
第１６卷第２期
２００７年２月

中国普通外科杂志

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ
　　　　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．１６　Ｎｏ．２

Ｆｅｂ．　２００７

　　文章编号：１００５－６９４７（２００７）０２－０１４１－０４
·基础研究·

ＫＤＲ启动子介导胸苷激酶体外靶向杀伤血管
内皮细胞
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　　摘要：目的　 构建含以 ＫＤＲ为启动子的 ＨＳＶｔｋ重组腺病毒，体外评估其对血管内皮细胞的特异
性杀伤效能。方法　 采用 ｐＡｄｅａｓｙ系统，构建受 ＫＤＲ启动子或巨细胞病毒（ＣＭＶ）启动子调控并可表
达 ＨＳＶｔｋ基因的 ＡｄＫＤＲｔｋ和 ＡｄＣＭＶｔｋ，在 ２９３细胞中包装、扩增后，体外分别感染表达 ＫＤＲ的人脐
静脉血管内皮细胞系（ＨＵＶＥＣ）和不表达 ＫＤＲ的肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２，用丙氧鸟苷（ＧＣＶ）处理受染细胞，
并以 ＭＴＴ法检测其细胞增殖情况。结果　病毒滴度均为 １×１０１０ｐｆｕ／ｍＬ。在感染复数（ＭＯＩ）为 １００的
条件下，当细胞培养液中加入的 ＧＣＶ浓度由 ０增至 ５０μｇ／ｍＬ时，感染含 ＡｄＫＤＲｔｋ的 ＨＵＶＥＣ细胞和
ＨｅｐＧ２细胞其存活率由１００％分别下降至（２８．９４±５．６７）％和（７５．４５±２．９１）％（Ｐ＜０．０１），而感染
含 ＡｄＣＭＶｔｋ的 ＨＵＶＥＣ细胞和 ＨｅｐＧ２细胞其存活率分别下降至（１７．５６±２．４８）％和（２３．１５±５．７２）％
（Ｐ＞０．０５）。结论　ＫＤＲ启动子介导的 ＨＳＶｔｋ具有特异性杀伤血管内皮细胞的作用。
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　　直接向肿瘤细胞引入药物敏感基因而使前体

药物对肿瘤细胞产生毒性作用的自杀基因治疗，

以其作用直接、合理、有效而成为肿瘤基因治疗中

的研究热点；其中胸苷激酶系统（ｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘ

ｖｉｒｕｓｔｈｙｍｉｄｉｎｅｋｉｎａｓｅ／ｇａｎｃｉｃｌｏｖｉｒ，ＨＳＶｔｋ／ＧＣＶ）被

证明更为高效、广谱和安全，且不易产生耐药

性［１－２］。组织特异性启动子由于其在不同组织细

胞中的活性相差很大，因此可驱动目的基因在靶

器官组织中的特异性表达，实现基因治疗的靶向

性［３］。与普通的病毒启动子相比，组织特异性表

达可降低免疫反应，同时又可避免对其他器官的

副 作 用。 ＫＤＲ （ｋｉｎａｓｅ ｄｏｍａｉｎ ｉｎｓｅｒｔ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ）是血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的４种受体之一，其在肿瘤血管

内皮细胞能高效表达，而在正常组织中呈低表

达［４］。笔者采用 ｐＡｄｅａｓｙ系统构建含以 ＫＤＲ为启动

子的 ＨＳＶｔｋ自杀基因重组腺病毒，体外观察其对

血管内皮细胞的特异性杀伤效能。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　主要试剂　限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接

酶购自 ＴａＫａＲａ公司及 ＮＥＣ公司。ＤＭＥＭ，胎牛血

清，ＯｐｔｉＭＥＭ，琼脂糖和 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂

盒购自 Ｇｉｂｃｏ公司。丙氧鸟苷（ｇａｎｃｉｃｌｏｖｉｒ，ＧＣＶ）购

自 Ｒｏｃｈｅ公司。

１．１．２　载体、菌株和细胞系　含 ＫＤＲｔｋ基因的

质粒 ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔⅡＫＤＲｔｋ来自第二军医大学东方

肝 胆 医 院 殷 正 丰 教 授 实 验 室。腺 病 毒 系 统

ｐＡｄｅａｓｙ穿 梭 质 粒 ｐｔｒａｃｋ和 ｐｔｒａｃｋＣＭＶ 由 Ｊｏｈｎ

Ｈｏｐｋｉｎｓ肿瘤中心 ＢｅｒｔＶｏｇｅｌｓｔｅｉｎ教授惠赠。含质

粒 ｐＡｄｅａｓｙ１细菌 ＢＪ５１８３ＡＤ１由中山大学分子

中心银巍博士赠送。人胚胎肾细胞系 ＨＥＫ２９３细

胞、表达 ＫＤＲ的人脐静脉血管内皮细胞系（ｈｕｍａｎ

ｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｎｏｕｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣ）、不表达

ＫＤＲ的肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２由本实验室保存。

１．２　实验方法

１．２．１　ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔⅡＫＤＲｔｋ鉴定　进行质粒的扩

增、酶切、凝胶电泳，并送上海博亚生物技术有限

公司进行测序。

１．２．２　穿梭载体 ｐｔｒａｃｋＫＤＲｔｋ和ｐｔｒａｃｋＣＭＶｔｋ的

构建　用 ＸｈｏⅠ／ＳａｌⅠ酶切 ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔⅡＫＤＲｔｋ，

获得一含 ＫＤＲ基因启动子及 ｔｋ序列的片段，经琼

脂糖 凝胶 回收 纯化。另用 ＸｈｏⅠ／ＨｉｎｄⅢ 酶切

ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔⅡＫＤＲｔｋ，获得一大小约为 １．８５ｋｂ的

ｔｋ片段，其中包含完整 ｔｋｃＤＮＡ及其 ｐｏｌｙ（Ａ）信号

位点，回收纯化。从中取下 ＫＤＲｔｋ完整表达盒，

并将其以相同克隆位点插入穿梭载体 ｐｔｒａｃｋ中，

构建成 ｐｔｒａｃｋＫＤＲｔｋ。将上述 １．８５ｋｂ的 ｔｋ片段

以 ＸｈｏⅠ／ＨｉｎｄⅢ位点插入 ｐｔｒａｃｋＣＭＶ中，即构建

成穿梭载体 ｐｔｒａｃｋＣＭＶｔｋ。

１．２．３　穿梭载体 ｐｔｒａｃｋＫＤＲｔｋ和 ｐｔｒａｃｋＣＭＶｔｋ在

细菌内同源重组与纯化　用 ＰｍｅⅠ酶切使穿梭载

体 ｐｔｒａｃｋＫＤＲｔｋ和 ｐｔｒａｃｋＣＭＶｔｋ线性化，然后用氯

化钙法将其转化大肠杆菌 ＢＪ５１８３ＡＤ１，与其中

腺病毒载体 ｐＡｄｅａｓｙ１进行重源重组，筛选卡那霉

素抗性重组体。重组结果经内切酶 ＰａｃⅠ分析证

实后，分别称 ｐＡｄＫＤＲｔｋ和ｐＡｄＣＭＶｔｋ。再将其转

化 ＤＨ５α菌，大量扩增，保存备用。

１．２．４　重组腺病毒载体 ＡｄＫＤＲｔｋ和 ＡｄＣＭＶｔｋ

的包装与扩增　 ＨＥＫ２９３细胞在 Ｔ２５培养瓶中培

养至汇合度为 ５０％ ～７０％时，分别用线性化（经

ＰａｃＩ酶切）重组腺病毒 ＡｄＫＤＲｔｋ和ＡｄＣＭＶｔｋ质粒

分别转染。操作步骤按ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００产品说明

书进行。转染后第 １０天，收集细胞，反复冻融

３次。取 １／３病毒上清液再感染 ＨＥＫ２９３细胞进

行大 量 扩 增，３ｄ后 收 集 细 胞，磷 酸 盐 缓 冲 液

（ＰＢＳ）重悬，反复冻融 ３次。最后，ＣｓＣｌ梯度离心

纯化。

１．２．５　病毒滴度测定［５］　测定前 １ｄ，在 ２４孔板

中接种 ２９３细胞（２×１０５个／孔），第 ２天依次加

入按 １０倍倍比稀释的 待检 病毒悬 液 ４００μＬ。

３７℃感染 ６０ｍｉｎ后，吸去 ４００μＬ上清；加入 １ｍＬ

完全培养液继续培养，４８ｈ后观察绿色荧光蛋白

（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）阳性细胞数。按下

列公式计算病毒滴度：病毒滴度（ｐｆｕ／ｍＬ）＝（ＧＦＰ

阳性细胞数 ×病毒上清稀释倍数）／０．４ｍＬ。

１．２．６　细胞培养　ＨＵＶＥＣ和 ＨｅｐＧ２置于 ＤＭＥＭ
培养液（含 １０％胎牛血清）于 ３７℃，含 ５％ＣＯ２的
孵箱中培养。
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１．２．７　体外 ＧＣＶ敏感实验　在 ９６孔板中分别
接种 ＨＵＶＥＣ或 ＨｅｐＧ２细胞（２×１０３个／孔），次日
加入不同感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）
（０，１，１０，１００，１０００）的 ＡｄＫＤＲｔｋ或ＡｄＣＭＶｔｋ病
毒系列稀释溶液。培养１６ｈ后，吸尽培养液，实验
孔换之以含 ０，１，１０或 ５０μｇ／ｍＬＧＣＶ的新鲜培养
液，而对照孔换之以不含 ＧＣＶ的新鲜培养液，
３７℃继续培养５ｄ。采用 ＭＴＴ法（四甲基偶氮唑盐
比色法）检测细胞增殖指数。

１．３　统计学处理
结果以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。采用方差

分析比较组间均数差异。双侧 Ｐ＜０．０５为有统

计学意义。

２　结　果

２．１　ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔⅡＫＤＲｔｋ的鉴定
经 ＸｈｏⅠ／ＳａｌⅠ，ＨｉｎｄⅢ／ＸｈｏⅠ二组酶切后，各显两

条片 段，分 别 为 ２．２ｋｂ和 ２．９６ｋｂ；１．８５ｋｂ和
２．９６ｋｂ。其大小及测序结果与提供资料相符（图１）。
２．２　重组腺病毒载体 ＡｄＫＤＲｔｋ和 ＡｄＣＭＶＴＫ的

鉴定

重组 ｐＡｄＫＤＲｔｋ和 ｐＡｄＣＭＶｔｋ经 ＰａｃＩ酶切，显
示的 ２个片段大小与预期值（４．５ｋｂ和 ３７ｋｂ）一致
（图 ２）。
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　　图 １　 ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔⅡＫＳＫＤＲｔｋ的酶切鉴定图　１：λＤＮＡ
ＨｉｎｄⅢ酶切；２：ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔⅡＫＳＫＤＲｔｋ质粒ＸｈｏⅠ与ＨｉｎｄШ双酶切；

３：ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔⅡＫＳＫＤＲｔｋ质粒ＸｈｏⅠ与ＳａｌⅠ双酶切
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　　图２　重组腺病毒质粒ｐＡｄＫＤＲｔｋ及ｐＡｄＣＭＶｔｋ的酶切
鉴定图　１：λＤＮＡＨｉｎｄⅢ酶切；２：ｐＡｄＣＭＶｔｋ质粒ＰａｃⅠ酶切；
３：ｐＡｄＫＤＲｔｋ质粒ＰａｃⅠ

２．３　重组腺病毒的产生及其滴度
重组腺病毒质粒转染 ＨＥＫ２９３细胞后荧光显

微镜下可见细胞有 ＧＦＰ表达。经 ３次 ２９３细胞内
的扩 增、ＣｓＣｌ梯 度 离 心 后，测 定 病 毒 滴 度 为
１×１０１０ｐｆｕ／ｍＬ（图３）。
２．４　体外 ＧＣＶ敏感试验

以不同 ＭＯＩ的 ＡｄＫＤＲｔｋ分别转染的 ＨＵＶＥＣ
和 ＨｅｐＧ２细胞，其对 ＧＣＶ有不同的敏感性，以
ＭＯＩ＝１００时最为敏感。ＧＣＶ浓度由 ０增至５０μｇ／ｍＬ
时，感染的 ＨＵＶＥＣ细胞和 ＨｅｐＧ２细胞存活率由

１００％ 分 别 下 降 至 （２８．９４ ±５．６７）％ 和

（７５．４５±２．９１）％。两种细胞的存活率有显著性差异
（图 ４）（Ｐ＜０．０１）。

以不同 ＭＯＩ的 ｐＡｄＣＭＶｔｋ感染的 ＨＵＶＥＣ和
ＨｅｐＧ２细胞对 ＧＣＶ均有相似的敏感性。随着 ＭＯＩ
和 ＧＣＶ浓度增加，细胞存活率均呈现明显下降趋
势。当 ＭＯＩ为 １００，ＧＣＶ浓度由 ０增至 ５０μｇ／ｍＬ
时，ＨＵＶＥＣ 和 ＨｅｐＧ２细 胞 存 活 率 分 别 变 为
（１７．５６±２．４８）％和（２３．１５±５．７２）％ 两种细胞的

存活率差异无显著性（图４）（Ｐ＞０．０５）。

图３　ＡｄＫＤＲｔｋ感染２９３细胞ＧＦＰ的表达（×１００）
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图４　转基因细胞体外杀伤曲线
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３　讨　论

血管生成是肿瘤生长和转移的先决条件之一。

瘤组织内血管内皮细胞和肿瘤细胞的比例约为

１：１００，破坏相对较少量的血管内皮细胞即可使供

血区内大量的肿瘤细胞发生缺血坏死。这是肿瘤

治疗的一个新策略，比直接针对肿瘤细胞的治疗

具有更确切的效果［６］。已有不少研究表明，利用重

组腺病毒介导的自杀基因系统 ＨＳＶｔｋ／ＧＣＶ可在

体外有效地杀伤血管内皮细胞［７］。由于腺病毒可

广泛感染肿瘤细胞与正常细胞，目前所采用自杀

基因系统一般以 ＣＭＶ作为启动子。但由于它缺乏

特异性杀伤肿瘤血管内皮细胞的能力，故探讨基

因治疗的靶向性调控已成为决定基因治疗效果及

可行性的关键因素。

业已明了 ＫＤＲ特异性地表达于血管内皮细

胞，其表达水平与血管内皮细胞更新速度呈正相

关。生理情况下正常组织血管内皮细胞更新速度

缓慢，ＫＤＲ表达很低，肿瘤组织中的血管内皮细胞

处于活跃的增殖状态，增殖速度比正常组织血管

内皮细胞快 ５００倍，ＫＤＲ表达很高［８］。故 认为

ＫＤＲ是一个具有高度特异性的肿瘤治疗靶点。

Ｓｚａｒｙ等［４］利用 ＫＤＲ表达具有血管内皮细胞特异性

这一特点，构建了 ＫＤＲ启动子介导的病毒载体，结

果表明该载体可在血管内皮细胞中靶向表达。

本研究利用肿瘤与正常组织中血管内皮间

ＫＤＲ表达的差异性，设计了以 ＫＤＲ启动子调控由

腺 病 毒 介 导 的 自 杀 基 因 ＨＳＶｔｋ转 移 系 统

（ＡｄＫＤＲｔｋ），使其仅在肿瘤血管内皮细胞中靶向表

达，进而特异性杀伤肿瘤血管内皮细胞。采用腺病

毒作为目的基因的载体具有滴度高、稳定性好、转

基因效率高的优点。传统制备腺病毒的方法则细

胞内同源重组效率低，且费时费力。ｐＡｄｅａｓｙ系统

采用特定的大肠杆菌完成同源重组不仅缩短实验

周期，且提高其效率。本实验采用一种新型的

ｐＡｄｅａｓｙ系统，它与目前常用的 ｐＡｄｅａｓｙ系统相比具

有以下优点：（１）ＡｄＫＤＲｔｋ和 ＡｄＣＭＶｔｋ质粒中带

有 ＧＦＰ报告基因，利用其可以直接在荧光显微镜

下观察转染和感染效率及监测重组病毒的滴度，

解决了传统方法不能在早期了解和证实腺病毒产

生这一难点。（２）利用 ＢＪ５１８３ＡＤ１进行细菌内

同源重组，重组效率高，阳性克隆 ９０％以上；氯化

钙法简单可行，节省贵重仪器开支（如电穿孔装

置），便于开展。

将重组腺病毒 ＡｄＫＤＲｔｋ和 ＡｄＣＭＶｔｋ分别感

染表达 ＫＤＲ的 ＨＵＶＥＣ和不表达 ＫＤＲ的 ＨｅｐＧ２，结

果显示感染 ＡｄＫＤＲｔｋ的 ＨＵＶＥＣ细胞生存率随着

ＧＣＶ的浓度增加而显著下降，而感染 ＡｄＫＤＲｔｋ的

ＨｅｐＧ２细胞存活率下降幅度显著低于前者。不同

的是，感染 ＡｄＣＭＶｔｋ的 ＨＵＶＥＣ和 ＨｅｐＧ２细胞存

活率均随着 ＧＣＶ浓度增加而显著下降，两者下降

幅度无明显差异。上述结果表明，ＫＤＲ基因启动

子可调控 ＨＳＶｔｋ在血管内皮细胞中的特异性表

达，从而实现了自杀基因 ＨＳＶｔｋ对 ＨＵＶＥＣ的特异

性杀伤作用。
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