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腺病毒介导的血管内皮生长因子体外靶向性转染心肌细胞
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[摘要 ]　目的: 构建以鼠心肌轻链蛋白基因 (m lc22v)为启动子、携带人血管内皮生长因子 hV EGF165基因的重组腺病毒载体,

检测该重组腺病毒载体对心肌细胞转染的靶向性。方法: 酶切腺病毒载体 PDC315 自身启动子 CM V , 构建腺病毒载体

PDC317, 分别接入 hV EGF165、m lc22v 基因, 构建腺病毒载体 PDC2m lc2hV EGF165。鉴定正确后, 将 PDC2m lc2hV EGF165与L ipo2
fectam ine 共转染至 293 细胞, 经同源重组获得以m lc22v 为启动子、携带 hV EGF165基因的重组腺病毒A d2m lc2hV EGF165, 同步

构建无靶向性的重组腺病毒A d2hV EGF165。扩增并测定滴度后,A d2hV EGF165、A d2m lc2hV EGF165分别转染体外培养的心肌细

胞、骨骼肌细胞及平滑肌细胞, 利用 EL ISA、W estern 印迹分析等方法检测A d2m lc2hV EGF165转染心肌细胞的靶向性。结果:

构建的病毒正确, 病毒滴度为 2. 8×109 pfuöm l。转染 3 d 后,A d2hV EGF165组在各培养细胞的上清液及细胞内均检测到V EGF

的表达, 而A d2m lc2hV EGF165组仅在心肌细胞中有V EGF 的表达, 且A d2m lc2hV EGF165组心肌细胞分泌的V EGF 要少于A d2

hV EGF165组。结论: 成功构建了以m lc22v 为启动子、携带人V EGF 基因的重组腺病毒A d2m lc2hV EGF165; 该重组载体能体外

靶向性转染心肌细胞并使之表达V EGF。
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[ABSTRACT ]　Objective: To construct a recom binan t adenoviru s vecto r harbo ring hV EGF165 cDNA under the con tro l of ven2
t ricle2specific m yo sin ligh t chain22 (m lc22v) p romo to r and to detect w hether it can specifically transfect cardiom yocyte in v itro.

M ethods: PDC317 w as bu ilt by removing the native p romo ter CM V of PDC315. H um an vascu lar endo thelia l grow th facto r

(hV EGF165) cDNA and m lc22v w ere cloned in to adenoviru s shu tt le vecto r PDC317 by standard p rocedu re, and the p roduct

w as iden tified and transferred to the adenoviral packaging cell H EK 293 cells m ediated by lipofectam ine. T he desired A d vec2
to rs w ere pu rified by density gradien t u ltracen trifuge and tit ra ted in 293 cells after iden tified. T he neonatal ra t cardiom y2
ocytes, skeleta l m uscle cells and smoo th m uscle cells w ere transfected w ith A d2m lc2hV EGF165 and A d2hV EGF165 in v itro, re2
spect ively. T he exp ression of V EGF165 p ro tein s w as assessed by EL ISA and W estern b lo t. Results: T he segm en t length of

PDC2m lc2V EGF and the co rrect clones con tain ing target gene in righ t direct ion w as iden tical. T he titer of adenoviru s reached

2. 8×109 pfuöm l after density gradien t u ltracen trifuge. EL ISA and W estern b lo t show ed that all the 3 cells secreted V EGF

p ro tein in A d2hV EGF165 group , and on ly cardiom yocyte secreted V EGF165 p ro tein s in A d2m lc2hV EGF165 group. V EGF secre2
t ion in A d2m lc2hV EGF165 group w as less than that in A d2hV EGF165 group. Conclusion: T he recom binan t adenoviral vecto r A d2

m lc2hV EGF165 has been successfu lly estab lished, w h ich can m ake the neonate cardiom yocyte secret V EGF165 in v itro, p rovid2
ing a p rom ising too l fo r gene target ing therapy of m yocardial ischem ia.

[KEY WORD S]　vascu lar endo thelia l grow th facto r; m lc22v; transfect ion; adenoviru s; m yocardial cell

[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (7) : 7592762 ]

〔1 〕　近 10 年缺血性心脏病的基因治疗研究显示,

对于大多数冠状动脉末梢广泛病变、终末期心衰的

患者, 基因治疗在缓解心绞痛症状、提高运动耐量、

改善缺血心肌的灌注等方面具有良好前景, 目前国

内外已有应用于小规模人群临床试验的报道[ 1～ 4 ]。

但基因治疗的靶向性是值得密切关注的问题之一。

本研究以人V EGF 165基因为目的基因, 构建以鼠心
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肌轻链蛋白基因 (m lc22v ) 为启动子、携带人

V EGF 165基因的重组腺病毒载体, 体外分别转染心

肌细胞、骨骼肌细胞及平滑肌细胞, 检测该重组腺病

毒载体对心肌细胞转染的靶向性, 为缺血性心脏病

的靶向性基因治疗提供实验依据。

1　材料和方法

1. 1　试剂和仪器　N otÉ、X hoÉ、E coR É 为 Gibco

BRL 公司产品, T aq 酶购自M B I 公司, T 4 DNA 连

接酶、蛋白酶 K、RNA 酶购自 P rom ega 公司, 胶回

收试剂盒、PCR 产物回收试剂盒、病毒DNA 提取试

剂盒、L ipofectam ine2000 试剂盒均为 Gibco BRL 公

司产品,DM EM、IM DM 培养基购自 Sigm a 公司, 胎

牛血清购自 Gibco BRL 公司, EL ISA 试剂盒、小鼠

抗人V EGF 165单抗、羊抗小鼠单抗及细胞裂解液等

购自R &D 公司。

1. 2　质粒、菌株和细胞系　质粒 pSOVA 2m lc22v

由阜外医院生化室保存, 质粒 pcDNA 32V EGF 165

(H ) 由上海市第一人民医院检验中心王倩教授惠

赠; 人胚肾 293 细胞购自加拿大M icrob ix B io sys2
tem s 公司。

1. 3　A d2m lc2hV EGF 165的构建　酶切腺病毒载体

PDC315 自身 CM V 启动子, 得到 3 419 bp 大小的

PDC317 载体片段; 酶切质粒 pcDNA 32V EGF 后回

收 610 bp 大小的V EGF DNA 片段。连接上述片

段, 产物转化感受态DH 5Α大肠杆菌, 铺琼脂板 (含

AM P ) , 37℃生化培养箱内培养 12 h。挑取生长的细

菌单克隆、扩增。PCR 法筛选阳性克隆, 抽提阳性克

隆的质粒 DNA , 酶切鉴定正确后命名为 PDC2
V EGF。酶切 PDC2V EGF 及m lc22v, 产物 1. 0% 琼

脂糖凝胶电泳, 回收 PDC2V EGF 4 002 bp 片段及

m lc22v 250 bp 片段, 连接得到腺病毒载体 PDC2
m lc22v2V EGF。 酶 切 鉴 定 正 确 后 与 L ipofec2
tam ine2000 和 5 含有型腺病毒骨架载体、共转染至

293 细胞, 得到腺病毒A d2m lc2hV EGF 165, PCR 鉴定

(V EGF 引物: 检测目的基因是否已经装入; V T 001ö

V T 002 引物: 鉴别 E1B 包装信号区的改造是否成功

及有无野生型腺病毒; V T 215öV T 216 引物: 鉴别包

含V EGF 序列的片段是否已克隆入非增殖型腺病

毒及有无野生型腺病毒)。

1. 4　A d2m lc2hV EGF 165的扩增、纯化及滴度测定　

取重组腺病毒上清 500 Λl, 加至 90% 融合的 293 细

胞中, 37℃、5%CO 2 孵箱中培养。镜下观察到95%～

98% 细胞出现病变效应后, 收集细胞, 反复冻融 3

次, 离心, 收集上清, 氯化铯梯度离心纯化病毒, 应用

50% 组织培养感染剂量法 (TC ID 50)测定病毒滴度。

1. 5　腺病毒A d2hV EGF 165的构建　参见文献[5 ]。

1. 6　乳鼠心肌细胞、平滑肌细胞及骨骼肌细胞的培

养　取新生 3 d 以内的 SD 乳鼠, 按照文献[6 ]方法

进行心肌细胞、骨骼肌细胞、平滑肌细胞的培养, 待

细胞生长至 80% 融合时用于实验。

1. 7　实验分组及病毒的转染　实验分为A d2m lc2
hV EGF 165组、A d2hV EGF 165 组及对照组, 每组设 6

复孔; 吸除各组细胞的培养液, 0. 1 m o löL PBS 清洗

2 次后按M O I= 1∶20 加入 A d2hV EGF 165或 A d2
m lc2hV EGF 165, 对照组加入 0. 1 m o löL PBS。感染 1

h 后, 吸除各组细胞的上清液, PBS 清洗 2 次, 加入

含血清的DM EM , 继续培养。

1. 8　V EGF 表达的检测　病毒感染后 3 d 吸取各

组上清液 100 Λl, 使用 EL ISA 试剂盒检测上清液中

V EGF; 吸除培养液, 4℃ PBS 清洗 3 次后, 加入细

胞裂解液, 辅以细胞刮刀以利于细胞分离, 收集裂解

液, 4℃下离心 6 m in, 吸取上清, 应用W estern 印迹

分析测定裂解液中蛋白的含量。

1. 9　统计学处理　所有数据用 xθ±s 表示, 采用方

差分析。

2　结　果

2. 1　pDC2m lc2V EGF 酶切结果鉴定　腺病毒载体

PDC2m lc2V EGF 经 E coR É + H ind Ë、B am H É、

X ba É + S a l É 酶切, 分别为 4 019 bp + 250 bp、

3 689 bp + 610 bp、3 359 bp + 930 bp (图 1)。琼脂糖

凝胶电泳证明目的基因插入位置正确, 载体构建

成功。

图 1　PDC-m lc-VEGF 载体酶切鉴定

F ig 1　Iden tif ica tion of PDC-m lc-VEGF

digested by restr iction enzym es

1: PDC317öE coR É + H ind Ë ; 2: V EGF geneöB am H É ;

3: m lc22v geneöX baÉ + S a lÉ ;M : 100 bp m arker

2. 2　重组病毒A d2m lc2hV EGF 165的 PCR 鉴定　鉴
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定结果表明V T 001öV T 002 只能扩增出 PXC1 为

830 bp , V T 215öV T 216 能扩增出V EGF 目的基因

为 421 bp 。表明A d2m lc2hV EGF 165克隆入相应的目

的基因, 且没有野生型腺病毒混杂 (图 2)。

图 2　重组病毒Ad-m lc-hVEGF165的 PCR 鉴定

F ig 2　 PCR results of recom binan t Ad-m lc-hVEGF165

A : A denovirus co rrectly built w ithout w ild adenovirus;

B: V EGF gene w as cloned in to adenovirus w ithout w ild

adenovirus;M : 100 bp DNA ladder; 1: PXC1;

2, 3: V EGF w as cloned in to adenovirus; 4: pcDNA 3 V EGF

2. 3 　A d2m lc2hV EGF 165 的扩增及滴度鉴定　A d2
hV EGF 165经扩增后, 测得病毒滴度为2. 8×109 pfuöm l。

2. 4　EL ISA 检测培养心肌细胞上清液中V EGF 含

量　于 490 nm 处测得光密度D 值, 根据阳性对照

孔的 D 490值和相应的标准品浓度求出回归方程:

y = 0. 266lnx - 0. 571 9, 式中 x 为V EGF 标准品

浓度, y 为D 490值 (r= 0. 266, P < 0. 01)。根据回归方

程计算相应V EGF 的浓度。在A d2V EGF 组, 心肌

细胞、骨骼肌细胞和平滑肌细胞分泌的V EGF 分别

为 (387. 6±2. 5)、(315. 7±1. 3) 和 (276. 5±0. 8)

pgöm l; 而在A d2m lc2hV EGF 165组仅有心肌细胞有

V EGF 的分泌 (19. 8±0. 3)pgöm l, 且V EGF 浓度较

A d2V EGF 组低, 在平滑肌细胞、骨骼肌细胞及 PBS

对照组各细胞的培养上清中仅能检测到微量的

V EGF, 与 PBS 对照组无统计学差异。

2. 5　W estern 印迹检测　病毒感染后第 3 天, 抽取

细胞总蛋白进行W estern 分析, 结果表明V EGF 165

可产生并且是可分泌性的, 转染后第 3 天即可检测

到V EGF 165的表达, PBS 对照组阴性 (图 3)。

图 3　W estern 印迹检测结果

F ig 3　W estern blot results of VEGF

1A 21C: A d2V EGF; 2A 22C: A d2m lc2hV EGF165;

3: Contro l; 1A , 2A : Cardiom yocyte;

1B, 2B: Skeletal m uscle cell; C: Smoo th m uscle cell

3　讨　论

将目的基因特异地导入靶细胞 ( 即基因转染的

靶向性) 是利用组织特异性的基因启动子限制目的

基因只在靶细胞内表达。心肌m lc22v 启动子能够靶

向性表达于心室肌细胞, 无论是在心肌细胞形成过

程中还是在出生后的心肌中, 在m lc22v 启动子的作

用下均可产生目的基因的靶向性表达[ 7 ]。

启动子m lc22v 基因序列全长有 1 700 bp , 而真

正有活性的部分为 250 bp。本实验选取 250 bp 的启

动子, 以避免因重组腺病毒的复杂操作所引起的不

稳定性[ 8～ 10 ]。在本研究中, 我们将同步构建的A d2
hV EGF 165与A d2m lc2hV EGF 165同时转染心肌细胞、

平滑肌细胞及骨骼肌细胞, 结果显示在 A d2
hV EGF 165组每种细胞均有V EGF 的表达, 而在A d2
m lc2hV EGF 165组仅心肌细胞有V EGF 的表达。证明

250 bp 的启动子确实能使目的基因靶向表达于心

肌细胞内。V EGF 对促心肌血管增生具有确切的作

用[ 11 ] , 因此本研究选择V EGF 为目的基因。转染心

肌细胞后A d2m lc2hV EGF 165组分泌的V EGF 要明

显少于A d2hV EGF 165组, 可能与组织特异性启动子

的控制会导致目的基因表达能力的下降有关[ 12 ]。

W ijela th 等[ 13 ]发现, 在V EGF 基因的特定区域连接

一个纤维连接蛋白因子的基因片段即可明显提高

V EGF 的活性。因此如何提高基因的表达及表达产

物的活性仍是目前研究的热点。
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　　错　畸形患者正畸治疗结束后, 由于基骨的生长、神经

肌肉动力平衡的改建未完成、牙周膜纤维张力未恢复平衡、

的平衡尚未建立、口腔不良习惯未破除等原因, 使矫治后

的结果达到绝对稳定是不可能的, 临床上必须采用各种措施

防止复发[1 ]。本研究旨在观察保持器配戴时间长短对上　牙

弓稳定性的影响, 以期减少复发, 达到更加稳定的疗效。〔1 〕

1　材料和方法

　　随机抽取安氏É 类和安氏Ê 类错　畸形患者 62 例, 均

有上　前部拥挤或牙齿接触不良。所有患者均用直丝弓矫治

器矫治, 在保持阶段做 H aw ley 保持器。分为 2 组, A 组 30

例, 年龄 12. 5～ 16. 8 岁, 平均 14. 2 岁; 男 18 例, 女 12 例; 上

用 H aw ley 保持器保持 6 个月, 3 个月全天, 3 个月晚间戴

用, 14 例拔牙, 16 例未拔牙。B 组 32 例, 年龄 12. 9～ 17. 0

岁, 平均 14. 6 岁; 男 15 例, 女 17 例, 上　用H aw ley 保持器

保持 12 个月, 6 个月全天, 6 个月晚间戴用, 17 人拔牙, 15 人

未拔牙。两组患者性别、年龄、拔牙患者数均具有可比性。分

别在治疗前、治疗结束开始配戴保持器时、保持结束时、保持

结束后 3 个月取上　牙弓模型, 用数字两脚规测量。测量内

容包括: (1) 切牙不整齐指数[2 ], 即前牙区从一个解剖接触点

到相邻近的接触点连线的长度之和, 共有 5 个线段, 可说明

牙齿唇舌向的错位。(2)尖牙间宽度, 即左右尖牙牙尖之间的

距离。(3)磨牙间宽度, 即左右第一恒磨牙远中舌尖之间的距

离。(4)牙弓长度, 即中切牙切缘近中接触点到左右第一恒磨

牙远中边缘嵴连线的垂直距离。研究模型由同一个有经验的

医师测量, 隔 2 周后再次进行测量, 共测量 3 次, 以保证测量

值的一致性。对两组间不同时期的测量值进行 t 检验。

2　结　果

两组患者矫治前各项指标基本持平, 无显著差异。两组

的不整齐指数在矫治后开始配戴保持器时均明显降低 (P <

0. 01) ; 保持结束后 3 个月有所上升 (P < 0. 05) 但仍显著低于

矫治前 (P < 0. 01) , 配戴 1 年组比配戴 6 个月组上升程度较

小, 但无统计学差异 (P = 0. 06) , 两组的复发量 (保持结束后

3 个月的不整齐指数- 保持结束时的不整齐整数) 亦无统计

学差异, 可能与本研究中样本量较小有关。保持 6 个月组有

11 例患者 (36. 7% )复发量> 3 mm (< 3 mm 在临床上是可接

受的范围) , 其中 8 例拔牙病例, 3 例不拔牙病例。保持 1 年组

2例患者 (6. 8% ) 复发量> 3mm , 其中1例拔牙病例, 1例不
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