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"摘要#
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目的
!

构建骨形态发生蛋白
(

"

ZV4(

#基因腺病毒表达载体及稳定产毒细胞系!为观察其对
E1DV

糖&脂代谢异常

的干预效应奠定基础$方法
!

质粒
K

5V6

'

ZV4(

双酶切克隆至腺病毒载体
B!2&8

!构建重组腺病毒表达载体
B!2&ZV4(&8

!酶

切测序鉴定%转包装细胞!经抗性筛选检测病毒滴度!挑选滴度较高的稳定产毒细胞克隆进行逆转录
45?

"

?E.45?

#鉴定$

结果
!

建立
KG!(

基因腺病毒表达载体
B!2&ZV4(&8

经酶切及测序证实目的基因插入位点及读码框架正确%建立稳定产毒细

胞克隆最高病毒滴度达
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证实
KG!(

基因整合其中并稳定表达$结论
!

成功构建含
KG!(

基因的腺

病毒表达载体及其稳定产毒细胞系$
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骨形成蛋白$
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ZV4

%属转化

生长因子
Z

超家族成员#在众多生命活动中均扮演重要角色*

其中
ZV4(

与糖(脂代谢中多个关键转变环节有直接相关性*

本课题组前期发现
KG!(

基因表达异常可能与
1

型糖尿病

$

=

OK

:1!#;@:=:+>:<<#=M+

#

E1DV

%代谢紊乱及胰岛素分泌缺陷

相关#结合
5G:,

等&

$

'的研究#可推测!

KG!(

基因表达下降也

许是导致
E1DV

代谢异常的重要因素之一#增加其基因拷贝#

可能使糖(脂代谢紊乱得到一定程度的改善*因此#课题组先

行构建
ZV4.(

基因腺病毒表达载体及其稳定的产毒细胞系#

为后续观察其对
E1DV

糖(脂代谢异常的干预效应奠定基础*
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材料与方法
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材料
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%馈赠#质粒
K

D6)%

含腺病毒
B!2

纤维
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由
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%馈赠)

1('

细胞系购自上海易莎生物有限公司)脂质

体
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"H:I=;>#,:1%%%

购自
Q,F#=9"

L

:,

公司)

LE-?

(

(

K&,W

(

酶购自华美生物工程公司)

E0DAB

连接酶购自大连宝生物公

司)
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均购自
7#@I"

公司)质粒抽提及回收试剂盒

购自上海品美公司*
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方法
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去纤维腺病毒载体
B!2&ZV4(&8

构建
!

质粒
K

5V6

"

ZV4(

与腺病毒载体
B!2&8

分别以
LE-?

(

(

K&,W

(

双酶切#

切胶回收
ZV4(IDAB

与
B!2&8

线性载体片段#连接(转化

后#提取质粒作酶切与测序鉴定*

?&@&@

!

B!2&ZV4(&8

包装与滴度测定
!

#̂

K

"H:I=;>#,:1%%%

介导
B!2&ZV4(&8

转染
1('

细胞#以空载体
B!2&8

作对照

$阴性对照组%)筛选直至肉眼可见抗性细胞克隆形成#挑选分

隔良好的细胞克隆扩大培养#收集抗性细胞克隆上清测病毒滴

度#留取滴度较高的细胞克隆及病毒原液备用*

?&@&A

!

腺病毒纤维
IDAB

定点突变$

8i

%

!

质粒
K

D6)%

含腺

病毒
B!2

纤维
IDAB

采用
45?

体外定点突变$

45?.SDV

%法

在
K

D6)%

上进行定点突变#突变位点
S0%/3

(

40%(B

$参见
T#;.

D

纤维结构定位%#致突变引物如下#结果经测序鉴定*正向
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%#主治医师#硕士#主要从事糖尿病基因治疗研究*
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ZV4(

基因重组腺病毒载体鉴定

@&?&?

!

酶切鉴定
!

重组腺病毒载体
B!2&ZV4(&8

经
LE-?

(

(

K&,W

(

双酶切#获得
$1(%@

K

的
ZV4(IDAB

片段#证实

ZV4(IDAB

已插入载体
B!2&8

中且插入位点正确*
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!

测序鉴定
!

经酶切粗筛正确的重组质粒送生工生物工

程公司测序#证实目的基因序列与所赠质粒附注
ZV4(IDAB

序列相同#见图
$

*

图
$
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KG!(

基因测序图

@&@

!

病毒滴度测定
!

脂质体包裹
B!2&ZV4(&8

同源重组腺

病毒基因组质粒转染
1('

细胞
$2!

后#光镜及荧光显微镜下

观察到空斑形成#细胞变圆(肿胀(脱壁#细胞核变大等病变#转

染效率
(%b

以上#见图
1

*用
B!2&ZV4(&8

感染包装细胞
1('

细胞#约
$2!

可见抗性细胞克隆#平均滴度
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B

!普通光学显微镜)

Z

!荧光显微镜*

图
1

!!

转染重组
B!2&ZV4(&8

载体
$2!

后

细胞形态变化&

]$%%
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产毒细胞克隆鉴定
!

将
1('

"

ZV4(

细胞提取总
?AB

#逆

转录后用检测引物进行
45?

#产物电泳于
$)1@

K

处出现目的

条带#但阴性对照组
?E.45?

产物电泳无目的条带出现#证明

KG!(

基因已成功整合与转录*
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V

!

DAB

分子标记物$
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*

图
'
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KG!(

基因
?E.45?

鉴定

A

!

讨
!!

论

ZV4

属转化生长因子
#

超家族成员#因具强烈的骨诱导

活性而受到关注#故目前研究多集中在其与骨疾病的关系及其

调控骨再生的应用上&

1.'

'

*而事实上#

ZV4

在众多生命活动中

均扮演着重要角色#其能触发神经干细胞向神经原分化(维持

肾小管上皮细胞形态(调控造血干细胞数量及平衡内皮细胞存

亡等&

0./

'

*近期#通过高通量功能基因组筛选发现
ZV4(

与糖(

脂代谢中多个关键转变环节有直接相关性#提示
ZV4(

还可

能是一种新的糖(脂代谢调节因子&

(.$%

'
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'研究表明#

ZV4(

能阻止磷酸烯醇式丙酮激酶$
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9MF;=:I;9@"N
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#

4345U

%合成并激活丝"苏氨酸激酶
BR=

#从而抑制肝内

糖异生并促进肌糖原合成以降低血糖)同时#

ZV4(

还能调控

苹果酸酶$

>;<#I:,Y

O

>:

#

V3

%与脂酸合成酶$

H;==

O

;I#!+

O

,.

=G;+:

#

8BS

%的转录#这两个酶均为涉及肝脂肪酸代谢的关键

酶*

ZV4(

可能通过对这些关键酶的调控而在糖(脂代谢中发

挥着重要的调节作用*随后的动物体内(外实验则证实了#

ZV4(

具有部分类似胰岛素的糖代谢调节作用&

$$

'

#并与
Z

细

胞的胰岛素分泌直接相关#而糖代谢紊乱与第一时相胰岛素分

泌缺陷又是
E1DV

的主要特征*前期研究工作中发现在长时

间高糖状态下#

KG!(

基因表达与血糖浓度呈异向变化趋势#

与急性胰岛素对葡萄糖反应$

BQ?

L

%呈同向变化趋势#提示

KG!(

基因表达异常可能与
E1DV

糖代谢紊乱及胰岛素分泌

缺陷相关&

$1

'

*结合
5G:,

等&

$

'的研究可推测!

KG!(

基因表达

下降也许是导致
E1DV

代谢异常的重要因素之一#增加

KG!(

基因拷贝#可能使糖(脂代谢紊乱得到一定程度的改善*

为更好达成上述研究目的#选择高效(稳定的转染载体较

为重要*

ZV4(

主要在肝脏表达#然而#腺病毒具有较高的转

染效率及一定的亲肝性*而更重要的是#如何进一步提高其肝

靶向性+ 近期研究表明在经典的柯萨奇
.

腺病毒受体$

I"N+;IR.

#:.;!:,"F#9M+9:I:

K

="9

#

5B?

%"整合素通路以外#腺病毒对肝细

胞还有其特异的感染通路#并在腺病毒侵入肝细胞过程中起主

导作用&

$1

'

*阻断
5B?

"整合素通路#机体其他部位的基因导

入明显下降#在肝脏却没有影响&

$'

'

*因此#本研究拟采用

45?.SDV

致
2

型腺病毒纤维头部的
5B?

结合位点突变#由

此阻断
5B?

"整合素通路#此种改良的腺病毒将具有更强的肝

靶向性*本研究基于此法成功构建了携
KG!(

基因的稳定产

毒细胞克隆#其最高病毒滴度可达
-&0]$%

2
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*

下一步#课题组拟将
KG!(

基因在
E1DV

鼠体内定向导

入肝细胞并特异表达#观察其对
E1DV

糖(脂代谢紊乱的干预

效应#同时从胰岛素敏感性(激素分泌(酶活性调节及基因转录

调控等角度出发#就其作用机制进行探讨#从而为深入理解

E1DV

代谢紊乱的发生机制及制订新的治疗策略提供理论与

实验依据*

参考文献

&

$

'

5G:,\

#

79Y:

f

"9:J+R#Uc

#

Z;9;+GS

#

:=;<&B,#,=

L

9;=:!

HMI=#",

L

:,">#I++I9::,#,

LK

9"

L

9;> 9:F:;<+;9"<:H"9

ZV4.(#,

L

<MI"+:G">:"+=;+#+

&

c

'

&A;=Z#"=:IG,"<

#

1%%'

#

1$

$

'

%!

1(0.'%$&

&

1

'

5;99:#9;B5

#

B<F:+77

#

h;>@MYY#C8

#

:=;<&Z",:>"9.

K

G"

L

:,:=#I

K

9"=:#,+

!

+=9MI=M9:

#

@#"<"

L

#I;<

$下转第
1'1'

页%

($'1

重庆医学
1%$2

年
)

月第
00

卷第
$-

期



和胶原酶可引发滑膜炎性反应(软骨基质的崩解*

EA8.

%

与

Q̂.$

常常同时合成与分泌#还促进对方的合成#对
?B

共同起

到.中心犯罪/的作用*大量研究也表明在
?B

患者血清及关

节液中的
Q̂.)

水平升高#活动期患者滑液中
Q̂.)

含量是血清

内的
$%%%

多倍#其阻滞剂能明显改善实验动物以及临床
?B

患者的症状&

$%

'

*

现代研究认为
AP

的过度合成是
?B

发病机制的重要因

素之一*研究发现在
?B

和骨关节炎患者的滑膜液和血液中

可检测到大量
AP

代谢产物亚硝酸盐#推测
AP

参与这两种疾

病关节炎症的病理过程*

D̂ 6E

明显减少
AP

生成#抑制了关

节炎症的进一步发展*

本研究显示
D̂ 6E

减轻
BB

小鼠原发性和继发性关节

炎#减少多发性关节炎指数#增强
BB

小鼠站立和爬梯能力#抑

制
BB

小鼠脾淋巴细胞的增殖反应#通过细胞因子的检测进一

步发现#模型小鼠外周血清中的
Q̂.)

(

Q̂.$

(

AP

及
EA8.

%

水平

显著升高*从病理改变程度方面#

D̂ 6E

能有效控制
BB

小鼠

关节纤维增生和滑膜增生#减少炎症细胞的浸润*因此#

D̂ 6E

能控制
BB

小鼠的病情发展#其明显抑制促炎症细胞因

子
Q̂.)

(

Q̂.$

(

AP

及
EA8.

%

病理性的升高可能是
D̂ 6E

有效

治疗
?B

的作用机制之一*
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