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0　引言

新近以肿瘤血管为靶点的基因治疗

逐渐成为肿瘤治疗的热点 ,其缘由为破

坏供养肿瘤的毛细血管可导致其灌注区

大量肿瘤细胞缺血坏死。研究表明 :血

管内皮细胞生长因子受体 ( KDR)高表达

于肿瘤血管内皮细胞 ,而在正常组织内

不表达 ,故 KDR可作为肿瘤治疗的理想

靶点。本研究从肿瘤的血管治疗出发 ,

探讨 KDR启动子驱动的双自杀基因腺

病毒载体的高效构建方法 ,为肿瘤基因

治疗的进一步深入研究奠定基础。

1　材料与方法

1 . 1　材料

穿梭质粒 pAtrack由BeltVogelstein

博士惠赠 ;质粒 p REP82T KJay Kolls 博

士惠增 ; AdEasier21 由全军休克微循环

重点实验事提供 ; pMD182K载体购自

大连宝生物公司 ;pcDNA3、J M109 细菌

由第一军医大学细胞生物教研室提供 ,

293 细胞及 ECV304 细胞引自美国

A TCC 全球生物资源中心 ;转染试剂

PolyFect为 QIA GEN公司提供。

1 . 2　方法

1 . 2 . 1 　转移质粒 pcDNA32CDgly T K的

构建 　分别以 GenbankX89776、Gen2
bankS56903、Genbank V00470 中 KDR

启动子、CD及 T K序列设计引物 ,并在

加入相应酶切位点。分别以正常人外周

血基因组 DNA、J M109 细菌基因组及

p REP82T K为模板 ,扩增出 KDR 启动

子、CD及 T K基因片段。参照 Rogulski

等 [1 ]介绍的方法 ,将所扩增的 CD及 T K

片段亚克隆入 pcDNA3载体构建成质粒

pcDNA32CDglyT K。构成 pMD218 KDR

质粒。再将 KDR片段 ,经与相同酶切的

pcDNA32CDglyT K连接构成 pcDNA32
KDR2CDgly T K , 将 KDR2CDgly T K 片

段 ,酶切后与连接 pAdtrack质粒连接构

成 pAdtrack2KDR2CDglyT K质粒 ,将其

转化 D H5α菌。每步均酶切鉴定。

1 . 2 . 2 　pAdEasy2KDR2CDglyT K的构

建 　抽 提 D H5α 菌 中 转 移 质 粒

pAdtrack2KDR2CDglyT K ,以 Pme Ⅰ线

性化后 ,直接转化鉴定正确的 AdEasier2
1 感受态 ,扩增后抽体质粒 ,选择与

AdEasy21大小相近的重组体以 PacⅠ酶

切鉴定。

1 . 2 . 3　重组腺病毒的包装、扩增、纯化、

滴度测定及鉴定　参照文献 [2 ] ,所得病

毒命名为 Ad2KDR2CDglyT K。以重组

腺病毒 DNA 为模板 , PCR 扩增鉴定

CDglyT K融合基因及 KDR启动子。

1 . 2 . 4　重组腺病毒的体外表达 　取对

数生长期的 ECV304 细胞 ,以 MOI = 50

的 AdEasy KDR2CDglyT K感染之 ,72 小

时后提取细胞总 RNA ,行 RT2PCR鉴定

CDglyT K的表达。

2　结果

2 . 1　目的基因、转移质粒及重组腺病毒

载体的鉴定

所得 KDR启动子、CD及 T K序列

均与预期大小一致 ,分别为 580bp、

1 . 3kb1及 1kb ; 测序无误 ; 转移质粒

pAdtrack2KDR2CDglyT K酶切出 2 . 4kb

CDgly KT片段 ;重组腺病毒质粒 pAdE2
say2KDR2CDglyT K被 PacⅠ酶切出 4 .

5kb的特征性片段。

2 . 2　重组腺病毒的包装与鉴定

以 pAdEsay2KDR2CDglyT K 转 染

293细胞 ,24h后通过荧光显微镜即可见

GFP荧光表达 , 3～ 5d 表达达到高峰。

所得病毒纯化后滴度达 2 ×1012 pfu/

mL。PCR 扩增出的 CDgly T K及 KDR

启动子片段分别为2 . 4kb和 580bp ,与预

期一致。

2 . 3　重组腺病毒介导目的基因的体外

表达

RT2PCR结果提示 :重组腺病毒能

在 ECV304细胞中表达目的基因。

3　讨论

肿瘤基因治疗的关键主要有 :选择

合适的目的基因及高效载体表达系统。

目前 CD、T K基因联合治疗的优势已有

诸多报道。腺病毒载体介导的基因转移

系统效率高、感染细胞谱广、病毒滴度

高、易于浓缩和贮存等特点已使其成为

较常用的选择目标 [3 ]。恶性肿瘤的生物

学特性 ,使以肿瘤细胞为靶点的自杀基

因治疗受到不同程度地局限 ,为适应多

种肿瘤的治疗 ,自 Folkman提出肿瘤的

生长具有血管形成依赖以来 ,学者们将

治疗靶点转移到肿瘤血管上 ,对实体瘤

的血管形成及其相关微循环的研究及抗

肿瘤血管生成已成为当今肿瘤研究的热

点之一 [4 ,5 ]。本研究即从上述影响肿瘤

基因治疗的诸多因素着手 ,构建了血管

内皮细胞生长因子受体 KDR启动子介

导的 CD/ T K融合基因腺病毒重组体 ,

KDR靶向表达于肿瘤新生血管及大部

分实体瘤组织 ,故而避免了诸如 CEA、

A FP等启动子的局限性 ,又摈弃了

CMV、SV40等启动子作用的广泛毒性 ,

其作用在于既靶向破坏肿瘤新生血管 ,

以使其灌注区瘤组织缺血坏死 ,又靶向

作用于大部分实体肿瘤细胞 ,因而放大

了基因治疗的效果 ,且避免了肿瘤耐受

以及对正常组织的毒副作用。

自 Chartier 等提出细菌内同源重组

法构建腺病毒载体以来 ,该方法已作了

一些改进 ,但仍不尽人意。为了提高效

率和进一步简化实验步骤 ,本实验对
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AdEasy系统进行了如下改进 : (1)先将

AdEasy21 质粒转化入 BJ5183 菌 ,用氯

化钙法制备感受态 ,并分成小部分

- 70℃保存。(2) PmeⅠ酶线性化的转

移质粒直接转化 AdEasier21 细菌 ,不需

要分离纯化。(3)可直接根据琼脂糖电

泳初定阳性重组质粒 ,与 AdEasy21 质粒

大小相近者即为养性重组体。因此改进

后的 AdEasy 系统 ,仅用简便的氯化钙

法转化即可使获得重组体阳性的效率大

大提高 ,有报道成功率在 60 %～90 % ,

本实验随机调取 4 个小克隆 ,均为阳性

克隆。出现如此高的重组率可能与

BJ 5183 菌中 AdEasier21“质粒池”有

关 [2 ] ,因为 AdEasy21如此大的质粒在操

作过程中 ,极易断裂、开环导致其与细菌

复制体系连接率降低 ,如此少量拷贝的

AdEasy21质粒与转移质粒的重组效率

必然难以提高。改进后的 AdEasy体系

事先在 BJ 5183 内形成比较大的“质粒

池”,因此与线性化的转移质粒细菌内重

源重组的效率大大提高。

本实验将制备的重组腺病毒行 PCR

鉴定 ,表明重组体内含有 KDR及 CDg2
lyT K片段 ;再将其体外感染 ECV304 细

胞 ,荧光显微镜下可见 GFP绿色荧光表

达 ,3d后 ,行 RT2PCR 扩增出目的基因

CDglyT K ,证实其 mRNA水平的表达。

综上所述 ,改进的“两步法”细菌内

同源重组制备重组腺病毒简便、快捷、成

功率高。文献查新表明 ,我们首次构建

了 KDR启动子介导的双自杀基因重组

腺病毒 ,为以肿瘤血管为靶向的基因治

疗提供了有价值的手段。
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