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#摘要$
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目的
!

构建大鼠
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重组腺病毒载体并观察其在大鼠内皮祖细胞"

$]84

$中的转染

效率%方法
!

针对大鼠
9=]8-

序列设计
-

个
=V;

干扰靶点序列并合成双链
>V;0)(

J

0

!连接入干扰载体后

转入大肠杆菌感受态细胞!培养后挑取转化子进行
]8=

鉴定及测序比对%利用
;1&'A

包装系统获得重组腺

病毒
;1%4E=V;%9=]8-

小量扩增并测定病毒滴度!检测重组腺病毒对
9=]8-

表达的影响!最后将获得的重

组腺病毒转染
$]84

!在荧光显微镜下观察并用流式细胞仪测定其转染效率%结果
!

-

组干扰质粒经培养后的

转化子中均有阳性克隆!且阳性克隆与设计的干扰靶点序列一致#

-

组目的质粒均可抑制
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蛋白的表达!

合成的
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病毒滴度为
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#倒置荧光显微镜和流式细胞仪检测重组腺病毒在大鼠
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的转染效率分别为"
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%结论
!

本实验成功构建
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载体!其在
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的转染效率高%

#关键词$

!

瞬时感受器电位
8

离子通道
-

#

4E=V;

#重组腺病毒载体#内皮祖细胞

#中图法分类号$

!

=*,*

#文献标识码$

!

;

#文章编号$

!

!,6!%7*-7

"

+2!7

$

+2%+62"%2:

!"#%-#,02'63&2#.*06.0,&*63.*'0,%,-*6%,&$#.*'0,#$$'.'#,.

+

0$!=F5-

/

#,#',GF5&0$*"#6%*&

%

J6$K2H8'

!

#

J61&'+

4

E.

+

#

/0#$%J2

!

#

J61/'D'+

!

#

J61/8'

S

'+

!

#

T1#$%582+

@

(+

!

"

!

!:O.

F

(<=N.+=)

C

5(<E')D)

4@

#

%2'H8)2K.E'*(D1+'>.<?'=

@

#

CC

'D'(=.E!.)

F

D.Q?0)?

F

'=(D

&

%2'H8)2

!<)>'+*'(D!.)

F

D.Q?0)?

F

'=(D

#

%2'

@

(+

4

#

%2'H8)2::222+

#

58'+(

'

+:O.

F

(<=N.+=)

C

5(<E')D)

4@

#

%2'H8)2K.E'*(D1+'>.<?'=

@

#

CC

'D'(=.E

0)?

F

'=(D

#

%2'

@

(+

4

#

%2'H8)2::222-

#

58'+(

"

!!

(

9(&*6%.*

)

!

:(

;

#.*'2#

!

90/054DCI/DDE@4E=V;%9=]8-C@/0&G(5'5D'1@50K(CI4K@/D0C0FDE@C'D4'51

0G4@CK@(D4DC'54F@/D(05@FF(/(@5/

H

(5DE@@510DE@)(')

B

C0

J

@5(D0C/@))4

!

$]84

"

.<#*"0-&

!

U5DE@G'4(40FDE@

9=]8-

J

@5@4@

T

I@5/@0FDE@C'D4

#

F0IC=V;(5D@CF@C(5

J

D'C

J

@D4@

T

I@5/@4L@C@1@4(

J

5@1'51DE@10IG)@%4DC'5%

1@1>V;0)(

J

00F@'/E4@

T

I@5/@L'44

H

5DE@4(f@1.9E@>V;0)(

J

0L'4/055@/D@1D0DE@(5D@CF@C(5

J

/'CC(@C

#

DE@

B

C01I/DL'4DC'54F@/D@1(5D0DE@$4/E@C(/E('/0)(/0&

B

@5@5D/@))4

#

'51DE@DC'54F0C&'5D4L@C@(1@5D(F(@1G

H

]8='514@

T

I@5/@1'FD@C/I)D(K'D(5

J

.=@/0&G(5'5D'1@50K(CI4L'4/054DCI/D@1G

H

I4(5

J

;1&'A4

H

4D@&'51(D4

D(D@CL'4&@'4IC@1

#

DE@@A

B

C@44(050F9=]8-L'41@D@/D@1

#

DE@0GD'(5@1C@/0&G(5'5D;1%4E=V;%9=]8-

B

)'4%

&(1L'4I)D(&'D@)

H

DC'54F@/D@1(5D0$]84

#

0G4@CK@1I51@CDE@F)I0C@4/@5/@&(/C04/0

B

@'511@D@C&(5@1(D4

DC'54F@/D(05@FF(/(@5/

H

G

H

F)0L/

H

D0&@DC

H

.=#&3)*&

!

9E@

B

04(D(K@/)05@4@A(4D@1(5F0IC(5D@CF@C(5

JB

)'4&(14'F%

D@C/I)DIC(5

J

#

'51DE@

B

04(D(K@/)05@4L@C@/054(4D@5DL(DEDE@1@4(

J

5@1(5D@CF@C@5/@D'C

J

@D4@

T

I@5/@4

'

DE@F0IC

D'C

J

@D

B

)'4&(14/0I)1(5E(G(DDE@@A

B

C@44(050F9=]8-

B

C0D@(5

#

DE@;1%4E=V;%9=]8-K(CI4D(D@CL'4:Z!2

!2

(FI

&

&W

'

DE@DC'54F@/D(05@FF(/(@5/

H

L'4&@'4IC@1G

H

(5K@CD@1F)I0C@4/@5/@&(/C04/0

B

@'51F)0L/

H

D0&@DC

H

#

DE@

C'D(04L@C@C@4

B

@/D(K@)

H

!

7:.-6R+.2:

"

< '51

!

,6.+6R+."-

"

<.50,.)3&'0,

!

9E@C@/0&G(5'5D'1@50K(CI4

K@/D0C;1%4E=V;%9=]8-(44I//@44FI))

H

/054DCI/D@1

#

(DE'4E(

J

EDC'54F@/D(05@FF(/(@5/

H

(5$]84.

(

>#

+

806-&

)

!

DC'54(@5DC@/@

B

D0C

B

0D@5D(')/'505(/')/E'55@)-

'

4E=V;

'

C@/0&G(5'5D'1@50K(CI4K@/D0C

'

@510DE@)(')

B

C0

J

@5(D0C/@))4

!!

冠状动脉粥样硬化性心脏病!冠心病"*高血压等

疾病发病的共同环节是血管内皮的损伤和损伤后的

不良修复#因此#防治此类疾病的关键是尽早促进损

伤血管内皮的修复$
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片段及阴性对照
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$]84

"#其可分化为成熟的内皮细胞从而促进血管内

皮的修复(

+

)

$瞬时感受器电位!

DC'54(@5DC@/@

B

D0C

B

0%

D@5D(')

#

9=]

"通道是阳离子通道的一个超家族#广泛

分布于多种细胞#并在功能调节中起重要作用(

*

)

#主

要充当钙内流孔道促使胞外钙内流(

-

)

$瞬时感受器

电位
8

离子通道!

DC'54(@5DC@/@

B
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B

0D@5D(')/'505(%

/')/E'55@)

#

9=]8

"是一个重要亚家族(

:

)

$研究表明

9=]8

在平滑肌细胞中对细胞增殖和收缩功能起重

要作用(

,%6

)

$

9=]8

亚家族包含
6

个成员#分别为

9=]8!

"

6

#其中
9=]8-

参与血管紧张性和渗透性的

调节(

7

)

#并可以调控血管再生(

"

)

*内皮细胞增殖和凋

亡(

!2

)

$

$]84

作为内皮细胞的前体细胞#

9=]8-

是否

参与其生物学功能的调节目前仍未阐明$为研究

9=]8-

对
$]84

生物学功能的影响#本研究构建大鼠

9=]8-

的重组腺病毒干扰质粒并观察其在
$]84

中

的转染效率#现报道如下$

?

!

材料与方法

?.?

!

材料
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!

动物和试剂
!

清洁级!

!62R+2

"

J

\>

大鼠购

于贵州医科大学动物实验中心'

B

>̂ %8PX%NY]%c,%

4E=V;

载体*限制性内切酶
;

J

@

%

和
$/0=

%

购于纽

恩!上海"生物科技有限公司'

_$̂ +"*

细胞购于上海

和元生物技术有限公司'大鼠组织淋巴细胞分离液购

于天津灏洋生物生物制品科技有限公司'小抽试剂盒

购于
]C0&@

J

'

公司'

->V;)(

J

'4@

和内切酶购于

V$O

公司'

9'

T

酶和
1V9]>_:

-

感受态细胞*琼脂

糖凝胶
>V;

回收试剂盒均购自
9'S'C'

公司'引物由

上海英骏生物技术有限公司合成'华大基因进行阳性

克隆测序$

?.?.@

!

仪器
!

>V;

电泳槽*稳压电泳仪!北京六一

仪器厂"'电热恒温水槽!上海一恒科学仪器有限公

司"'凝胶成像仪!上海天能科技有限公司"'恒温培养

箱!上海精宏实验设备有限公司"'恒温摇床!太仓市

实验设备厂"'

]8=

仪!

;

BB

)(@1O(04

H

4D@&4

公司"'冷

冻高速离心机!

9E@C&0

公司"'移液器!

$

BB

@510CF

公司"$

?.@

!

方法

?.@.?

!
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腺病毒穿梭质粒构建
!

从
N@5O'5S

中查询大鼠
9=]8-

基因!

VP

/

22!27*!!:

"上下游序

列设计并合成
-

对
4(=V;

前体寡核苷酸片段#
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设阴性对照
V8

序列%

998 988 N;; 8N9 N98

;8N9

#合成
>V;

双链
U)(

J

0

片段#见表
!

$将得到

的
>V;0)(

J

0

片段加水溶解至
-2

$

&0)

&

W

$在退火体

系中加入溶解好的正反义
>V;0)(

J

0

片段各
!7

$

W

#

!2ZOIFF@C-

$

W

#混匀后置于
":g

水浴#

!2&(5

后取

出置于室温#使之自然冷却$取
B

>̂ %8PX%NY]%c,%

4E=V;

载体经
;

J

@

%

和
$/0=

%

酶切使载体线性化$

然后将双链
>V;

连接入酶切载体后转化入大肠杆菌

>_:

-

感受态细胞#于恒温培养箱中培养
!,E

$

?.@.@

!

]8=

阳性克隆鉴定及测序对比
!

挑取平板上

长出的转化子进行菌落
]8=

鉴定$正向引物%

:j%

889;999888;9N;9988998;9;%*j

#反

向引物%

:j%N9;;9;8NN99;988;8N8N%*j

$

将菌落鉴定得到的阳性克隆进行测序验证#通过

8EC0&'4

测序软件分析设计的
-

对穿梭质粒是否与

设计的
-

对干扰靶点序列一致$

?.@.A

!

腺病毒包装
!

利用
;1&'A

系统#选取目的穿

梭质粒
4E=V;%9=]8-

!

!

"与腺病毒骨架质粒共转染

到
_$̂ +"*

细胞中获得重组腺病毒$将
_$̂ +"*

细

胞接种到
,

孔板中#控制细胞转染时的密度为
62<

"

72<

$转染前
!E

去除原有细胞培养基#加入
!.:&W

的
U

B

D(%P$P

培养基$将待转染的病毒载体质粒
-

$

J

!骨架质粒
h

穿梭质粒
[!h!

"溶于
U

B

D(%P$P

培

养基#总体积为
+:2

$

W

#混匀$将
7

$

W

和腺病毒包装

转染试剂溶于
U

B

D(%P$P

培养基#总体积为
+:2

$

W

#

混匀$将腺病毒包装转染试剂稀释液滴加到质粒稀

释液中#边加边轻轻混匀#室温静置
+2&(5

#使
>V;

和转染试剂充分结合形成稳定的转染复合体$将配

好的
>V;%

转染试剂复合体加入到细胞培养板中$

,

E

后吸去培养基#磷酸盐缓冲液!

]O\

"洗
!

次#加入
+

&W

新鲜完全培养基培养$每
6+

小时补液
!

次#约

6

"

!:1

病毒空斑出现#完全病变后#收集上清液$经

包装后的
4E=V;%9=]8-

腺病毒质粒命名为
;1%
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4E=V;%9=]8-

$

?.@.C
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腺病毒扩增
!

将
_$̂ +"*

细胞铺在
!2/&

培

养皿中#待细胞长到
"2<

以上汇合度#加入合适滴度

的病毒
!222

$

W

#感染细胞#待
:

"

,1

全部病变后#收

取病毒#并反复冻融细胞
*

次#分装$

?.@.H

!

病毒滴度测定
!

选取状态良好的
_$̂ +"*

细

胞#接种至
+-

孔板中#每孔种入
:.2Z!2

: 个细胞后常

规培养$依次将
!2

#:至
!2

#7稀释的病毒液加入
+-

孔

板中#每孔加入
!22

$

W

#感染
-7E

$经免疫组织化学

后#在
+-

孔板每孔选择
:

个视野#在光学显微镜
!2Z

物镜下观察并计数阳性细胞个数#计算每个孔阳性细

胞平均个数及病毒滴度$根据公式病毒滴度!

(FI

&

&W

"

[

!平均视野阳性细胞个数
Z

每孔视野的个数
Z

稀释倍数"&

2.!&W

可计算病毒滴度$

?.@.I

!

M@4D@C5G)0D

检测
;1%4E=V;%9=]8-

有效

靶点干扰情况
!

因
9=]8-

过表达腺病毒载体包含有

Y)'

J

基因#因此将
+"*9

细胞接种
+-

孔板后#用过表

达腺病毒载体和各组干扰质粒共转染#

-7E

后收集细

胞提取蛋白样品#用
M@4D@C5G)0D

鉴定已构建的
;1%

4E=V;%9=]8-

是否有效减弱
Y)'

J

基因的蛋白水平$

?.@.J

!

大鼠
$]84

的培养
!

参照文献(

!!

)#使用密度

梯度离心法分离大鼠骨髓单个核细胞并加入
_

H

/)05@

的含
+2<

胎牛血清及双抗的
>P$P%W

培养基培养#

-7E

换液#细胞贴壁生长待密度长至
62<

时备用$

?.@.K

!

;1%4E=V;%9=]8-

质粒转染
$]84

!

转染前

将
$]84

密度调整至
62<

左右#先用基础培养液将细

胞换液
*

次#然后用不含血清和双抗的
>P$P%W

培

养液将
;1%4E=V;%9=]8-

的病毒液稀释后进行转

染$

-E

后加入新鲜的含
+2<

胎牛血清及双抗的

>P$P%W

培养基#

-7E

可在荧光倒置显微镜下观察

细胞转染状况并照相#观察绿色荧光的细胞占所有细

胞的百分比#计算出细胞转染效率#转染效率
[

视野

可见的绿色荧光细胞数&总细胞数
Z!22<

$因
;1%

4E=V;%9=]8-

带绿色荧光蛋白!

NY]

"#用流式细胞

仪检测带
NY]

的细胞!即示转染上
;1%4E=V;%9=%

]8-

的细胞"所占比例$

@

!

结
!!

果

@.?

!

]8=

阳性克隆鉴定
!

用
]8=

鉴定
-

组干扰质

粒#每组培养后挑取
!2

个转化子#

4E=V;%9=]8-

!

!

"

组
!

"

:

*

6

"

!2

号转化子为阳性克隆#

4E=V;%9=]8-

!

+

"组
!

"

,

*

7

号转化子为阳性克隆#

4E=V;%9=]8-

!

*

"组
!

"

,

*

7

"

"

号转化子为阳性克隆#

4E=V;%9=%

]8-

!

-

"组
!

"

,

*

7

"

!2

号转化子为阳性克隆$阳性克

隆得到
*-*G

B

的片段#阴性对照条带得到
*26G

B

的

片段#见图
!

$

@.@

!

=V;

干扰!

=V;(5D@CF@C@5/@

#

=V;(

"测序验

证
!

挑取阳性克隆进行测序#通过测序软件
8EC0&'4

分析#所插入的
-

对
4E=V;

与设计序列完全一致#说

明
-

对目的穿梭质粒
4E=V;%9=]8-

!

!

"*

4E=V;%

9=]8-

!

+

"*

4E=V;%9=]8-

!

*

"*

4E=V;%9=]8-

!

-

"

构建成功#见图
+

$

!!

!

%阴性对照!空载体质粒"'

+

%

>V; P'CS@C

#从上到下的方向依次

为
+222

*

!222

*

6:2

*

:22

*

+:2

*

!22G

B

'

*

"

!+

%挑取的
!2

个转化子

图
!

!!

菌落
]8=

鉴定

图
+

!!

4E=V;%9=]8-

穿梭质粒测序结果

@.A

!

病毒包装
!

选取测序正确的
4E=V;%9=]8-

!

!

"和骨架质粒共转染
_$̂ +"*

细胞#转染
!!1

后观

察#

_$̂ +"*

细胞已大量飘落#细胞基本呈绿色#此时

可收集细胞进行病毒贮藏#获得
9=]8-

重组腺病毒

载体
;1%4E=V;%9=]8-

#见图
*

$

@.C

!

病毒滴度
!

显微镜下
:

个视野中计算的阳性细

胞平均数为
6

个#此孔病毒稀释了
!2

6 倍#得出病毒滴

度为
:Z!2

!2

(FI

&

&W

$

@.H

!

各质粒转染
+"*9

细胞的
Y)'

J

基因的表达
!

4E=V;%9=]8-

!

!

"*

4E=V;%9=]8-

!

+

"*

4E=V;%

9=]8-

!

*

"*

4E=V;%9=]8-

!

-

"组
Y)'

J

蛋白的表达与

对照组
9=]8-

过表达腺病毒载体组比较完全缺如#

说明
4E=V;%9=]8-

!

!

"*

4E=V;%9=]8-

!

+

"*

4E=%

V;%9=]8-

!

*

"*

4E=V;%9=]8-

!

-

"明显抑制
+"*9

细胞中
9=]8-

基因的表达$

!!6+

重庆医学
+2!7

年
6

月第
-6

卷第
+2

期



!!

;

%转染
+1

后
_$̂ +"*

细胞'

O

%转染
61

后
_$̂ +"*

细胞'

8

%转染
!!1

后
_$̂ +"*

细胞

图
*

!!

荧光显微镜下转染后的
_$̂ +"*

细胞&

Z!22

'

!!

!

%

+"*9

阴性对照细胞样品'

+

%

9=]8-

过表达腺病毒载体转染

+"*9

样品'

*

"

,

%

4E=V;%9=]8-

!

!

"*!

+

"*!

*

"*!

-

"分别与
9=]8-

过

表达腺病毒载体共转染
+"*9

细胞样品

图
-

!!

Y)'

J

在
+"*9

细胞中的表达

@.I

!

;1%4E=V;%9=]8-

转染
$]84

!

用
;1%4E=%

V;%9=]8-

!

!

"转染
$]84-7E

后#在倒置荧光显微

镜下观察#转染效率为!

7:.-6R+.2:

"

<

#见图
:

$用

流式细胞仪测定带
NY]

的细胞占总细胞的比值#

;1%

4E=V;%9=]8-

转染
$]84

效率为!

,6.+6R+."-

"

<

#

见图
,

$

!!

;

%转染
-7E

后白光下
$]84

'

O

%转染
-7E

后荧光显微镜下
$]84

图
:

!!

;1%4E=V;%9=]8-

转染
$]84

的代表图&

Z!22

'

!!

;

%未经
;1%4E=V;%9=]8-

转染的
$]84

'

O

%经
;1%4E=V;%9=%

]8-

转染的
$]84

图
,

!!

流式细胞仪测定带
NY]

的
$]84

细胞水平的代表图

A

!

讨
!!

论

!!

本研究有两个重要成果%!

!

"成功构建
9=]8-

的

4E=V;

质粒#并进行腺病毒包装#为后续的细胞实验

及动物模型实验提供研究基础'!

+

"用构建的
;1%

4E=V;%9=]8-

成功转染体外培养的
$]84

#并得到

高效率的转染#为后续实验提供保障$

血管内皮损伤是动脉粥样硬化*高血压等疾病发

病的共同环节$血管损伤时#

$]84

可从骨髓激活并

特异性迁移至损伤血管部位#分化为成熟的内皮细

胞#促进损伤血管内皮的修复(

!+

)

$钙离子是细胞重要

的第二信使#参与了细胞的增殖*分化*迁移和细胞因

子分泌等多种功能的调控(

!*

)

#而
9=]

通道则参与了

作为胞外钙内流途径之一的钙库操纵性钙通道孔径

的构成$最新研究表明#

9=]8-

作为
9=]

通道的重

要成员之一#在心血管系统疾病的发生*发展中发挥

了重要作用(

!-

)

#

9=]8-

对内皮细胞的功能有重要影

响(

!:

)

#但
9=]8-

对内皮细胞的前体细胞
$]84

是否

有生物学功能影响目前仍不清楚$为完成上述研究#

本课题组需沉默
9=]8-

基因在
$]84

的表达#观察

其对
$]84

生物学行为影响$目前用于沉默基因表达

的常用方法如下%!

!

"复制基因敲除的动物'!

+

"构建

基因干扰质粒包括
4(=V;

和
4E=V;

干扰质粒$本

研究通过
=V;(

的方法构建沉默大鼠
9=]8-

基因表

达的重组腺病毒载体$

=V;(

是由内*外源性双链

=V;

介导的多步骤*多因子参与的过程#可使细胞内

&=V;

发生特异性降解#导致目的基因有效沉默或抑

制(

!,

)

$研究表明#

4(=V;

介导的
=V;(

干扰默靶基

因表达的效率低#而
4E=V;

介导的
=V;(

可以稳定

地抑制目的基因的表达#且比化学合成
4(=V;

有更

低的成本$目前用于包装质粒的病毒有慢病毒*腺病

毒*腺相关病毒及反转录病毒#本实验选择腺病毒作

为病毒载体#该病毒宿主范围广#基因组信息清楚#易

操作#容易获得高滴度#瞬间表达#安全性较高#可感

染多种人类细胞$目前较为成熟的载体系统有非复

制型!如
;1P'A

"和复制型!又叫溶瘤腺病毒"两种$

本课题组选择
;1&'A

包装系统#此系统主要利用

8C@

&

)0A]

!或
YW]

&

FCD

"重组酶将携带外源基因的穿梭

质粒与骨架质粒在
_$̂ +"*

细胞中重组#产生重组腺

病毒(

!6

)

$

综上所述#本实验成功构建了
4E=V;%9=]8-

重

组病毒载体#实现了高效干扰
$]84

中
9=]8-

表达

的目的#为后续研究基因沉默大鼠
9=]8-

表达对

$]84

的生物学功能有何影响奠定了基础#有助于进

一步探索血管损伤后内皮的再生机制$
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