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摘要：　采用三质粒磷酸钙共转染生产系统，制备出可以表达内源性抗肿瘤血管生成因子（Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ）的９型

重组腺相关病毒（ｒＡＡＶ２／９）和２型重组腺相关病毒（ｒＡＡＶ２／２）．ｒＡＡＶ经银染法鉴定其纯度；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ

Ｂｌｏｔｔｉｎｇ法比较ｒＡＡＶ２／９和ｒＡＡＶ２／２外壳蛋白的大小；ｑＰＣＲ方法检测ｒＡＡＶ的滴度．使用ｒＡＡＶ２／９?Ｋａｌ

ｌｉｓｔａｔｉｎ和ｒＡＡＶ２／２?Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ分别感染人脐静脉血管内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）后，ＲＴ?ＰＣＲ和ＥＬＩＳＡ法分别检

测Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平．结果表明：纯化的病毒纯度达到９８％以上；ｒＡＡＶ９外壳蛋白比

ｒＡＡＶ２的大．感染 ＨＵＶＥＣ后，ｒＡＡＶ２／９介导Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ在ｍＲＮＡ和蛋白表达水平都要比ｒＡＡＶ２／２高．

关键词：　９型重组腺相关病毒；Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ；表达效率；人脐静脉血管内皮细胞
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目前在使用靶向性载体进行基因治疗的研究中，重组腺相关病毒（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏ?ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｖｉｒｕｓ，ｒＡＡＶ）载体因其在体内外表达效率高、表达周期长、免疫性低、无致病和致瘤性、遗传毒性低并可

大规模化生产等诸多优点，使其成为目前基因治疗领域非常有前途的生物载体［１?２］．现有的ｒＡＡＶ规模

化生产的产量和质量完全可以达到临床治疗的要求［３］．目前ｒＡＡＶ已经被广泛应用于临床治疗中，并

取得了非常好的疗效［４］．已经被发现的ＡＡＶ血清型主要有１３种，不同血清型的ｒＡＡＶ具有特异的组

织靶向性，包括肝、肺、脑、心脏、肌肉等［５?６］．９型ＡＡＶ是近年发现的具有高组织靶向性新血清型ＡＡＶ．

研究发现：９型ＡＡＶ对心脏特别是心肌层具有非常高的转导效率，顺序依次为ｒＡＡＶ９＞ｒＡＡＶ８＞

ｒＡＡＶ７＞ｒＡＡＶ２＝ｒＡＡＶ５
［７］．同时ｒＡＡＶ９可以在体内反复给药，并能维持较高的基因表达水平．这使

ｒＡＡＶ２／９可以在临床上介导基因药物更加长期高效的表达
［８］．Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ为丝氨酸蛋白酶抑制剂，可

有效地抑制肿瘤新血管生成［９］．本研究组之前的研究发现其还可有效地抑制肝癌增殖
［１０］．本文在此基

础上，制备出符合临床前研究的ｒＡＡＶ２／９?Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ并对其体外表达效率进行了初步的研究．

１　材料与方法

１．１　实验材料

细胞与菌株：人胚肾细胞２９３（ＨＥＫ２９３）；人脐静脉内皮细胞 ＨＵＶＥＣ（ＡＴＣＣ）；空白大肠杆菌

ＤＨ５α为本实验室保存．

腺相关病毒表达质粒ｐＡＭ?Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ，包装辅助质粒ｐＨ２２，ｐＨ２９和ｐＦｄ６为本实验室保存．

实时荧光定量聚合酶链式反应（ｑＰＣＲ）测定ｒＡＡＶ病毒滴度的引物为

ＷＰＲＥ?Ｕ：５′?ＴＧＧＣＧＴＧＧＴＧＴＧＣＡＣＴＧＴ?３′；ＷＰＲＥ?Ｌ：５′?ＧＴＴＣＣＧＣＣＧＴＧＧＣＡＡＴＡＧ?３′．

ＲＴ?ＰＣＲ基因鉴定引物为
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ＧＴＣＣ?３′．

１．２　主要试剂

限制性内切酶、ＤＮａｓｅＩ，ＭＢＩ公司；蛋白酶Ｋ，Ｐｒｏｍｅｇａ公司；新生牛血清、ＤＭＥＭ培养基和ＩＭＥＭ

培养基，Ｇｉｂｃｏ公司；银染试剂盒，碧云天公司；ＡＡＶ一抗，Ａｂｎｏｖａ公司；Ｒｅａｌ?ＴｉｍｅＳＹＢＲ试剂盒，大连

宝生物公司；质粒大提试剂盒，Ｑｉａｇｅｎ公司；人Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ?ＥＬＩＳＡ试剂盒，Ｒ＆Ｄ公司．

１．３　质粒的大量提取

ｐＡＭ?ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ，Ｈ２２，Ｈ２９和ｐＦｄ６质粒转化进感受态大肠杆菌ＤＨ５α，制备出单克隆．使用Ｑｉａ

ｇｅｎ质粒大量提取试剂盒，按照说明书大量提取各质粒．

１．４　狉犃犃犞的包装与纯化

转染前２４ｈ接种ＨＥＫ２９３细胞至平皿中；转染前１～３ｈ，换成ＩＭＥＭ培养基．将载体质粒、包装质

粒、辅助质粒与２．５ｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２ 溶液混匀；再加入等量２×ＨｅＢＳ震荡混匀．将此溶液加到培养皿

中；然后放入到ＣＯ２ 培养箱中培养１６ｈ后，将培养液换为含有１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ，继续培养６０～７２ｈ

后收获病毒．裂解细胞后，加入核酸酶（５００μｋａｔ·Ｌ
－１），３７℃孵育１ｈ后离心去除细胞碎片．使用

ＰＥＧ８０００?ＣｓＣｌ梯度离心纯化病毒
［１１?１２］．

１．５　银染法、犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵法和狇犘犆犚法鉴定狉犃犃犞

十二烷基硫酸钠?聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ?ＰＡＧＥ）分离纯化后的病毒，然后分别用银染法和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法鉴定．ｑＰＣＲ法测病毒滴度：待测病毒液加入ＤＮａｓｅＩ于２５℃消化１ｈ．加入等体积

蛋白酶Ｋ溶液，３７℃消化１ｈ．酚?氯仿?异戊醇法纯化病毒ＤＮＡ，醋酸钠冰乙醇法沉淀．病毒ＤＮＡ用去

离子水溶解后，酶切处理后使用ｑＰＣＲ法测定ｒＡＡＶ的基因组滴度．

１．６　犿犚犖犃表达水平的测定

１×１０５ 个 ＨＵＶＥＣ细胞培养于２４孔板中，２４ｈ后分别用纯化后的ｒＡＡＶ２／９?Ｋａｌｌｉｔａｔｉｎ和

ｒＡＡＶ２／２?Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ感染细胞，感染复数（ＭＯＩ，即平均每个细胞感染病毒的基因组数（Ｖ．Ｇ．））为１×

１０４Ｖ．Ｇ．·ｃｅｌｌ－１．培养后２４和７２ｈ时收集并提取细胞总ＲＮＡ，ＲＴ?ＰＣＲ后琼脂糖电泳鉴定．使用１８Ｓ

ＲＮＡ作为参照．

１．７　蛋白表达水平的测定

５×１０３ 个 ＨＵＶＥＣ细胞培养于９６孔板中，２４ｈ后分别用纯化后的ｒＡＡＶ２／９?Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ和

ｒＡＡＶ２／２?Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ感染细胞，ＭＯＩ＝１×１０
４Ｖ．Ｇ．·ｃｅｌｌ－１．感染后分别在２４和７２ｈ用ＥＬＩＳＡ试

剂盒检测细胞培养液中Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ的蛋白表达量．

２　结果与讨论

２．１　狉犃犃犞的纯度和滴度鉴定

银染法鉴定ｒＡＡＶ纯度的结果，如图１所示．由图１可知：纯化后的ｒＡＡＶ的纯度达到９８％以上．

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ法测定２种血清型腺相关病毒载体的大小，如图２所示．由图２可知：ｒＡＡＶ２／２外壳

蛋白ＶＰ１，ＶＰ２，ＶＰ３大小与之前报道的８７，７２和６２ｋｕ大小一致．比较ｒＡＡＶ２／９与ｒＡＡＶ２／２的外壳

蛋白大小发现ｒＡＡＶ２／９的外壳蛋白比ｒＡＡＶ２／２的外壳要大．之前也有研究表明：ｒＡＡＶ９的病毒外壳

略大于蛋白分子标准８１，６６和６０ｋｕ
［１３］．采用Ｒｅａｌ?ｔｉｍｅｑＰＣＲ法测定ｒＡＡＶ的滴度，所有纯化后的

ｒＡＡＶ基因组滴度（以基因组数量·ｍＬ表示－１，即Ｖ．Ｇ．·ｍＬ－１）约为１×１０１２Ｖ．Ｇ．·ｍＬ－１．

２．２　狉犃犃犞２／９介导犓犪犾犾犻狊狋犪狋犻狀在犎犝犞犈犆中的犿犚犖犃表达水平

ＲＴ?ＰＣＲ检测结果，如图３所示．由图３可知：ｒＡＡＶ２／９?Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ和ｒＡＡＶ２／２?Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ分别

感染ＨＵＶＥＣ后２４ｈ即可表达Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ，且随着时间增强．７２ｈ时的ｍＲＮＡ表达水平明显高于２４ｈ

时的表达水平．而且在ＨＵＶＥＣ中，ｒＡＡＶ２／９?Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ在２４和７２ｈ时表达Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ的水平都比
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ｒＡＡＶ２／２?Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ高．

图１　ｒＡＡＶ的纯度　　　　　　　　　　　　　　　图２　ｒＡＡＶ的外壳蛋白大小

　Ｆｉｇ．１　ＰｕｒｉｔｙｏｆｒＡＡＶ　　　　　　　　　　　　　Ｆｉｇ．２　ＭｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆｒＡＡＶ

２．３　狉犃犃犞２／９介导犓犪犾犾犻狊狋犪狋犻狀在犎犝犞犈犆中的蛋白表达水平

Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ的标准样品为人源Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ，测得标准曲线为：狔＝２５５９．８狓－２７．９１２．感染后２４ｈ，

ｒＡＡＶ２／９即可介导Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ在ＨＵＶＥＣ表达，如图４所示．由图４可知：感染后７２ｈ，Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ的

表达水平ρ（Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ）明显比２４ｈ时高，达到（３２２．５６±２．７）ｎｇ·ｍＬ
－１；而ｒＡＡＶ２／２介导Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ

的表达量为（２７１．３２±３．９３）ｎｇ·ｍＬ
－１．在２４和７２ｈ时，ｒＡＡＶ２／９介导Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ在 ＨＵＶＥＣ中的

表达水平都要高于ｒＡＡＶ２／２．

图３　Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ的ｍＲＮＡ表达水平　　　　　　　　　　　　图４　Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ的蛋白表达水平

Ｆｉｇ．３　ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＫａｌｌｉｓｔａｔｉｎ　　　　　　　　　　　　Ｆｉｇ．４　ＰｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＫａｌｌｉｓｔａｔｉｎ

３　结束语

ＡＡＶ９是从人体中发现的新血清型腺相关病毒．ｒＡＡＶ２／９被发现在肝脏、肺部和肌肉组织中的表

达效率比其他血清型的ｒＡＡＶ高
［５］．目前在基因治疗中使用最多的为ｒＡＡＶ２／２，因为它是最早应用于

基因治疗，也是特性研究的最为清楚的血清型．但在临床应用中有研究表明：人体的血液中预先存在大

量针对ＡＡＶ２的免疫球蛋白Ｇ，从而影响其介导基因药物的长期高效表达
［１４］．而ＡＡＶ９却不存在这样

的问题，所以ｒＡＡＶ２／９在基因治疗的应用前景是非常巨大的．

Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ被证明可以有效的降低肿瘤的新血管生成，对肿瘤的再生长和迁移都具有抑制作用．本

实验室之前的研究发现Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ可以有效的抑制肿瘤新血管的生成
［１５］．本实验成功构建了可表达

Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ的ｒＡＡＶ２／９，此病毒载体的纯度和滴度都符合临床前研究的要求．而且ｒＡＡＶ２／９介导Ｋａｌ

ｌｉｓｔａｔｉｎ在人脐静脉血管内皮细胞中表达效率高于ｒＡＡＶ２／２，这为进一步的肿瘤基因治疗奠定基础．

目前癌症已成为人类的最大杀手，其中仅肺癌每年致死人数就达１３７．８万
［１６］．而癌症不易治疗的

主要原因在于其发病机制非常复杂，非单一途径．所以仅仅通过一种基因治疗方法很难取得较好疗效．

研究者开始使用联合治疗方法治疗肺癌，并且取得了非常好的疗效．ｒＡＡＶ２／９已经被证明可以在多种

组织中高效表达目的基因，本研究表明：其还可以在血管内皮细胞中高效表达Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ．这为今后利

用ｒＡＡＶ２／９介导Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ联合其他基因药物对癌症进行联合治疗提供了可能．
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