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［摘要］　目的：构建含单纯疱疹病毒 Ｉ型胸苷激酶（ＨＳＶ１ＴＫ）基因的重组腺相关病毒载体质粒

ｐＳＮＡＶ２．０ＴＫ，制备重组腺相关病毒 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ，并检测 ＨＳＶ１ＴＫ基因在转染晶状体上皮细胞中

的整合和表达，为后囊膜混浊的基因治疗奠定基础。方法：用基因重组技术构建含 ＨＳＶ１ＴＫ基因的重

组腺相关病毒载体质粒 ｐＳＮＡＶ２．０ＴＫ，并通过 ＰＣＲ和酶切鉴定；将该质粒转染 ＢＨＫ２１细胞，经 Ｇ４１８

筛选出携带该质粒的载体细胞株 ＢＨＫ２１／ＴＫ，在辅助病毒的参与下包装成重组病毒 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ；

用 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）法和高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法检测重组病毒 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ

的纯度，用斑点杂交法检测重组病毒的滴度；重组病毒 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ转染兔晶状体上皮细胞 Ｎ／

Ｎ１００３Ａ，用 ＰＣＲ和 ＲＴＰＣＲ检测 ＨＳＶ１ＴＫ基因的整合和表达。结果：经 ＰＣＲ和酶切鉴定重组质粒

ｐＳＮＡＶ２．０ＴＫ构建成功；成功制备了重组病毒 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ，病毒滴度达 １×１０１２ｖ．ｇ．／ｍＬ；重组病

毒转染 Ｎ／Ｎ１００３Ａ细胞后，ＰＣＲ和 ＲＴＰＣＲ检测显示 ＨＳＶ１ＴＫ基因在细胞中整合并且有效表达。结论：

成功构建了含 ＨＳＶ１ＴＫ基因的重组腺相关病毒载体质粒，制备了高滴度重组病毒 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ，

ＨＳＶ１ＴＫ基因在转染该病毒的晶状体上皮细胞中可有效表达。
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　　近年来，随着白内障超声乳化吸出术的应用

和人工晶体的发展，与切口有关的并发症大大减

少，后 囊 膜 混 浊 （ｐｏｓｔｅｒｉｏｒｃａｐｓｕｌａｒｏｐａｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ，

ＰＣＯ）已成为目前白内障摘除术后影响视力恢复

的主要并发症。文献报道，成人 ＰＣＯ的发生率为

２０．４％［１］，小于 ４岁的儿童白内障术后 ＰＣＯ的发

生率高达 １００％［２］。近年研究表明，应用自杀基

因疗法对术中残留晶状体上皮细胞增殖的抑制

作用来防治 ＰＣＯ是一种可能有效的方法，关键问

题是缺乏一种既安全又高效的基因转移途径。

腺相关病毒（ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）作为基因

转移载体，是近几年来基因治疗研究的热点，但

尚未见其介导自杀基因在防治 ＰＣＯ方面的实验

研究。本课题组前期研究表明，ＡＡＶ载体可介导

报告基因转染晶状体上皮细胞，转染效率高达

７１．１２％［３］。本研究中首先构建含单纯疱疹病毒

Ｉ型胸苷激酶（ＨＳＶ１ＴＫ）基因的 ２型重组腺相关

病毒（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ２，ｒＡＡＶ２）

载体，制备重组腺相关病毒，然后转染晶状体上

皮细胞，观察 ＨＳＶ１ＴＫ基因在细胞中的表达，为

ＰＣＯ的基因治疗提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　质粒、宿主菌、病毒及细胞　　含 ＨＳＶ１

ＴＫ基因全长 ｃＤＮＡ的腺病毒真核表达载体质粒

ｐＤＣ３１６ＴＫ，腺相关病毒通用载体质粒 ｐＳＮＡＶ２．０

及包装重组 ＡＡＶ２用辅助病毒 ＨＳＶ１ｒｃ／ＵＬ２由

病毒基因工程国家重点实验室提供，宿主菌为大

肠杆菌 ＤＨ５α株，产自 ＴａＫａＲａ大连宝生物公司

（彭建强博士保存并提供），金黄地鼠胚胎肾细胞

ＢＨＫ２１购自美国 ＡＴＣＣ公司，兔晶状体上皮细胞

系 Ｎ／Ｎ１００３Ａ由中国医学科学院基础医学细胞

中心提供。

１．１．２　主要试剂　　真核细胞转染试剂 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ、胰蛋白酶为美国 ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司产品，

十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、Ｔｒｉｓ碱、Ｘｇａｌ、噻唑蓝

（ＭＴＴ）、二甲亚砜（ＤＭＳＯ）为美国 Ｓｉｇｍａ公司产

品、酵 母 提 取 物 ０．５％、胰 蛋 白 胨 １％ 为 英 国

ＯＸＯＩＤ公司产品，ＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｍｍｕｌｖ逆转录

酶为立陶宛 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产品，ＲＴＰＣＲ试剂盒

为美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＲＮＡａｓ、各

种 ＤＮＡ限 制 性 内 切 酶、ＤＮＡ分 子 量 ｍａｒｋｅｒ为

ＴａＫａＲａ大连宝生物公司，ＲＮＡｐｕｒｅ超纯总 ＲＮＡ快

速提取试剂盒为湖南远泰生物技术有限公司产

品，ＰＣＲ引物由上海英骏生物技术有限公司合

成。ＴＫ基因上游引物：５′ＧＣＣＡＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＴ

ＴＣＧＴＡＣＣＣＣＧＧＣ３′，下游引物：５′ＣＴＧＣＧＴＣＧＡＣＴ

ＣＡＧＴＴＡＧＣＣＴＣＣＣＣＣＡＴ３′，片段大小为 １１５１ｂｐ。

１．１．３　主要仪器　　台式高速冷冻离心机为美

国 Ｂｅｒｋｍａｎ公司产品，紫外分光 光度计 （Ｈｅｌｉｏｓ

Ｇａｍｍａ）为美国 ＴｈｅｒｍｏＳｐｅｃｔｒｏｎｉｃ公司产品，酶标

仪（ＳｐｅｃｔｒａＭＡＸ２５０）为美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公

司产品，高效液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ１１００）为美国

Ａｇｉｌｅｎｔ公司产品，低温超速离心机为美国 Ｂｅｃｋｍａｎ

公司产品，４８０型 ＰＣＲ热循环仪为美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌ

ｍｅｒ公司产品，ＤＹＹ稳压稳流微型凝胶电泳仪为

北京六一仪器厂产品。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　　ＢＨＫ２１细胞在 ３７℃，５％

ＣＯ２的条件下，于含 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０

培养液中培养。Ｎ／Ｎ１００３Ａ细胞在 ３７℃，５％

ＣＯ２的条件下，于含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养

液中培养。
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１．２．２　质粒 ｐＳＮＡＶ２．０ＴＫ的构建及鉴定　　

按文献方法［４］，质粒 ｐＤＣ３１６ＴＫ经 ＳａｌＩ和 ＥｃｏＲＩ

双酶切后回收 ＴＫ基因片段，定向插入 ｐＳＮＡＶ２．０

载 体 质 粒 的 多 克 隆 位 点 中，得 到 重 组 质 粒

ｐＳＮＡＶ２．０ＴＫ。构建后的质粒经限制性内切酶

ＳａｌＩ和 ＥｃｏＲＩ双酶切和 ＰＣＲ鉴定。ＰＣＲ程序为：

首先预变性 ９４℃ ５ｍｉｎ，然后变性 ９４℃ １ｍｉｎ，

退火 ５６℃ １ｍｉｎ，延伸 ７２℃ ２ｍｉｎ，共 ３０个循

环，最后 ７２℃总延伸 ７ｍｉｎ。

１．２．３　 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ病 毒 载 体 细 胞 株 的

建立　　按 ＧＩＢＣＯＢＲＬ产品说明书提供的方法，

用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ将 ｐＳＮＡＶ２．０ＴＫ质粒转染 ＢＨＫ

２１细胞。２４ｈ后，用 ８００ｇ／ＬＧ４１８选择培养。

７ｄ后抗性细胞克隆形成，用胰酶消化混合，继续

用 Ｇ４１８选择培养至第 １４ｄ，换用不含 Ｇ４１８的

培养液培养及传代，将此细胞株命名为 ＢＨＫ２１／

ＴＫ。

１．２．４　 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ重 组 病 毒 的 制 备 及

纯化　　按照伍志坚等［５］的方法进行重组病毒

ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ的包装。主要步骤是：大量扩增

ＢＨＫ２１／ＴＫ细胞及辅助病毒 ｒＨＳＶ１ｒｃ／ΔＵＬ２，用

ｒＨＳＶ１ｒｃ／ΔＵＬ２（感染复数为 １．０）感染 ＢＨＫ２１／

ＴＫ细胞，待细胞变圆、变大、大部分脱壁后收集

细胞及上清。然后按吴小兵等［６］的方法初步纯

化，获得 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ，再用亲和层析、离子

交换层析和分子筛层析进一步精纯化。

１．２．５　ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ病毒的纯度检测

１．２．５．１　 ＳＤＳ聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 （ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）法检测病毒纯度　　按文献方法［７］灌制

ＳＤＳＰＡＧＥ分离胶和积层胶，分离胶浓度为 １２％。

分别取样品 ２０μＬ，加 ２×加样缓冲液 ２０μＬ，沸

水浴 ３ｍｉｎ。每个加样孔加样 １０μＬ。电泳完毕

后用考马斯亮蓝染色，用相应的脱色液脱色直至

显出低背景、清晰的条带。

１．２．５．２　高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法检测病毒

纯度　　按文献［７］方法进行，所用离子交换柱

为 ＴＳＫｇｅｌＮＰＲ（Ｔｏｓｏｈａｓｓ）。

１．２．６　斑点杂交法检测 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ病毒

的滴度　　由于 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ中含有 ＣＭＶ立

早启 动 子，因 此 采 用 地 高 辛 标 记 （Ｂｏｅｈｉｎｇｅｒ

Ｍａｎｎｈｅｉｎ试剂盒）的 ＣＭＶ立早启动子序列作为探

针（简称 ＣＭＶ探针），用准确定量的系列稀释质

粒 ｐＳＮＡＶ２．０ＴＫ为判定标准。将纯化的 ｒＡＡＶ２／

ＨＳＶ１ＴＫ样品用 ＤＮａｓｅⅠ和 ＲＮａｓｅ（终浓度均为

１ｇ／Ｌ）于 ３７℃ 消 化 １ｈ。参照文献 ［５］提取

ｒＡＡＶ２ＤＮＡ，进 行 系 列 稀 释，使 之 浓 度 分 别 为

１０．４ｍｇ／Ｌ，７．８ｍｇ／Ｌ，５．２ｍｇ／Ｌ，２．６ｍｇ／Ｌ，

１．３ｍｇ／Ｌ，０．６５ｍｇ／Ｌ。沸水浴 ５ｍｉｎ变性后置于

冰浴中，然后各取 １μＬ点样于尼龙膜上。１２０℃

烤膜 ３０ｍｉｎ，６８℃预杂交、杂交、洗膜、显色，按

ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＭａｎｎｈｅｉｍ公司试剂盒说明书进行。通

过计算 ｐＳＮＡＶ２．０ＴＫ的分子数，再乘以与其杂交

信号强度一致的病毒液样品的稀释倍数，得出

ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ病毒的滴度。

１．２．７　ＨＳＶ１ＴＫ基因在 Ｎ／Ｎ１００３Ａ细胞中的整

合及表达检测

１．２．７．１　 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ 病 毒 转 染 Ｎ／

Ｎ１００３Ａ细 胞 　 　 取 生 长 至 ９０％ 融 合 的 Ｎ／

Ｎ１００３Ａ细胞，以 ０．２５％胰蛋白酶 ＋０．０２％ ＥＤ

ＴＡ消化，将细胞分种于 ５０ｍＬ培养瓶，接种密度

为 ５×１０５／瓶，常规细胞培养 ２４ｈ后，取两瓶计

数细胞。根据本课题组的前期研究［３］，按感染复

数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为 ２×１０５ 计算

ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ病毒体积，加入无血清、无抗生

素 ＤＭＥＭ培养基稀释，总体积均为 ５００μＬ。将上

述病毒与培养基混合液分别加入每瓶细胞中转

染，置 ３７℃、５％ ＣＯ２培养箱，每 ２０ｍｉｎ轻轻摇动

培养瓶一次，使病毒颗粒与细胞充分接触；１ｈ

后，吸去每瓶内液体，加入含 １０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ培养基继续培养。同一批细胞，按照上述

方法操作，但不进行病毒转染（ＭＯＩ＝０）作为对

照。转染后每天于相差显微镜下观察细胞的形

态和生长情况。

１．２．７．２　 ＰＣＲ和 ＲＴＰＣＲ分 析 　 　 ｒＡＡＶ２／

ＨＳＶ１ＴＫ病毒转染 Ｎ／Ｎ１００３Ａ细胞后第 ２天和

第 ７天，分别消化实验组和对照组细胞，用酚、氯

仿法抽提细胞基因组 ＤＮＡ，按 ＲＮＡｐｕｒｅ超纯总

ＲＮＡ快速提取试剂盒说明提取总 ＲＮＡ。分别以

基因组 ＤＮＡ及总 ＲＮＡ反转录获取的 ｃＤＮＡ第 １

链为模板，以 ＨＳＶ１ＴＫ基因两端的５′和 ３′引物扩

增各目的基因，分析外源基因在 ＤＮＡ及 ｍＲＮＡ水

平的整合及表达。ＰＣＲ程序：首先预变性 ９５℃

５ｍｉｎ，然后变性９４℃ ３０ｓ，退火５０℃ ３０ｓ，延伸

７２℃ ３０ｓ，共 ３０个 循 环，最 后 ７２℃ 总 延 伸

５ｍｉｎ。取 １０μＬＰＣＲ产物于 １％琼脂糖凝胶上电

泳，用紫外透射仪观察。
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ＨＳＶ１ＴＫ基因重组腺相关病毒载体的构建及表达　丁芝祥，等

１．２．８　ＭＴＴ法检测 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ病毒转染

对细胞增殖活性的影响　　以 ０．２５％胰蛋白

酶＋０．０２％ ＥＤＴＡ液消化生长至 ９０％ 融合 Ｎ／

Ｎ１００３Ａ细胞，按每孔 ５×１０３细胞／孔接种于 ９６

孔板，常规细胞培养 １ｄ后，按 ＭＯＩ＝１０４，１０５，

１０６分别加入 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ（转染方法同上），

未转染组作对照。每组设 ５个平行孔，再培养

４ｄ后，每孔加入 ０．５％噻唑蓝溶液 ２０μＬ，继续

培养 ４ｈ后终止培养，弃上清，然后每孔加入

１５０μＬＤＭＳＯ，震 荡 １０ｍｉｎ，置 于 酶 标 仪 测 定

５７０ｎｍ波长处各孔吸光值（ＯＤ值）。

１．３　统计学处理　　采用 ＳＰＳＳ１１．０统计软件

行正态性分析及方差齐性检验，方差齐者用 ｔ检

验，方差不齐者进行数据转换后采用 ｔ检验。以

Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　质粒 ｐＳＮＡＶ２．０ＴＫ的构建及鉴定　　通

过基因重组技术，得到表达 ＨＳＶ１ＴＫ的 ＡＡＶ载

体质粒 ｐＳＮＡＶ２．０ＴＫ，具有 ＡＡＶ的两个倒转末端

重复序列（ＩＴＲ），ＴＫ基因位于 ＣＭＶ立早启动子

控制之下，同时质粒上含新霉素抗性基因。质粒

经 ＳａｌＩ和 ＥｃｏＲＩ双酶切及 ＰＣＲ分析，均得到约

１１５１ｂｐ的条带，证实构建正确（图 １）。
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图 １　重组质粒 ｐＳＮＡＶ２．０ＴＫ的酶切和 ＰＣＲ分析。
Ａ：酶切分析；Ｂ：凝胶电脉结果。

Ｆｉｇ．１Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅａｎｄｇｅｌｅｌｅｃ
ｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｌａｓｍｉｄｐＳＮＡＶ２．０ＴＫ．Ａ：Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅａ
ｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＳＮＡＶ２．０ＴＫ．
１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；２：ＥｃｏＲＩ＋ＳａｌＩ．Ｂ：Ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ．１：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ
ＤＬ１５０００；２：ＰｌａｓｍｉｄｐＤＣ３１６ＴＫ；３：Ｐｌａｓｍｉｄ
ｐＳＮＡＶ２．０ＴＫ；４：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．

２．２　重组病毒 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ的纯度检测　
　ｒＡＡＶ２的外壳由 ＶＰ１，ＶＰ２，ＶＰ３三种蛋白组
成，相对分子质量分别为 ８７，７２，６２ｋＤ。用 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ法分析 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ的纯度，结果如图
２，可见 ３条特征性蛋白条带，无其他杂带。ＨＰＬＣ
法分析 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ病毒纯度，如图 ３所示，
用 ０．５８ｍＬＴＳＫｇｅｌＳＰＮＰＲ（Ｔｏｓｏｈａａｓ）离子交换
柱，上样 １００μＬ，用波长 ２８０ｎｍ检测，在保留时
间约 ９ｍｉｎ时有 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ单一吸收峰，其
百分面积积分纯度 ＞９８％，未见其他杂峰。
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图 ２　ＳＤＳＰＡＧＥ分析 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ的纯度。　　

Ｆｉｇ．２ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ ｐｕｒｉ

ｔｙ．１：ＰｒｏｔｅｉｎＭＷ ｍａｒｋｅｒ；２：ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ．
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图 ３　ＨＰＬＣ法分析 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ的纯度。　　

Ｆｉｇ．３ＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫｐｕｒｉｔｙ．

２．３　重组病毒 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ的滴度测定　
　以地高辛标记的 ＣＭＶ探针，通过斑点杂交法检
测纯化后病毒液中 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ病毒颗粒的
基因 组 数，ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ的 滴 度 为 １×１０１２

ｖ．ｇ．／ｍＬ。
２．４　转染细胞整合基因的检测　　ＰＣＲ和 ＲＴ
ＰＣＲ分别从重组病毒 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ转染后的
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细胞基因组 ＤＮＡ和 ｃＤＮＡ中扩增出１１５１ｂｐ的特
异性 ＴＫ基因片段（图 ４，５）。
２．５　ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ转染对细胞增殖活性的
影响　　用相差显微镜观察，对照组 Ｎ／Ｎ１００３Ａ
细胞贴壁良好，呈多角形上皮样细胞；实验组细

胞转染 ＨＳＶ１ＴＫ基因后细胞形态与对照组细胞
相比无明显变化，呈多角形贴壁生长（结果未显

示）。按 ＭＯＩ＝１０４，１０５，１０６ 转染 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１
ＴＫ各组的 ＯＤ值分别为０．５６３±０．００４，０．５６２±
０．００８，０．５６７±０．００７，对照组 ＯＤ值为 ０．５６１±
０．００４，各实验组与对照组比较差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。
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图 ４　ＰＣＲ检测 ＨＳＶ１ＴＫ基因在 Ｎ／Ｎ１００３Ａ细胞中

的整合。

Ｆｉｇ．４ ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｏｒｔｈｅ

ＨＳＶ１ＴＫｇｅｎｅｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇｉｎｔｏＮ／Ｎ１００３Ａ．１：
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图 ５　ＨＳＶ１ＴＫｍＲＮＡ在 Ｎ／Ｎ１００３Ａ细胞中的表达。
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ｃｅｌｌｓ．１：Ｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐｆｏｒ２ｄａｙｓ；２：Ｔｒａｎｓ

ｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐｆｏｒ２ｄａｙｓ；３：Ｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐｆｏｒ７

ｄａｙｓ；４：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐｆｏｒ７ｄａｙｓ；５：ＤＮＡ
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３　讨　　论

后囊膜混浊的基因治疗是近年来眼科研究领

域的热点，所应用的基因转移载体只有腺病毒、

逆转录病毒、慢病毒［８］等，尚未找到一条安全高

效的基因转移途径。腺相关病毒具有安全性好、

免疫原性低、可介导外源基因长期表达等特点，

可能是后囊膜混浊基因治疗的理想病毒载体。

本 实 验 应 用 基 因 重 组 技 术，构 建 重 组 质 粒

ｐＳＮＡＶ２．０ＴＫ，经 ＰＣＲ和酶切鉴定，表明成功构
建了携带 ＨＳＶ１ＴＫ基因的重组腺相关病毒载体
质粒。

ｒＡＡＶ能否规模化生产已成为它能否应用于
临床的“瓶颈”。传统的 ｒＡＡＶ生产系统在载体
ＤＮＡ，ＡＡＶ的复制蛋白（Ｒｅｐ）和外壳蛋白（Ｃａｐ），
宿主细胞及辅助病毒 ４种成分的参与下，采用共
转染的方式产生病毒颗粒，每个细胞可产生含外

源基因的 ｒＡＡＶ病毒颗粒一般仅能达到 １０２，并且
伴有野生型 ＡＡＶ２的污染，因此不能满足基因治
疗临床应用的需要［９］。本实验先建立携带重组载

体质粒 ｐＳＮＡＶ２．０ＴＫ的载体细胞株 ＢＨＫ２１／
ＴＫ，然后以表达 Ｒｅｐ和 Ｃａｐ的重组 ＨＳＶ１作为辅
助病毒［１０］，用它感染携带载体成分的细胞株，变

ｒＡＡＶ生产需要的 ４因素为 ２因素，可实现 ｒＡＡＶ
的大规模生产。此 ｒＡＡＶ生产系统中，Ｒｅｐ和 Ｃａｐ
基因可随重组 ＨＳＶ１病毒的复制达到高拷贝、获
得高表达，而表达出的 Ｒｅｐ又可将整合于载体细
胞株的 ｒＡＡＶ病毒基因组拯救并复制，因此可生
产出高滴度的 ｒＡＡＶ。常规的 ｒＡＡＶ纯化方式采用
若干轮氯化铯密度梯度离心，该方法费时费力、

回收率低，得到的 ｒＡＡＶ质量常不稳定，并可能使
ｒＡＡＶ的感染性降低［１１］。同时，氯化铯对人体具

有潜在毒性，不适合临床应用，因此目前已不提

倡使用氯化铯的纯化方法。本实验采用“氯仿处

理ＰＥＧ／ＮａＣｌ沉淀氯仿抽提”的三步浓缩、纯化
方法，成 功 制 备 了 高 纯 度、高 滴 度 的 ｒＡＡＶ２／
ＨＳＶ１ＴＫ病毒。

研究表明［１２］，白内障术后数小时内即启动了

晶状体上皮细胞的增殖过程，因此用于后囊膜混

浊基因治疗的目的基因需要较早地表达并产生

效应。本文首次应用 ｒＡＡＶ２介导 ＨＳＶ１ＴＫ基因
转染体外培养晶状体上皮细胞，ＰＣＲ扩增法检测
ＨＳＶ１ＴＫ基因在转染细胞中的整合，结果表明，
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ＨＳＶ１ＴＫ基因重组腺相关病毒载体的构建及表达　丁芝祥，等

病毒转染后第 ２天细胞中即有 ＨＳＶ１ＴＫ基因特
异性片段产生，说明 ＨＳＶ１ＴＫ基因已整合入细胞
基因组中。同时，实验还检测到细胞在病毒转染

后第 ２天及第 ７天均有 ＨＳＶ１ＴＫ基因的 ｍＲＮＡ表
达，证明 ｒＡＡＶ２可介导 ＨＳＶ１ＴＫ基因整合到晶状
体上皮细胞基因组中并得到了早期的有效转录。

本实验通过基因重组技术，成功构建了携带

ＨＳＶ１ＴＫ基 因 的 重 组 腺 相 关 病 毒 载 体 质 粒
ｐＳＮＡＶ２．０ＴＫ，制备出高纯度、高滴度的重组病
毒 ｒＡＡＶ２／ＨＳＶ１ＴＫ，并已证实重组病毒可介导
ＨＳＶ１ＴＫ基因转入晶状体上皮细胞，为进一步探
讨腺相关病毒介导 ＨＳＶ１ＴＫ／ＧＣＶ自杀系统进行
后囊膜混浊的基因治疗奠定了基础。
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