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［摘要］ 以 *+,- 为启动子，实现 ./0,(( 基因在内皮细胞中的特异表达，提高其表达量 ’构建特异表达

./0,((的逆转录病毒载体 -12/3+!$$3*+,-3./0,((，将编码 ./0,((的 4+/5转入内皮细胞中，检测感染后的

内皮细胞中 ./0,((表达量的变化及其对 ./0细胞毒作用的影响 ’结果显示，./0,((在内皮细胞中的表达量有

显著提高（! 6 " ""#），./0对内皮细胞的细胞毒作用增强 ’而同样经病毒感染的 /78&.&细胞表面 ./0,的表达

量无明显变化 ’编码 ./0,((的 4+/5能够在 *+,-指导下实现在内皮细胞中的特异表达；内皮细胞表面 ./0,
数量提高后能加强 ./0对其的细胞毒作用 ’

［关键词］ 肿瘤坏死因子受体；表达；基因治疗
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肿瘤的增长必须依靠血管的增生，而正常组织中的血管处于稳定状态，因此新生血管便成

为基因治疗中很好的靶组织 ’肿瘤组织中的血管内皮细胞不断分裂，进而形成大量新生血管，
肿瘤坏死因子（./0）通过破坏肿瘤组织中的血管内皮细胞，使血管破坏、血栓形成，起到抑制
肿瘤的作用 ’有体外实验表明，提高肿瘤细胞表达 ./0,的表达量可以加强 ./0对肿瘤细胞的
杀伤作用［#，!］，我们以血管内皮细胞特异性启动子 *+,-取代逆转录病毒载体 -12;/自身的
启动子，从而启动 ./0,((在血管内皮细胞 <=>&"9中的特异性、高效性表达，并观察了其对
./0细胞毒作用的影响，为 ./0,((用于基因治疗肿瘤奠定了实验基础 ’

& 实验材料

&’& 质粒和菌种
利用 ,.3?=,从 @$&%细胞中获得了编码 -A./0,((的 4+/5，将它连于 -@=#:质粒，备用 ’

-12;/3+!$$为通过套式 ?=,技术去除 -12;/真核表达载体自身启动子的逆转录病毒表达质
粒；*+,-（BAC -DEFEBED EG HIJKLC MEFKIJ DC4C-BED）为血管内皮细胞特异性启动子；质粒 -12;/3
+!$$3*+,-3./0为已构建成功的 *+,- 为启动子的连有 ./0 基因的逆转录病毒表达载体；
?5&#%细胞系为逆转录病毒包装细胞系；<=>&"9内皮细胞系为表达细胞，/78&.&鼠成纤维细
胞系为表达对照细胞系 ’ <’ 4ENI +8(!菌种为空军总医院分子生物学研究中心保存 ’
&’( 酶和主要试剂
限制性内切酶、.9+/5 连接酶、?ENOPDCJC、Q9#:、8O4NEJC 胎牛血清购自 ?DEFCRK 公司 ’
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!"#$%&’()*+,-、.*-*、/0*+1234细胞培养基均购自 5+678公司 9标准相对分子量!.,) : ;"<="
> -’$/+购于华美公司，标准相对分子量 .!?444购自大连宝生物技术工程公司 9重组人肿瘤
坏死因子（@AB,C#）购自北京华美公司，1?D$标记的肿瘤坏死因子（1?D$EB,C#，比活度为 ?DF G
14146H : I）购自北京原子能研究院 9其它化学试剂均为国产或进口分析纯 9

! 实验方法
!"# 质粒提取、基因的克隆和操作
质粒的提取按 J+K)/.B*.,)纯化试剂盒进行 9酶切、.,)片段的回收、连接和转化等方

法参照《分子克隆实验指南》第二版稍做修改进行 9
!"! 脂质体介导的质粒转染及阳性克隆的筛选
逆转录病毒表达载体质粒转染包装细胞 0)L1M参照 !"#$%&’("<试剂盒说明书进行 9转染后

将细胞继续培养 1 =，然后将细胞消化，1 N 14 传代于另一新 2 孔板中，加抗生素 531O（244%I :
P!）进行筛选 9待有细胞单克隆生成，挑取细胞单克隆依次在 F2孔、2孔培养板和 14P!培养瓶
中扩大培养，扩大培养过程中，继续加 531O（244%I : P!）维持筛选 9当 14 P!培养瓶中细胞生长
至 D4Q R O4Q汇片时，换半量新鲜培养液，不加 531O，培养 ?3 A，收集培养液上清，用 4 9 3D%P
孔径的滤膜过滤，分装入 -##&<=$@%管中，置于 S M4T保存备用 9
!"$ 病毒滴度测定
病毒滴度测定根据《精编分子生物学实验指南》方法进行 9选用含高滴度病毒颗粒的病毒

上清（病毒滴度 U 1 G 14D ’%V : P!）备用 9
!"% 病毒感染 &’($)%细胞、*+,$-$细胞及细胞株的筛选
将 -7WL43细胞以 1 G 14D :孔接种于六孔板中，加含 14Q小牛血清的 *1FF培养基至每孔 ?

P!9于 DQ78?、LMT培养条件下培养 9待细胞生长至 D4Q R O4Q汇片，弃去原培养基，用含 14Q
小牛血清的 *1FF培养基清洗 1次，然后加含 4 9 D P!病毒上清（病毒滴度为 ? G 14D’%V : P!）的
14Q小牛血清 *1FF培养基，同时加入 0$XYZ@&<&至 O%I : P!，LMT温育 3 A，然后再加入新鲜培养
液，使培养液中 0$XYZ@&<&的终浓度至 ?%I : P!9继续培养 3O A后，将细胞按 1 N ?4传代于新的六
孔板中，加 531O（344%I : P!）筛选，每 3 =换液 1次 9待有细胞克隆生成时，挑取细胞克隆扩大培
养 9 ,+;LBL细胞的处理条件同上，培养基为含 14Q小牛血清的 /0*+1234培养基 9
!". &’($)%细胞和 *+,$-$细胞表面 -*/0的测定
分别取经病毒感染和未经病毒感染的 -7WL43细胞和 ,+;LBL细胞，调整细胞浓度，取 1 G

142细胞于反应管中，加入终末浓度依次递增的缓冲液（含 4 9 1Q6[)的 4 9 4D P$X : ! B@"\E;7X溶
液）稀释的1?D+EAB,C#9总反应体积为 4 9DP!，每个浓度设 L个重复管，于 3T反应 ?A，M444 @ : P"<
离心 DP"<，弃去上清液，沉淀后用缓冲液洗 ?遍，然后用&计数器测放射强度，得到总结合 ’#P
值；实验同时设置含过量 1444倍的非标记的 AB,C#样品孔，测得非特异性结合的 ’#P值 9
!"1 -*/对 &’($)%细胞的作用
取经病毒感染的 -7WL43细胞，用 *1FF培养液将细胞稀释至 1 G 14D : P!，同时设未经病毒

感染的 -7WL43细胞作为对照；取 F2孔细胞培养板，每孔中加入 144%!稀释的 -7WL43细胞，
于 DQ78?、LMT培养条件下过夜培养；去掉原有培养基，用新鲜培养基制备含 @AB,C#的药物
溶液（1 G 143 V : P!），每孔加 144%!，DQ78?、LMT培养 3O A；在每孔中加入 14 PI : P!的 *BB ?4

%!，在同样条件下培养 3 A；从细胞培养箱中取出九十六孔板，每孔中加入 ?44%!二甲亚砜，混
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匀；在酶标仪上测定 !"# $%的 !" 吸收值 &

! 实验结果

!"# 逆转录病毒载体的构建和鉴定
载体的构建图略，鉴定结果见图 ’ &

!"$ 经病毒感染的 %&’!()细胞和 *+,!-!细胞的筛选及鉴定
病毒感染 ()*+#,细胞和 -./+0+细胞后，经 1,’2筛选，均有数十个细胞克隆生成 &随机

分别挑取 ,个克隆进行鉴定和后续实验 &病毒载体 3456-中含有 -(78 基因序列，通过扩增

-(78基因序列，可以检测病毒基因组是否整合到细胞染色体上 &根据 -(78 基因序列设计 9
条引物，引物序列如下：

引物 ’：!: ; )<<1<011<001)<))1)<11 ; +:；
引物 9：!: ; )))1)0)<1<<1<<)0)10) ; +: &
将经病毒感染的 ()*+#,细胞和 -./+0+细胞扩大培养，收集细胞后，提取细胞 =-<，用上

述引物进行 >)8扩增，结果见图 9 &说明病毒基因组已整合到细胞染色体上 &

’ & /3?.酶切后的 3456-@=9AA质粒；9&/3?!和 B?%/!
双酶切后的 3456-@=9AA@0-C!! 质粒；+ & /3?!和

B?%/!双酶切后的 3456-@=9AA@D=83@0-C!! 质粒；

E&"=-<@/F$G# H (IJ8!标准相对分子量

图 # 载体构建的酶切鉴定结果

E&=4@9###标准相对分子量；’&从感染后的

()*+#,细胞中扩增出的 -(78基因；9 &从感染

后的 -./+0+细胞中扩增出的 -(78基因

图 $ 从感染后的细胞中扩增 -(78基因的结果

!"! %&’!()细胞和 *+,!-!细胞表面 -*./数量的检测
经病毒感染后，()*+#,细胞表面 0-C8的数量有显著提高（# K # $#’），而 -./+0+细胞表

面 0-C8的数量在感染前后无显著变化（# L # $#!）&见图 + &
!") -*.对 %&’!()细胞的作用
经病毒感染后的 ()*+#,细胞对 0-C的敏感性提高，同样条件下，感染后的 ()*+#,细胞

在经 0-C作用后死亡率增加 &见图 , &
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图 ! "#$对感染前后的 %&’()!细胞杀伤率的比较
图 ( 感染前后细胞表面 "#$*表达量的变化

! 讨论
肿瘤坏死因子（!"#）是一种由激活的巨噬细胞分泌，能使肿瘤发生出血性坏死，而对正常

组织无明显毒性作用的蛋白质，是迄今发现的细胞因子中唯一对肿瘤细胞具有直接杀伤作用

的因子 $它除具有直接杀伤抑制肿瘤细胞和通过激活体内免疫系统的抗肿瘤作用外，还可作用
于肿瘤的血循环，通过激活凝血机制和抑制纤溶造成肿瘤血管内凝血，同时还直接损伤肿瘤血

管内皮细胞和抑制血管的迁移，使肿瘤出血坏死［%］$因此，自 !"#被发现后，即引起了医学工
作者的重视，被认为是一种很有潜力的抗癌药物 $但在实际应用过程中，发现 &’!"#!具有十
分明显的毒副作用，包括引起寒战、发热、体重下降、低血压，个别病人甚至发生严重的副作用，

许多研究者对此进行了大量的研究 $一方面，研究者通过了解 !"#的分子结构和表达调控，利
用分子生物学和基因工程技术对人原型 !"#进行改造，获得了多种作用增强而副作用较小的
&’!"#的衍生物［(］$另一方面，通过对 !"#作用机制的研究发现，!"#生物学作用的发挥是通
过其受体实现的 $

!"#受体分为两类：一类称"型 !"#)，相对分子量为 ** +++；另一类称#型 !"#)，相对分
子量为 ,*+++ $ !"#)**主要介导细胞毒作用［*］$体外实验表明，提高肿瘤细胞表面 !"#)的表
达量，可以加强 !"#对肿瘤细胞的杀伤作用［-，.］$我们设想，进一步提高内皮细胞这一 !"#靶
细胞表面的 !"#)**的数量，可能会起到加强 !"#作用从而减少其用量的目的 $
实验结果表明，以逆转录病毒将编码 !"#)**的 /0"1转移入 234%+(细胞后，细胞膜上表

达的 !"#)的数量显著提高，使细胞对 !"#的敏感性增强 $经同样浓度的 !"#作用，表达较多
受体的内皮细胞死亡率增加 $这说明，通过提高内皮细胞表面 !"#)的数量可以达到增强 !"#
作用的目的 $由于肿瘤在生长过程中有大量血管生成，其内皮细胞处于活跃增殖状态，而正常
组织中的血管较少增生，其内皮细胞也较少增殖 $逆转录病毒的特点就是只感染活跃增殖的细
胞，这样以逆转录病毒为载体可以将 !"#)**基因转肿瘤组织中的内皮细胞，再加上 50)6这
一血管内皮特异性启动子［7］的控制，可以实现 !"#)**在肿瘤内皮细胞中的特异表达，从而特
异地提高其表面 !"#)的数量 $这样较少的 !"#用量就可以起到破坏肿瘤组织中血管的作用，
我们希望在下一步的体内实验中得到验证 $
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