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携带人金属蛋白酶组织抑制剂１重组腺病毒的构建及在

人脐静脉内皮细胞中的表达

李　汇
１，毛用敏２△，赵莉莉２，崔让庄２，王佩显１

（１．天津医科大学　３０００７０；２．天津市胸科医院　３０００５１）

　　摘　要：目的　构建携带人金属蛋白酶组织抑制剂１（ＴＩＭＰ１）的重组腺病毒ＡｄＶｈＴＩＭＰ１，感染体外培养的人脐静脉内皮细

胞ＣＲＬ１７３０，观察其ｍＲＮＡ表达情况。方法　应用ＡｄＥａｓｙ复制缺陷型腺病毒载体系统在大肠埃希菌ＢＪ５１８３中通过同源重组

构建ＡｄｈＴＩＭＰ１和对照ＡｄＴｒａｃｋ。阳离子脂质体法将重组腺病毒转染到人胚胎肾细胞（ＨＥＫ２９３Ｔ）中进行包装和扩增。纯化

后ＰＣＲ鉴定ｈＴＩＭＰ１目的基因，ＯＤ２６０法测定滴度，透射电镜观察腺病毒形态。将人脐静脉内皮细胞ＣＲＬ１７３０分为３组，空白对

照组、Ｔｒａｃｋ对照组和ＴＩＭＰ１实验组，感染４８ｈ后收集细胞，半定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）法检测内皮细胞中ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ的表达情

况。结果　重组腺病毒 ＡｄｈＴＩＭＰ１的滴度为１．９×１０１２ｖ．ｐ／ｍＬ。其感染人脐静脉内皮细胞ＣＲＬ１７３０后，实验组ＴＩＭＰ１ｍＲ

ＮＡ的表达明显升高（犘＜０．０５）。结论　成功构建了携带ｈＴＩＭＰ１基因的重组腺病毒 ＡｄｈＴＩＭＰ１，成功感染了体外培养的人脐

静脉内皮细胞ＣＲＬ１７３０，使细胞中ｈＴＩＭＰ１过表达，为心血管疾病的基因治疗提供平台。
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　　基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰｓ）是降

解细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）成分的主要酶系
［１］，

金属蛋白酶组织抑制剂（ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，

ＴＩＭＰｓ）是 ＭＭＰｓ的内源性特异性抑制剂
［２］。近年研究发现，

ＭＭＰｓ／ＴＩＭＰｓ的比例失衡与动脉粥样硬化、冠状动脉介入术

后再狭窄以及心脏重塑等病理过程密切相关［３］。以腺病毒

（ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ，ＡｄＶ）为载体介导 ＴＩＭＰ１到靶细胞，调节 ＥＣＭ

的生成和降解，从而调节粥样斑块的稳定性可能成为冠心病基

因治疗的新方法［４］。本研究构建携带人基质金属蛋白酶组织

抑制剂因子１（ｈｕｍａｎｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍａｔｒｉｘｍｅｌａｌｌｏｐｒｏ

ｌｅａｓｅ１，ｈＴＩＭＰ１）基因片段的重组腺病毒 ＡｄｈＴＩＭＰ１
［５］，并成

功感染体外培养的人脐静脉内皮细胞ＣＲＬ１７３０，从而为进一

步的在体实验提供平台，为基因治疗动脉粥样硬化，稳定粥样

斑块提供靶基因的线索。

１　材料与方法

１．１　材料　ＡｄＥａｓｙ复制缺陷型腺病毒载体系统（穿梭质粒

ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ和骨架质粒ｐＡｄＥａｓｙ１）以及包装细胞系人

胚肾细胞（ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙ２９３Ｔ，ＨＥＫ２９３Ｔ）购自北

京大学实验室；ｐＵＣｍＴ载体质粒，ＢＪ５１８３菌株、ＪＭ１０９菌株

和ＤＨ５α菌株均为本实验室保存。ＴａｑＤＮＡ聚合酶为本实验

室提取保存，限制性内切酶ＢｇｌⅡ、ＮｏｔⅠ和ＤＮＡｍａｒｋｅｒ购自

ＴａｋａＲａ生物工程（大连）有限公司，ＰａｃＩ购自 ＮＥＢ公司；Ｔ４

ＤＮＡ连接酶、高纯度质粒柱式提取试剂盒和脂质体购自Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）和 ＤＭＥＭ

高糖培养液购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；ＰＣＲ引物由上海生工公司合

成。ＤＮＡ测序由北京三博远志生物工程公司完成。

１．２　腺病毒重组质粒的构建

１．２．１　ｐＵＣｈＴＩＭＰ１重组质粒的构建　Ｇｅｎｅｂａｎｋ中搜索人
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ＴＩＭＰ１序列，设计上游引物为：５′ＡＧＡＡＣＣＣＡＣＣＡＴＧＧＣ

ＣＣＣＣＴ３′；下游引物为：５′ＧＡＴＴＣＡＧＧＣＴＡＴＣＴＧＧＧＡ

ＣＣＧ３′。从人心肌细胞中提取总 ＲＮＡ，反转录ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ）得到人ＴＩＭＰ１的基因片段，连接

到ｐＵＣｍＴ载体质粒中，转化入感受态ＪＭ１０９细胞，ＮｃｏＩ酶

切鉴定正确后行二次转化入ＪＭ１０９进行扩增，测序正确后提

质粒ｐＵＣｈＴＩＭＰ１。

１．２．２　穿梭质粒ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｈＴＩＭＰ１的构建　分别用

ＢｇｌⅡ和 ＮｏｔⅠ双酶切ｐＵＣｈＴＩＭＰ１和穿梭质粒ｐＡｄＴｒａｃｋ

ＣＭＶ并凝胶回收ｈＴＩＭＰ１片段和开环质粒ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ，

连接后转化ＪＭ１０９感受态细胞，酶切鉴定正确后二次转化

ＪＭ１０９扩 增，ＰｍｅⅠ 酶 切 使 之 线 性 化，命 名 为 重 组 质 粒

ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｈＴＩＭＰ１。

１．２．３　 同 源 重 组 构 建 重 组 腺 病 毒 质 粒 ｐＡｄＥａｓｙＧＦＰ

ｈＴＩＭＰ１　电穿孔法（２５００Ｖ，５ｍｓ）将ＰｅｍⅠ酶切线性化的

ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｈＴＩＭＰ１重组质粒和ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ（空载

体阴性对照）分别转化到含有ｐＡｄＥａｓｙ１的电感受态ＢＪ５１８３

中，筛选后ＢａｍＨＩ和ＰａｃⅠ酶切鉴定。选取重组正确的质粒

（ｐＡｄｈＴＩＭＰ１和ｐＡｄＴｒａｃｋ）在ＤＨ５α菌中大量扩增，高纯度

质粒柱式提取试剂盒提取质粒，ＰａｃⅠ酶切线性化后凝胶回收

较大片段。

１．３　重组腺病毒在２９３Ｔ细胞中包装和扩增

１．３．１　阳离子脂质体法将重组腺病毒转染２９３Ｔ细胞进行包

装　转染前１ｄ，将２个６０ｍｍ培养皿中 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞调整

为０．６×１０６ 个细胞／皿，转染当天应用脂质体ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００及Ｐｌｕｓｒｅａｇｅｎｔ将ｐＡｄｈＴＩＭＰ１和ｐＡｄＴｒａｃｋ转染到两

皿中，２４ｈ后荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）表达，倒置相差显微镜下观察细胞病变效应

（ｃｙｔｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ）。于转染后第９天收集细胞，反

复冻融法得到重组腺病毒ＡｄｈＴＩＭＰ１和ＡｄＴｒａｃｋ上清液。

１．３．２　包装好的重组腺病毒感染２９３Ｔ细胞进行扩增　取病

毒上清液的１／３感染２９３Ｔ细胞，感染后第３天反复冻融法收

集重组腺病毒上清液，反复感染４次于２９３Ｔ细胞中扩增病毒

到所需滴度。

１．３．３　重组腺病毒的纯化和观察　ＣｓＣｌ密度梯度离心法纯

化重组腺病毒颗粒，采用ＯＤ２６０法测定腺病毒的滴度。并用透

射电镜观察腺病毒形态。

１．４　腺病毒介导ＴＩＭＰ１在内皮细胞中的表达

１．４．１　分组　体外培养人脐静脉内皮细胞ＣＲＬ１７３０，将之分

到６孔板中（２．４×１０５ 细胞／孔）。分为空白对照组、Ｔｒａｃｋ对

照组和ＴＩＭＰ１实验组，每组４个复孔。ＡｄＴｒａｃｋ感染Ｔｒａｃｋ

对照组，ＡｄｈＴＩＭＰ１感染ＴＩＭＰ１实验组。４８ｈ后观察并收集

细胞。

１．４．２　ＲＴＰＣＲ法扩增细胞ＴＩＭＰ１基因片段，以ＧＡＰＤＨ为

内参照　采用ＵＮＩＱ１０柱总ＲＮＡ抽提试剂盒提取各组人脐

静脉内皮细胞 ＣＲＬ１７３０中的总 ＲＮＡ，反转录得到ｃＤＮＡ，

ＰＣＲ扩增ＴＩＭＰ１基因片段。２％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ

扩增产物。以电泳条带的灰度代表 ｍＲＮＡ含量，目的基因与

内参电泳条带灰度比值反应目的基因的相对值。采用 Ｇｅｌ

ｐｒｏ３．１凝胶成像系统对结果进行分析。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学数据分

析，计量资料以狓±狊表示。组间比较采用单因素方差分析和

ＬＳＤ检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｐＡｄＥａｓｙＧＦＰｈＴＩＭＰ１重组质粒ＰａｃⅠ酶切鉴定　ＲＴ

ＰＣＲ法从人心肌细胞中扩增ｈＴＩＭＰ１，可以得到６３７ｂｐ的特

异带。在ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ上有２个ＰａｃⅠ的酶切位点，将重

组子切为一个大片段和一个约４．５ｋｂ的小片段（图１）。

　　１～３：重组成功的 ＡｄｈＴＩＭＰ１；４、６：ｐＡｄＥａｓｙ１；５：ｐＡｄＴｒａｃｋ

ＣＭＶ；７：重组成功的ＡｄＴｒａｃｋ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ。

图１　　ＰａｃⅠ 酶切ｐＡｄｈＴＩＭＰ１和ｐＡｄＴｒａｃｋ重组质粒

　　Ａ：第５天荧光出现“彗星状”改变（荧光显微镜，×４０）；Ｂ：第３天细胞出现典型“细胞病变效应”（荧光显微镜，×２００）。

图２　　转染ＡｄｈＴＩＭＰ１重组腺病毒
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２．２　２９３Ｔ细胞中包装并扩增腺病毒　重组腺病毒转染２９３Ｔ

细胞后，第４～５天荧光显微镜下可观察到ＧＦＰ呈“彗星状”改

变，感染２９３Ｔ细胞后第３天可以观察到典型的ＣＰＥ（图２），纯

化后ＯＤ２６０法测得重组腺病毒 ＡｄｈＴＩＭＰ１的滴度为１．９×

１０１２ｖ．ｐ／ｍＬ，对照重组腺病毒ｐＡｄＴｒａｃｋ的滴度为０．６×１０
１２

ｖ．ｐ／ｍＬ。透射电镜下见病毒颗粒直径约９０ｎｍ，呈多面体形

状，绝大多数病毒颗粒完整（图３）。腺病毒裂解液 ＴＩＭＰ１

ＰＣＲ，２％琼脂糖凝胶电泳图（图４）。ＴＩＭＰ１实验组内皮细胞

ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ的表达（１．０６２±０．０８３）明显高于空白对照组

（０．４４９±０．１２８）和Ｔｒａｃｋ对照组（０．３６５±０．１６４），犘＜０．０５，见

图５。重组腺病毒感染体外培养的人脐静脉内皮细胞人脐静

脉内皮细胞ＣＲＬ１７３０（图６）。

　　Ａ：×１０万；Ｂ：×１７．５万。

图３　　ＡｄｈＴＩＭＰ１病毒颗粒透射电镜图

图４　　腺病毒裂解液ＴＩＭＰ１ＰＣＲ扩增片段

（可见６３７ｂｐ的特异条带）

　　１～３：空白对照组；４～６：实验组；７～９：Ｔｒａｃｋ对照组；Ｍ：ｍａｒｋｅｒ。

图５　　３组ＴＩＭＰ１２％琼脂糖凝胶水平电泳图

　　Ａ：×４０；Ｂ：×２００。

图６　　重组腺病毒感染体外培养的人脐静脉内皮细胞人脐静脉内皮细胞ＣＲＬ１７３０荧光表达情况（倒置荧光显微镜）
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３　讨　　论

ＭＭＰｓ是一类以Ｚｎ２＋为辅助因子的蛋白水解酶家族，在

体内主要降解ＥＣＭ。既往研究表明，ＡＳ斑块损伤部位 ＭＭＰｓ

表达升高，包括属于间质胶原酶的 ＭＭＰ１、属于明胶酶的

ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９，以及属于基质降解酶的 ＭＭＰ３，而 ＴＩＭＰ１

和ＴＩＭＰ２等表达减少
［６７］。Ｇａｌｉｓ等

［８］在冠状 ＡＳ中检测到

ＭＭＰｓ与ＴＩＭＰｓ的比例失调，认为调节两者之间的比例可起

到治疗ＡＳ的作用。

Ｒｏｕｉｓ等
［９］报道腺病毒介导 ＴＩＭＰ１过表达可以减轻

ＡｐｏＥ
－／－小鼠的颈动脉粥样硬化损伤程度，并推测此作用是由

于ＴＩＭＰ１抑制 ＭＭＰｓ活性保护了细胞外基质，进而抑制了平

滑肌细胞的移行所致。该研究中，小鼠喂食６周高胆固醇饮食

后注射携带ＴＩＭＰ１的重组腺病毒，４周后加以评估。发现动

脉粥样硬化斑块的损伤面积明显减小。这与之前研究小鼠转

基因过表达人 ＴＩＭＰ１抑制 ＭＭＰｓ表达的结果相一致
［１０１１］。

另外，转染携带ＴＩＭＰ１的重组腺病毒（Ａｄ．ＴＩＭＰ１）使猪主动

脉内皮细胞过表达ＴＩＭＰ１，可以减少细胞移行及对细胞外基

质的侵袭［１２］。随着分子生物学技术的进步，利用分子生物学

技术使局部ＴＩＭＰ１过表达，为人们治疗ＡＳ带来希望
［１３］。

本研究采用 Ｈｅ等
［５］于１９９８年建立的技术方案，成功地

进行了携带人 ＴＩＭＰ１的重组腺病毒的构建，并采用 Ｚｅｎｇ

等［１４］报道的两步转化法，即将 ｐＡｄＥｓａｙ１质粒先转化入

ＢＪ５１８３大肠埃希菌，并制备其电转化感受态细胞，再利用电转

化仪将ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ转入该菌，进而与细胞内的ｐＡｄＥｓａｙ

１进行同源重组。这种方法与一步转化法相比，可以大大提高

同源重组的效率，缩短实验时间［１５］。

本研究发现，重组ＡｄｈＴＩＭＰ１可以成功感染内皮细胞使

实验组细胞内ＴＩＭＰ１过表达。为ＴＩＭＰ１作为靶基因用于稳

定动脉粥样斑块的基因治疗奠定了基础。
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ｅａｓｉｅｒｂｙｓｅｌｅｃｔｉｎｇｔｈｅｖｉｒａｌｂａｃｋｂｏｎｅｐｌａｓｍｉｄｐｒｅｃｅｄｉｎｇ

ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｒｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，２００１，３１

（２）：２６０２６２．

［１５］尹冰楠，李冬田，李秋香．一种简易、廉价、高效构建重组

腺病毒载体的方法［Ｊ］．天津医科大学学报，２００５，１１（２）：

１７１１７４．

（收稿日期：２０１２１０２２　修回日期：２０１２１１１３）
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