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用腺相关病毒载体介导人血管内皮生长因子受体!"#胞外区基因的表达

曾革非 张立国 张智清"

（中国预防医学科学院病毒学研究所病毒基因工程国家重点实验室，北京 !%%%4$）

摘 要 新生血管大量形成在实体瘤的生长和转移中起着关键的作用。血管内皮生长因子（&8E5）是介导肿瘤血

管生成的最主要因素。从原代培养的人脐静脉血管内皮细胞（FG&8H）提取细胞总 I*J，采用逆转录 KHI（I1.KHI）

方法得到 &8E5 受体 LMI 胞外区 CM*J 片段。将获得的受体基因克隆到 JJ& 基因治疗载体 AN*J& 中，得到重组质

粒 AN*J&OLMI。重组质粒转染 PFL 细胞，加入辅助病毒后，获得了表达目的蛋白的重组 JJ&。重组病毒表达的

LMI 在体外实验中具有与 &8E5 结合的活性。在体内实验中，重组 JJ& 感染的黑色素瘤细胞在小鼠中形成肿瘤的

血管化程度明显低于对照组。
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新生血管的形成与多种疾病的发生密切相关，

例如，肿瘤的生长和转移、糖尿病相关的视网膜病

变、类风湿等［!］。&8E5 在介导新生血管生成的过程

中起着最主要的作用［$］，&8E5 主要通过其两个高亲

和力受体发挥作用，即 5(D.! 和 LMI。5(D.! 与 &8E5
和血小板衍生生长因子（KME5）均有很高的亲和力，

而 LMI 只与 &8E5 特异结合。&8E5 受体由胞外

区、跨膜区和胞内区三部分组成，与配体结合的活性

部位位于胞外区，胞内区具有酪氨酸蛋白激酶的活

性［/］。通过抑制 &8E5 的生物学活性可以抑制血管

生成，目前正在研究的有抗 &8E5 或其受体的抗体、

小分子 &8E5 拮抗物、化学药物等。与其它方法相

比较，用受体的胞外段阻断 &8E5 的病理作用，且具

有无免疫原性的优点，是目前研究的热点。

腺病毒伴随病毒（JJ&）载体是目前基因治疗中

应用的重要载体之一，它与人类疾病无相关性。本

文报道将 &8E5 受体 LMI 的全长胞外区基因克隆

到 AN*J& 载体中，包装出含受体胞外区基因的重组

JJ& 病毒，并利用小鼠黑色素瘤模型，初步研究了

重组病毒对血管生成的抑制作用。

$ 材料与方法

$%$ 细胞和质粒

JJ& 基因治疗载体 AN*J& 由本实验室构建［#］。

人脐 静 脉 内 皮 细 胞（FG&8H），金 黄 地 鼠 肾 细 胞

（PFL）均由本实验室保存，小鼠黑色素瘤细胞系

P!35!% 购自 J1HH。

$%& 酶及试剂

各种限制性酶、修饰酶购于 *2R 8=>(6=S P:’(6BT
公司。细胞总 I*J 提取试剂 1IUVWX、脂质体 X:A’.
Y2CD69:=2 为 EUPHW PIX 公司产品。Z11 为 N:>96 公

司产品。重组人 &8E5 及其单抗由本室制备。

$%’ 受体胞外区基因的克隆和序列分析

取培养至 / [ # 代的 FG&8H ! 瓶，用 1\:;’( 法提

取细胞总 I*J，经 I1.KHI 获得 LMI 胞外区 CM*J
片段，所用引物序列如下：

上游引物：4]1JE EJ1 HHJ 1EJ EHJ JEE 1EH 1EH 1E /]

下游引物：4]1JE EJ1 HH1 1JH JJE 11H E1H 111 1H /]

KHI 产物直接克隆至 AE8Z.1 载体后，测定基

因序列。

$%( 目的基因 !"# 克隆入载体 )*+,-
将 LMI 克隆到 JJ& 基因治疗载体 AN*J&。酶

切鉴定重组质粒，命名为 AN*J&OLMI。基因重组克

隆操作技术均照 Z’(2C,(6\ H(’=:=> 实验手册［4］进行。

用 Q:6>2= 质粒小量提取试剂盒提取 AN*J&OLMI 质

粒用于转染细胞。



重组病毒的获得与纯化见参考文献［!］。

!"# 重组病毒的感染及表达产物的活性测定

取一方瓶生长状态良好的 "#$ 细胞，加入重组

病毒 %&!’，()*吸附 +,，加入不含血清的 -./. 培

养液，室温静置培养 %0，取上清包被于 1! 孔 /’234
板，牛血清白蛋白（"34）封闭后加入 5/67（+!89!’）

()*孵育 +,，一抗为抗 5/67 单抗，二抗为辣根过氧

化物酶标记的羊抗鼠 286，:;- 底物显色。

!"$ 重组病毒对肿瘤血管生成及肿瘤生长的抑制

作用

用纯化的重组病毒感染 <&=成片的小鼠黑色

素瘤细胞 "+!7+&，><, 后，将细胞重悬于无血清的

-./. 培养液中，每只 ?%) 鼠背部皮下注射 +&! 细

胞，以带有 445 病毒感染的黑色素瘤细胞作为对

照。每组 % 只小鼠。观察肿瘤生长情况，@ 周后将

肿瘤组织作石蜡切片，常规 #/ 染色，血管形成定量

以微血管密度（.5-）表示：在低倍镜（+&& A ）下确定

肿瘤内 % 个新生血管密集区，再在高倍镜（@&& A ）下

计数每个密集区中一个视野内的微血管数，以 % 个

区域微血管数的平均数作为微血管密度，显微镜下

进行血管记数并拍照，采用 ! 检验方法进行数据分

析。

% 实验结果

%"! &’( 胞外区基因的克隆与序列分析

从 #B5/? 细胞提取总 CD4，经 CEF;?C 扩增出

血管内皮生长因子 $-C 受体的 G-D4 片段，将 ;?C
产物克隆到 H6/.FE 载体，挑取重组质粒 H6/.FE9
$-C，限制性酶分析图谱及核苷酸序列分析表明其

序列与已发表的资料相符［)，<］。

%"% )*+,-.&’( 重组质粒的构建及其酶切鉴定

用 "#$C2 I %&’2 双酶切 H6/.FE9$-C 并回收目

的片段，克隆到同样酶切的 H3D45 载体（图 +）。

图 + 质粒 H3D459$-C 的结构图

7J8K+ 3LMNGLNMO PQ H3D459$-C

%"/ 表达产物与 0-123!$# 的结合活性

用表达 $-C 的重组 445 感染 "#$ 细胞，采用

间接 /’234 方法检测表达的受体与 5/67 的结合活

性，结果如图 @ 所示，与对照相比，感染了重组病毒

的细胞上清具有与 5/67+!%特异性结合的能力。

图 @ 重组 445 表达的 $-CR)与 5/67 的结合活性

7J8K@ 5/67 "JR0JR8 SGLJTJLU PQ $-CR)

OVHMOWWO0 XU MOGPYXJRSRL 445
DO8SLJTO GPRLMPZ：WNHOMRSLSRL PQ RPMYSZ "#$；

$-C：WNHOMRSLSRL PQ "#$ JRQOGLO0 XU MOGPYXJRSRL 445

图 ( 表达 $-C 的重组 445 对小鼠恶性黑色素瘤

血管形成的影响（@&& A ）

7J8K( 4RLJFSR8JP8OROWJW PQ $-C OVHMOWWO0 XU
MOGPYXJRSRL 445 PR YOZSRPYS

4K.OZSRPYS JRQOGLO0 XU MOGPYXJRSRL 445 TJMNW OVHMOWWJR8 $-C；

"K.OZSRPYS JRQOGLO0 XU 445
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!"# 重组病毒对肿瘤血管生成及肿瘤生长的抑制

作用

用表达 !"# 胞外区基因的重组病毒感染小鼠

黑色素瘤细胞后，在 $%& 小鼠上观察了 !"# 胞外区

基因对肿瘤血管形成的抑制作用。肿瘤细胞接种于

小鼠皮下，’ 周后取肿瘤组织切片，常规 () 染色。

结果如图 *、表 + 所示。结果表明感染了重组病毒

的小鼠恶性黑色素瘤组织血管密度明显低于对照肿

瘤组织。

表 $ 表达 %&’ 的重组 (() 对小鼠恶性黑色素瘤

新生血管的影响

*+,-. $ (/012+/3143./.515 46 %&’ .789.55.: ,;
9.<4=,1/+/0 (() 4/ =.-+/4=+

,-./01 2/345- 678-.95115: ;5<17=>!6?"（ ! @ "）

!"#ABB? % +C @ D

BB? % D’ @ ++

# E FGF%

> 讨 论

大量的研究表明，?),H 是刺激肿瘤血管生成

的主要作用因子。?),H 在许多实体瘤中大量表

达，肿瘤细胞产生的 ?),H 通过旁分泌作用刺激周

围新生血管的形成，而新形成的血管又可为肿瘤组

织提供必要的养分，促进肿瘤的生长。这个过程是

通过 ?),H 与血管内皮细胞上 ?),H 受体的相互作

用完成的。?),H#+AH:=I+ 和 ?),H#’A!"#AH:JI+ 是

?),H 的两种高亲和力受体。在许多肿瘤组织中，

!"# 的表达量明显升高，这提示着 ?),HI!"# 途径

可能在肿瘤血管生成中起着主要的作用。

腺病毒伴随病毒（BB?）具有与人类疾病无相关

性、能将其基因组定点整合到宿主细胞染色体及可

感染有丝分裂后细胞等特点，已被广泛应用于基因

治疗的研究。本文将 ?),H 受体 !"# 的全长胞外

区基因克隆到 0K2B? 载体中，包装出含受体胞外区

基因的重组 BB? 病毒，并研究了重组病毒对小鼠肿

瘤生长及肿瘤血管生成的抑制作用。从肿瘤组织切

片和血管计数的结果来看，!"# 胞外区基因能较为

显著地抑制黑色素瘤新生血管的形成。转染了表达

!"# 胞外区重组 BB? 的小鼠黑色素瘤细胞在成瘤

时间上与阴性对照没有明显差别，我们推测这可能

是因为黑色素瘤生长较快，而外源导入的 ?),H 可

溶性受体基因在肿瘤组织内表达并发挥作用是一个

较为缓慢的过程。

我们 首 次 探 索 了 用 BB? 基 因 治 疗 载 体 介 导

?),H 可溶性受体抑制肿瘤的血管生成。这一结果

初步证实了 ?),H 受体 !"# 胞外区对肿瘤血管生

成的抑制作用，同时为以后进一步用基因治疗的手

段，介导 ?),H 的可溶性受体基因进行抗血管生成

的研究奠定了基础。为肿瘤及其它血管生成相关疾

病的抗血管治疗提供了实验依据。

致 谢：本实验中 BB? 重组病毒的包装工作由本室

吴小兵博士和伍志坚博士协助完成，特此表示感谢。
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丙型肝炎病毒的危害及其防治研究

丙型肝炎病毒（)LC）是肝炎病毒家族的重要成员之一，全球性地危害人体健康，据 Z)[ 报告，“丙肝”病毒已感染了约 2\R
亿人，是 )]C（艾滋病病毒）感染的 ^ 倍，也是全球性肝损伤、肝癌的主要发病原因，在法国，有 2_人口感染“丙肝”病毒，它不仅

引起急性肝炎，而且 T3_的带毒者会逐渐发展成慢性肝炎，其中 53_最后会出现肝硬化，或原发性肝细胞肿瘤。在俄国，研究

人员发现“丙肝”病毒传染给寄主，其寄生性不仅伤害患者肝脏，而且也会破坏神经系统。此病毒在患者体内潜伏 24 ‘ 53 年，

一旦确诊，患者很可能已转为慢性肝炎，甚至出现肝硬化，实验证明，这种病毒破坏神经系统难以修复，严重危及人的生命安

全。为诊断和治疗“丙肝”以恢复健康，我国第二军医大学研究人员在国际上首次构建成功中国丙肝病毒基因文库，并率先研

制成功新一代“丙肝”诊断试剂盒，将为“丙肝”患者诊断与治疗提供较为方便的途径。

为了更好实施对“丙肝”的有效治疗，除了目前通常采用干扰素的特定控制病毒病之外，“丙肝”疫苗对“丙肝”治疗或许是

个更为有效的治疗方法，有人对“丙肝”病毒进行基因工程改造，使其能在培养细胞中更有效繁殖，这样将更有助于设计疫苗

的“丙肝”病毒突变，可是目前还没有这种疫苗和普遍有效的治疗方法。为此，有三方面研究取得进展或将有所突破：一是“丙

肝”疫苗的研制。我国有关科研单位认为，研制“丙肝”疫苗势在必行。武汉大学与广西北海海洋生物产业股份有限公司签订

了联合开发“人丙肝基因工程疫苗”的项目协议书，必将加快此疫苗的研究进程，预祝早日造福于民。二是新型干扰素的研

发。美国研究人员在干扰素用于治疗“丙肝”的基础上通过临床试验研究，开发出了一种新的干扰素叫 N%1=8@，通过 S 年分别

对澳大利亚、英国、加拿大等 a 个国家和地区的“丙肝”患者试用，取得较显著的效果。副作用小，疗效持续时间长，每周只注射

2 次即可。三是重视“丙肝”的辅助治疗。日本研究人员通过临床试验证实牛奶中的乳铁蛋白能使“丙肝”病毒减少，有望成为

“丙肝”的一种辅助疗法，试验证明，让“丙肝”患者每天服用 3\U1 乳铁蛋白（5 ‘ S+ 牛奶的含量），S 个月后，患者血液里的“丙

肝”病毒的量平均比服用前减少了约 S3_，肝功能得到改善，没有产生明显副作用。因此，有可能在服用乳铁蛋白后使病毒含

量下降，之后再用干扰素进行治疗，会进一步提高疗效。

总之，对危害人体健康，威胁生命安全的“丙肝”病毒的有效控制及病害的根治，给生命科学工作者、医学科学工作者提出

了重要研究课题，对“丙肝”病毒侵染寄主的致病机制和它们的分子生态学的深入研究，对根治“丙肝”有着很重要的实际意义。

（柯 为 供稿）
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