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OFE9K57K

图
$

!!

重组质粒
4

H!IK965.2HO<]'A#,!

,

(

=9:

)

双酶切鉴定电泳图

C&C

!

重组质粒
4

H!D9+

T

.2HO<]'

的鉴定

C&C&B

!

]98A

)

酶切鉴定
4

H!D9+

T

.2HO<]'

重组质

粒
!

由于
4

H!D9+

T

.$

质粒含有
1

个
]98A

)

酶切位

点%

4

H!IK965.@Ea

和获得的
2HO<]'

目的基因片

段中各含有
$

个
]98A

)

酶切位点%酶切后可产生
'

个片段#

1$&%

*

$$&-

*

;&15L

$(

1N

琼脂糖凝胶电泳鉴

定结果%见图
1

(

!!

$

!

4

H!IK965.@Ea]98A

)

酶切)

1

!

4

H!D9+

T

.$]98A

)

酶切)

'

!

4

H!D9+

T

.2HO<]']98A

)

酶切)

E

!

OFE9K57K

图
1

!!

重组质粒
4

H!D9+

T

.2HO<]']98A

)

酶切鉴定电泳图

C&C&C

!

?96

)

酶切鉴定
4

H!D9+

T

.2HO<]'

重组质

粒
!

穿梭质粒
4

H!IK965.@Ea

上有
1

个
?96

)

酶切位

点%骨架质粒
4

H!D9+

T

.$

上有
$

个
?96

)

酶切位点%同源

重组成功经
?96

)

酶切产生了
$

个较大片段和
$

个
0&;

5L

左右片段(

1N

琼脂糖凝胶电泳鉴定结果%见图
'

(

!!

$

*

1

!

4

H!D9+

T

.2HO<]'?96

)

酶切)

'

!

4

H!D9+

T

.$?96

)

酶切)

0

!

4

H!IK965.@Ea?96

)

酶切)

E

!

OFE9K57K

图
'

!!

重组质粒
4

H!D9+

T

.2HO<]'?96

)

酶切鉴定电泳图

C&C&D

!

测序鉴定
!

OZH

测序证实
4

H!D9+

T

.2HO<]'

重组质粒中目的基因
2HO<]'

未出现碱基的突变*错

配等 异常%与
A"8"+9

4

#7,+9!K7,"67

4

3"KL739'

#

HO<]'

$%

8<ZH

#

ZE

.

%%%%1;&1

$

@O=

基因序列完

全一致(

C&D

!

重组腺病毒
H!.2HO<]'

在
HO1('

细胞中的包

装与扩增

C&D&B

!4

H!D9+

T

.2HO<]'?96

)

酶切线性片段转染

HO1('

细胞
!

转染后第
1

天倒置荧光显微镜下即可

见散在
BC?

)转染后第
-

天%

BC?

呈,彗星-状改变#图

0H

$)转染后第
(

天
HO1('

细胞出现明显的
@?D

%见

图
0]

(

!!

H

!转染后第
-

天#

[0%

$)

]

!转染后第
(

天#

[1%%

$

图
0

!!

BC?

跟踪重组腺病毒
H!.2HO<]'

包装过程

C&D&C

!

重组腺病毒
H!.2HO<]'

感染
HO1('

细胞
!

首次感染后第
1

天即可见
BC?

呈散在荧光分布)感

染后第
'

天即出现明显
@?D

%细胞呈,葡萄-串状改

变(重复感染时%感染后第
1

天即可见
BC?

高强度

表达#图
;H

$)感染后第
'

天
@?D

明显%大部分细胞脱

落%见图
;]

(

!!

H

!感染后第
1

天
BC?

表达)

]

!感染后第
'

天细胞形态

图
;

!!

重组腺病毒
H!.2HO<]'

感染
HO1('

细胞$
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书书书

!!

!

!心肌细胞"

"#$$

#$

%

!肺血管内皮细胞"

"&$$

#$

'

!肝细胞"

"&$$

#$

(

!脾细胞"

"&$$

#$

)

!肾小球毛细血管内皮细胞"

"#$$

#$

*

!肠黏膜上皮

细胞"

"#$$

#

图
+

!!

',*

大鼠多脏器
-!(.%/

表达
0,'

染色

!1"1"

!

重组腺病毒
!23-!(.%/

滴度测定
!

分光光

度计测定
!23-!(.%/

病毒滴度为
41#$"&$

&#

56

%

78

&

!1#

!

重组腺病毒
!23-!(.%/

的功能鉴定
!

经心包

注射方式给予重组腺病毒
!23-!(.%/

感染
',*

大

鼠'

',*

大鼠心(肺(肝(脾(肾及小肠多器官组织切

片
0,'

染色均检测出
-!(.%/

的表达&在
',*

大

鼠的心肌细胞(肺细小支气管上皮及肺血管内皮细

胞(肝细胞(脾细胞(肾小球毛细血管内皮细胞及肠黏

膜上皮细胞细胞质内均可见
-!(.%/

阳性颗粒'见

图
+

&

"

!

讨
!!

论

!!

心力衰竭是各种心脏病的终末阶段'是威胁全球

性公众健康的主要原因'不仅病死率高(预后差'其医

疗支出已经成为国家和国民巨大的经济负担&随着

冠心病(高血压(糖尿病等疾病发病率的上升'心力衰

竭已经成为全球亟待解决的公共卫生问题)

4

*

&传统

药物治疗'虽能有效缓解心力衰竭的症状'降低患者

住院率'但其
4

年病死率仍超过
4$9

)

+

*

'仍未达到理

想的治疗效果&因此'进一步探寻心力衰竭的发病机

制及防治措施是当今心血管领域的热点&

!

/

3!.

是

!

3!.:

的
&

个亚型'属于
;

蛋白偶联受体家族&

!

/

3

!.

在机体广泛分布'如白色脂肪组织(棕色脂肪组

织(骨骼肌(肠道平滑肌(呼吸系统等'主要参与机体

的代谢'介导白色脂肪组织的脂肪分解和棕色脂肪组

织的产热作用及胃肠道活动等)

<

*

&有研究在人类和

动物模型中均证实衰竭心脏较非衰竭心脏
!

/

3!.

表

达升高
#

"

/

倍'负性肌力作用持续增强'提示
!

/

3!.

可能在心力衰竭的发生(发展过程中发挥一定的作

用)

=3>

*

&最新的一项关于
!

/

3!.

激动剂对
',*

患者

作用的临床试验结果表明'给药
+

个月'米拉贝隆"

!

/

3

!.

激动剂#较安慰剂对心肌梗死后心力衰竭患者左

心室 射 血 分 数 "

?@ABC@DBEFGH?IE@

J

@GBFKDAEIGBFKD

'

85)*

#无明显影响'不良事件发生率也相似'但探索

性分析显示对于
85)*

"

L$9

的患者米拉贝隆可改

善患者
85)*

)

&$3&&

*

&提示
!

/

3!.

激动剂可能成为治

疗心力衰竭的一个新方向'但同样不能忽视米拉贝隆

兼具部分
!

&

%

!

#

3!.

激动作用&可见一种高效高选择

性
!

/

3!.

激动剂对于探索
!

/

3!.

在心力衰竭中的作

用及机制至关重要&

将外源性基因转移到细胞或组织稳定表达'合适

的载体是关键因素之一'常用的载体有病毒载体和非

病毒载体&病毒载体主要包括反转录病毒载体(腺病

毒相关病毒载体(腺病毒载体等)

&#

*

&腺病毒作为传输

载体具有许多优点!"

&

#宿主范围广'对人致病性低&

腺病毒可以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&"

#

#可

以感染增殖和非增殖细胞'对于心肌细胞(神经细胞

等终末细胞而言'腺病毒载体是最佳的外源性基因表

达系统&"

/

#外源性基因容量大'可插入
=MN

外源基

因'潜在容量可达
/$MN

&"

L

#不整合至宿主细胞基因

组'无插入致突变性&"

4

#不需要辅助病毒'能有效地

进行增殖'易于培养和纯化'病毒滴度可高达
&$

&#

O

AH

%

78

'适于进行基因治疗)

&/

*

&由于
-!(.%/

片段较

大'因此本实验选用腺病毒载体系统'构建
!23

-!(.%/

&

本研究应用
!2)I:

P

3&

腺病毒系统采用两步转化

法)

&L

*构建重组腺病毒&第一步先将
O

!2):I

P

3&

骨架

质粒转化进入大肠埃希菌
%Q4&=/

'制备含有
O

!2):3

I

P

3&

骨架质粒的大肠埃希菌
%Q4&=/

感受态细菌$第

&#>#

重庆医学
#$&>

年
>

月第
L=

卷第
&<

期



二步'将
O

!2REIGM3'S53-!(.%/67@

#

酶切线性

片段电转化转入大肠埃希菌
%Q4&=/

感受态细菌'进

而与其内部的
O

!2):I

P

3&

骨架质粒进行同源重组&

该方法明显提高了同源重组的成功率'缩短了实验周

期'得到广泛应用)

&4

*

&

目前尚鲜见应用腺病毒载体系统构建携带

-!(.%/

基因重组腺病毒相关报道&本研究发现'应

用
!2)I:

P

3&

缺陷性腺病毒载体系统'能够成功构建

重组腺病毒
!23-!(.%/

'获得的纯化重组腺病毒

!23-!(.%/

经心包注射的方式可以有效感染
',*

大鼠'

-!(.%/

可以在
',*

大鼠心(肺(肝(脾(肾及

小肠多器官组织中表达'证实以腺病毒为载体介导的

外源
-!(.%/

基因可在
',*

大鼠体内有效表达'可

为进一步研究人
!

/

3!.

在心力衰竭中的作用及具体

机制'提供高效(高选择特异性的实验工具&
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