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大鼠 ＶＥＧＦ腺病毒基因转染系统的构建及鉴定
邹君杰１，杨宏宇１，祁泓２，章希炜１

（南京医科大学 １．第一附属医院 血管外科 ２．公共卫生学院，江苏 南京 ２１００２９）

　　摘要：目的　探讨构建携带大鼠血管内皮细胞生长因子（ＶＥＧＦ）的重组腺病毒载体方法，为后续
的基因转染研究作准备。方法　采用 ＲＴＰＣＲ扩增的方法获取鼠源性的 ＶＥＧＦ，并克隆入穿梭质粒
ｐＤＣ３１６。构建的质粒 ｐＤＣ３１６ＶＥＧＦ经酶切及测序鉴定正确后，通过 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００的介导与腺病毒
包装质粒 ｐＢＨＧＥ３共转染至人胚肾细胞 ＨＥＫ２９３，经同源重组后获得携带鼠 ＶＥＧＦ的重组腺病毒
ＶＤＣ３１６ＶＥＧＦ。应用 ＰＣＲ鉴定重组腺病毒，空斑传代纯化病毒并反复冻融扩增病毒。以 ５０％组织培
养感染剂量法（ＴＣＩＤ５０）测定病毒滴度。结果　ＰＣＲ鉴定证实重组腺病毒含有鼠 ＶＥＧＦ，病毒滴度为
３×１０９ｐｆｕ／ｍＬ。结论　成功构建的携带大鼠 ＶＥＧＦ的重组腺病毒载体能在 ＨＥＫ２９３细胞内扩增获得足
够高的病毒滴度，可作为后续基因治疗研究工作中可靠的基因转染工具。

［中国普通外科杂志，２００８，１７（６）：５７４－５７７］
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第６期 邹君杰，等：大鼠ＶＥＧＦ腺病毒基因转染系统的构建及鉴定

　　血管内皮细胞生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）是 Ｆｅｒｒａｒａ等［１］于 １９８９年
在牛垂体滤泡星状细胞体外培养液中分离出的一

种糖蛋白。多年来的研究已证明 ＶＥＧＦ是机体内
促血管生成（ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）和促血管形成 （ｖａｓｃｕｌｏ
ｇｅｎｅｓｉｓ）最重要的分泌性生长因子，它能特异性地
促进血管内皮细胞的分裂增殖和增生。ＶＥＧＦ目
前已成为尝试使用基因治疗技术治疗冠心病、周

围动脉闭塞、术后血管再狭窄等疾病的首选基

因［２－３］。血 管 内 皮 祖 细 胞 （ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ
ｃｅｌｌ，ＥＰＣ）是成熟血管内皮细胞的前体细胞，属于
干细胞群体，既可自我更新，又能定向分化为成熟

的内皮细胞。近年的实验表明，ＶＥＧＦ也是动员
ＥＰＣ从骨髓向外周血释放和诱导 ＥＰＣ向成熟内皮
细胞转化的重要调控因子［４－６］。Ｈｉｄｅｋｉ等［７］首先

尝试用 ＶＥＧＦ转染后的 ＥＰＣ治疗小鼠下肢缺血性
疾病模型，他们发现 ＥＰＣ经 ＶＥＧＦ转染后在体外
可显著增强细胞的增殖、迁移及黏附能力，能在体

内显著提高修复损伤血管内皮。笔者为了满足下

一步将 ＶＥＧＦ基因转染入 ＥＰＣ的需要，采用双质
粒共转染人胚肾细胞 ＨＥＫ２９３的方法构建携带
ＶＥＧＦ的重组腺病毒载体。为进一步探讨联合应
用 ＶＥＧＦ基因和 ＥＰＣ的治疗方法以加速修复损伤
内皮修复的可能性。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　 质 粒、菌 株 和 细 胞 　 穿 梭 质 粒 载 体
ｐＤＣ３１６，腺病毒包装质粒 ｐＢＨＧＥ３和人胚肾细胞
系 ＨＥＫ２９３购自加拿大 ＭｉｃｒｏｂｉｘＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司；
Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α菌株由本实验室保存。
１．１．２　酶和试剂　限制性内切酶 ＥｃｏＲＩ和 Ｈｉｎｄ
Ⅲ 购自美国 ＮＥＢ公司，多聚酶链反应（ＰＣＲ）试剂
Ｔａｑ聚合酶和 ｄＮＴＰｓ购自上海申能博彩生物科技
有限公司；ＤＮＡ胶回收试剂盒购自德国 ＭＮ公司；
ＤＮＡ连接酶 ｓｏｌｕｔｉｏｎ（溶液）Ｉ购自日本 ＴａＫａＲａ公
司；质粒 ＤＮＡ制备试剂盒及病毒 ＤＮＡ提取试剂盒
购自德国 ＱＩＡＧＥＮ公司；ｌｉｐｏｆｅｃｔＡｍｉｎｅ２０００试剂盒
购自美国 ＧＩＢＣＯＢＲＬＱＩＡＧＥＮ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　采用逆转录 －多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）
从鼠源性 ｃＤＮＡ中扩增 ＶＥＧＦ基因　以大鼠 ＶＥＧＦ
的转录体形式作为靶序列设计 ＲＴＰＣＲ引物。其
上游引物为 ５′ｇｇｇａａｔｔｃＡＴＧＡＡＣＴＴＴＣＴＧＣＴＣＴ
ＣＴＴＧＧＧＴＧＣ３′，下游引物为 ５′ｇｇａａｇｃｔｔＴＣＡＣ
ＣＧＣＣＴＴＧＧＣＴＴＧＴＣＡＣＡ３′。ＰＣＲ以鼠源性的
ｃＤＮＡ为模板，９５℃预变性 ５ｍｉｎ后扩增 ３５个循

环。每个循环步骤包括 ９４℃ ４５ｓ，６０℃ ４５ｓ，
６８℃ ４５ｓ。循环结束后 ６８℃最终延伸 １０ｍｉｎ。
ＲＴＰＣＲ扩增产物经 １．１％琼脂糖凝胶电泳检测
后用 ＤＮＡ胶回收试剂盒纯化回收。
１．２．２　穿梭质粒 ｐＤＣ３１６ＶＤＧＦ的构建及鉴定　
应用限制性内切酶 ＥｃｏＲＩ和 ＨｉｎｄⅢ分别对纯化回
收的 ＰＣＲ产物及穿梭质粒载体 ｐＤＣ３１６进行双酶
切；酶切条件为 ３７℃水浴，８ｈ。获得的两种酶切
产物分别经 １．１％琼脂糖凝胶电泳检测和分离后
用 ＤＮＡ胶回收试剂盒纯化回收。回收的两种酶
切产物在加入 ＤＮＡ连接酶 Ｉ后于 １６℃孵育 １６ｈ，
所得到的连接产物再转染已制备好的感受态大肠

杆菌 ＤＨ５α。将转染混合物铺于含氨苄青霉素
（ＡＭＰ）的 ＬＢ琼脂板上，置于培养箱内于 ３７℃培
养 １２ｈ。挑取生长的细菌单克隆，在含 ＡＭＰ的
ＬＢ溶液中于 ３７℃摇床扩增 １２ｈ。应用质粒 ＤＮＡ
制备试剂盒抽提阳性克隆的质粒 ＤＮＡ，经 ＥｃｏＲＩ
和 ＨｉｎｄⅢ酶切鉴定正确后再行测序鉴定。鉴定正
确后的重组质粒命名为 ｐＤＣ３１６ＶＥＧＦ。
１．２．３　ＶＥＧＦ重组腺病毒 ＶＤＣ３１６ＶＥＧＦ的包
装，鉴定，扩增和滴度测定　首先使用含 １０％
（小牛血清）ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养液将人胚肾细胞
ＨＥＫ２９３接种于 ７５ｃｍ２培养瓶中，在 ５％ ＣＯ２培
养箱中 ３７℃培养 １８～２４ｈ，以达到 ６０％ ～８０％
细胞融合度，然后将重组穿梭质粒 ｐＤＣ３１６ＶＥＧＦ
与含有 ５型腺病毒右臂的包装质粒 ｐＢＨＧＥ３通过
ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００的介导共转染至 ＨＥＫ２９３细胞。
如共转染成功，继续培养一段时间后基于细胞毒

性效应可观察到病毒空斑的出现。选取大的病毒

空斑进行 ３次传代纯化后然后用 ＱＩＡａｍｐＤＮＡ血
液微量试剂盒提取腺病毒 ＤＮＡ，再行 ＰＣＲ鉴定。
ＰＣＲ所用引物和扩增条件同 １．２．１。经正确鉴定
的腺病毒命名为 ＶＤＣ３１６ＶＥＧＦ，即携带 ＶＥＧＦ基
因的重组腺病毒。采用冻融法在 ＨＥＫ２９３细胞内
进行病毒的扩增至所需要的病毒 量。首先取

０．５μＬ首次扩增的病毒保存液，加入 １０％ ＦＢＳ／
ＤＭＥＭ培养液至 １ｍＬ，混匀后制成病毒混合液，然
后再 使 用 １０％ ＦＢＳ／ＤＭＥＭ 培 养 液 常 规 培 养
ＨＥＫ２９３细胞。当细胞数量增长至约 ５×１０６时移
去培养液，并小心加入制备好的病毒混合液，上下

左右慢慢晃动 ３次，置于 ５％ ＣＯ２ 培养箱中于
３７℃培养１２０ｍｉｎ。再加入９ｍＬ１０％ ＦＢＳ／ＤＭＥＭ
培养液继续培养 ７２ｈ后收集细胞，６００×ｇ离心
５ｍｉｎ沉 淀 细 胞。 病 毒 保 存 溶 液 重 悬 细 胞，
－２０～３７℃冻融 ３次。最后使用台式离心机上以
最大速率离心 ２０ｍｉｎ去除细胞碎片，收集上清
液。根据病毒的需要量可重复这一过程以扩增病
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毒。采用 ５０％组织培养感染剂量法（ＴＣＩＤ５０）测
定病毒滴度。收集一瓶 ＨＥＫ２９３细胞，计数及稀
释后加入 ９６孔 板，每 孔 １００μＬ，细 胞 数 量 约
１×１０４个，置于 ３７℃培养箱中培养待用。然后
１０倍倍比稀释病毒保存液至 １０－１０稀释度，并将最
后 ８个稀释液加入 ９６孔板。每个稀释度做 １０
孔，每孔 ０．１ｍＬ；另取 ２孔作为阴性对照。放置
９６孔板于培养箱 ３７℃培养 １０ｄ后置于倒置显微
镜下观察，计算每一排中出现致细胞病变效应

（ＣＰＥ）的孔数，根据 Ｋａｒｂｅｒｓ公式计算病毒滴度。

２　结　果

２．１　ＰＣＲ扩增鼠源性 ｃＤＮＡ中 ＶＥＧＦ基因
根据 ＧｅｎｅＢａｎｋ（基因库）发布的转录体大鼠

ＶＥＧＦ的参考序列和 ＰＣＲ上、下游引物在序列中
的位置，推测 ＰＣＲ产物的大小应为 ５８９ｂｐ。ＰＣＲ
产物的电泳结果显示在众多的电泳条带中有一条

略小于 ６００ｂｐ的电泳带（图 １），是 ＰＣＲ成功扩增
出的 ＶＥＧＦｃＤＮＡ１６５的产物。
２．２　穿梭质粒 ｐＤＣ３１６ＶＥＧＦ的构建及鉴定

纯化 回 收 的 ＰＣＲ 产 物 及 穿 梭 质 粒 载 体
ｐＤＣ３１６经 ＥｃｏＲＩ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切后应分别出现
５７９ｂｐ和３８９５ｂｐ的片段。电泳结果（图 ２－３）显
示酶切后的片段大小与预测相符。连接后的两种

酶切产物转染大肠杆菌感受态细胞 ＤＨ５α，培养
１２ｈ后出现的细菌阳性克隆应含有构建成功的重
组质粒 ＰＤＣ３１６ＶＥＧＦ。ＰＤＣ３１６ＶＥＧＦ经 ＥｃｏＲＩ单
独酶切后将会出现一条４４７４ｂｐ的片段，经 ＥｃｏＲＩ
和 ＨｉｎｄⅢ双酶切后将会出现 ５７９ｂｐ和 ３８９５ｂｐ
两个片段。电泳结果（图 ４）证实与预测相符合。
对 ＰＤＣ３１６ＶＥＧＦ行进一步的测序鉴定，测序结果
证实 ＰＤＣ３１６ＶＥＧＦ中含有与 ＧｅｎｅＢａｎｋ中发表的
ＶＥＧＦ１６５序列完全一致的 ＤＮＡ片段。
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图１　ＲＴＰＣＲ扩增 ＶＥＧＦ基因的电泳
结果　Ｍ：１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ
（ＮＥＢ）；ＶＥＧＦ：ＶＥＧＦ基因

　　图２　ＥｃｏＲＩ＋ＨｉｎｄⅢ双酶切 ＶＥＧＦ
的ＲＴＰＣＲ扩增体的电泳结
果　Ｍ：１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ
（ＮＥＢ）；ＶＥＧＦ／Ｅ＋Ｈ：ＥｃｏＲＩ
＋ＨｉｎｄⅢ双酶切 ＶＥＧＦ的
ＲＴＰＣＲ扩增体

　　图３　ＥｃｏＲＩ＋ＨｉｎｄⅢ双酶切质粒
ｐＤＣ３１６的电泳结果　Ｍ：
λＤＮＡ／ＥｃｏＲ Ｉ＋ＨｉｎｄＩＩＩ
（ＭＢＩ）；ｐＤＣ３１６：双酶切质
粒ｐＤＣ３１６

２．３　ＶＥＧＦ重组腺病毒的包装，鉴定，扩增和滴
度测定结果

ＰＣＲ产物的电泳结果（图 ５）显示 １～４号标
本均能扩增出和阳性对照大小一致的 ＶＥＧＦ基因
片段，表明重组腺病毒成功。冻融法扩增重组腺

病毒后，采用 ５０％组织培养感染剂量法（ＴＣＩＤ５０）
测定病毒滴度，病毒滴度为为 ３×１０９ｐｆｕ／ｍＬ，该滴
度已足够用于下 一步的转染实验。
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图 ４　ＥｃｏＲＩ和 ＥｃｏＲＩ＋ＨｉｎｄⅢ酶切重组质粒 ＰＤＣ３１６
ＶＥＧＦ的电泳结果　Ｍ：λＤＮＡ／ＥｃｏＲＩ＋ＨｉｎｄＩＩＩ
（ＭＢＩ）；１：ＥｃｏＲＩ单 酶 切 ＰＤＣ３１６ＶＥＧＦ；２：
ＥｃｏＲＩ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切 ＰＤＣ３１６ＶＥＧＦ
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图 ５　ＰＣＲ鉴定 ＶＤＣ３１６ＶＥＧＦ的电泳结果　Ｐ：阳性
对照 （ＰＤＣ３１６ＶＥＧＦ质粒）；１～４：４份重组腺
病毒样品。Ｍ：λＤＮＡ／ＥｃｏＲＩ＋ＨｉｎｄⅢ （ＭＢＩ）；
Ｎ：阴性对照

３　讨　论
ＶＥＧＦ作为一种特异地作用于血管内皮细胞

的有丝分裂原，在体内外都特异性地表现出促进

血管内皮细胞生长并诱导血管生成的作用。迄

今为止共发现人 ＶＥＧＦ有 ６种不同的转录体形
式：ＶＥＧＦ１２１，ＶＥＧＦ１４５，ＶＥＧＦ１６５，ＶＥＧＦ１８３，
ＶＥＧＦ１８９和 ＶＥＧＦ２０６［８－９］。大多数细胞优先产生
ＶＥＧＦ１２１，ＶＥＧＦ１６５和 ＶＥＧＦ１８９，其中 ＶＥＧＦ１６５
在体内的表达最为丰富，是最强的促内皮细胞分

裂原。

近年来随着基因疗法的出现，为血管疾病的

治疗开辟了一个全新的领域。成功实施基因治

疗的关键因素之一是基因转移载体的选择。目

前基因治疗临床试验中采用的载体大多数是病

毒载体，主要包括逆转录病毒载体、腺病毒载体

和腺相关病毒载体。其中腺病毒载体是目前应

用最广泛的一种病毒载体，具有许多独特的优

点［１０］。不可否认腺病毒载体也有许多不足之处，

例如载体本身的基因所编码的几种病毒蛋白

（Ｅ１，Ｅ２和 Ｅ４）是免疫性较强的抗原，可引发机
体产生程度不同的免疫反应，因此新型腺病毒载

体的构建一直是基因治疗研究工作中的重点。

目前最新一代的腺病毒载体剔除了所有的编码

序列，仅保留有 ＩＴＲ重复序列和病毒包装序列，
其免疫原性可被降至最低［１１］。在不久将来的基

因治疗基础研究和临床试验中，可以期待有更高

效和安全的腺病毒载体的出现。

本实验采用双质粒共转染法构建重组腺病毒

载体［１２］。其基本过程是，将一个携带目的基因

ＶＥＧＦ的缺失 Ｅ１基因区的穿梭质粒 ｐＤＣ３１６与含
有 ５型腺病毒右臂序列的腺病毒包装质粒 ｐＢＨ
ＧＥ３，共同转染携带 Ｅ１基因区的 ＨＥＫ２９３细胞。
两种质粒在 ＨＥＫ２９３细胞内通过同源重组形成重
组腺病毒基因组，并包装成病毒颗粒。为了简化

实验操作和提高重组效率，笔者一方面在 ＰＣＲ反
应的上、下游引物上分别设计了 ＥｃｏＲＩ和 ＨｉｎｄＩＩＩ
的酶切识别序列，便于外源基因 ＶＥＧＦ和穿梭质
粒 ｐＤＣ３１６的连接；另一方面，在双质粒 ｐＤＣ３１６
和 ｐＢＨＧＥ３共转染至人胚肾细胞 ＨＥＫ２９３的实验
过程中加入阳离子脂质体 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００，大
大提高了哺乳动物细胞对裸露的质粒 ＤＮＡ的摄
取率。

本实验成功构建了携带 ＶＥＧＦ基因的重组腺
病毒载体 ＶＤＣ３１６ＶＥＧＦ，并在 ＨＥＫ２９３细胞内获
得了较高的病毒滴度，为下一步必需的基因转移

工作提供了基础。
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