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摘 要
: 【目的】采用 c er

一
L ox P 同源重组系统构建并鉴定携带人胰岛素样生长因子

一
1 h(

u m an ins ul i n 一
li ke

gor wt h fac otr
一

1
,

MGF
一

1 ) 目的基因的复制缺陷重组腺病毒
,

为椎间盘退变的 产“ `尸
.

1 基因治疗奠定基础
。

(方法】

cP R 合成 几了̀ 尸
~

1 基因
,

用 p M1D 8
一
T 载体克隆 hlc -F 1 目的基因

,

酶切
、

测序并进行 Nc BI BLA ST 相似性在线分

析
。

将 pM 1D 8
一

-T hI G F
一

l 和 p D N R
一

1r 质粒分别行 cE
o
R I 和 B a m H I双酶切

,

DN A 连接酶连接双酶切产物
,

转化感

受态大肠杆菌 D H 5 a ,

合成中间载体 pDN R
一

hI GF
一
1

,

酶切鉴定
。

C er
一

lox P 系统介导 p DN R
一

hI G F
一
1 和 p l .nt Avl

·

SaP T

同源 重 组 形 成 p ln L A v l
.

SP aT
一
hGI F

一
1 重 组 表 达 质 粒

,

行 &
。
R l 酶 切 鉴 定

。

复 苏 293 细 胞
,

将

p lnt
.

Avl
.

S p aT
一

hI GF
一
1 和 p l nt

.

B
.

B 质粒在 293 细胞内进行同源重组成含 人了̀ F
一

1基因的复制缺陷重组腺病毒
。

倒置显微镜观察 2 93 细胞病变样效应 ( cy t叩 at ho ge in
c e

ffe
c t ,

c P)E ;透射电镜观察 29 3 细胞中的病毒颗粒 ;提取细

胞裂解液中病毒 D NA
,

PC R 鉴定 产J `卢
1网

1 目的基因的存在 ;

We
s et m b lot 检测 hI GF

一

1蛋白表达
。

用半数组织培养

感染量 ( t i s s u e C u l t u r 。 infe
e t i o , , 5

d
o s e 5 0

,

T e I D S。
)方法测定重组腺病毒的滴度

。

[结果 ]克隆的 M G F
一
l 目的基因经

N e B I B以 s T 相似性在线分析证实与 H o m 。 s a p ie n s I e F
一
1 ( G l :

299 2 3 1 1 1 )完全相同
。

p l n t
.

A v l
.

s p aT
一

h IG F
一
1 酶切

鉴定
,

出现 5
.

4 kb 和 I kb 两条片段
,

与理论值完全相符
。

转染 2 93 细胞 12
~

14 d 后
,

大部分细胞出现肿胀
,

脱落

等细胞病变样效应
。
P C R 鉴定细胞裂解液中含有 人2召几 1 目的基因

。

We set m b l ot 证实重组腺病毒表达 h GI F
一
1蛋

白
。

第 2 代腺病毒的滴度为 80
x

lo
` P Fu / m L

。

【结论 1成功构建出含有 h l` F
~

I 目的基因的复制缺陷重组腺病

毒
。
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t i o n by C r e 一

L o x P h o m o l o g o u s r e e o m b i n a ti o n s y s t e m
,

i n o
dr

e r t o l a y a b a s i s fo r h I G界 1 g e n e t h o r a p y o f
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e t h o d 。
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p l n t
.

AV I
.

S p Ta w i th C r e一 lo x P s y s t e m a n d id e n t i fi e d b y E e o R 1 d i g e s t io n
.

R e p l i e a t i o n d e fe e t iv e a d e n -

o v iru s w it h h l` F
目

1 g e n e w a s s y n t h e s iz e d b y e o t r a n s fe e t i o n o f p l n t
.

AV I
.

S p a T
一

h I G F
一

1 a n d p l n t
.

B
.

B

P l a s m id s in t o 2 9 3 e e l l s
.

C y t o p a t h o g e n i e e
ffe

e t s w e r e o b s e rv e d t h r o u gh in v e rt m i e ro s e o p e
.

Ad e n o v i ru s

i n e l u s io n s w e r e o b s e rv e d t hro u gh t r a n s m i s s io n e l e e t r o n m i e ro s e o p e
.

A d e n o v iru s DN A w a s e x t r a e t e d

fr o m e e l l l y s is
,

h IC 几 1 g e n e w a s i d e n t iif e d w i th P C R te e h n i q u e
.

h I G F
一

1 p or t e i n e x p er s s i o n w a s

i n d e n t iif e d b y W e s t e rn b l o t t e e h n i q u e
.

T h e s e e o n d g e n e r a ti o n a d e n o v ir u s t i t e r s w e r e t e s t e d b y t i s s u e

e u l t u r 。 in fe e ti o 。 d o s 。 5 0 ( T c x抚
。
) m e th o d

.

【R e s u一t。 ] T h 。 。 y n th e s i z e d 人招尸
一

了 g e n 。 。 f i n t e er s t h a d th e

s a m e s e q u e n e e a s t h a t o f H o m o s ap i e n s
( G l : 19 9 2 3 1 1 1 )

.

B o th fr a gm e n t s o f 5 4 0 0 a n d l 0 0 0 b a s e

Pa i r s w e r e s e e n b y r e s t ir e ti o n e n d o n u e l e a s e d i g e s t i o n o f p l n t
.

AV I
.

S p aT
一

h I GF
一

1 a o e x p e e t e d
·

C y
-

to p a th o g e n i e e
ffe

e t s in e l u d i n g e e l l s w e l l i n g a n d s h e dd i n g w e r e o b s e vr e d i n m o s t o f 2 9 3 e e l l s 1 2 一 14

d叮 5 a ft e r t r a n s fe e t io n
.

人Z̀ 几 1 g e n e e x i s t e d i n t h e e e ll l y s i s
.

H e x a h e d or n a d e n o v iur s i n e l u s io n s w e r e

fo u n d i n t h e e y t o p a t h i e 2 9 3 e e ll u l a r n u e le i
.

hI G-F 1 g e n e e x i s t e d a t r e e o m b i n a n t a d e n o v iur s
·

R e e o m b i
-

n a n t a de n o v iur s e x p er s s e d h I G F
一

1 P or te i n
.

T h e s e e o n d g e n e ar t io n a d e n o v iur s t i t e sr w e r e SO x ] 0 6

P Fu / m L
.

【e
o n e l u s i o n

] R e p li e a t i。 。 d e fe e ti v 。 。 d e n o v i r u 。 w i t h 解`几 2 g e n 。 。 f i n t e r e s t h a 。 b e e n

c o n s t r u c t e d s u e e e s s fu l ly
.

K e y w o r d s ; a d e n o v iur s ; i n s u l in
一

lik e g or w th fa e t o r 一 I ; e l o n in g
,

m o l e e u l a r

[ J SUN Y
a t 一 s e n

U
n iv ( M

e
d S

e i )
,

2 0 0 4
,

2 5 ( 1 )
: 4 5

一

5 1 ]

人胰 岛素样生 长 因子
一

1 ( h
u m a n i n s u li n

一

l i ke

g or w ht 九 c ot r 一 1
,

hI G F
一

l) 是一种由 70 个氨基酸组成

的多肤
,

相对分子质量 从
二 7

.

6 x lo
, 。

血清中

游离存在的 hI G F
一

1 与胰岛素样生长 因子受体
一

1

( i
n s u l i n

一

I i k。 g r o w th fa e t o r r e e e p t o r 一 1
,

IG F
一

l r )结合能

够 促 进 椎 间 盘 细 胞 增 生
,

促 进 蛋 白 多 糖

( p or et 铭ly
c an

,

P G )和 11 型胶原合成
。

腺病毒载体是

椎间盘退变 ( i
n t e vr e rt e b r a l d i s k d e g e n e r a ti o n ,

IV D D )

基因治疗的常用载体
,

但携带 h l` 尸
一

I 基因的重组

腺病毒用于 VI DD 的基因治疗尚未见报道
,

因此构

建携带 h IG F
一

1 基因的重组腺病毒
,

无 疑对研究

hI G F
一

了基因在 W D D 中所发挥的分子机制及生物

学效应的基础研究
,

以及 VI D D 基因治疗的临床应

用研究提供重要的实验基础
。

1 材料和方法

1
.

1 质粒
、

菌株

①菌株 :
大肠杆菌 D H 5 a

、

oT p 10 菌株
、

大肠杆

菌 B N N 1 32 (非重组酶缺陷型 ) 为本实验室保存 ;

2 93 细胞株购 自美国拓普基因公司
。

②质粒 :

p DN R
一

l r
质 粒 ( C

r e 一

I o x p 系 统 的供 体 分 子 )
、

p l n t
.

A v l
.

s p a T 质粒 ( C er
一

l o x p 系统的受体分子 )
、

lP nt
.

B
.

B 质粒 (含腺病毒骨架基因 ) 购 自广州拓谱

公司 ; p MD 1 8
一

T 载体购自 T a k a r a
(大连 ) 公司

。

L i p o fe e ta m i n e
购 自美国 I n v it r o g e n e

公司
。

1
.

2 主要试剂

限制性内切酶 尸对乙 I
、

aP
。

I 购 自 N e w E n
gl an d

B i o l o盯 公司
。

E e o R I
、

B a m H I
,

其它限制性内切酶
、

T 、 DN A l i g a s e 、
E x

aT g D N A 及 m ar k e r 购 自 T a K a R a

(大连 ) 公司
。

Q认 G E N P l a s m i d M i n i K i t
,

QI A GE N

G e l E x t ar e t i o n K i t 购自美国 QI A G EN 公司
。

U N IQ
一

10

病毒 DN A 提取试剂盒购 自上海申工生物技术公

司
。

w es et m hl ot 检测试剂盒购自武汉博士德生物

工程有限公司

1
.

3 携带 h I G F一 基因重组腺病毒载体的构建

1
.

3
.

1 h IG -F I 基因的克隆和鉴定 通过 P C R 方

法合成 h IG -F I 功能基因序列 (编码分泌肤和成熟

肤的
C DN A 序列 )

。

基因合成方法
:

将 hI GF
一

1 功能

基因序列拆分成 8 个片段
,

分别命名为 G F I
、

G F Z
、

G F 3
、

G F 4
、

G F S
、

G F 6
、

G F 7 和 G F S
,

人工合

成
。

再将 G F I 一 G F 4 为一组进行 PC R 反应
,

条件
:

9 4 ℃ 3 0 5 、

5 5 ℃ 3 0 5 、

7 2 ℃ 3 0 5 、
3 0 个循环

,

7 2 ℃

延伸 10 m in ; 反应产物行琼脂糖电泳分析
,

回收条

带
。

G F S ~ G F S 按照同样程序操作
。

回收的两段

D N A
,

等体积混合
,

再按照上述的 P c R 条件
,

合成

完整的 M G F
一

I功能基因序列
。

用 p M D I子T 载体进

行克隆
。

用 刀卯R l 和 B a m H I 双酶切鉴定 ;测序并

将测序结果行 N CBI B LA S T 相似性在线分析
。

1
.

3
.

2 中间载体 p D N R
一

hI GF
一

1 的构建 分别用
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,

等
.

携带人胰岛素样生长 因子
一

1 重组腺病毒的抑料坚旦鉴i鑫

含 p D N R
一

h
、

p M D 1 8
一

T
一

h G[ F
一

1 质粒的菌液铺板
,

挑

取单克隆
,

摇菌
。

按照 QI A GE N P l a sm id M i n i K i t 操

作 规 程 提 取 p DN R
一

l r 、
p M D l s

一

T
一

h I G F
一

l 质 粒

DN A
。

电泳观察质粒 DN A 的量决定酶切反应体

系
。

用 cE
o R I 和 B a m H I 双酶切 p DN R

一

l r
质粒

、

p M D 18
一

T
一

h I G F
一

1质粒
。

按照 Q IA G E N G e l E x tar e t i o n

iK t 回收大小约 4 kb 左右两端具有 cE
0 R I 和

aB m H I赘性末端的 p D N R
一

lr 和约 40 0 b p 两端带

有 cE
o R I 和 B a m H I 豁性末端 h l ` F ` 1 基 因片

段
。

用 4T DN A h , se 连接 PDN R
一

lr 和 h IG F
一

1基

因片段成 p D N R
一

h I G F
一

1
,

再用 p D N R
一

h IG F一 转化感

受态大肠杆菌 D H5 a
,

挑选单克隆
,

摇菌
,

提取菌液

上清 D N A
,

PC R 鉴定 ;抽提质粒 DN A
,

酶切鉴定
。

1
.

3
.

3 p l n t
.

AV I
.

Sp a T
一

h IGF
一

l 重组表达质粒 的

构 建及鉴 定 通 过 rC e 一

lox p 系 统 介导 p D N R
-

h IG F
一

l 之间的重组
,

获取 p l n l A v l
.

S p a T
一

h I G F
一

1

重组质粒
。

具体操作如下
:
将 p D N R

一

M GF
一

1 20 林 L
、

p l n t
.

A V I
.

Sp aT 20 林L 和 B N N 1 32 感受态细胞 2 0 0

林L 组成转化体系
,

冰上放置 30 m in
,

42 ℃水浴 40

s ,

冰上放置 3 一 5 m i n 后
,

加人 50 0 卜L 的 L B
,

3 7

℃
,

( 2 5 0 x g ) 一 ( 2 0 0 x g )震荡培养 6 0 m in
,

以表达

氯霉素抗性基因
。

取 2 00 林L 转化液涂布于氯霉素

抗性选择平板 (含 70 9 / L 蔗糖 )
,

37 ℃过夜培养
。

挑选单克隆
,

摇菌扩增
,

提取质粒 D N A
,

进行酶切

鉴定
。

酶切鉴定正确行测序证实
。

1
.

3
.

4 p lnt
.

A vl
.

SaP T
一

M G F
一

1 重组表达质 粒的

体外包装 冻存的 2 93 细胞 37 ℃水浴解冻后
,

用

DM E M (含 甲 二 10 % FB )S 培养
。

细胞达到 70 % -

80 % 融合后
,

用 0
.

5 m g / L 胰酶 + 0
.

2 m g / L E D
-

TA 消化 50
5 ,

将细胞一分为十传人 25 m L 的培养

瓶中
,

细胞数密度为 0
.

5 x 10
9
/ L

,

继续培养 24 h
,

细胞达到 60 % 左右融合后用脂质体介导转染
。

具

体转染方法
: ① 移去含血清的培养基

,

加人 4 m L

无血清
、

无抗生素的 o p iit on al
一

M EM 培养基温浴 35

m i n
。

② 在 E p p e n d o迁管 ( E P 管 )中配置 D N A / 脂质

体复合物
:
用 aP

o
l J ”儿 1 双酶切 p玩 t

.

A v l
.

S p aT
-

h IG F
一

l
,

用 cl a l 酶切 p l n r
.

B
.

B 质粒
。

将 4 林g 的

p l n r
.

B
.

B / lC a l和 2 林g 的 p l n t
.

A v l
.

S p a T
一

h IG F
一

l

/ ( aP
。 I + 矛”儿 )I 在 E P 管中混合

,

在上述混合液

中加人 2 0 0 卜 L 的
o p i t i o n a l

一

ME M ; 在另一只 E P 管

中加人 1 0 林L 脂质体和 2 0 0 林L 的
。 p i t i o n a l

一

M E M ;

将上述两管混合
,

室温孵育 45 m in
。

③ 取出孵育的

2 93 细胞
,

再加人 1
.

6 m L 的培养基
,

逐滴缓慢加人

40 0 协 L DN A / 脂质体复合物
,

轻轻振荡
。

④ 在 37

℃
、
切 二 5% C O

:

培养箱中培养 3 h 后更换为 D M E M

完全培养基
,

孵育过夜
。

⑤ 移去 DM E M / DN A / 脂

质体的混合物
,

加人 D M EM (含 钾 = 10 % FB )S 继续

培养
,

每天根据培养基的颜色判断是否需要换液
。

观察细胞病变
。

10
一
12 d 后

,

大部分细胞出现细胞

病变效应 ( C P E )
,

倒掉培养液
,

用细胞刮刀将细胞

刮至培养瓶一侧
,

收集细胞
,

25 m L 的培养瓶用 2

m L 磷酸缓冲溶液 ( PB )S 洗涤
、

离心
。

37 ℃
、 一

70 ℃

反复冻融 3次
,

从中取出 0
.

5 m L 病毒上清转染融

合达 70 % 左右的 293 细胞进行第 2 代病毒扩增
。

其余
一
70 ℃保存备用

。

1
.

4 重组腺病毒载体的鉴定

1
.

4
.

1 倒置显微镜观察细胞病变 病毒转染 2 93

细胞后
,

开始 3 d 不动
,

以后每天在倒置显微镜下

观察 2 93 细胞形态
,

进而判断重组腺病毒的包装情

况
。

1
.

4
.

2 透射电镜观察重组腺病毒 2 9 3 细胞按

0
.

l xl 少 / L 传代至 6 孔板中
,

当细胞融合达到

80 % 一
90 % 时用第 2 代病毒上清转染 4 孔

,

另两孔

设为阴性对照
。

4 d 后
,

转染细胞出现完全 C PE
。

分

别收集处理组和对照组 2 93 细胞于 巧 m L 的离心

管中
,

离心去上清
,

30 9 / L 戊二醛固定
,

PB S 冲洗
,

脱水
,

环氧树脂包埋后
,

切片
、

电镜检查
。

1
.

4
.

3 重组腺病毒的 P e R 鉴定 按照 u N rQ
一

10

病毒 D NA 提取试剂盒操作步骤提取第 2 代病毒上

清中的病毒 DN A
。

用 hI GF
一

1基因合成时的 G IF 和

G 6F 分别为上下游引物
,

P CR 条件
:
94 ℃ 30

5 、

55

℃ 2 m i n
、
7 2 ℃ 2 m i n

、

3 0 个循环
,

7 2 ℃延伸 7 m i n
,

4 ℃保存
。

取 5 卜L P c R 样品
,

20 9 / L 琼脂糖凝胶电

泳
。

上游引物
: 5

`
T G AT G A A rT CAT GG G A A A A AT C A

G C A GT C T 】
,

C C A A C C C A A明
,

A l丫IT A A G T G C T G C ,l’ f f f

G 3
’
; 下游引物

: 5
`

A CG A TG C C T G T C T G AG G C G C C
-

C T C CG A C T GC TG G A G C CA T A C C C T GT G GG C T G尸件 G

A AA 3
’ 。

1
.

4
.

4 SD S
一

P A G E
、

W e s t e nr b lo t检汉11 h IG F
一

1 的表

达 在 2 4 孔板中
,

每孔接种 0
.

5 x 1 0 6 2 9 3 细胞
,

当

细胞融合达到 80 % 左右
,

用 2 00 匹 第 2 代病毒上

清转染
,

37 ℃
、
沪 二 5% c o

Z

培养箱中继续培养

4 5 一 7 2 h
,

观察 e PE
。

出现完全 e P E后
,

取 4 0 0 林L

的培养上清转移到 1
.

5 m L 离心管中
,

80 0 r / m in
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s即i e n s IGF
一

l (GI
: 19 9 2 3 1 1 1 )的序列完全相同

。

2 0 0 0

000700500200

图 1 重组质粒 p M D 1 8
一

T- hI G F- 1 的酶切鉴定

F i g
.

1 E n d o n
uc lea s e i d e

nti fi e a ti o n o f r e e o n lb i n a nt P la s -

而d PMD 1 8
·
T

·

hI G F
·
1 ( 8 9 / L 吃a r o s e g el el e e t ro P h o r e s is )

L a n e l
,

2 : p M D 1 8
一

T ; 肠
n e 3

,

4
: p MD 1 8

一

-T h I G-F 1 d i朗 s r e d by cE
o R I

+

aB m H l ; M : D 2L 0 0 O DN A m ar ke r

nU一blù I
`

.

1qdō .1万ōh,1
4
二dqJ

离心 5 m i n (型号 L x
J
一

11 10 9 5 9
, : = 10 。 m )

,

弃上

清
,

加入 20 林L BP S 重悬
。

加人 20 林L Z x 上样缓冲

液
,

煮沸 s m in
。

上样进行 SD S
一

PA GE 电泳 ;将其中

一块凝胶浸人 2
.

5 9 / L 考马斯亮蓝染色
,

观察蛋

白条带
。

另一张凝胶进行 w es et m bl ot 检测 hI GF
一

1

的表达
:
将与凝胶一样大小的滤纸及 VP D F 膜分别

浸人缓冲液 A
、
B

、

C 中 15 m in
,

将凝胶置人缓冲液 C

中 巧 m in
。

从电极板的负极到正极依次放置滤纸
、

凝胶
、

P V D F 膜
、

滤纸
,

用针在凝胶上做记号
,

各层之

间不可 留有气泡
。

用 25 V x 4 5 m in 通电进行蛋白

转移
。

转印过蛋白的膜按试剂盒操作程序进行

hI GF
一

1表达的检测
。

1
.

5 含 hI G -F 1重组腺病毒滴度测定

用半数组织培养感染量 ( ti
s s u e 。 u l t u r e i n fe e -

ti o u s d o s e 5 0
,

T e xD
、 。

) 方法测定第 2 代重组腺病毒

的滴度
,

具体方法如下
: ① 在 Z x

% 孔平底板中每

孔加入 2 9 3 细胞 xo o 协L ( 10
x 10

,

个细胞 ) ;② 准备

病毒稀释液
:
在无菌 E P 管中准备 8个系列病毒稀

释液
,

在第 1 个 E P 管中加 0
.

9 m L 其它各管加

1
.

3 5 o L DM EM (含 沪 = 1 0% FB s )
,

在第 一管中加

0
.

1 m L 病毒储液
,

混匀
。

取出 O
`

15 m L 10
一 `

稀释液

并转移到第 2 个 E P 管
,

重复稀释到第 8 个稀释

度
。

③ 9 6 孔板的每一行
,

从#1 一 #1 O每孔分别加人

10 0 林L (每个稀释度 1 0 孔 )至第 8 个稀释度
。

纵行#

1 1 和# 12 用做阴性对照
,

每孔加人 10 0 林L DM EM

(含 甲 = 10 % F Bs )
。

④ 平板放在 37 ℃ 切 二 5% c 仪

培养箱中培养 10 d
,

观察细胞病变
。

_

b p

一 2 3

O心八n月任
一一一

一 2 3 2 2
一 2 0 2 7

2 结 果

2
.

1 h I G F
一

1 基因的克隆和鉴定

将合成的 h I G F
~

1 基因连接到 p M 1D 8
一

T 克隆
,

菌液经全自动测序
,

用 N CBI B LA ST 进行相似性在

线分析
,

发现与报道的 H o

mo
S a p i e n s I GF

一

1 (G l :

19 9 2 3 1 1 1 )的序列完全相同
。

用 cE
o R I 和 B a m H I

对 p M D 1 8
一

T
一

hI GF
一

1进行双酶切
,

10 9 / L琼脂糖凝

胶电泳显示两条带
,

分别位于 2 00 0 b p 和 350 b p

处
,

与理论值完全相符 (图 1 )
。

2
.

2 p ln t
.

A v .l S p aT
一

hI GF
一

1重组质粒的鉴定

p x n t
.

Av l
.

s p君
一

h rG F
一

r 为 6
.

4 k b 的重组质粒
,

含有两个 cE
o R I 酶切位点

,

酶切可产生 5
.

4 kb 和

I kb 两片段
,

电泳鉴定结果与预期值完全相符 (图

2 )
。

再次测序
,

N CBI BI A ST 在线分析
,

与 H o m 。

图 2 p lnt
.

A v l
.

s paT
·

h IG -F 1 重组质粒的酶切鉴定

乃 9
.

2 R e s t r i ca it on i d e n it if
e a 6 on Of

r e e o m b i n
a
ot

lP a
sm i d P b l t

.

A V I
.

S P a T
·
h IG F

一
1 ( 1 0 9 / L

a

ga or s e

gel
e le e ·

t r o Ph o r e s is )

恤
n e l : p l n t

.

A V I
.

Sp aT
一

h I G F
一

1 d ig e s t e d by E
e o R I: M : 入

一

Hi n d

班 d i罗 s t m akr
e r

2
.

3 倒置显微镜观察

正常 2 93 细胞呈多角形
、

不规则形
,

细胞之间

分界明显
,

贴壁能力较强
。

第 1代病毒转染 4 d 后
,

29 3细胞出现腺病毒感染的早期病变
,

少量细胞变

圆但不脱落
,

7 d 后
,

培养瓶有肉眼可见的蚀斑形

成
,

以后病变的细胞逐渐增多呈葡萄串状脱落
,

12 ~ 14 d 后
,

几乎所有细胞均变圆
、

脱落 (图 3 )
。

2
.

4 电子显微镜观察

正常的 2 93 细胞细胞膜
、

胞核和细胞器完整
。

出现病变的 2 93 细胞细胞膜
、

核膜破裂
,

细胞浆
、

细



第 1期 黄宗强
,

等
.

携带人胰岛素样生长因子
一

l 重组腺病毒的构建和鉴定

胞核内出现大量 的正六面体的病毒晶格状 的包涵

体 (图 4 )
。

b P M

0 0 0 一

5 0 0 一

3 0 0 一

1 0 0 一

图 3 重组腺病毒倒置显微镜观察

F i g
.

3 I n v e r t m ic r o s c o P e o b s e r v a it o n o f C y t o P a
ht

o g e n ie

2 9 3 e el ls (
x 4 0 0 )

C y t o p a t ho g e n i e 2 9 3 c e l l s l o o k e d l i ke ro u n d s w e l l i n g a n d t h y s i t o rm

图 5 重组腺病毒 P C R 鉴定

F ig
.

5 I d e n 6 if c a t i o n o f r e c o m b in a n t a d e n o v i r u s w i t h P C R

( 2 0 9 / L a g a r o s e g e l e l e c
tr o P h o r e s is )

M
:

1 0 0 0 b p D N A l a dd e r : L a n e l : e y t o p a t h
o g e n i e 29 3 e e l l s ; L a n e

2 : n o r m a
l 2 9 3 e e l l

s

丫6M--7扮林触热撅娜
3

薰
蘸

羹 夔
{撇撇

纂一
。

麟
一 14

.

5

一 6
.

5

图 4 重组腺病毒的电镜观察

F i g
.

4 T r a n s m i s s i o n e l e e t r o n m i e r o s c o P e o b s e r v a t io n o f

r e e o m b i n a ti o n a d e n o v ir u s ( x 8 0 00 )

H
e x a

h
e
d

r o n a d e n o v i rn
s i n e

l u s i o n s w e r e
fo u n d i n e y t o P a t h o g e n i e

2 9 3 e e
l l

u
l
a r n u e l e i

图 6 重组腺病毒 W
e s t e r n b l o t 鉴定

F i g
.

6 hI G F
·
1 gr o w ht fa ct o r e x P r e s is on of r e e

om b in a n t

a d e n o vi r u s w i t h We s te
r n b l o t te

e h ul q u e

M
:

b ro a d r a n g e bi
o t i n y l a t e d P r o t e i n m a r

k e r : L a n e l
、

2
: e y -

t o p at h
o g e n i e 2 9 3

e e
l l

s ; L a n e 3
、

4
: n o r m a

l 2 9 3 e e l l
s

3 讨 论
2

.

5 重组腺病毒 P C R 鉴定

分别提取出现病变的 2 93 细胞
、

正常 293 细胞

的 D N A
,

P C R 后
,

2 0 9 / L 琼脂糖凝胶电泳
,

在约 3 0 0

b p 处病变的 2 93 细胞出现条带 (图 5 )
。

2
.

6 SD S
一

P A G E 和 W
e s t e r n b lo t 鉴定

与正常 2 93 细胞裂解液 中的蛋 白条带相比
,

病

毒上 清液 中蛋 白经 煮沸裂解 后 SD S
一

PA G E 在约

Mr
= 7

.

6 x 1 0 ,

处出现条带
,

W e s t e nr b l o r 进一步证

实 (图 6 )
。

2
.

7 第 2 代重组腺病毒的滴度测定

第 2 代重组腺病毒用 T CI D
S。

方法测定
,

10 d

后在倒置显微镜下读板
,

观察 C PE
,

计数每行的阳

性孔的百分率
。

本实验测定第 2 代重组腺病毒滴度

( T ) = 8 0 x 10
6 P F U / m L

。

目的基因的选择是制约 VI D D 的基因治疗能

否成功的关键之一
。

hI G F
一

1是一种由 70 个氨基酸

组成的多肤
,

M1
= 7

.

6 x l『
。

主要由肝脏产生
,

分

泌到血液中
,

大部分与胰岛素样生长因子结合蛋白

( i
n s u l i n

一

l i k。 g r o w t h af e to r
b i n d i n g p r o t e i n

,

IG F B P )结

合无生 物学作用
,

少部分以游离形式存在
,

与

I G F
一

l r
结合促进髓核细胞分泌 P G

,

刺激纤维环细

胞
、

髓核细胞再生川
。
O kdu

a
等

「’ 1
体外培养不 同年龄

鼠的椎间盘细胞
,

发现 IG F
一

1对 PG 合成的影响与

IG FB P 合成呈负相关
、

与 I G F
一

l r
合成呈正相关

。

O s ad a
等

〔’ {
研究认为在牛的椎间盘组织中

,

随着年

龄的增长
,

I G F
一

1 和 I G F
一

1 : m R N A 的表达下 降
,

I G F
一

1 与 P G 的合成存在剂量依赖关系
,

IG F
一

1剂量
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越高
,

PG 合成越高
,

但 100 gn / L IG F
一

1为刺激髓核

细胞合成 P G 最适质量浓度
。

G ur be r
等

〔4 〕研究认为

M GF
一

1 能逆转椎间盘软骨样细胞凋亡
。

以上研究

说明 IG F
一

1蛋白能够促进椎间盘细胞分泌 P G
,

逆

转 IV D D
,

故选择 h I G F
一

1基因
。

载体的选择是制约 W DD 的基因治疗能否成

功的又一关键
。

VI DD 的基因治疗常用载体是病毒

载体
。

Whe h gn 等
「5 〕用逆转录病毒分别将 aL cZ

、

IL
一

I R a
基因转移 到椎间盘软骨终板细胞

,

发现

aL
c Z 标志基因转染率约 1%

。

转人 IL
一

1 r a
编码基因

48 h 后
,

10
`

个细胞产生 I L
一

I R a
24 林g / L

。

说明在

I V D D 的基 因治疗中
,

逆转录病毒载体转染率较

低
。

与逆转录病毒载体相比
,

腺病毒载体具有以下

优点
: ① 腺病毒载体比较容易制备和操作 ; ②宿

主范围广
、

感染率高
,

对非增生分裂细胞也有感染

性 ;③理化性质较稳定
,

可以通过沉淀
、

柱层析或超

离心 等方法获得高滴度腺病毒载体
。

纤维环细

胞
、

髓核细胞均为高度分化的终末期细胞
,

椎间

盘低氧
、

酸性环境使腺病毒载体成为 VI D D 的基

因治疗的最主要载体圈
。

iN s h ida 等比
色1用腺病毒载

体将标志基因 aL cZ 转移至兔髓核细胞
,

将人转化

生长 因子 月
,

( h
u m a n t r a n s fo r m i n g g r o w th fa e t o r 一月

, ,

h TG F
一

月
;

)
、

荧光素酶标志基因 ( l
u e i fe r a s e

) 直接注

入新西兰大白兔椎间盘局部
,

结果显示与对照组相

比
,

在椎间盘中
,

h T G F
一

月
,

呈强染色
,

髓核组织中
,

活化的 h TG F
一

月
,

增加 30 倍 ; h T G F
一

月
,

总量 (潜活
+

活化的 h T郡书
1

)增加 5倍 ( p < 0
.

0 5 ) ; p G 增加 2

倍 ( 尸 < 0
.

05 )
。

M oo n
等

`, 〕
从手术摘除椎间盘组织

中分离髓核细胞
,

单层培养
。

用腺病毒载体将 aL cZ

基因
、

luc ife
r as e
基因转染到髓核细胞

,

结果显示
:
髓

核细胞的基因转染率与 aL cZ 基因腺病毒的滴度

存在剂量依赖关系
,

髓核细胞 100 % 转染的最适滴

度为 7 5 火 10 ` 0 PF U / L
。

L u e ife r a s e
基因转染后

,

细

胞转染数 Z d 最高
,

持续表达可达 21 d
。

T an 等
〔101

亦构建成 h cT F
一

月
,

基 因重组腺病毒载体 ( A d /

C M V
一

h T G F尹
,

)
。

Z h a o
等

l川 用 A d / CM V
一

h T G F
一

月
1

转染体外单层培养的人髓核细胞
,

发现 h CT F召
:

基

因对髓核细胞转染率为 30 % 左右
。

Sax e :
等

【̀ 2〕
用腺

病毒介导的 IC F
一

1 基因转染关节的滑膜细胞
,

发现

I G F
一

1 能够促进滑膜细胞产生 PG
。

但尚未见到腺病

毒介导 的 IGF
一

1 基因转染髓核细胞和 /或直接注

射椎间盘的报道
。

为了使外源的 hI G F
一

了基因转染髓核细胞后能

够分泌到细胞外发挥生物学作用
,

在编码 2 10 b p

成熟肤序列之前加上 154 b p 的信号肤序列
。

本研

究采用 P CR 合成
、

p M D 1 8
一

T 克隆 hI G F
一

1 功能基因

片段 (含成熟肚和分泌肤
c DN A 序列 )

,

酶切
、

测序

并行 N c BI B LA s T 相似性在线分析
,

发现与报道的

H o m 。 S a p i e n S I留
一

1 ( GI
: 19 9 2 3 1 1 1 )的序列完全相

同
。

说明 hI G F
一

1 可 以通过 P C R 技术体外正确合

成
。

与从肝脏中通过 R T
一

P C R 技术扩增 目的基因相

比
,

具有以下优点
: ①避免 R NA 提取过程中的 m R

-

NA 降解
。

②操作简单
,

实验周期短
。

将获得 目的基

因 hI G F
一

1 与 中间 载体 p D N R
一

h 载 体 连 接 成

p D N R
一

h IG F
一

l
,

该 载 体 含 有 l o x p 位 点
,

与

p lnt
.

A VI
.

S p aT 载体上的 lox P 位点在 C er 重组酶

作用下
,

形成 p ln t
.

A VI
.

SP aT
一

hI G F
一

1
,

酶切鉴定证

明转化子中的重组质粒为含有 h IC -F 1 基因的重组

质粒
。

p ln t
.

B
.

B 质粒含腺病 毒骨架基 因
,

将

p l n t
.

AV I
.

S p a T
一

h I GF
一

1 与 p l n t
.

B
.

B 质粒在 2 9 3 细

胞中进行同源重组
,

感染的 2 93 细胞出现 C P E
,

提

取第 2 代重组腺病毒裂解液中 D NA
,

P c R 鉴定含

有 hI G F
一

1基因
,

说明已获得成熟的含有 hI G几 1 基

因的重组腺病毒
。

重组腺病毒又进行 S D S
一

PA G玖

W es et m bl ot 检测重组病毒中的 hI G F
一

1 生长因子的

表达
,

发现病变的 2 93 细胞裂解液中有 hI G F
一

1生

长因子 的表达
,

而正常的 29 3 细胞中没有 hI G F
一

1

生长因子的表达
。

本实验构建的第 2 代病毒的滴度

为 8 0 x 10 ` P FU / m L
。

为本课题的下一步—
IV D D

的 h IG 几 I 基因治疗的动物实验奠定坚实的基础
。
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在我校公共卫生学院的医学统计与流行病学专业被评为广东省重点学科之际
,

由学科带头人方积乾教授和美国加利福尼
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全书 1 2 0 1 页
,

共分四篇二十九章
。

第一篇生物医学中的统

计方法
,

含医学中的统计思想
、

医学诊断
、

相依资料
、

医学测量的质量控制
、

成本效果分析
、

与健康有关的生存质量
、

M E T A 分

析
、

描述与图像
、

时间序列和模式识别等十章
。

第二篇药物开发中的统计方法
,

含药理学和非临床试验
、

制药与开发研究
、

毒理

学和临床试验等四章
,

均系现代药物研究和开发中普遍推行的统计学方法
。

第三篇流行病学中的统计方法
,

含遗传统计
、

危险

度评价
、

传染病模型
、

抽样调查的特殊模型
、

重捕获模型
、

肿瘤筛查资料分析和因果推断等七章
。

第四篇现代统计学方法与理

论
,

含生存分析
、

纵向资料分析
、

非参数回归
、

贝叶斯统计
、

随机过程
、

树结构回归
、
EM 算法和人工神经网络等八章

,

均系与医学

统计密切相关的
、

实用性很强的基础性内容
。

书中各章的作者都是海内外的华人医学统计学专家
。

他们根据各 自的特长和兴

趣
,

合作撰写了这本专著
。

该书博采众家之长
,

是国际上医学统计学专业最新的专著
。

通过此书
,

读者不仅可迅速进人现代医学

统计学的前沿领域
,

而且能领略优秀华人统计学家的学术风采
。
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