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【摘* 要】目的：构建并制备携带靶向干扰 U1LO!,’ 基因

8GRAX 的重组腺相关病毒载体- 方法：将 VNR 法扩增所得

1LOV#J,# 8GRAX（U1LO!,’）片段插入载体质粒 =FAXU$- "#
03:M#! 的 .9)R[ 和 10:[ 酶切位点，构建重组质粒 =FAXU$- "#
1LOV#J,# 8GRAX（U1LO!,’）- 以 EFU!#R3=N3= ] "J^$ 为 辅

毒，包装 >XXU$#1LOV#J,# 8GRAX（U1LO!,’）病毒- 对所获病

毒载体进行 VNR，F<F#VXL1 鉴定分析、滴度测定和 1LOV 的

活性检测- 结果：VNR，F<F#VXL1 鉴定分析结果表明靶向干

扰 U1LO!,’ 基因的 8GRAX 片段成功包装入重组 XXU$ 载体，

病毒纯度在 &+‘以上- 点杂交法测定重组病毒载体基因组滴

度约为 ) a !"!( K- C-（K/:?;> C/9;2/8）] ^- 1LOV 活性检测显示

重组 XXU$ 感染细胞阳性率在 )"‘ 以上- 结论：成功制备了

>XXU$ b 1LOV#J,# 8GRAX（U1LO!,’）病毒载体，为通过 RAX
干扰技术特异性抑制 U1LO 基因的表达来阐明 U1LO 在缺血

性脑损伤后各种生物学事件中的作用奠定了实验基础-
【关键词】血管内皮生长因子类；腺相关病毒；遗传载体；RAX

干扰；短发卡样 RAX
【中图号】R%()- )$；c%+$* * * 【文献标识码】X

LM 引言

血管内皮生长因子（ K38:B03> /9I;?G/0430 C>;5?G
@3:?;>，U1LO）是一种高度保守的肝素结合蛋白，具

有诱导血管生成、增加血管通透性和促进血管内皮细

胞增殖、迁移的生理作用- 但相关的一些实验研究也

发现，在培养的神经胶质细胞、心肌细胞和角膜细胞

中也有 U1LO 存在，并且这些 U1LO 的存在与新血管

的形成无关- 随着对 U1LO 的深入研究，人们进一步

发现 缺 血 性 脑 损 伤 可 诱 导 脑 内 U1LO 2RAX 和

U1LO 表达水平的升高，对抗缺血所致的损害、发挥

神经保护作用［! b $］- 本研究中，我们设计、构建了携

带靶向干扰 U1LO 基因的短发卡样 RAX（ 8G;>? G34>#
=49 RAX，8GRAX）腺相关病 毒（XI/9;#388;:43?/I K4#
>B8）载体，为探讨 U1LO 神经保护作用机制的相关研

究提供基本实验工具-

=M 材料和方法

=- = M 材 料 M 载 体 质 粒 =<N)!,#1LOV#J,# 8GRAX
（U1LO!,’），=FAXU$- "#03:M#!，TE\ 细胞由本元正阳

基因技术公司保存提供- 感受态大肠杆菌 <E#’! 购
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自天根生化公司! 各种限制性内切酶，"# $%& 连接

酶购自大连宝生物有限公司! 琼脂糖凝胶回收试剂

盒购自 ’()*+, 公司，质粒提取采用 -(.*/.01 公司的

质粒小量提取试剂盒! 转染试剂为 -(.*/.01 公司的

-(.2+34 转染试剂!
!! "# 方法

5! 6! 5 7 重 组 质 粒 89%&-6! :;<=2>;?@;1AB%&
（-<=25@C）构建及鉴定7 ! 自行设计一对引物（ 引

物序列为 2：CD=EE&=&&""E&"=="=&=E&&===E;
=&==&=E FD，B：CDE"=E="E=&EEEEE&="==&&&;
=&E=E=E& FD），其中上游引物引入 !"#BG 位点，下

游引物引入 $%&G 位点，引物合成由上海英俊公司完

成! " >EB 法扩增 <=2>;?@;1AB%&（-<=25@C）片

段：以 8$EF5@;<=2>;?@;1AB%&（-<=25@C）质粒为模

板，使用前面自行设计的引物! 以 !"#BG 和 $%&G 双酶

切扩增产物和 89%&-6! :;H)3I;# 载体质粒! 获得的酶

切产物 "# $%& 连接酶作用下，6CJ室温连接 5 K 6 A!
取 C $L 连接产物转化，次日，挑取多个单克隆菌落，分

别进行 >EB 扩增（鉴定引物序列为 G$;2：CD"="&=&=;
=""""&E""=E"" FD；G$;B：CD E&"&"&E=&"&E&&=;
=E"= FD），取可扩出大小约 C::M8 条带的单克隆菌落，

FNJ摇床中振荡培养 5O A，提取重组质粒，再次行 >EB
扩增，琼脂糖凝胶电泳确定质粒构建成功!
5! 6! 6 7 /&&-6;<=2>;?@;1AB%&（-<=25@C）载体细

胞株的建立和病毒生产7 参考文献［F］!
5! 6! F7 1AB%&（-<=25@C）的鉴定和 9$9;>&=< 分析

7 取 5: $L 获得的 /&&-6;<=2>;?@;1AB%&（-<=25@C）

病毒液 5::J煮沸5: P(,，冰水浴! 取5 $L 为模板，使用

前述鉴定引物进行 >EB 扩增，琼脂糖凝胶电泳鉴定，确

定靶向干扰 -<=25@C 基因的 1AB%& 被包装入 /&&-6
病毒!
5! 6! # 7 重组病毒 9$9;>&=< 分析病毒纯度 7 灌制

9$9;>&=< 分离胶和积层胶，取病毒原液 5: $L，6 Q
H.)R(,* M0SS+/ 混合后，于 5::J煮沸 C P(,，冰水浴! 取

5: $L 加样常规电泳约 6 A，考马斯亮蓝振荡染色，脱

色液脱色! &H8A) (P)*+/ 图像扫描仪检测病毒纯度!
5! 6! C7 重组病毒物理滴度测定7 采用点杂交法测定

重组病毒的物理滴度（以载体基因组数量 T L 表示，即

U! *! T L）! 具体方法步骤简述如下：! >EB 方法标记

探针! 以 89%&-6! :; <=2> 质粒 $%& 为模板，引物

序列：EV-;2 CDE=="="E""E"&"==&==" FD；EV-;
B CD ==E&="&E&"E"&E="&""&= FD! " 探针回收、

纯化! 向 C: $L 的 >EB 反应溶液中加入 C $L # P.H T
L L(EH 和 5C: $L 预冷的无水乙醇，置于 W 6:J 6 A，

56::: / T P(, #J 离心 5: P(,，N:: PL T L 乙醇洗涤沉

淀、纯化，6: $L 8X O! : 的 "< 缓冲液重悬备用! %
取待 检 病 毒 样 品 5: $L，加 入 Y $L RRX6Z，5 $L
$,)1+ G（总体积 6: $L），FNJ孵育 5 A! 将病毒样品

和经 定 量 后 按 6 倍 比 梯 度 稀 释 的 阳 性 对 照 质 粒

（89%&-6! :;<=2>，#! 5 P* T L）于 5::J煮沸 5: P(,，

立即置于冰水中；& 将 6 倍比梯度稀释对照质粒各

取 5 $L，点一排于尼龙膜上，变性后病毒样品点于尼

龙膜上另外一排，56:J烤膜 6: P(,，@OJ预杂交 6 K
# A，@OJ杂交过夜（5@ K 6: A）! 洗膜、检测、显色! 将

病毒样品 $%& 杂交信号与阳性对照质粒 $%& 杂交

信号相比较，确定重组病毒物理滴度!
5! 6! @7 重组病毒 <=2> 的活性检测7 取 C Q 5:# T 孔
细胞接种于 6# 孔细胞培养板，常规培养 6# A 后，取其

中三孔消化、计数，取均数为每孔大致细胞数! 据重组

病毒滴度和细胞数 T 孔，按 VZG 梯度值（6 Q 5:C，5 Q
5:C，C Q5:#）确定重组病毒加样量! 阳性对照病毒为

/&&-6;<=2>（本元正阳基因技术有限公司提供，物理

滴度为 5 Q5:5C U! *! T L），加样 VZG 值为 5 Q5:C !

"# 结果

"$ ! # 重 组 质 粒 %&’()"$ *+,-./+01+234’(
（),-.!15）构建及鉴定# 重组质粒 89%&-6! :;<=;
2>;?@;1AB%&（-<=25@C）的结构见图 5，该重组质粒

通过 >EB 可扩出大小约 C:: M8 预期条带（ 图 6），质

粒构建正确!

图 57 重组质粒 89%&-6!:;<=2>;?@;1AB%&（-<=25@C）的结构图

V：P)/[+/；>：阳性对照质粒 8$EF5@;<=2>;?@; 1AB%&（-<=25@C）；

5，6：89%&-6! :; <=2>;?@; 1AB%&（-<=25@C）复孔!

图 67 89%&-6! :;<=2>;?@;1AB%&（-<=25@C）质粒 >EB 鉴定

电泳图
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!" !# 重组病毒基因组中 $%&’(（)*+,-./）的鉴定

和 01023(+* 分析# 取病毒原液使用鉴定引物进行

!"# 鉴定显示同样可扩出大小约 $%% &’ 的条带，表

明靶向干扰 ()*+,-$ 基因的 ./#01 被准确包装入

211(3 病毒中4 图像扫描仪扫描分析 565 7 !1*) 电

泳结果，显示病毒外壳蛋白 (!,，(!3 和 (!8 三条特

征 带 明 显，无 明 显 杂 带，病 毒 纯 度 在 9:; 以 上

（图 8）4

<：=>2?@2；,，3：病毒样品4

图 8A 重组病毒 565B!1*) 电泳图

!4 4# 重组病毒物理滴度测定# 根据病毒原液样品杂

交信号 1，C 强度判断，纯化后重组病毒基因组滴度

约为 8 D ,%,E F4 G4 H I4

, J K 分别为 8 D ,%,$，3 D ,%,$，, D ,%,$，$ D ,%,E，34 $ D ,%,E，,4 3$ D

,%,E，-4 3$ D ,%,8 F4 G4 H I4 1：病毒原液；C：病毒稀释 3 倍；"：病毒稀释

E 倍4

图 EA 重组病毒纯化后测定滴度 LMN &OMN 图

!" 5# 重组病毒 *+,3 活性检测 # 重组病毒各 <PQ
梯度的 )*+! 活性不一（表 ,，图 $）4

表 ,A 重组病毒 )*+! 的活性检测结果

<PQ 梯度
加入病毒
体积（!I）

3E / 荧光细
胞数（; ）

E: / 荧光细
胞数（; ）

重组病毒 3 D ,%$ 3%% 8% E%

重组病毒 , D ,%$ ,%% 8% E%

重组病毒 $ D ,%E $% ,% 8%

阳性对照病毒 , D ,%$ ,% K% 9%

加样前细胞计数：, D ,%$；阳性对照病毒为 211(3B)*+!，滴度为 , D

,%,$ F4 G4 H I4

1：重组病毒感染细胞 3E / 后；C：重组病毒感染细胞 E: / 后；"：阳性

对照病毒感染细胞 3E / 后；6：阳性对照病毒感染细胞 E: / 后4 <PQ

值均为 , D ,%$ 4

图 $A 重组病毒和阳性对照病毒感染细胞荧光照片A D ,%%

4# 讨论

#01 干扰（#01 QRN@2S@2@RT@，#01U）是一种由双

链小片段 #01 触发序列特异性的 =#01 通过递进

式剪切、形成强有效瀑布效应方式进行降解，进而导

致转录后基因沉默的保守现象，是在转录后水平封闭

基因表达的有效方法［E 7 $］4 #01 干扰片段主要通过

体外化学合成、体外转录和表达载体在细胞内直接生

成等几种方式形成4 其中通过质粒或病毒等表达载

体体内转录的方法成 为 #01U 技 术 运 用 的 主 要 手

段［-］4
由于 目 前 研 究 认 为 ()*+ 分 子 众 多 亚 型 中

()*+,-$ 是最主要的控制蛋白，也是在神经系统起

主要作用的亚型，因此，如果希望采用通过 #01 干扰

技术特异性抑制 ()*+ 基因的表达来阐明 ()*+ 在

缺血性脑损伤后各种生物学事件中的作用就必需构

建含有靶向 ()*+,-$ 基因的短发夹片段的载体系

统［E，K］4 从人体中分离出的 3 型腺相关病毒载体系

统安全性好、宿主范围广，即可感染分裂细胞，也可感

染静止期细胞，并且对神经系统组织亲嗜性好，可长

期稳定地表达外源基因，是目前神经系统相关研究中

应用最为广泛的载体系统［E，-］4 我们使用以前筛选、
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构建的 !"#$%&’()*+’,&’ -./01（2()*%&3）质粒，

即含有经体外验证、筛选出的可有效抑制 2()*%&3
基因表达的 -./01 序列之质粒，按相关文献中的方

法［$］进行病毒包装生产4 所获产品经鉴定显示靶向

干扰 2()*%&3 基因的 -./01 被准确包装入 51126
病毒中4 病毒纯度在 789 以上4 滴度经点杂交法估

算约为 $ : %;%< =4 >4 ? @4 同时，对该重组病毒所含报

告基因 ()*+ 活性进行检测，显示该重组病毒感染效

率较高4 成功制备了靶向干扰 2()*%&3 基因的 6 型

重组腺相关病毒载体，经与国内外相关文献报道中有

关资料［8］进行比较，可以用于神经系统相关的实验

研究4
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#$ 临床资料$ 我科 %777’;% ? 6;;&’;& 收入住院的胆脂瘤型中

耳乳突炎患者 $3 例，均采用闭式乳突根治术联合鼓室成形

术4 $3 例患者均鼓膜松弛部穿孔或紧张部边缘性小穿孔，耳

咽鼓管通畅，功能良好，听力检查气导在 $3 L\ 以上，骨导在

6; L\ 以上4 手术采用耳后切口，凿开鼓窦及乳突腔，充分暴

露鼓室4 在耳科显微镜下用电骨钻、刮匙、耳息肉钳彻底清除

乳突、鼓窦、鼓室及面神经隐窝内的胆脂瘤，增生肉芽组织及

坏死变性组织等，用弯形钩状钝头探针探查中耳结构是否正

常4 切取同侧颞肌瓣堵塞乳突腔，根据中耳情况用自体听小

骨或人工听小骨（生物陶瓷）重新组建听骨链，听骨链重建完

成后，在听骨链周围鼓室内放入浸有抗生素液的小块明胶海

绵，一期完成乳突根治术和鼓室成形术4 结果所有患者均在

术后 6 ME 获得干耳，检查听力均提高 %3 L\ 以上，预防了颅内

外各种并发症4 其中有 $ 例在手术后 6 K 病情复发，听力明显

下降，外耳道及鼓室有脓性分泌物4 经再次开放性中耳乳突

根治术治愈，但听力造成永久性损伤4

%$ 讨论$ 胆脂瘤型中耳乳突炎是耳鼻喉科的一种常见疾病，

如果治疗不得当不及时，胆脂瘤受到感染刺激其代谢更为活

跃，胆脂瘤不断扩大直接压迫骨质引起骨质破坏，同时产生一

种蛋白分解酶，使胆脂瘤物质分解腐化，进一步加重骨质破

坏，危及生命［%］4 一般采用传统的开放式中耳乳突根治术治

疗，但是听力常受到损害，影响患者的术后生活质量4 随着医

学技术的推广，其手术方式发生了很大的变革4 现代耳科手

术的目的是清除鼓室、鼓窦、乳突腔的病灶，治疗或预防各种

颅内外并发症，获得干耳，尽力保留与传音功能有关的中耳结

构，并重建中耳结构，提高听力4
闭式乳突根治术联合鼓室成形术的适应证：! 单纯型中

耳炎，骨疡型及胆脂瘤型中耳炎鼓膜穿孔较小者、听力损失较

轻者；" 胆脂瘤型中耳炎和慢性中耳乳头炎有鼓室成形术的

条件者；# 上鼓室胆脂瘤，但乳突气房气化良好者；$ 中鼓室

病变较轻，耳咽鼓管功能良好者4 手术禁忌证：! 耳咽鼓管功

能差者；" 慢性中耳炎，急性发作期；# 鼓膜大穿孔，中耳病

变严重者；$ 严重高血压、心脏病、糖尿病、凝血功能不良者；

% 年龄大于 &; 岁者4 此手术方式的优势：! 能较好地维持

耳部外耳道美观，保留了外耳道的生理功能，避免遗留开放性

的乳突腔，术后无需经常清理术腔的干痂及分泌物；" 创伤

较小，见效快，术后干耳恢复快，便于治疗与护理，有利于建立

接近正常的中耳腔和重建传音结构，术后一般听力提高 %3 L\
以上，患者容易接受4 但此手术方式视野局限，术腔窄小，清

除病灶不易彻底，需要细心和耐心，手术时间相对较长；对技

术操作要求熟练，否则会引起较多并发症及副损伤4
我科 & K 多来，通过采用闭式乳突根治术联合鼓室成形

术治疗胆脂瘤型中耳炎取得了较好的效果4 我们认为这种手

术方式实用、可靠、可行，是胆脂瘤型中耳炎患者的最佳选择

方法4
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