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大鼠血小板衍生生长因子Ｃ重组腺病毒载体的
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　　摘　要：目的　构建含大鼠血小板衍生生长因子Ｃ（ＰＤＧＦＣ）基因的ｐＡＤＥＧＦＰＰＤＧＦＣ的重组腺病毒表达载体，体外转染

骨髓源性内皮祖细胞（ＥＰＣｓ）并观察目的基因蛋白及ｍＲＮＡ表达情况。方法　通过逆转录聚合酶链式反应技术（ＲＴＰＣＲ）法从

ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＰＤＧＦＣ真核表达载体中获得ＰＤＧＦＣ目的片段，经ＢＰ重组与ＬＲ重组插入到ｐＡＤ／ＣＭＶ／Ｖ５ＤＥＳＴ，构建ｐＡＤ

ＰＤＧＦＣＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ腺病毒载体。酶切及ＤＮＡ测序鉴定后转染 ＨＥＫ２９３Ａ包装、纯化，测定病毒滴度后转染大鼠骨髓源性

ＥＰＣｓ，应用ＲｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ、蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）等方法检测ＰＤＧＦＣ蛋白及ｍＲＮＡ的表达。结果　核酸内切酶

消化及ＰＣＲ分析证实ＰＤＧＦＣ基因成功插入ｐＡＤ／ＣＭＶ／Ｖ５ＤＥＳＴ腺病毒载体，转染后荧光显微镜下观察可见绿色荧光蛋白表

达，转染４８ｈ后实时定量酵素聚合反应技术（ＲｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ）测定ＥＰＣｓ中ＰＤＧＦＣ含量明显提高（犘＜０．０５），Ｗｅｓｔｅｒｂｌｏｔｔｉｎｇ

检测证实在４６×１０３ 存在特异性条带。结论　成功构建了大鼠ＰＤＧＦＣ基因的腺病毒表达载体ｐＡＤＥＧＦＰＰＤＧＦＣ，体外转染

大鼠骨髓源性ＥＰＣｓ能高效表达目的基因产物，为后续研究ＰＤＧＦＣ基因功能以及进一步开展基因治疗奠定了基础。
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　　血小板衍生生长因子Ｃ（ＰＤＧＦＣ）是由Ｌｉ等
［１］新近发现

的ＰＤＧＦ家族成员，活化形式为同二聚体ＰＤＧＦＣＣ，受体为

ＰＤＧＦＲαα和 ＰＤＧＦＲαβ，分子结构中除包含高度保守的

ＰＤＧＦ／ＶＥＧＦ同源结构域外，还含有独特的ＣＵＢ结构域
［２３］。

本研究旨在以复制缺陷型腺病毒ｐＡＤ／ＣＭＶ／Ｖ５ＤＥＳＴ为载

体，采用Ｇａｔｅｗａｙ克隆系统的ＢＰ及ＬＲ同源重组技术，构建大

鼠过表达目的基因ＰＤＧＦＣ的腺病毒载体，包装后转染大鼠骨

髓源性内皮祖细胞（ＥＰＣｓ），观察其稳定转染对ＰＤＧＦＣ表达

的影响，为探讨基因修饰ＥＰＣ治疗肢体缺血性疾病提供实验

依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　质粒、细菌、细胞和实验动物　大鼠ｐＩＲＥＳＥＧＦＰ

ＰＤＧＦＣ真核表达载体由本中心实验室保存；定向克隆中间载
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体ｐＤＯＮＲ２２１与腺病毒表达载体ｐＡＤ／ＣＭＶ／Ｖ５ＤＥＳＴ购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＤＨ５α、ＨＥＫ２９３Ａ细胞由重庆医科大学生命

科学院提供；雄性ＳＤ大鼠，由重庆医科大学实验动物中心提

供，并符合重庆医科大学实验动物管理委员会制定的实验动物

管理要求。

１．１．２　主要试剂及耗材　ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ购自 Ｔａｋａｒａ公司；

ＰａｃＩ限制性内切酶购自 Ｎｅｂ公司；ＴＲＩｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂

盒、病毒载体重组酶、ＰＣＲ 产物割胶回收试剂盒及 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｔ４ＤＮＡ连接酶、反转录

Ｋｉｔ购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；Ｐｌａｓｍｉｄ抽提 Ｋｉｔ及 ＤＮＡ抽提 Ｋｉｔ

购自Ａｘｙｇｅｎ公司；ＥＢＭ２Ｋｉｔ完全培养基购自Ｌｏｎｚａ公司；

ＤｉｌａｃＬＤＬ及ＦＩＴＣＵＥＡＬｅｃｔｉｎ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；引物合

成和测序由上海生工生物工程公司完成。

１．２　方法

１．２．１　中间载体ｐＤＯＮＲ２２１ＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＰＤＧＦＣ的构建

　根据目的片段序列设计ＢＰ重组ＰＣＲ引物，上下游引物５′

端分别添加ＡＴＴＢ１和ＡＴＴＢ２重组序列，序列如下：ＰＤＧＦＣ

ＡＴＴＢ１：ＧＧＧＧＡＣＡＡＧＴＴＴＧＴＡＣＡＡＡＡＡＡＧＣＡＧＧ

ＣＴＴＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＣＴＣＣＴＣＣＴＣＧＧＣＣＴＣ；ＥＧＦＰ

ＡＴＴＢ２：ＧＧＧＧＡＣＣＡＣＴＴＴＧＴＡＣＡＡ ＧＡＡ ＡＧＣＴＧＧ

ＧＴＣＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＡＴＧＣＣ；以ｐＩＲＥＳ２

ＥＧＦＰＰＤＧＦＣ为模板，行目的片段ＰＣＲ扩增，使目的片段两

末端分别带上 ＡＴＴＢ１和 ＡＴＴＢ２序列，分离ＰＣＲ产物并用

ａｘｙｇｅｎ公司胶回收目的片段。使用ＢＰ重组系统将ＰＤＧＦＣ

ＩＲＥＳＥＧＦＰ重组到中间载体ｐＤＯＮＲ２２１上，并取５μＬ重组

反应液转化ＤＨ５α感受态细胞。

１．２．２　ｐＡＤＰＤＧＦＣＩＲＥＳＥＧＦＰ重组腺病毒质粒的构建　

使用ＬＲ重组系统将ｐＤＯＮＲ２２１ＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＰＤＧＦＣ携带

的目的片段重组到ｐＡＤ／ＣＭＶ／Ｖ５ＤＥＳＴ腺病毒载体。菌落

ＰＣＲ鉴定为阳性的克隆质粒行测序验证。将重组菌液划线培

养，挑单克隆接入５０ｍＬ含氨苄抗性ＬＢ中培养，３７℃过夜，

次日行菌落ＰＣＲ，将鉴定阳性克隆接种到ＬＢ培养基，过夜，次

日用ａｘｙｇｅｎ质粒中抽试剂盒进行质粒抽提，筛选的阳性克隆

质粒行测序验证并保存。

１．２．３　重组腺病毒在 ＨＥＫ２９３Ａ中的包装、扩增、纯化　质粒

用ＰａｃＩ进行线性化后，按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ说明，将腺病毒质

粒导入ＨＥＫ２９３Ａ细胞，３６～４８ｈ后观察细胞形态，７ｄ后见明

显病毒克隆或蚀斑形成，待大量细胞崩解脱落收集病毒液。经

反复冻融３次裂解细胞后获取病毒粗提液，并经氯化铯密度梯

度离心纯化。

１．２．４　病毒液滴度测定　取－８０ ℃保存的腺病毒原液，

３７℃融化后用ＤＭＥＭ以１０－１～１０
－１２梯度稀释，取１００μＬ加

入９６孔板与２９３Ａ细胞共培养，连续孵育１０ｄ，显微镜观察细

胞生长情况，记数细胞病变效应（ＣＰＥ）孔数，用ｋａｒｂｅｒ法计算

滴度。

１．２．５　重组腺病毒ｐＡＤＰＤＧＦＣ转染ＥＰＣｓ　取３周龄ＳＤ

大鼠股骨及胫骨骨髓液，按文献［４］方法分离大鼠骨髓单个核

细胞，用 ＥＢＭ２Ｋｉｔ完全培养基培养，并采用 ＤｉｌａｃＬＤＬ及

ＦＩＴＣＵＥＡＬｅｃｔｉｎ双标鉴定。待细胞融合约８０％时行腺病毒

转染，加入目的病毒ｐＡＤＰＤＧＦＣ；阴性对照病毒ｐＡＤＥＧ

ＦＰ。４８ｈ后观察腺病毒上报告基因ＧＦＰ的表达情况。

１．２．６　转染ＥＰＣｓ后目的蛋白的蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测　将细胞浓度调整为１×１０
６，根据最佳 ＭＯＩ值

１０，分别用目的基因病毒液及阴性对照空载体病毒液感染

ＥＰＣｓ细胞，以空细胞作为空白对照。ＰＤＧＦＣ一抗稀释比为

１∶２００，βａｃｔｉｎ蛋白抗体稀释比为１∶５０００，二抗稀释比为１∶

５０００，ＥＣＬ底物化学发光显影，ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统采集

图片。

１．２．７　转染ＥＰＣｓ后目的基因的ＲｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ检测　分别

用目的基因病毒液及阴性对照空载体病毒液感染ＥＰＣｓ细胞，

以空细胞作为空白对照。用１ｍＬＴｒｉｚｏｌ抽提总 ＲＮＡ，根据

ＭＭＬＶ操作说明书进行反转录，获得ｃＤＮＡ后以ｒＡＣＴＢ为

内参行ｑＰＣＲ，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法荧光定量分析各基因的蛋白表

达，引物序列如下：ＰＤＧＦＣＦ：ＣＣＡ ＧＣＴ ＧＡＣＴＴＴ ＧＡＴ

ＧＡＧＡＧＡ，ＰＤＧＦＣＲ：ＣＡＴＣＡＣＴＧＧＧＣＴＣＣＴＣＡＡＣＴ，

ＡＣＴＢＦ：ＴＴＣＴＴＧＧＧＴＡＴＧＧＡＡＴＣＣＴＧＴＧ，ＡＣＴＢＲ：

ＧＧＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴ。

２　结　　果

２．１　目的片段的ＰＣＲ扩增　以ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＰＤＧＦＣ为模

板，ＰＣＲ扩增ＰＤＧＦＣＩＲＥＳＥＧＦＰ片段，使目的片段两末端

分别带上ＡＴＴＢ１和ＡＴＴＢ２序列，ＰＣＲ结果显示２．３ｋｂ处存

在明显条带，证实成功扩增目的基因重组片段，见图１。

　　１：ＭａｒｋｅｒＤＬ５０００（从上至下分别为：５０００、３０００、２０００、１５００、

１０００、７５０、５００、２５０、１００ｂｐ）；２、３：ＰＤＧＦＣＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ重组片段

ＰＣＲ产物。

图１　　ＰＤＧＦＣＩＲＥＳＥＧＦＰ重组片段的ＰＣＲ扩增

　　１：ＭａｒｋｅｒＤＬ５０００（从上至下分别为：５０００、３０００、２０００、１５００、

１０００、７５０、５００、２５０、１００ｂｐ）；２：阳性对照（以ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＰＤＧＦＣ

为模板）；３：阴性对照；４～８：ｐＡＤＰＤＧＦＣＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ重组克隆的

ＰＣＲ扩增。

图２　　腺病毒载体ｐＡＤＰＤＧＦＣＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ的菌落

ＰＣＲ鉴定

２．２　腺病毒载体ｐＡＤＰＤＧＦＣＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ的菌落ＰＣＲ鉴
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定　经ＢＰ重组及ＬＲ重组将目的片段定向插入ｐＡＤ／ＣＭＶ／

Ｖ５ＤＥＳＴ中，菌落ＰＣＲ结果证实在２．３ｋｂ处存在条带，与阳

性对照ｐＩＥＲＳ２ＥＧＦＰＰＤＧＦＣ结果一致，而阴性对照未见特

异性条带（图２），表明腺病毒载体ｐＡＤＰＤＧＦＣＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ

构建成功。

２．３　腺病毒载体ｐＡＤＰＤＧＦＣＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ的测序结果　

测序结果显示扩增序列片段长度为１１１３ｂｐ，为一个完整的开

放阅读框（ＯＲＦ），经在线基因对比软件ＣｌｕｓｔｅｒａｌＸ与基因库

Ｇｅｎｂａｎｋ比较显示与ＧｅｎｂａｎｋＩＤ：ＮＭ＿０３１３１７１００同源，说明

成功克隆出ＰＤＧＦＣ基因。

２．４　重组腺病毒在 ＨＥＫ２９３Ａ中的包装及滴度测定　ｐＡＤ

ＰＤＧＦＣＩＥＲＳ２ＥＧＦＰ转染 ＨＥＫ２９３Ａ细胞后，２４ｈ可见细胞

肿胀、脱落、趋向圆形，荧光显微镜观察存在ＧＦＰ表达，并随培

养时间增加荧光逐渐增多，培养１０ｄ后可呈现片状荧光（图

３）。连１０－１０浓度孔仍可发现有１０％病变效应细胞，而更低浓

度孔则未观察到。计算滴度为：ＴＣＩＤ５０＝１０－９．６·０．１ｍＬ。

２．５　ＡＤＰＤＧＦＣ在ＥＰＣｓ中的荧光表达及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ

鉴定　目的腺病毒ＡＤＰＤＧＦＣ及阴性对照腺病毒ＡＤＥＧＦＰ

分别转染ＥＰＣｓ，４８ｈ后可见 ＧＦＰ的表达，转染率约９０％～

９５％，同时观察细胞形态未发现细胞死亡（图４）。Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测结果显示在４６×１０
３ 出现特异性条带，而对照组

和空病毒载体未检测到ＰＤＧＦＣ蛋白表达，证实稳定转染ＡＤ

ＰＤＧＦＣ的ＥＰＣｓ有外源性ＰＤＧＦＣ蛋白表达，见图５。

２．６　目的基因的ｑＰＣＲ测定　实时荧光定量ＰＣＲ测定结果

显示ＡＤＰＤＧＦＣ转染的ＥＰＣｓ中，ＰＤＧＦＣ的表达量比 ＡＤ

ＥＧＦＰ的表达量增加了２６８３倍，目的基因过表达效果明显，见

表１。

图３　　倒置及荧光显微镜观察ｐＡＤＰＤＧＦＣＩＥＲＳ２

ＥＧＦＰ转染 ＨＥＫ２９３Ａ细胞影像学表现（×２００）

图４　　倒置及荧光显微镜观察ＡＤＰＤＧＦＣ腺病毒

转染ＥＰＣｓ影像学表现（×２００）

表１　　腺病毒转染ＥＰＣｓ的ＲｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ结果

组别
目的基因ＰＤＧＦＣ

Ｃｔ１ Ｃｔ２ Ｃｔ３ Ｃｔａｖ

内参基因ＡＣＴＢ

Ｃｔ１ Ｃｔ２ Ｃｔ３ Ｃｔａｖ
△Ｃｔ ΔΔＣｔ ２ΔΔＣｔ

Ａ组 ２７．９３ ２７．７９ ２８．１２ ２７．９５ １７．２５ １７．０８ １６．８９ １７．０７ １０．８８ ２．４１ ０．１９

Ｂ组 ２５．８１ ２６．０３ ２６．３７ ２６．０７ １７．７７ １７．４９ １７．５３ １７．６０ ８．４７ ０．００ １．００

Ｃ组 １３．８４ １４．４０ １３．９１ １４．０５ １７．０７ １７．１３ １６．７０ １６．９７ －２．９２ －１１．３９ ２６８３．６９

　　Ａ组：未转染病毒的ＥＰＣｓ组；Ｂ组：ＡＤＥＧＦＰ空病毒转染ＥＰＣｓ组；Ｃ组：ＡＤＰＤＧＦＣ转染ＥＰＣｓ组。

　　１：大鼠骨髓 ＥＰＣｓ对照组；２：ＡＤＥＧＦＰ转染 ＥＰＣｓ组；３：ＡＤ

ＰＤＧＦＣＩＲＥＳＥＧＦＰ转染ＥＰＣｓ组。

图５　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测各组ＰＤＧＦＣ的表达

３　讨　　论

ＰＤＧＦＣ在大鼠、小鼠、人体多个组织及细胞中广泛表达，

并参与机体的生长发育和生理过程［５］。Ａａｓｅ等
［６］发现ＰＤＧＦ

Ｃ可能参与腔道结构的形成。此外，在血管萌芽过程中，

ＰＤＧＦＣＣ可以诱导骨髓源性ＥＰＣｓ分化为平滑肌细胞并刺激

其生长［７８］。

Ｌｉ等
［９］进行的体外及体内研究表明ＰＤＧＦＣＣ不仅可以

动员缺血条件下的骨髓源性ＥＰＣｓ，还可诱导其分化和迁移。

多个动物实验和体外细胞实验均证实ＰＤＧＦＣＣ可以促进血

管周细胞、内皮细胞、成纤维细胞、巨噬细胞等多种细胞增殖、

再生和迁移，表明其促血管新生作用具有广泛的细胞靶

点［１０１１］，更重要的是 ＰＤＧＦＣ参与血管形成过程是一种非

ＶＥＧＦ依赖的独立作用
［１２１３］。因此，对ＰＤＧＦＣＣ活性的调控

可以对治疗缺血性疾病提供一种新的选择。

基因治疗关键在于探寻能携带目的基因高效表达及易于

转染的载体。本研究载体选择ｐＡＤ／ＣＭＶ／Ｖ５ＤＥＳＴ，是一种

改进型重组腺病毒表达系统，其不仅含有 Ｖ５表位基因，使目

的基因表达时可以同时携带Ｖ５融合蛋白，有利于病毒表达的

鉴定。更重要的是其属复制缺陷型病毒，由于只有 ＨＥＫ２９３Ａ

细胞能提供反式Ｅ１蛋白，因此，只能在此细胞中包装和扩增，

不会导致目的细胞的基因突变，因此，是安全、高效、稳定的腺

病毒载体系统。本研究选择 Ｇａｔｅｗａｙ克隆系统，无需限制性

内切酶的酶切、割胶回收及连接酶的连接，仅靠载体上存在的

特定重组位点和重组酶即可将目的基因克隆到目的载体上，还

可进行非宿主系统的亚克隆，避免了传统重组系统繁琐、复杂

耗时的操作过程，因而其应用潜力十分突出。
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