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大鼠ＣＧＲＰ基因重组慢病毒载体的构建及滴度测定
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　　摘　要：目的　构建含大鼠降钙素相关基因肽（ＣＧＲＰ）基因的慢病毒表达载体，为后续转染目的细胞并研究ＣＧＲＰ的功能奠

定基础。方法　通过基因工程技术将ＣＧＲＰ基因克隆到穿梭质粒中，构建Ｐｕｃ５７ＣＧＲＰ质粒，用双酶切法构建慢病毒表达载体

（ｐＬｅｎＯＤＣＥＣＧＲＰ），将该质粒载体与４种辅助包装质粒共转染２９３Ｔ细胞，转染的２９３Ｔ细胞继续培养４８ｈ后，收集其上清液，

浓缩得到高滴度的慢病毒液，然后采用倍比稀释法和流式细胞术检测病毒滴度，并通过实时定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测２９３Ｔ

细胞中ＣＧＲＰ基因的表达。结果　成功构建了ｐＬｅｎＯＤＣＥＣＧＲＰ的重组慢病毒载体，滴度为５．１×１０８ＴＵ／ｍＬ。结论　成功构

建了含ＣＧＲＰ基因高滴度的慢病毒载体，为后续转染间充质干细胞（ＭＳＣ）并研究ＣＧＲＰ的功能奠定了基础。
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　　 降 钙 素 基 因 相 关 肽 （ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎｇｅｎｅｒｅｌａｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅ，

ＣＧＲＰ）是神经肽家族的一种的血管活性肽，广泛分布于神经

及心血管系统，主要由感觉神经合成与分泌，具有多种生理功

能，是目前体内最强的内源性扩血管肽［１］。在心血管系统，

ＣＧＲＰ具有多种生物活性，比如强大的扩血管作用、抑制血管

平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，ＶＳＭＣ）增殖、保护内

皮细胞及参与血管新生等作用［２３］。本研究拟构建ＣＧＲＰ基

因的慢病毒载体，包装高滴度的慢病毒颗粒，为进一步在细胞

和动物模型的研究中奠定基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与材料　Ｐｕｃ５７ＣＧＲＰ基因（南京金斯瑞生物

科技有限公司合成）；ｐＬｅｎＯＤＣＥ载体、４个病毒包装质粒系

统（ｐＲｓｖＲＥＶ、ｐＭＤｌｇｐＲＲＥ、ｐＭＤ２Ｇ、ＴｒａｎｓｆｅｒＶｅｃｔｏｒ，上海

英为信科技有限公司）；人胚肾２９３（２９３Ｔ）细胞由本中心保存；

Ｔ４ＤＮＡ连接酶（ＮＥＢ公司）；Ｔａｑｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，犅犪犿ＨⅠ、犈犮狅ＲⅠ

限制性内切酶，ＤＬ１５０００、２０００ＤＮＡ分子标记物（Ｔａｋａｒａ公

司）；ＡｘｙＰｒｅｐ质粒小量制备试剂盒（Ａｘｙｇｅｎ公司）。

１．２　方法

１．２．１　重组慢病毒载体（ｐＬｅｎＯＤＣＥＣＧＲＰ）的构建及鉴定

　通过对慢病毒载体（ｐＬｅｎＯＤＣＥ）和Ｐｕｃ５７ＣＧＲＰ分别使用

犈犮狅ＲⅠ和犅犪犿Ｈ Ⅰ进行酶切，将酶切产物去磷、１．５％琼脂糖

电泳、胶回收后，将ｐＬｅｎＯＤＣＥ载体和 ＣＧＲＰ基因通过 Ｔ４

ＤＮＡ连接酶进行连接，然后转化、质粒抽提，挑克隆酶切鉴定，

并送华大基因测序。

１．２．２　ＣＧＲＰ基因重组慢病毒包装、纯化　制备慢病毒穿梭

质粒及其辅助病毒包装４种质粒载体，其中 ＴｒａｎｓｆｅｒＶｅｃｔｏｒ

含有绿色荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）

基因，ｐＲｓｖＲＥＶ，ｐＭＤｌｇｐＲＲＥ，ｐＭＤ２Ｇ含有病毒包装所必需

的元件。分别进行高纯度无内毒素抽提，共转染２９３Ｔ细胞

（ＣＧＲＰ组），６～８ｈ更换为完全培养基后继续培养４８ｈ，收集

病毒上清液，浓缩后获得高滴度慢病毒浓缩液。同时，通过荧

光显微镜对比明、暗视野以确定其转染率。另外，转染ｐＬｅｎＯ

ＤＣＥ空载体的细胞命名为空载病毒组，未作任何处理的细命

名为２９３Ｔ组。

１．２．３　ＣＧＲＰ重组慢病毒滴度测定　使用逐孔稀释滴度测定

法，取一定体积病毒感染的２９３Ｔ细胞上流式细胞仪检测阳性

细胞数量，并根据公式［滴度数值（ＴＵ／ｍＬ）＝细胞数量×阳性

细胞数的比率（％）／加入病毒体积（ｍＬ）］计算病毒滴度。

１．２．４　实时定量ＰＣＲ　将上述病毒转染的２９３Ｔ细胞，按

ＲＮＡ抽提试剂盒说明提取总ＲＮＡ，进行逆转录、ｃＤＮＡ扩增，

７５１４重庆医学２０１３年１２月第４２卷第３４期

 基金项目：国家自然科学基金资助项目（８１０６００１４）。　作者简介：陈攀科（１９８２～），硕士，主治医师，主要从事血管及冠心病介入的研究。

　△　通讯作者，Ｔｅｌ：１５０８５１１７５３２；Ｅｍａｉｌ：Ｓｈｉｂｅｉ２１４７＠１６３．ｃｏｍ。



用特殊低聚核苷酸作ＣＧＲＰ基因引物，大鼠１８Ｓ基因作为内

参对照。ＣＧＲＰ上游引物：５′ＡＧＣＣＣＣＡＧＡＴＣＴＡＡＧＣＧＧ

ＴＧＴＧ３′，下游引物：５′ＴＣＣＴＴＧＧＣＣＡＴＡＴＣＣＣＴＴＴＴＣ

ＴＴＧ３′；１８Ｓ上游引物５′ＡＡＡＣＧＧＣＴＡＣＣＡＣＡＴＣＣＡ

ＡＧ３′，下游引物５′ＣＣＴＣＣＡＡＴＧＧＡＴＣＣＴＣＧＴＴＡ３′。

数据通过Ｃｔ（Ｃ：Ｃｙｃｌｅ；ｔ：ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ；Ｃｔ值的含义为每个反应管

内的荧光信号到达设定的域值时所经历的循环数）比较法进行

并定量分析。

２　结　　果

２．１　重组慢病毒载体（ｐＬｅｎＯＤＣＥＣＧＲＰ）的鉴定及测序　

将ｐＬｅｎＯＤＣＥ载体和ｐＵＣ５７ＣＧＲＰ的酶切产物，经琼脂糖电

泳，分别可见相应载体，见图１Ａ；将ｐＬｅｎＯＤＣＥ载体和ＣＧＲＰ

基因通过Ｔ４ＤＮＡ连接得到ｐＬｅｎＯＤＣＥＣＧＲＰ，用犈犮狅ＲⅠ和

犅犪犿ＨⅠ进行酶切，琼脂糖电泳可见正确的克隆，见图１Ｂ。测

序结果证实与 ＧｅｎｅＢａｎｋ中公布的大鼠 ＣＧＲＰ基因（ＮＭ＿

０１７３３８．２）序列一致。

　　Ａ：ｐＬｅｎＯＤＣＥ、ｐＬｅｎＯＤＣＥＣＧＲＰ载体酶切对比图；Ｍ１：ＤＮＡ分

子标志物（ＤＬ１５０００）；１：ｐＬｅｎＯＤＣＥ 载体（７５４４ｂｐ）；２：ｐＵＣ５７

ＣＧＲＰ（２７１０ｂｐ）；Ｍ２：ＤＮＡ标志物（ＤＬ２０００）。１：ｐＬｅｎＯＤＣＥＣＧＲＰ

载体酶切鉴定图；Ｍ：ＤＮＡ分子标志物（ＤＬ２０００）；１、２、３、４：ｐＬｅｎＯ

ＤＣＥＣＧＲＰ。

图１　　酶切产物的琼脂糖电泳图

２．２　重组慢病毒载体转染２９３Ｔ细胞　将慢病毒穿梭质粒和

辅助包装质粒共转染２９３Ｔ细胞，６ｈ后即可在荧光显微镜下

观察到表达ＥＧＦＰ的阳性细胞，随时间延长，荧光表达增强，４８

ｈ达最强，通过明、暗视野对比，转染率达９０％以上，见图２。

　　Ａ：明视野；Ｂ：暗视野。

图２　　慢病毒载体转染２９３Ｔ细胞

２．３　重组慢病毒载体的滴度测定　取０．１μＬ病毒感染的

２９３Ｔ细胞流式检查结果，见图３，根据公式计算滴度为：５．１×

１０８ＴＵ／ｍＬ。

图３　　流式细胞术检测病毒感染的２９３Ｔ细胞

２．４　转染重组慢病毒载体细胞的ＣＧＲＰ的表达　实时定量

ＰＣＲ检测转染后２９３Ｔ细胞ＣＧＲＰ的 ｍＲＮＡ表达水平，结果

分别为：与２９３Ｔ组（１．００±０．３４）及空载病毒组（１．１２±０．２８）

相比，ＣＧＲＰ组（８．７２±０．９８）的表达明显增加，差异具有统计

学意义（犘＜０．０１），见图４。

图４　　ＲＴＰＣＲ检测各组细胞中ＣＧＲＰ在ｍＲＡＮ

　　　　水平的表达情况

３　讨　　论

ＣＧＲＰ是１９８３年Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄ等利用 ＤＮＡ基因重组技术

和分子生物技术，在神经组织内发现的一种的多功能生物活性

多肽［４］。其相对分子质量为３７８６．９１，由３７个氨基酸残基组

成，ＣＧＲＰ主要源于感觉神经纤维，由脊髓后根神经节的神经

元产生，通过轴浆运输至神经末梢，以分泌颗粒的方式储存于

胞浆中，随神经末梢广泛分布于周围各个器官［５］。在心血管系

统中，ＣＧＲＰ神经纤维几乎遍及心脏所有的区域，其中血管中

的含量甚至高于心脏，动脉又高于静脉；但ＣＧＲＰ在外周血的

半衰期很短，直接注入体内是很难持续发挥作用的，故需要通

过合适的载体和靶细胞将其带入体内以发挥作用。

ＣＧＲＰ除具有强大的扩血管、降低血压之外，还具有保护

缺血心肌、抑制血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣｓ）增殖等作用
［６７］。体

外研究显示：腺病毒载体介导ＣＧＲＰ基因转染至骨髓间质细

胞（ＭＳＣｓ）后分泌的ＣＧＲＰ蛋白，在体外有抑制主动脉和肺动

脉平滑肌增殖作用，其作用可能通过阻滞细胞周期由 Ｇ０／Ｇ１

期进入Ｓ期而抑制ＶＳＭＣｓ增殖
［１，６］。细胞培养也证实ＣＧＲＰ

可通过抑制周期蛋白Ｄ、Ｅ，使ＶＳＭＣｓ停留于Ｇ０／Ｇ１ 期，限制

细胞周期进程而达到抑制ＶＳＭＣ增殖的作用
［８］。此外，ＣＧＲＰ

可使ＶＳＭＣｓ从合成型向收缩型转化
［９］。以上研究资料显示，

ＣＧＲＰ在 ＶＳＭＣｓ增殖及表型改变等方面表现出较强的干预

作用。

基因转移是将目的基因导入靶细胞，得到稳定且高效的表

达，是基因治疗取得良好效果的关键点之一，而对载体的选择

是基因转移的一个重要方面。目前基因专业的载体分为病毒

载体和非病毒载体两类。与非病毒载体相比，病毒载体具有以

下优点：（１）在转化细胞中传播重组的ＤＮＡ分子可作为稳定

的遗传成分；（２）能将有缺陷或突变的基因置于病毒调节信号

的控制下进行研究；（３）能将克隆的基因作为病毒微染色体的

一部分，并随之分离；（４）转移效率较高
［１０１１］。因此，基因治疗

的载体选择中，病毒载体更加令人关注。

本课题组在既往实验研究中所选择的腺病毒载体具有容

量大且制备简单等优点，但腺病毒载体感染细胞时缺乏特异

性，病毒ＤＮＡ游离在细胞核内，并不整合到染色体上，在体内

不能实现稳定的长期表达，可能随时间延长而出现目的基因丢

失的现象，且反复应用容易引起免疫反应，因而在应用上仍受
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到一定的限制［１２１３］；而研究证实，慢病毒载体较其他病毒载体

具有既可感染分裂期细胞，也可感染静止期细胞，还可整合于

宿主基因组内，并随细胞基因组的分裂而分离，实现基因稳定

长效表达，感染效率更高，容纳外源性大片段目的基因，免疫原

性小，生物安全性好等优点，可作为基因治疗的理想载体［１４］。

但艾滋病病毒１（ｈｕｍａｎＩｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙＶｉｒｕｓ１，ＨＩＶ１）毕

竟是获得性免疫缺陷综合征（ａｃｑｕｉｒｅｄｉｍｍｕｎｅｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｓｙｎ

ｄｒｏｍｅ，ＡＩＤＳ）的病原，其安全性是人们一直关注的问题，也是

该载体能否应用到人体试验的关键；对此，人们不断改进以确

保其安全性，在迄今的体内外研究中，尚未见因为慢病毒载体

而出现 ＨＩＶ的产生，提示它是安全的
［１５］。因此，本实验选择

的以 ＨＩＶＩ为代表的慢病毒载体，具有更大时效优势。

本研究成功构建了含ＣＧＲＰ基因高纯度和滴度的慢病毒

载体，同时检测到２９３Ｔ细胞高表达ＣＧＲＰ，证实该过表达载体

具有功能性，为后续转染载体细胞并研究ＣＧＲＰ的功能奠定

了实验基础。
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