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构建并筛选
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#基因沉默腺病毒载体!为进一步研究及

应用
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基因沉默进行瘢痕增生基因治疗奠定基础%方法
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细胞!包装产生病毒

颗粒%各组病毒载体转染兔皮肤成纤维细胞后!运用实时荧光定量
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#检测
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表达

水平%结果
!

=O<
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检测到各组慢病毒感染兔皮肤成纤维细胞后均可以明显抑制
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成功构建并筛选出针对
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的最有效
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病毒表达载体'构建的腺病毒载体可以抑制兔皮肤成纤维细胞
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尽管唇裂修复术手术缝线不断更新*术式不断改

良%但是唇裂术后瘢痕甚至瘢痕的增生不仅影响患者

面部的美观%甚至对患者的心理造成不良影响(基因

治疗用于改善伤口修复方面是一个新的概念%其为从
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!正向)
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!反向

根本上防治瘢痕的增生性病变提供了可能(如果不

针对特定的因子突变位点进行基因敲除%可能引起皮

肤正常发育紊乱甚至动物死亡(因此%研究伤口愈合

的理想模型是于局部伤口中应用基因转导使某种基

因敲除或过表达%来观察其对伤口修复机制的影响(

鉴于以往的实验研究结果可知%腺病毒是针对皮肤瘢

痕进行基因治疗的理想载体(本实验的目的是构建

4

'/

丝裂原活化蛋白激酶#

4

'/8#3"

T

7,.963#S937!

4

K".

37#,5#,9+7

%

4

'/Z>=b

$基因沉默病毒载体%为唇裂术

后瘢痕增生的基因治疗提供理论支持(
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京欧林格生物公司%
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片段合成购自南京金斯
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重组质粒的构建
!

利用
4

'/Z>=b

序列
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文库设计
+2<A>

序列%

经
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表明其与小鼠其它
6EA>

序列不同源%合成
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条含干扰序列的双链
EA>":#
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(根据
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序列设计
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%合成
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个
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片段%合成序列

见表
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片段经由退火缓冲液完全退火后%
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对

片段分别用
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连接酶将其与
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EO'$).+2<A>.h+.

FK77,

连接起来(将
$%

'

H

过夜连接产物转化
$%%
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H

感受态细胞%涂于含氨苄西林的
H\

培养基上%

'-

^

恒温培养箱培养过夜(在
;8H

%

$%%

'
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8H>8
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#.

6#::#,

抗性的
H\

培养液中分别挑取
$

个单菌落接种

培养%

1;%K

"

8#,

%

'-^

恒温摇床培养过夜(随后抽提

质粒%分别用
\98B

(

和
@6"<

(

做酶切鉴定(构建

的
'

组重组质粒分别命名为
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EO'$).h+FK77,.D2<.

A>.$
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>E.+2<A>.
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腺病毒病毒包装
!

将

B@b1('>

细胞种在面积为
$%68

1 培养皿中%传代培

养(使用血球计数板计数%调整细胞密度后重新接种

于
)

孔板中(用
;%%

'

H

无血清稀释培养基对
0

'

T

4

EO'$).h+FK77,.D2<A>

重组质粒*

$%

'

T

=+2V337K.

OZ`
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T4

>!7,"S#K9:S763"K

稀释%充分混匀(加

入
'%

'

HH#
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"U76398#,7'%%%

脂质体共转染%室温静置

1%8#,

(将转染复合物逐滴加入
B@b1('>

细胞培

养皿中(第
1

天利用完全培养基对去除含
EA>.

脂质

体复合物进行培养%

0/

#

-12

可产生大量病毒(对病

毒进行收集%使用
%&0;

'

8

滤器进行过滤
0 ^

*

$%%%%K

"

8#,

超速离心
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后弃上清液%沉淀物为

4
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基因
<A>#

腺病毒载体将沉淀下的载体分

装后%保存于
[/%^

冰箱(将腺病毒载体分为
'

组%分

别为
>E.+2<A>.

4

'/Z>=b.$
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>E.+2<A>.
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(将纯化的病毒倍比稀释

后转染
B@b1('>

细胞%

0/2

荧光显微镜观察荧光)

稀释病毒上清液的体积均为
$%

-

'

H

(将
B@b1('>

细胞放于
$1

孔培养板中%混匀后培养于
'-^OM

1

孵

箱(

102

后添加
$%%

'

H

完全培养基(

0!

后观察荧

光表达情况(随着稀释倍数的增加%荧光细胞数减

少(换算公式!滴度#

IJ

"

8H

$

e

荧光细胞个数"病毒

原液量

?&@&A
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分离培养兔皮肤成纤维细胞
!

用水合氯醛将

新西兰兔麻醉后俯卧位固定%乙醇棉球消毒脱毛区后

切取约
168a'68

的皮肤(放于
1;%J

"

8H

双抗生

理盐水中浸泡灭菌
'%8#,

%而后刮去皮下脂肪等(用

=\D

洗涤数遍%剪成约
$88

' 左右的皮片(常温下用

混合酶消化
0;8#,

%持续振荡(细胞沉淀重悬后接种

培养(弃培养基%先用
=\D

洗
$

遍%而后加入
$

#

1

8H

胰酶%消化(

$%%%K

"

8#,

离心
'8#,

%弃上清液%

加入完全培养基培养传代(

?&@&B

!

实时荧光定量
=O<

#

K79:.3#87=O<

$检测腺病

毒感染皮肤成纤维细胞后
4

'/Z>=b

的干扰效率
!

调整细胞密度而后重新接种于
)

孔板中%培养过夜%

细胞贴壁后感染(感染前
12

换液(按照每孔感染复

数#

ZMC

$

e$g;

比例加入病毒(感染
0/2

后%参照说

明书进行反转录
=O<

#

<I.=O<

$检测(每一标本分

别放入
'

个复孔中%得出每组的
O3

值%从而计算出每

组的相对表达水平(所有实验重复
'

次(
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检测的目的基因引物序列的正义链!
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统计学处理
!

采用
D=DD$/&%

统计软件进行数

据分析%计量资料以
=Q8

表示%组间使用两独立样本

2

检验进行比较%以
!

#

%&%;

为差异有统计学意义(

@

!

结
!!

果

@&?
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重组质粒的酶切鉴定及测序结果
!

将重组质粒

分别以
\98B

(

和
@6"<

(

做酶切鉴定%鉴定酶切图

谱见图
$

(挑取酶切鉴定正确的阳性菌测序%测序峰

图见图
1

(酶切鉴定结果及测序结果说明%
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个
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EO'$).+2<A>.h+FK77,

质粒均完全符合设计要求(
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Z
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Z9K57K

)

$

*
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!构建的质粒)

0

!空白对照组

图
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重组质粒
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酶切鉴定图
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*

4

EO'$).h+FK77,.+2<A>.

4

'/Z>=b.

1

*

4

EO'$).h+FK77,.+2<A>.

4

'/Z>=b.'

载体分别共

转染
B@b1('>

细胞后%

B@b1('>

细胞变圆%部分融

合%出现多核复合体%见图
'

(

@&A

!

兔皮肤成纤维细胞分离培养
!

显微镜下%原代

兔上唇皮肤成纤维细胞%大致呈梭形或纺锤形%见

图
0

(

@&B

!

K79:.3#87=O<

检测腺病毒感染目的细胞后

4

'/Z>=b

的干扰效率
!

校准基因为管家基因
"

.96.

3#,

作为空白对照组%兔上唇成纤维细胞
4

'/Z>=b

8<A>

的相对表达水平定为
$

)所有标本重复
'

次%

计算
.

%%

63

%以平均相对表达水平为
1

.

%%

O3计算其他

各病毒转染组兔上唇成纤维细胞
4

'/Z>=b

的
8<.

A>

的相对表达水平(与空白对照组比较%各组

4

'/Z>=b8<A>

相对表达水平均有不同降低%其中

>E.+2<A>.

4

'/Z>=b.$

组的
4

'/Z>=b

的
8<A>

表达下降%差异有统计学意义#

!

#

%&%;

$%见图
;

(
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1

*

'

!重组质粒
4

EO'$).h+FK77,.+2<A>.

4

'/Z>=b.$

*

1
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!重

组质粒
AO

组

图
1

!!4

'/Z>=b

干扰序列测序结果图

图
'

!!4

EO'$).h+FK77,.+2<A>.

4
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转染后
1('I

细胞出现细胞病理效应&
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图
0

!!

培养的兔上唇成纤维细胞&

a0%%

(

!!

$

!

>E.+2<A>.

4

'/Z>=b.$

组)

1

!

>E.+2<A>.

4

'/Z>=b.1

组)

'

!

>E.+2<A>.

4

'/Z>=b.'

组)

0

!

4

EO'$).h+FK77,.+2<A>.+6K98L:7

组)

;

!空白对照组)

9

!

!

#

%&%;

%与
>E.+2<A>.

4

'/Z>=b

比较

图
;

!!4

'/Z>=b

腺病毒转染后的各组细胞

8<A>

相对表达水平

A

!

讨
!!

论

!!

伤口的愈合分为两种!一种是由与受损伤部位特

性相同的细胞修复即完全性修复%常见于表浅伤口的

正常愈合及胎儿伤口无瘢痕愈合)另一种是几乎所有

伤口愈合的结局%即上皮化的同时瘢痕形成(伤口收

缩是加速伤口愈合的关键环节%但是过度的收缩则会

导致伤口挛缩的发生%严重影响机体的功能和美观(

但目前尚未发现可以抑制瘢痕形成的方法(

Z>=b+

是细胞内的一类丝氨酸"苏氨酸蛋白激

酶(

Z>=b+

信号转导通路存在于大多数细胞内%

4

'/Z>=b

是其一个亚家族%是
Z>=b

信号传导通

路一种经典途径&

$.1

'

(其参与调控细胞生长*发育*分

裂%并在伤口愈合中发挥作用(有研究表明%瘢痕成

纤维细胞的分化依赖于
!

.

平滑肌肌动蛋白#

!

.DZ>

$*

转化生长因子
"

$

#

IF?.

"

$

$及机械力的参与&

'

'

(陈伟

等&

0

'研究发现
Zbb'

*

Zbb)

和
4

'/Z>=b

基因表达

在早期妊娠胎儿的皮肤组织中表达较强(随着胎龄

的增加%其表达逐渐减弱%其基因表达的变化与伤口

愈合形成瘢痕的过程相一致(从而发现
Zbb'

*

Zbb)

和
4

'/Z>=b

基因高表达可能是早期妊娠胎

儿皮肤伤口无瘢痕愈合的原因(杜启翠等&

;

'的研究

表明%

4

'/Z>=b

阻断剂可以减少成纤维细胞向肌成

纤维细胞分化%减少
!

.DZ>

和
IF?.

"

$

的表达%从而

可以防止皮肤瘢痕的形成(这些研究均表明在伤口

的愈合中
4

'/Z>=b

信号通路可能起着举足轻重的

作用%同时其之间的关系还有待进一步的研究(

基因治疗是指将外源正常基因导入受体细胞%以

纠正或补偿基因缺陷和异常引起的疾病%以达到治疗

疾病的目的%可基因治疗最初被认为只是一种治疗先

天性代谢功能缺陷或晚期恶性肿瘤患者的方式&

)

'

(

基因可通过体内或体外的方法进行转导(载体的选

择对于基因的转导十分关键&

-.(

'

(目前%基因治疗中

基因转导方式有两种%分别是病毒基因转导和非病毒

基因转导(病毒的基因转染的效率明显偏高(病毒

介导基因转染的创伤基因治疗的理想模型具有高效

性*自限性*靶向性*少或无毒副作用及特异性(腺病

毒*反转录病毒*慢病毒为最常用的病毒载体(腺病

毒是目前瞬时基因转导最有效的载体%因其广泛的细

胞趋向性%可以作为不同组织的良好指示剂(反转录

病毒载体具有能够整合入宿主细胞基因组的优点%因

此具有实现缺陷基因的终生校正的潜力(使用反转

录病毒载体的主要缺点是转导效率低%因为载体需要

转染分裂细胞%并且在体内不稳定&

$%

'

(研究已表明皮

肤细胞转染效率高达
(;]

%皮肤转染模型安全性较

高(因此%人类腺病毒是基因治疗中最常见的病毒载

体(

DICI@HZ>A

等&

$$

'的研究表明%腺病毒介导的

血小板源性生长因子
"

#

=EF?.

"

$的基因转移克服了

伤口愈合中的缺血缺陷%并对于治疗慢性非愈合性伤

口提供了希望%其病毒的衣壳蛋白作用可能是腺病毒

引起急性炎性反应的原因(皮肤是腺病毒介导的基

因治疗的理想靶器官&

$1.$'

'

(

><>FMA>

等&

$0

'的研究

表明%在小鼠皮肤上腺病毒介导的转染基因可高效表

达(免疫反应导致的炎症是腺病毒载体转导中对伤

口愈合最大的影响%而
DdH̀ @DI@<

等&

$;

'的文献表

明%尽管腺病毒转导后的小鼠模型皮肤伤口出可能引

发急性炎性反应%但并未最终影响受伤皮肤的愈合

能力(

成纤维细胞是皮肤疏松结缔组织中的重要细胞%

也是瘢痕形成过程中的重要细胞(瘢痕是在伤口愈

合过程中%肌成纤维细胞形成%从而使创口收缩而形

成的(现在已有成熟的成纤维细胞和角质形成细胞

的细胞培养技术%基因检测技术更加成熟&

$)

'

(

本实验取新西兰白兔上唇皮肤%成功培养出成纤

维细胞%将构建的病毒载体可以成功转染到皮肤成纤

维细胞中%并运用此细胞筛选出沉默效率最高的一个

腺病毒载体%为其能在活体局部注射后取得良好的沉

默效果奠定了基础(
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