接１２ｈ，将连
接产物转化ＤＨ５α大肠杆菌感受态细胞，铺含氨苄
青霉素的琼脂板，３７℃培养１０～１２ｈ，挑取生长的细
菌单克隆扩增，抽提阳性克隆的质粒ＤＮＡ，酶切鉴
定正确后命名为ｐＤＣ３１６ｂＦＧＦ。

１．２．２　重组腺病毒 Ａｄ５ｂＦＧＦ的制备　将质粒

ｐＤＣ３１６ｂＦＧＦ与Ａｄ５骨架质粒通过Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００共转染至２９３细胞。共转染后９～１４ｄ出现病
毒空斑，经过３次病毒空斑纯化，应用ＱＩＡａｍｐＤＮＡ
ＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ提取腺病毒ＤＮＡ，用ＴＢ引物做ＰＣＲ
鉴定，ＰＣＲ扩增方案为：９６℃５ｍｉｎ；９６℃３０ｓ，５２℃３０
ｓ，７２℃６０ｓ，共３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。鉴定正确的
腺病毒命名为Ａｄ５ｂＦＧＦ，即携带ｂＦＧＦ基因的重组
缺陷型腺病毒。扩增病毒，测定病毒滴度（ＴＣＩＤ５０）。

１．３　ＨＵＶＥＣ复苏、传代　ＨＵＶＥＣ的复苏、传代
按产品说明书进行：将冻存的细胞于３７℃水浴中迅
速融化，取２０μｌ细胞悬液，行锥虫蓝染色并计数，细
胞数目为３．８×１０５／ｍｌ，按１５分装于２５ｃｍ２培养
瓶中，于３７℃、５％ＣＯ２孵箱孵育２４～３６ｈ。细胞完
全贴壁后，隔日换液，待细胞融合至８０％传代。取
第３代细胞待转染。

１．４　重组腺病毒最佳转染复数（ＭＯＩ）的测定　将

ＨＵＶＥＣ接种于２４孔板，每孔细胞数为２×１０４，培
养２４ｈ后，换无血清培养液，分别按 ＭＯＩ值为１０、

５０、１００、２００、３００加入携带绿色荧光蛋白的腺病毒

Ａｄ５ＧＦＰ，转染后的 ＨＵＶＥＣ命名为 ＧＦＰＴＨＵ
ＶＥＣ。每个 ＭＯＩ值分别设３孔，同时设立不加病毒
的空白对照组，培养２ｈ后，吸去病毒液，加入完全
培养基继续培养，于倒置荧光显微镜下连续观察３
周，计数阳性细胞，并计算百分率。

１．５　重组腺病毒介导的ｂＦＧＦ在 ＨＵＶＥＣ中的表
达　将 ＨＵＶＥＣ接种于６孔板，每孔细胞数为１×
１０６（部分６孔板中预置涂明胶的玻片，做成细胞爬
片），培养２４ｈ后，换无血清培养液，按最佳 ＭＯＩ加
入病毒Ａｄ５ｂＦＧＦ，培养２ｈ后，吸去病毒液，加入完
全培养基继续培养至所需时间，转染后的 ＨＵＶＥＣ
命名为ｂＦＧＦＴＨＵＶＥＣ，同时设立不加病毒的空
白对照组及加腺病毒 Ａｄ５ＧＦＰ的病毒对照组。分
别于转染后２、５、７ｄ后进行细胞免疫化学（ＡＢＣ法）
染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测。应用电泳凝胶分析系
统对 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果进行图像分析，结果用ＳＰＳＳ
软件进行统计学分析和处理。

２　结　果

２．１　重组腺病毒的制备　ｐＤＣ３１６ｂＦＧＦ经酶切鉴
定正确（图１），重组腺病毒Ａｄ５ｂＦＧＦ经ＰＣＲ鉴定
正确（图２），扩增的病毒滴度为７．９×１０９ｐｆｕ／ｍｌ。

２．２　重组腺病毒载体最佳 ＭＯＩ的测定　转染后２ｄ
在倒置荧光显微镜下观察，发现ＭＯＩ为５０时只有少量
细胞表达绿色荧光；ＭＯＩ为１００时，转染效率为

３０％～４０％；ＭＯＩ值为２００时，大量细胞表现为绿色荧
光，病毒转染率可达８０％～９０％（图３Ａ），与ＭＯＩ为３００
时无明显差别；培养３周后细胞仍有绿色荧光蛋白表达
（图３Ｂ），而未见明显毒性反应。因此可以确定Ａｄ５转
染ＨＵＶＥＣ的最佳ＭＯＩ是２００，转染效率为９０％。

２．３　重组腺病毒介导的ｂＦＧＦ在 ＨＵＶＥＣ中的表
达　Ａｄ５ｂＦＧＦ以 ＭＯＩ＝２００转染 ＨＵＶＥＣ，进行

ＡＢＣ法细胞免疫化学检测，发现正常 ＨＵＶＥＣ和

ＧＦＰＴＨＵＶＥＣｂＦＧＦ表达较少，而ｂＦＧＦＴＨＵ
ＶＥＣ胞核呈强阳性染色，胞质为弱阳性染色（图

４）。　　　　　　
　　用凝胶成像系统分析 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果，发现

ｂＦＧＦＴＨＵＶＥＣ组中 ｂＦＧＦ表达量明显较正常

ＨＵＶＥＣ组和 ＧＦＰＴＨＵＶＥＣ组高（Ｐ＜０．０５，图

５）。说明重组腺病毒Ａｄ５ｂＦＧＦ可以介导ｂＦＧＦ基
因在 ＨＵＶＥＣ中的大量表达。
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图１　ｐＤＣ３１６ｂＦＧＦ质粒酶切鉴定

Ｆｉｇ１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＤＣ３１６ｂＦＧＦ

ｐｌａｓｍｉｄｕｓｉｎｇｒｅｓｔｒｉｃｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
Ｍ１：λＤＮＡ／（ＥｃｏＲⅠ ＋ＨｉｎｄⅢ）ｍａｒｋｅｒ；Ｍ２：１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ；

１４：ｐＤＣ３１６ｂＦＧＦｐｒｏｄｕｃｔｓ

图２　病毒目的基因ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ２　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔａｒｇｅｔｖｉｒｕｓｇｅｎｅ
Ｍ：λＤＮＡ／（ＥｃｏＲⅠ＋ＨｉｎｄⅢ）ｍａｒｋｅｒ；１５：Ａｄ５ｂＦＧＦｐｒｏｄｕｃｔｓ

图３　Ａｄ５ＧＦＰ转染ＨＵＶＥＣ后表达绿色荧光

Ｆｉｇ３　ＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＵＶＥＣｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙＡｄ５ＧＦＰ（×２００）

Ａ：Ｗｈｅｎ ＭＯＩｒｅａｃｈｅｄ２００，８０％９０％ ＨＵＶＥＣｅｘｐｒｅｓｓｅｄＧＦＰ；

Ｂ：ＨＵＶＥＣｓｔｉｌｌｅｘｐｒｅｓｓｅｄＧＦＰｔｈｒｅｅｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

图４　细胞免疫化学法检测ｂＦＧＦ
蛋白在ＨＵＶＥＣ中的表达（ＡＢＣ法）

Ｆｉｇ４　ＩｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｉｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｂＦＧＦ

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＵＶＥＣ（ＡＢＣｍｅｔｈｏｄ，×１００）
Ａ：ＮｏｒｍａｌＨＵＶＥＣａｎｄＧＦＰＴＨＵＶＥＣｓｈｏｗｅｄｎｅｇａｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇ；

Ｂ：ｂＦＧＦＴＨＵＶＥＣｓｈｏｗｅｄａｓｔｒｏｎｇｓｉｇｎａｌｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅａｒａｎｄｗｅａｋ

ｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍ

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ｂＦＧＦ在

ｂＦＧＦＴＨＵＶＥＣ中的表达

Ｆｉｇ５　ｂＦＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂＦＧＦＴＨＵＶＥＣａｓ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
１：ＮｏｒｍａｌＨＵＶＥＣ；２：ＧＦＰＴＨＵＶＥＣ；３：ｂＦＧＦＴＨＵＶＥＣ（２ｄ

ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ）；４：ｂＦＧＦＴＨＵＶＥＣ（５ｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ）；

５：ｂＦＧＦＴＨＵＶＥＣ（７ｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ）．Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｒｍａｌ

ＨＵＶＥＣ

３　讨　论

　　ｂＦＧＦ表达复杂，在人类至少有４种异构体，相
对分子质量分别为２４０００、２２５００、２２０００、１８０００。
高分子量的异构体位于细胞核，低分子量的分泌型

ｂＦＧＦ主要位于胞质［３］。ｂＦＧＦ是多种细胞的强促
有丝分裂因子，它通过自分泌和旁分泌作用刺激细
胞增殖、分化和迁移，诱导血管新生；参与多种病理
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生理反应，如组织损伤和修复，并且在神经系统、眼
睛、骨骼的分化过程中发挥重要作用。国内外研究
还发现 ｂＦＧＦ与增生性血管肿瘤的发生密切相
关［４］。ｂＦＧＦ还参与其他肿瘤的病理演变过程，如
膀胱癌［５］、胆管癌［６］、肾癌等［７］。

　　ｂＦＧＦ具有多种生物学功能，广泛应用于临床，
如ｂＦＧＦ可加速创面修复和组织愈合［８］，并能促进
皮瓣的成活［９］，在组织工程实验中，ｂＦＧＦ可促肌腱
细胞增生［１０］，还可促进人工软骨组织的形成［１１］。但
临床治疗和基础研究中应用ｂＦＧＦ也发现了很多问
题：ｂＦＧＦ半衰期很短，与组织的作用时间短，疗效
不稳定，价格昂贵而且易引起免疫反应等。

　　国内外有人应用逆转录病毒［１］、质粒［２］等为载

体，通过各种方法介导ｂＦＧＦ基因在肌细胞、小鼠主
动脉内皮细胞中表达。而人血管内皮细胞在正常生
理状态下是静止期细胞，在体外培养条件下，对培养
条件要求较高，增殖亦不迅速，应用质粒、电穿孔等
物理和化学方法转染效率低。腺病毒转染细胞时其

ＤＮＡ不整合到宿主细胞染色体中，遗传毒性低，不
会干扰其他宿主基因。因此以腺病毒作为基因转染
的载体是近几年基因治疗中广泛应用的基因转移方

法［１２］。本研究采用同源重组的方法构建了Ａｄ５ｂＦ
ＧＦ。先把目的基因ｂＦＧＦ装入带有腺病毒基因组
同源 序 列 表 达 载 体 ｐＤＣ３１６ 中，构 建 了 质 粒

ｐＤＣ３１６ｂＦＧＦ，再将表达载体ｐＤＣ３１６ｂＦＧＦ质粒
转染已被增殖缺陷型腺病毒感染的２９３细胞，表达
载体ｐＤＣ３１６ｂＦＧＦ与腺病毒包装质粒ＤＮＡ进行
同源重组，目的基因被转移到腺病毒基因组中，形成
一个在Ｅ１缺陷区插入目的基因的重组腺病毒Ａｄ５
ｂＦＧＦ，并在２９３细胞中复制，包装成病毒颗粒。经
过扩增、纯化，所得重组腺病毒滴度为７．９×１０９ｐｆｕ／

ｍｌ。

　　不同类型细胞对腺病毒的感染性不一致，主要
由可作用的受体数目决定的。常用 ＭＯＩ即每个细
胞感染病毒颗粒数来实行感染程度的比较。本研究
应用 Ａｄ５ＧＦＰ体外以不同的 ＭＯＩ值感染 ＨＵ
ＶＥＣ，发现 ＭＯＩ值为２００时，８０％～９０％的细胞可
表达绿色荧光蛋白，与 ＭＯＩ为３００时无明显差别，
连续观察３周，仍有绿色荧光表达，说明 Ａｄ５转染

ＨＵＶＥＣ的最佳转染复数是２００，而且外源基因在

ＨＵＶＥＣ内能持续表达较长时间。

　　ＡｄｂＦＧＦ以 ＭＯＩ为２００的感染强度转染ＨＵ
ＶＥＣ，转染后２、５和７ｄ用细胞免疫化学方法和

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹方法检测，结果表明ＡｄｂＦＧＦ可介导

ｂＦＧＦ基因在 ＨＵＶＥＣ中过量表达，免疫定位结果
发现 ＨＵＶＥＣ胞核为强阳性，胞质为弱阳性，同时
未观察到明显的细胞毒性反应，说明所构建的腺病
毒载体体外能安全、有效地转染 ＨＵＶＥＣ。

　　本实验结果表明，用同源重组方法可以方便、快
捷的制备重组腺病毒，所制备的腺病毒在体外可以
安全、高效地转染血管内皮细胞，而且可以持续表达
较长时间。本研究结果为ｂＦＧＦ基因治疗及包括血
管瘤在内肿瘤发病机制的研究奠定了基础。
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ｖａｓｃｕｌａｒｃａｒｒｉｅｒｉｎｒａｂｂｉｔｓ［Ｊ］．ＰｌａｓｔＲｅｃｏｎｓｔｒＳｕｒｇ，２００６，１１７：

１８６０１８７５．
［１０］ＣｏｓｔａＭＡ，ＷｕＣ，ＰｈａｍＢＶ，ｅｔａｌ．Ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｏｆｆｌｅｘｏｒ

ｔｅｎｄｏｎｓ：ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｅｎｏｃｙｔｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｕｓｉｎｇｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｉｓｓｕｅＥｎｇ，２００６，１２：１９３７１９４３．

［１１］ＭｉｏｔＳ，ＳｃａｎｄｉｕｃｃｉＤＥ，ＦｒｅｉｔａｓＰ，ｅｔａｌ．Ｃａｒｔｉｌａｇｅｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉ
ｎｅｅｒｉｎｇｂｙｅｘｐａｎｄｅｄｇｏａｔａｒｔｉｃｕｌａｒｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＪＯｒｔｈｏｐ
Ｒｅｓ，２００６，２４：１０７８１０８５．

［１２］ＨａｒｄｙＳ，ＫｉｔａｍｕｒａＭ，ＨａｒｒｉｓＳｔａｎｓｉｌＴ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆ
ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｓｔｈｒｏｕｇｈＣｒｅｌｏｘｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，

１９９７，７１：１８２４１８４９．
［收稿日期］　２００７０１０５　　 ［修回日期］　２００７０３１７
［本文编辑］　孙　岩


