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反义重组腺病毒质粒pAdxsi—GFP—hVEGF的构建与鉴定

张英杰 陈 剑 孙彦春

(济宁医学院附属第一人民医院，山东济宁272011)

摘要 目的构建反义重组腺病毒质粒pAdxsi—GFP—hVEGF。方法 从人外周血细胞中提取总RNA，

RT-PCR法反转录合成人cDNA文库。设计带有酶切位点的引物，调取VEGF目的基因，插入pShuttle-GFP—

CMV穿梭载体。经鉴定序列正确后，将VEGF目的基因构建至亚克隆重组腺病毒质粒pAdxsi中。结果 成功

构建反义重组腺病毒质粒pAdxsi—GFP-hVEGF，经酶切鉴定，目的基因分子量与预计的相同，测序插入载体部位

正确。结论 反义重组腺病毒质粒pAdxsi—GFP—hVEGF构建正确、稳定，为进一步抑制人VEGF基因的表达和

体内外实验打下了良好的基础。
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Construction and identification of the Adenoviral vector pAdxsi—GFP—hVEGF
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Abstract：Objective To construct the Adenoviral vector pAdxsi—GFP-hVEGF．Methods Total RNA was isola．

ted from blood cells and cDNA was constructed by RT—PCR。a pair of primers were synthesized with restriction

site to get human VEGF cDNA fragments，and VEGF fragments were inserted into the shuttle vector pShuttle—

GFP—CMV．After the sequence was confirmed，the human VEGF fragments were subcloned into Adenoviral vec—

tor pAdxsi--GFP—hVEGF．Results Adenoviral vector pAdxsi—GFP—hVEGF was successfully constructed。and

the molecular weight of the target gene equaled the excepted，and sequencing results indicated that Adenoviral

vector pAdxsi—GFP—hVEGF contained correct recombinant．Conclusion Adenoviral vector pAdxsi—GFP—

hVEGF iS correct and stable，and it will be useful for further research of VEGF inhibition both in vivo and in vitro．
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血管生成是恶性肿瘤的侵袭、生长、转移的关

键因素，血管内皮生长因子(Vascular endothelial

troth factor，VEGF)可以与血管内皮细胞的相应

受体相结合，诱导血管生成n]。由于肿瘤的生长和

转移对新生血管的依赖性，抑制VEGF的表达将

使肿瘤细胞进入正常分化轨道或导致肿瘤细胞的

凋亡。VEGF成为阻断肿瘤血管生成，进行基因治

疗的理想靶位∽j。

腺病毒是基因治疗领域有效的工具[3]。具有

宿主细胞广泛、感染靶细胞效率高、制备和转导方

便等优点，而且由于其DNA不整合到宿主细胞染

色体中，无潜在的致癌危险，所以腺病毒载体在基

因转移和基因治疗的研究中得到了广泛的应

用[2矗]。本实验利用复制缺陷型腺病毒作为抑制

VEGF基因的载体，构建了产生反义VEGF基因

的重组腺病毒质粒pAdxsi—GFP—hVEGF，为下一

步进行VEGF基因治疗及关于VEGF的基础研究

提供良好的实验基础。

1材料与方法

1．1 试剂

pShuttle-GFP—CMV(-)和pAdxsi质粒，血管

内皮生长因子的抑制序列，购自北京诺赛基因组研

究中心有限公司。限制性内切酶均购自New

England Biolabs公司；T4 DNA连接酶、M-MLV

逆转录酶购自MBI(Fermentas)公司；CIP(Alka-

line Phosphatase，Calf Intestinal)酶购自promega

公司；pfx DNA ploymerase购自invitrogen公司；
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RNA提取试剂和PCR试剂购自上海生工生物工

程技术服务有限公司；引物合成于上海生工生物工

程技术服务有限公司；质粒小／中量提取纯化试剂

盒、DNA纯化试剂盒(柱离心型)、DNA凝胶回收

与纯化试剂盒(柱离心型)均购自威格拉斯生物技

术(北京)有限公司；lkb DNA ladder购自鼎国生

物公司。

1．2 细胞

人脑胶质瘤细胞U251为本实验室保存；感受

态大肠杆菌DH5a为自制。

1．3 目的基因hVEGF的提取

1．3．1总RNA的提取 常规分离并收集人外周

血单个核细胞，加入预冷的TRIzol试剂lml，4℃

静置孵育15min，加入0．2ml冰预冷的氯仿，剧烈

振荡管15s。4℃静置孵育3min后12000rpm，4℃

离心15rain使核酸蛋白充分分离。取RNA上清

层，加入0．5ml异丙醇，颠倒混匀，4℃孵育10min。

12000rpm，4℃离心10min。弃上清，加入等体积

75％DEPC一乙醇漂洗沉淀。7500rpm，4℃离心

5min后弃上清，10rain内使RNA快速晾干。

50ttl的DEPC水重溶RNA沉淀，60℃孵育

10min，使沉淀充分溶解。用紫外分光光度仪对其

进行定性定量分析后，一80℃保存RNA备用。

1．3．2逆转录反应 逆转录在20F1反应体系中

进行：取总RNA 1Fg，Oligo(dT)10引物0．5#g，加

入去离子水至11“l。70℃水浴5min，冰上冷却。

加入逆转录反应缓冲液49l，dNTP 20nmol，RNA

酶抑制剂20U，37℃水浴5min。加入M—MI。V逆

转录酶200U，42℃反应1h。产物在70℃变性

10min后，保存于4℃。

1．3．3反义hVEGF引物的设计和基因的扩增与

回收 根据hVEGF的序列(NM一001025366)设

计上游引物VEGF—F：5’GGGAATTCGCCGC—

CAGCCATGAACTTTCTGCTGTCTTG 3’，下游

引物VEGF—R：5’CCGGATCCTCACCGCCTCG—

GCTTGTCAC 3’(引物57端分别加入EcoR I和

BamH I酶切位点)。取1扯1人外周血eDNA作为

模板，用高保真酶(pfx DNA ploymerase)扩增

hVEGF目的基因。PCR反应体系为50弘l，含10

×pfx Amplification Buffer 5 ul，dNTP 200 pmol／

L，VEGF—F，1“mol／L，VEGF—R，1 ttmol／L，

50mM MgS04 1FL模板1#1，pfx DNA

ploymerase(invitrogen，2．5U／／1L)0．6ttl。循环参

数为：94℃1 min，55℃30 s，72℃40 s，30个循环，

最后72℃延伸10 rain。PCR反应结束后加样至

1％的琼脂糖凝胶，电泳，在紫外灯下切下目的片

段，用DNA凝胶回收与纯化试剂盒(柱离心型)回

收。

1．4 重组穿梭载体构建和鉴定

1．4．1 重组穿梭载体构建 将回收后的PCR片

段和穿梭载体pShuttle—GFP—CMV进行BamHI／

EcoRI双酶切处理，得到含有相应粘性末端(Barn—

HI／EcoRI)的片段。酶切结束后，用DNA纯化试

剂盒(柱离心型)回收相应片段。将处理好的载体

片段和插入片段用T4 DNA连接酶进行连接。

1．4．2重组穿梭载体质粒鉴定 取3“l连接产物

转化化学感受态细胞DH5a菌株，涂布到卡那抗性

固体培养基平皿，挑取4个单克隆菌落，接种到卡

那抗性液体培养基中，摇床中37℃，300rpm振荡

培养过夜，小量提取穿梭质粒，用BamHI／EcoRI

双酶切，酶切完成后加样至1％的琼脂糖凝胶，电

泳鉴定得到的阳性克隆再进行测序鉴定。

1．5 重组腺病毒载体质粒构建和鉴定

1．5．1 重组腺病毒载体质粒构建 利用I-CeuI

和I-SceI双酶切处理pAdxsi载体，并做CIP去磷

酸化处理。用乙醇沉淀法回收线性化载体pAdx—

si；I-CeuI+I—SceI双酶切处理插入片段pShuttle—

GFP—CMV—hVEGF，酶切完成后加样至1％的琼脂

糖凝胶，电泳，在紫外灯下切下目的片段，用DNA

凝胶回收与纯化试剂盒回收。将处理好的载体片

段和插入片段用T4 DNA连接酶进行连接。

1．5．2 重组腺病毒载体质粒鉴定 取39L连接

产物转化化学感受态细胞DH5a菌株，涂布到卡那

抗性固体培养基平皿培养过夜，挑取4个单克隆菌

落，接种到卡那抗性液体培养基中，摇床中37℃，

300rpm振荡培养过夜，小量提取穿梭质粒，用Xho

I酶切，酶切完成后加样至1％的琼脂糖凝胶，挑选

阳性克隆。电泳鉴定得到的阳性克隆再进行测序

鉴定。

1．6 重组腺病毒的包装与滴度的检测

将293细胞接种于六孔板中，待细胞生长至底

面积的80％～90％时，取重组腺病毒载体质粒

pShuttle-GFP—CMV—AS—hVEGF，细胞转染步骤参

照脂质体Lipofectamine2000说明书执行。转染

6h后更换新鲜的细胞培养液，观察细胞出毒迹象，

待细胞大部分病变并从底部脱落进行收毒。获取

脱落底面的细胞连同培养液，2000rpm，离心

5min，弃掉上清，加入lml PBS，反复冻融3次。
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CsClz密度梯度离心法纯化重组腺病毒，测定病毒

滴度以50％组织培养感染量(TCID50)表示。

2 结果

2．1 目的基因hVEGF的提取和鉴定

电泳鉴定提取的人外周血细胞总RNA无降

解。利用合成的hVEGF的引物对得到的cDNA

进行筛选，琼脂糖凝胶上得到约0．6Kb的RT—

PCR产物，其相对分子量大小与预期片段长度相 图2 pShuttle-GFP—CMV-hVEGF鉴定结果

符。将电泳加样量提高至50弘I，分离并胶回收 M‘嚣兰。(I，k。b¨D，N。Akbl，ad。dkber。岫1．6上kb而,麓萼鸯：；?；j；饕：
VEGF的目的条带。hVEGF PCR的电泳结果如 230b。

图1。 1—4：阳性克降BamHl 7EcoRl双酶切鉴定结果

2．3重组腺病毒质粒的鉴定

构建成功的pShuttle—GFP—CMV—hVEGF经

I-CeuI和I—SceI双酶切处理，得到约3．5kb片段。

回收后与去磷酸线性化的pAdxsi载体连接，经转

化后，用XhoI酶切来筛选阳性克隆。XhoI酶切筛

选出的阳性克隆有以下7条带组成(图3A)：14K／

11．8K／3．2K／2．66K／2．47K／1．45K／o．6K，而与

之相对应的没有荸组的腺病毒空载体由以下6条

带组成(图3B)：14kb，11．8kb，4．0kb，2．47kb，

1．45kb，0．6kb。阳性克隆pAdxsi—GFP—hVEGF

的XhoI酶切鉴定结果和pAdxsi空载体XhoI酶

切鉴定结果见图3。测序结果与重组后腺病毒载

体的序列分析结果相一致。阳性克隆pAdxsi—

GFP—hVEGF的测序结果见图4。

图1 hVEGF PCR的电泳结果

1：lkb DNA ladder(由上而下依次是：8kb，7kb，6kb，5kb，

4kb，3kb，2kb，1．6kb，1kb，517bp．396bp，230bp)

2：经PCR电泳后得到0．6kb的条带为hVEGF扩增条带

2．2重组穿梭质粒酶切的鉴定结果

将hVEGF片段进行BarnHI／EcoRI双酶切后

与BarnHI／EcoRI双酶切线性化的载体pShuttle-

GFP-CMV进行连接，转化，从中筛选4个克隆，提

取质粒进行BamHI／EcoRI双酶切鉴定，4个克隆 图3重组隙病毒质粒pAdxsi-GFP-hVEGF

在600bp附件均有条带，表明它们均为阳性克隆 阳性克隆的鉴定

(图2)，测序结果表明，插入片段为目的基因 A．pAdxsi—GFP—hVEGF重组子Xh01酶切鉴定结果．从上到下依次

hVEGF。pShuttle—GFP—CMV—hVEGF用Barn— B．款慧7萎嚣簇嚣鸶需誉篓!钣Y≥笔警裘雾。。K／，。．。K／
HI／EcoRl酶切的鉴定结果见图2。4K／2．47K／1．45K，／0．6K，DNA标准为lkb DNA ladde‘
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图4 阳性克隆pAdxsi—GFP—hVEGF的测序结果

2．4重组腺病毒的滴度

重组腺病毒质粒pAdxsi-GFP—AS—hVEGF转

染至人胚肾HEK293细胞中包装后扩增，常规氯

化铯密度梯度离心法纯化，TCID50法滴度测定结

果为：2×101。pfu／ml。

3讨论

肿瘤血管不仅为肿瘤细胞的生长输送营养，并

且也是肿瘤细胞播散的主要途径。切断肿瘤血供，

则有望达到抑制肿瘤生长、发展和转移的目的[4]。

VEGF是血管内皮细胞有丝分裂特异性诱导剂。

VEGF结合至内皮细胞的VEGF受体(VEGFR)

细胞外区的Ig结构域上，引起VEGFR细胞内激

酶区特定酪氨酸残基的磷酸化而活化[5]。另外，

VEGF也是一种有效的血管通透剂，可使血管周围

的基质成分发生改变，为肿瘤细胞的迁移提供条

件。VEGF对肿瘤和低氧、缺血性疾病关系密切。

低氧、低血糖是VEGF表达强有力的诱导因子[6]。

低氧可能诱导VEGF的表达，在肿瘤组织的缺氧

区域中，不但恶性细胞，而且基质细胞均可过量表

达VEGF。以VEGF及其受体VEGFR为靶点，

使VEGF的表达减少将抑制肿瘤血管的生成[7]。

为了有效地抑制VEGF的表达，我们选择反

义RNA技术，通过碱基互补与靶RNA配对结合，

封闭或抑制靶基因的表达。反义RNA(Antisense

RNA)是一类能与特异mRNA互补的小分子量、

可扩散的DNA转录物，它能够从翻译水平、转录

水平和核酸复制水平上高度特异地抑制靶基因表

达。其作用原理有：1)与前mRNA结合，影响

mRNA的成熟和在胞浆内转运；2)与相应的靶

RNA结合从而激活RNase，加速靶RNA的降解；

3)直接与起始密码子AUG结合而阻止转录的启

动；4)互补作用于SD编码区的反义RNA可阻止

核糖体在tuRNA上的移动[81 0|。

为了提高目的基因的转染效率，对VEGF基

因达到有效的抑制，我们采用了腺病毒作为运载工

具。腺病毒的宿主范围广，可感染一系列哺乳动物

细胞，因此在大多哺乳动物细胞和组织中均可用来

表达重组蛋白，而且既能感染处于分裂增殖期的细

胞，又能感染静止期的细胞。而且缺陷型重组腺病

毒载体由于不整合入细胞染色体基因组，从而具有

毒性低和安全性高的优点，另外还具有病毒滴度高

和装载容量大等特点，因此，我们选择腺病毒载体

pAdxsi作为抑制VEGF的基因工程载体[111。除

此之外，我们所构建的pAdxsi—GFP—hVEGF又具

有一些独特的优点：腺病毒载体pAdxsi—GFP—

hVEGF中带有绿色荧光蛋白基因，可以通过GFP

的表达确定该病毒载体对树突细胞的转染效率。

通过添加酶切位点避免了同源重组方案的重组效

率低以及非特异重组等缺点。

总之，我们设计并且构建了穿梭质粒pShut—

tle-GFP—CMV—hVEGF，通过亚克隆成功构建了能

够产生反义VEGF基因的重组腺病毒载体pAdx—

si—GFP—hVEGF，为进一步抑制人VEGF基因的表

达和体内外实验打下了良好的基础。
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3讨论

神经电生理测定是识别和评价周围神经传导

功能最常用、最可靠的方法之一，而神经传导速度、

动作电位潜伏时、动作电位波幅等又是反映周围神

经电生理功能测定中最常用的指标【l七]。神经传导

速度，即神经电信号在周围神经干上传导的快慢程

度，是神经传导功能最有代表性的指标。动作电位

潜伏时，为周围神经所支配的感受器或神经于的某

一位置接受一定刺激(如一定强度的电刺激)，从刺

激开始到神经电信号形成(即动作电位形成)的时

间，其数值的大小，代表周围神经对刺激反应的灵

敏性。动作电位波幅，即动作电位电信号在显示器

上的波动幅度，也能在一定程度上反映周围神经的

传导功能。

本研究结果表明，与低温试验前和对照组比

较，研究组家兔在低温第1天、第20天组均出现

SCV、MCV减慢，感觉神经动作电位波幅、运动神

经远端波幅减小，感觉神经动作电位潜伏时、运动

神经远端潜伏时延长，并均有统计学意义。提示在

本研究的低温负荷下，家兔的外周神经传导功能受

到了明显损伤。这种损伤的机制可能与下列因素

有关。1)低温能够引起神经纤维损伤，表现为神经

纤维髓脂质损伤和消失，并伴有雪旺细胞增生、胶

原形成及柬膜纤维化[3]。2)低温所导致的神经损

伤与脂质过氧化增强所致的神经细胞水肿和凋亡

等有关H]。3)低温可以导致血液浓缩，表现为局部

组织在低温作用下出现红细胞、血红蛋白显著升

高，红细胞可变性降低且通过毛细血管时阻力增

加，血小板高度凝集，白细胞黏附、活化，血液黏滞

及血栓形成[5。6]。而低温对血液流变学和血液动力

学的影响，导致神经的血供异常，影响了神经的传

导功能。

本研究结果还表明，在低温试验第1天、第10

天、第20天，神经电生理指标出现异常、逐渐恢复、

异常的变化过程。这种结果的可能原因在于，低温

试验第l天，家兔突然进入一个低温环境，机体会

产生针对寒冷的急性应激反应，因此各指标均出现

异常，在经过一定时间的低温适应后，在试验第10

天，各指标有一定程度的恢复，而之后随着低温负

荷的加大，神经传导功能出现明显损伤，故各指标

再次出现异常。这与韩运梅[71等研究低温对小鼠

神经行为功能影响时的研究结果相似。但其中的

确切机制以及低温对作业工人神经电生理的影响，

尚待进一步研究。
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