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大 鼠 5 -脂肪氧合酶cDNA的重组腺病毒制备及在大鼠 

血管外膜成纤维细胞中的表达“
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摘 要 ：目 的 利 用 细 菌 内 同 源 重 组 法 快 速 构 建 携 带 大 鼠 5 - 脂 肪 氧 合 酶 （5 - lipoxygenase , 5 - L0 ) c D N A 的重组腺 

病 毒 质 粒 和 制 备 表 达 大 鼠 5 - L0 的 重 组 腺 病 毒 ，并 在 大 鼠 原 代 血 管 外 膜 成 纤 维 细 胞 中 实 现 过 表 达 。方 法 聚 合  

酶 链 反 应 （polym erase chain  re ac tio n，P C R ) 扩 增 大 鼠 5 - L0 cD N A 片 段 ，亚 克 隆 至 腺 病 毒 穿 梭 质 粒 中 ，构 建 成 转 移  

质 粒 pShuttle - CM V - 5 L0 ; 用 P m e l线 性 化 的 pShu ttle - CMV- 5 L0 转 化 含 腺 病 毒 骨 架 质 粒 pA dE asy - 1 的感受态 

BJ5 1 8 3 ,通 过 同 源 重 组 获 得 阳 性 重 组 质 粒 PA dEasy - l - 5 L0 。重 组 质 粒 经 鉴 定 后 用 P a c I 酶 切 ，转 入 HEK2 9 3 细 

胞 ，包 装 成 重 组 腺 病 毒 A d - 1 - 5 L0 , 经 纯 化 ，鉴 定 ，滴 度 测 定 ，转 染 体 外 培 养 的 大 鼠 原 代 血 管 外 膜 成 纤 维 细 胞 ， 

W estern b lo t检 测 腺 病 毒 载 体 在 体 外 的 过 表 达 。结 果 5 - L O cD N A 成 功 地 插 入 到 穿 梭 质 粒 中 ，pShuttle - CMV- 5 L0  

与 pA dEasy- 1 在 BJ5 1 8 3 中 成 功 发 生 了 同 源 重 组 ，得 到 了 重 组 腺 病 毒 质 粒 pA dEasy- l - 5 L0 , 重 组 腺 病 毒 经 PCR 

和 酶 切 鉴 定 表 明 携 带 有 目 的 基 因 5 - L O cD N A ，滴 度 约 为 1.0x l 0 15Pfu / L , 转 染 大 鼠 原 代 血 管 外 膜 成 纤 维 细 胞 后  

经 W estern  b lo t检 测 ，细 胞 内 5 - L0 的 表 达 明 显 增 加 。结 论 细 菌 内 同 源 重 组 法 构 建 腺 病 毒 载 体 具 有 高 效 、省 

时 、省 力 的 特 点 ，制 备 出 的 高 滴 度 重 组 腺 病 毒 A d - 1 - 5 L0 实 现 了 在 血 管 外 膜 成 纤 维 细 胞 中 的 过 表 达 ，为 研 究 5 -  

L0 途 径 在 血 管 重 构 中 的 作 用 奠 定 了 基 础 。
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C onstruc tion  of recom b inan t adenovira l plasm id by hom ologous recom bination  in bac te ria  and  expression  

of 5 -lipoxygenase in r a t  adven titia l fib rob lasts
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A b s tra c t：O bjectives To construct recom binant adenoviral plasmid contain ing  rat 5 -lipoxygenase (5 -L O ) cDNA using 

homologous recom bination  in bacteria  and  to express 5 -LO in rat adventitial fibrob lasts . M ethods 5 -LO  cDNA was 

am plified  from recom binant pB luescrip t-5L0  plasm id using  special prim ers containing  Sail and  Xholl restriction  enzyme 

site s . The polym erase chain  reaction  ( P C R ) product was subcloned  into the  shuttle  vector to generate  transferred 

plasm id  pShu ttle -CMV-5L0 .  The vector pShuttle-CMV-5L0  was linearized  with Pme I and  transformed  into 

ultracom petent BJ5183 bacteria  containing  pA dEasy-1. Positive clone of homologous recom bination  ( pA dEasy- l -5L O ) 

was identified  by P C R , enzyme digestion and DNA sequencing . The  positive recom binant adenoviral plasm id  was 

digested  with PacI and  transfected  HEK293 cells with Lipofectamine 2000 to package  recom binant adenovirus particles 

( A d-1 -5L0 ) .  The  recom binant adenovirus was purified  with density  gradient centrifugation of cesium  ch lo ride . PCR  was 

used  to characterize  the recom binant adenovirus expressing  5 -LO . The  tite r and  purity of the recom binant adenovirus
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were determ ined  by ultraviolet spectroscopy . Rat adventitial fibroblasts were infected with the  recom binant adenovirus 

and  the expression  of 5 - L0  in  adventitial fibroblasts was detected  by W estern  blo t. Results 5 -L O  cDNA  was 

successfully  inserted  into the shuttle  vector. Homologous recom bination  occurred  between  pShuttle  -C M V  - 5 LO and 

pA dEasy-1  within BJ5183 to genera te  pA dEasy- 1 - 5 L0 .  The recom binant adenovirus was confirmed to be successfully 

constructed  with PC R . The titer of the purified  A d- l - 5 LO was l .O xlO 15 p fu /L  and  the infection  efficiency was detected 

by 5 -L O  expression in rat adventitial fibrob lasts . Conclusions The construction  of adenovirus plasm id  by homologous 

recom bination  in  bacteria  is quick  and  easy to perform . The  preparation  of recom binant adenovirus A d - l - 5 LO with high 

titer provides a basis for further studies of 5 -L O  in vascular rem odeling .

K e y w o rd s： 5—lipoxygenase ； leukotrienes ； adenov irus； homlogous recom bination  ； clone

5 - 脂 肪 氧 合 酶 （5 - lipoxygenase, 5 - LO) 途径 

是 产 生 炎 症 介 质 白 三 稀 （leukotrienes, LTs) 的一条 

代 谢 通 路 ,这 条 代 谢 途 径 中 包 括 5 - LO、5 - L O 激活 

蛋 白 （FLAP) 、LTA4 脱 氢 酶 （LTA4H ) 、LTC4 合成酶 

( LTC4S ) 四 种 酶 ，其 中 5 - L O 是 L T s合成过程中的 

限速酶。L T s最 早 被 发 现 参 与 了 哮 喘 、类风湿性关 

节炎和炎症性肠病的发病，后来的研究显示这种脂 

质炎症因子在中枢神经系统中具有内分泌功能[1]。 

近 年 来 的 研 究 更 表 明 ，它还参与了血管壁炎症性 

病 变 如 动 脉 粥 样 硬 化 和 血 管 瘤 的 发 生 、发 展 [24]。 

因 此 ，作 为 L T s合 成 过 程 中 的 限 速 酶 ，5 - L O 在正 

常 细 胞 的 生 理 过程和炎症及过敏反应的病理生理 

过程 中 都 发 挥 了 重 要 作 用 。5 - L O 主要表达于各种 

白 细 胞 、单 核 / 巨 噬 细 胞 、肥 大 细 胞 、B 细 胞 、树突 

状 细 胞 和 人 动 脉 粥 样 硬 化 组 织 中 的 泡 沫 细 胞 。 目 

前 已 经 从 人 和 猪 的 白 细 胞 、大鼠嗜碱性粒细胞白 

血 病 细 胞 系 （RBL- 1) 以及小鼠肥大细胞瘤细胞中 

纯化出了 5 - L0 蛋 白 [W 。我们的前期研究显示血 

管 外 膜 成 纤 维 细 胞 中 有 5 - L O 的 表 达 ，并且其表 

达 的 变 化 受 到 血 管 活 性 肽 尾 加 压 素 II(urotensin 

II ) 的 调 控 大 鼠 主 动 脉 球 囊 拉 伤 后 血 管 外 膜 5 -  

L0 的 表 达 增 加 ，外 膜 炎 症 细 胞 浸 润 增 多 ⑴ 。这些 

都 表 明 5 - L0 途 径 参 与 了 血 管 壁 炎 症 反 应 的 过  

程 。为 了 进 一 步 研 究 5 - L0 在 血 管 壁 病 变 中 的 作  

用 ，在 特 定 细 胞 内 过 表 达 5 - L0 就 成 了一种有效 

手 段 ，然 而 要 实 现 在 细 胞 内 过 表 达 5 - L0 就必须 

先 构 建 高 效 的 哺 乳 动 物 细 胞 表 达 载 体 。腺病毒载 

体 具 有 转 移 效 率 高 、感 染 细 胞 谱 广 、病毒滴度高和 

安 全 性 好 等 优 点 ，已 经 成 为 基 因 疫 苗 、基 因 治 疗 、 

细 胞 工 程 等 研 究 中 重 要 的 转 基 因 病 毒 载 体 。本研 

究 利 用 高 效 的 细菌内同源重组腺病毒质粒的制备 

方 法 ，简 单 快 速 地 构 建 出 了 携 带 大 鼠 5 - L0 全长 

cD N A 的 重 组 腺 病 毒 质 粒 ，并 制 备 了 表 达 大 鼠 5 -  

L O 的 重 组 腺 病 毒 ，在原代培养的大鼠血管外膜成 

纤 维 细 胞 中 成 功 过 表 达 出 5 - L0 蛋 白 ，为 研 究 5 -

L0 途 径 在 血 管 壁 病 变 中 的 作 用 奠 定 了 基 础 。

1 材料和方法 

1 . 1 材料和仪器

1.1.1 试 剂  GoTaq Green Maser M ix, dNTP 

M ix购 自 美 国 Prom ega公 司 ；琼 脂 、琼 脂 糖 购 自 西  

班 牙 Y ito 公 司 ；T4D N A 连 接 酶 、Prim STAR HS 

DNA Polym erase购 自 日 本 T aK aR a公 司 ；限制性内 

切 酶 P m el、SalI、X hoI、P a c I 购 自 美 国 N E B 公 司 ； 

DNA 分 子 量 标 准  BM2000 和 10 kb DNA ladder、 

人DNA/Hind III DNA Ladder购 自 北 京 宝 瑞 杰 公 司 ； 

质 粒 小 量 提 取 试 剂 盒 DP01P - 3 0 0 购 自 台 湾  

G eneM ark公 司 ；引 物 合 成 和 D N A 测 序 由 北京 天 

一 辉 远 公 司 完 成 ；蛋 白 胨 、酵母提取物购自英国 

0 X0 ID 公 司 ；DMEM/ F 12、DM EM 高糖培养基和胎 

牛 血 清 （FBS) 购 自 H yclone生 物 化 学 制 品 有 限 公  

司 ；0.25% 胰 蛋 白 酶 （不 含 E D T A 含 酚 红 ） 购自 

H yc lo n e和 杭 州 四 季 青 科 技 有 限 责 任 公 司 ； 

Lipofectamine 2000 购自 invitrogen 公 司 ；I 抗 小 鼠  

抗 - G A PDH 单 克 隆 抗 体 （TA- 0 8 ) ，11抗过氧化物酶 

结 合 的 山 羊 抗 小 鼠 IgG ( ZB- 2 3 0 5 )，过氧化物酶结 

合 的 山 羊 抗 兔 IgG ( ZB- 2 3 0 1 ) 购自中山金桥生物 

科 技 有 限 公 司 ；兔 抗 5 - L0 多 克 隆 抗 体 （ab39347) 

购 自 英 国 A beam 公 司 ；Western blot E C L 增强型发 

光 液 购 自 美 国 GE hea lthca re公 司 ；其他试剂为国 

产 分 析 纯 。

1.1.2 质 粒 、菌株与引物 pBluescript- 5 L O 由本 

课 题 组 在 前 期 工 作 中 构 建 所 得 ;pAdEasy- 1 、穿梭 

质粒 pshuttle- CMV、大肠杆菌 XL-1 0 g〇ld 、BJ5183 

购 自 美 国 stratagene公 司 ，大 肠 杆 菌 ToplO F ’由北 

京大学中心实验室卜定方教授惠赠。根 据 大 鼠 5 -  

L0 序 列 设 计 一 对 含 有 S a i l和 X h o l酶切位点的特 

异 性 寡 核 苷 酸 引 物 : Forward Prim er: 5 ’ -  GATCGGT 

CGACCATGCCTTCCTACACTGTCACCG - 3 ’, Reverse 

Primer:5’-ATCGACTCGAGTTAGATGGCTACACTGT
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TTGGAATC- 3 ' 〇

1.1.3 实 验 动 物 和 细 胞 系 S D 大 鼠 由 湖 北 医 药  

学 院 实 验 动 物 中 心 提 供 ;HEK2 9 3 细胞购自中科院 

细 胞 库 。

1 . 1 . 4 仪 器 二 氧 化 碳 培 养 箱 （Thermo, 美 国 ）， 

高 速 冷 冻 离 心 机 （Eppendorf, 德 国 ），超高速冷冻离 

心 机 （H - itach i, 日本），倒 置 相 差 显 微 镜 （Olympus 

BH2 , 日本），紫 外 凝 胶 成 像 仪 （KCBIO-2 800  Gel-  

proAnalyzer， 中 国 ），Bio - R a d 基 因 导 人 电 转 仪  

( Bio -RA D  CEModule，美 国 ），化 学 发 光 检 测 系 统  

( Kodak Image Station 4000MM PR O ，美 国 ）〇 

1 . 2 方 法

1.2.1 转 移 质 粒 pshuttle- CMV- 5 L0 的 构 建 我  

们 在 前 期 工 作 中 已 从 大 鼠 胚 胎 肝 脏 中 获 取 mRNA 

并 克 隆 出 5 - L0 全 长 dD N A 片 段 并 证 实 其 正 确 性 ， 

构 建 出 了 重 组 质 粒 pBluescript- 5 L0 。用 带 有 Sail 

和 X h o l酶 切 位 点 的 引 物 从 重 组 质 粒 pBluescript-  

5L0 上 P C R 扩 增 出 约 2 k b 的 5 - L0 cD N A 片 段 ， 

P C R 反 应 条 件 为 98T 预 变 性 5 m in , 9 8 1 1 0  s , 68丈 

2 min 15 s , 30 个 循 环 ，68T 延伸 10 m in。PCR 产物 

进 行 酚 、氯 仿 抽 提 ，然 后 用 S a i l和 X h o l双 酶 切 ，酶 

切 产 物 经 0. 8%琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 后 将 2 k b 的 5 -  

L O cD N A 片 段 切 下 纯 化 。 腺 病 毒 穿 梭 质 粒  

pshuttle- CM V 经 S a i l和 X h o l双 酶 切 ，琼 脂 糖 凝 胶  

电泳回收线性化载体质粒后纯化。用 T4 D N A 连接 

酶 将 带 有 S a i l和 X h o l粘 性 末 端 的 5 - LOcDN A 片 

段 与 酶 切 后 的 pshuttle- C M V 于 1 6 ^ 连 接 过 夜 ，接 

着 转 化 感 受 态 大 肠 杆 菌 XLlO- gold , 挑 取 转 化 菌  

落 ，获 得 插 人 5 - L0 cD N A 的 重 组 穿 梭 质 粒 pshuttle-  

CMV- 5 L0 。经 PC R 、S a lI和 X ho l双酶切鉴定重组是 

否 成 功 。P C R 反 应 条 件 为 94丈 预 变 性 5 1^11,94^ 

30 3 ,5 7 X 30 s , 7 2 ^ 2  min 15 s , 共 30 个 循 环 ，72T  

延 伸 7 m in。

1 . 2 . 2 重 组 腺 病 毒 质 粒 pAdEasy- 1 - 5L0 的构建 

制备含 pAdEasy- 1 的超感受态 B J 5183。pshuttle-  

CMV- 5 L0  经 Pmel 在 37"C酶切 15 min 后 ，用 酚 、 

氯 仿 抽 提 ，纯 化 后 加 入 含 pAdEasy- 1 的超感受态 

B J 5 1 8 3 的 菌 液 中 混 匀 ， 用 电 穿 孔 法 转 化 含  

pAdEasy- 1 的 超 感 受 态 BJ5183。 电 穿 孔 条 件 为  

2 500 V ，25 u F ，200 f t , 电 穿 孔 完 毕 后 立 即 将 转 化  

菌 液 加 入 1 mLSOC培 养 基 中 ，3 7 丈 培 养 1 h 后铺 

板 。由 于 pAdEasy- 1 是 氨 节 抗 性 ，pShuttle- CMV-  

5L0 是 卡 那 抗 性 ，二 者 在 细 菌 内 同 源 重 组 后 ， 

pAdEasy- 1 中 的 氨 苄 抗 性 基 因 及 复 制 起 始 位 点 被

重 组 掉 ，重 组 后 的 质 粒 上 具 有 卡 那 抗 性 ，根据此特 

点 用 含 有 卡 那 抗 性 的 L B 培 养 板 可 对 含 有 重 组 质  

粒 的 BJ5183进 行 初 筛 。挑 取 3 个 单 克 隆 菌 落 ，小量 

培 养 ，碱 裂 解 法 小 量 提 取 质 粒 ，经 P a d 酶 切 ，0.8% 

琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ，若 出 现 一 大 于 23 k b 和 4.5 k b 或 

3.0 k b 的 特 征 性 条 带 ，即 为 可 能 的 阳 性 质 粒 。最后 

挑 选 可 能 的 阳 性 克 隆 进 行 P C R 鉴 定 ( P C R 反应条 

件 同 前 ）。将 重 组 的 p A d E a s y - l -5 L 0 在 XL10-gold 

中 大 量 扩 增 。

1.2.3 重 组 腺 病 毒 在 HEK2 9 3 细 胞 中 的 包 装 、扩 

增 用 15%胎 牛 血 清 的 高 糖 DM EM 培 养 基 培 养  

HEK2 9 3 细 胞 ，当 细 胞 生 长 至 5% ~50% 融 合 时 按  

1 :10进 行 传 代 。取 4fJig P a c I线 性 化 的 pAdEasy- 1 -  

5L0  质 粒 ，利用 Lipofectamine 2 000 转染 25 cm2 培 

养 瓶 中 达 到 80% 融 合 的 HEK2 9 3 细 胞 。细胞培养 

2 d 后 在 显 微 镜 下 观 察 ，待 有 明 显 的 病 毒 蚀 斑 形  

成 ，约 9 0 % 的 HEK2 9 3 细 胞 脱 落 后 ，收 集 细 胞 ， 

- 2 0 1 / 3 7 1 反 复 冻 融 裂 解 细 胞 4 次 ，4 T 、12 000 g  

离 心 10 m in ，收 集 含 重 组 腺 病 毒 的 上 清 ，重新感染 

HEK2 9 3 细 胞 ，按 上 述 步 骤 重 复 收 集 / 再 感 染 。提 

取 重 组 腺 病 毒 D N A 进 行 P C R 鉴 定 。P C R 反应条 

件为 94T 预变性 5 m in , 9 4 ^ 3 0  3 , 5 7 ^ 3 0  3 , 7 2 $  

2 min 15 s ，共 3 0 个 循 环 ，72丈 延 伸 7 m in。

1 . 2 . 4 重 组 腺 病 毒 的 纯 化 及 滴 度 测 定 经 过足够 

的收集/ 再 感 染 循 环 后 （约 达 到 6 0 个 75 cm2培养 

瓶 ），收 集 最 后 病 毒 感 染 的 H E K 293细 胞 ，- 2 0 1 /  

3 7 T 反 复 冻 融 裂 解 细 胞 4 次 ，4 ^ 、12 000 g 离心 

10 m in，取 上 清 。参照文献报道的方法纯化重组腺 

病毒[8]。取 纯 化 后 的 病 毒 100 |x L ，10%SDS 20 (jlL, 

磷 酸 盐 缓 冲 液 880 |jlL ，混 勻 ，测 定 重 组 腺 病 毒 的  

吸 光 度 A 2 6 0 和 A 2 8 0 ,据 此 计 算 出 病 毒 的 颗 粒 数  

及 纯 度 。 1A260 = 1015 pfu /L ,A 2 6 0  /A 2 8 0  > 1.3 

表 明 纯 度 较 高 ，病 毒 滴 度 （p fu /L )= A 2 6 0 x 稀 释 倍  

数 X 1 0 。

1.2.5 Western blot 检测 5 -L 0  蛋白在 A d -1 -5 L 0  

转 染 后 的 原 代 大 鼠 血 管 外 膜 成 纤 维 细 胞 中 表 达  

根 据 我 们 之 前 报 道 的 方 法 培 养 原 代 大 鼠 血 管 外  

膜 成 纤 维 细 胞 [9]，即 90~120 g 体 质 量 的 W ista r大 

鼠 腹 腔 麻 醉 后 断 颈 处 死 ，取胸主动脉分离出血管 

外 膜 ，组 织 块 贴 壁 法 培 养 原 代 大 鼠 血 管 外 膜 成 纤  

维 细 胞 ，原 瓶 消 化 后 传 代 。将 P2 代大鼠血管外膜 

成 纤 维 细 胞 以 lx lO 4 个/c m 2 接 种 于 六 孔 板 中 ，当 

细 胞 生 长 至 70% 融 合 时 ，用 A d - 1 - 5 L 0 转染成纤 

维 细 胞 。转 染 3 d 后 弃 去 培 养 基 ，磷酸盐缓冲液洗
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涤 细 胞 ，根 据 我 们 之 前 报 道 的 方 法 提 取 蛋 白 并 进  

行 W estern b lo t检 测 ，经 化 学 发 光 系 统 成 像 W。兔 

抗 大 鼠 5 - L0 多 克 隆 抗 体 稀 释 浓 度 为 1 :2 5 0 ,小鼠 

抗 3 - 磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶 ( GAPDH) 单 克 隆 抗 体 稀  

释 浓 度 为 1:2 0 0 0 ,山 羊 抗 小 鼠 和 山 羊 抗 兔 I I 抗稀 

释 浓 度 为 1:5 000。

2 结 果

2 . 1 转 移 质 粒 pShuttle- CMV- 5 L0 的鉴定结果 

转 移 质 粒 pshuttle- CMV- 5 L0 以 5 - L0 特异性 

引 物 进 行 P C R 扩 增 的 产 物 只 在 2 k b 处 有 一 特 异  

的 条 带 ，说 明 重 组 的 pshuttle- CMV- 5 L0 含有目的 

基因 5 - LOcDNA。转移质粒 pshuttle- CMV- 5 L0  进 

一 步 经 S a i l和 X h o l酶 切 后 获 得 了 预 期 大 小 的 两  

个 片 段 ，即 7.5 kb 的 pShuttle-CM V 和 2 kb 的 5 -  

L0 序 列 。证 明 大 鼠 5 - L0 已成功正向的插人了腺 

病 毒 的 穿 梭 质 粒 ,酶 切 结 果 见 图 1。

kb 1 2

图 1 p S h u t t l e - C M V - 5 - L O 重 组 质 粒 的 酶 切 鉴 定 结 果

(L in e l : 10 kb  DNA L adde r;L ine  2 : pS hu ttle - CM V - 5 -L O  经 

Sail 和 Xhol 酶 切 ，获得 7.5 kb 的 pS hu ttle -C M V  和 2 kb 的 

5 - L0 序 列 ）

2 . 2 重 组 腺 病 毒 质 粒 PAdEasy- l - 5 L0 的鉴定结果 

pShuttle- CMV- 5 -LO  转 化 含 有  pAdEasy-1  的 

BJ5 1 8 3 细 菌 后 ，含 有 重 组 质 粒 的 细 菌 可 在 含 卡 那  

霉 素 抗 性 的 培 养 基 中 生 长 形 成 克 隆 。挑取转化克 

隆 ，扩 增 后 小 量 抽 提 重 组 质 粒 DNA, 用 P a c I酶切鉴 

定 。琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 后 重 组 质 粒 出 现 一 大 于 23 kb 

和 4.5 kb 的 片 段 ，说明 pAdEasy-1  与 pShuttle-  

CMV- 5 - L0 在 复 制 起 始 位 点 发 生 了 同 源 重 组 ；出 

现 一 大 于 23 k b 和 3.0 k b 的 片 段 ，说 明 pAdEasy-1  

与 pShuttIe- CMV- 5 - L O 在左臂之间发生了同源重

组 （图 2 ) 。 同 时 ，用 pAdEaSy - l - 5 L0 质 粒 以 大 鼠  

5 - L0 特 异 引 物 进 行 P C R 扩 增 ，电 泳 后 只 在 2 kb 

处 有 一 特 异 性 条 带 ，说 明 pAdEasy- 1 - 5 L0 含有目 

的 基 因 大 鼠 5 - LOcDNA( 图 3 ) 。

图 2 pA dEasy - 1 - 5 - L O 重 组 质 粒 的 酶 切 鉴 疋 结 果

( L in e l :10 kb  DNA L adde r;L ine  2 : 在 BJ5183 细 菌 中 同 源

重 组 的 pA dEasy- l - 5 - L O 质 粒 ；Line 3 : 在 BJ5 1 8 3 细菌中 

同 源 重 组 的  pA dE asy - 1 - 5 - L0  质 粒 ；Line4 : XD NA /H indDI 

DN ALadder。 同 源 重 组 质 粒  pA dE asy - l - 5 -L O  经 PacI 酶 

切 ，根 据 同 源 重 组 的 方 式 不 同 ，得 到 约 30 k b 条 带 和 分 别

为 3.0 k b 或 4.5 k h 条 带 ）

图 3 p A d E a s y -1 -5 -L O  的 P C R  鉴 定 结 果 （L in e l : 1 0 kb 

DNA L adde r ; Line2 : 在 BJ5 1 8 3 细 菌 中 同 源 重 组 的  

pA dEasy- 1 - 5 - L0 质 粒 经 大 鼠 5 - L0 特 异 性 引 物 P C R 扩增 

后 的 产 物 ，为 2 k b )
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2 . 3 重组腺病毒滴度测定结果

线 性 化 的  pAdEasy -1 -5  -LO 经 Lipofectamine 

2 0 0 0 介 导 转 染 3~ 10  d , 在 倒 置 显 微 镜 下 可 见 受 病  

毒 感 染 的 HEK2 9 3 细 胞 逐 渐 出 现 细 胞 病 变 ，即细 

胞 肿 胀 、变 圆 ，随 后 聚 集 成 葡 萄 状 ，崩 解 脱 落 形 成  

蚀 斑 ，表 明 重 组 腺 病 毒 在 HEK2 9 3 细胞中成功包装 

和扩增。包装和扩增的重组腺病毒经纯化后经紫外 

分 光 光 度 计 测 定 ，病 毒 滴 度 为 1.0x l 0 15Pfu/ L ， 

OD2 6 0 /OD280=1 .36>1 .3 , 说 明 病 毒 滴 度 较 高 ，可 

以 满 足 转 染 的 需 要 ，纯 度 较 高 。

2.4 Western b lo t检 测 5 - L O 在原代大鼠血管外膜 

成纤维细胞中的过表达结果

培 养 大 鼠 原 代 血 管 外 膜 成 纤 维 细 胞 ，Ad- 1  -  

5L0 转 染 血 管 外 膜 成 纤 维 细 胞 ，转 染 3 d 后提取 

蛋 白 用 Western b lo t检 测 细 胞 内 5 - L0 的 表 达 ，与 

对 照 组 相 比 ，转 染 Ad- 1 - 5 L0 的血管外膜成纤维 

细 胞 中 5 - L0 表 达 明 显 增 加 （图 4 ) 。

Control Transfect

图 4 W e s te rn b lo t检 测 腺 病 毒 表 达 载 体 pA dEasy - 1 -  5 -  

L O 转 染 大 鼠 血 管 外 膜 成 纤 维 细 胞 过 表 达 5 -L O

3 讨 论

L T s是 由 多 不 饱 和 脂 肪 酸 花 生 四 烯 酸 代 谢 而  

来 的 一 系 列 有 生 物 活 性 的 脂 质 调 节 因 子 ，它们参 

与 了 很 多 破 坏 性 的 炎 症 疾 病 ，包 括 哮 喘 、关 节 炎 、 

动 脉 粥 样 硬 化 、疼 痛 和 癌 症 的 病 理 生 理 过 程 [1° ]。 

L T s 的 合 成 起 始 于 胞 浆 磷 脂 酶 A2 (phospholipase 

A2 ，cPLA2 ) 被 激 活 引 起 膜 甘 油 磷 脂 释 放 花 生 四 烯  

酸 。在 Ca2+离 子 、细 胞 应 激 等 刺 激 下 cPLA2 作用于 

细 胞 膜 、核 膜 释 放 花 生 四 烯 酸 ( AA) ，花 生 四 烯 酸  

随 后 被 激 活 的 5 - L0 从 胞 浆 转 移 至 核 膜 与 5 -  

L0 X 激 活 蛋 白 （5 —lipoxygenase -activating p ro te in， 

FLAP) 结 合 并 催 化 花 生 四 烯 酸 氧 化 、脱 水 合 成  

LTA4 ; LTA4 被 下 游 的 LTA4 H 和 LTC4S 两 种 酶 分  

别 代 谢 为 两 种 白 三 烯 ：LTB4 和 LTC4 ; LTC4 随后 

被 代 谢 为 LTD4 和 LTE4 。这 条 代 谢 通 路 被 称 为 5 -  

L0 途 径 ，其 代 谢 产 生 的 L T s都 是强有力的炎症因 

子 ，能促进 单 核 巨 噬 细 胞 的 趋 化 和 平 滑 肌 细 胞 的

收 缩 ，在 多 种 炎 症 性 疾 病 中 发 挥 了 重 要 作 用 [11]。近 

来 的 研 究 发 现 ，L T s是 参 与 血 管 重 构 的 炎 症 介 质  

之 一 ，它 能 促 进 血 管 内 皮 细 胞 和 平 滑 肌 细 胞 的 增  

殖 、迁 移 和 炎 症 反 应 ' 我 们 的 前 期 研 究 也 显 示  

球 囊 拉 伤 的 大 鼠 主 动 脉 血 管 外 膜 成 纤 维 细 胞 中  

5 - L0 表 达 增 加 ，血 管 外 膜 炎 症 细 胞 浸 润 增 多 [7]。 

因 此 ，阻 断 L T s的 产 生 可 能 对 以 上 多 种 炎 症 性 疾  

病 的 治 疗 具 有 重 要 作 用 。5 - L0 是白三烯合成过程 

中 的 限 速 酶 ，在 L T s病 理 生 理 作 用 的 研 究 中 具 有  

重 要 作 用 ，也 是 阻 断 L T s产 生 的 最 佳 靶 点 。

为 了 进 一 步 探 索 5 - L0 在 血 管 重 构 中 的 病 理  

生 理 作 用 ，为 抑 制 血 管 重 构 选 择 新 的 治 疗 靶 点 ，在 

组 织 中 过 表 达 5 - L0 就 成 为 了 一 种 理 想 的 研 究 方  

法 。但 是 如 何 将 外 源 基 因 有 效 地 导 人 靶 细 胞 并 使  

其 稳 定 表 达 则 是 过 表 达 的 关 键 环 节 。目前，腺病毒 

被 认 为 是 高 效 表 达 的 基 因 转 移 载 体 ，腺病毒宿主 

范 围 广 ，不 仅 可 感 染 复 制 分 裂 的 细 胞 ，也可感染静 

止 期 细 胞 ;腺 病 毒 包 装 容 量 大 ，可 以 插 入 7.5 k b 的 

外 源 性 基 因 片 段 ；转 染 过 程 中 腺 病 毒 基 因 不 整 合  

到 宿 主 细 胞 的 染 色 体 中 ，不存在激活 致 癌 基 因 或  

插 人 突 变 等 危 险 ;病 毒 经 繁 殖 、纯化后可达到很高 

滴 度 ，并 达 1 0 0 % 的 感 染 率 ；还 有 性 质 比 较 稳 定 ， 

对 人 类 相 对 安 全 等 诸 多 优 点 。这些优点使其在在 

体 基 因 转 移 中 具 有 较 大 优 势 ，成为目前外源基因 

过 表 达 中 应 用 最 广 泛 的 载 体 。

传 统 的 腺 病 毒 载 体 制 备 方 法 是 将 穿 梭 载 体 和  

腺 病 毒 基 因 组 质 粒 共 转 染 2 9 3 细 胞 ，存在同源重 

组 率 低 的 缺 点 。本 研 究 采 用 了 细 菌 内 同 源 重 组 法  

快 速 构 建 重 组 腺 病 毒 质 粒 ，将 质粒的转染和同源 

重 组 在 BJ5 1 8 3 菌 中 完 成 ，由于质粒转 化 细 菌 的 效  

率 极 高 ，细 菌 繁 殖 速 度 快 ，BJ5 1 8 3 菌 中 的 R ecA 具 

有 很 强 的 重 组 活 性 ，极 大 地 提 高 了 同 源 重 组 率 。在 

构 建 A d - 1 - 5 L0 的 过 程 中 ， 我 们 将 线 性 化 的  

pShuttle- CMV- 5 L0  导 人 含 有  pAdEasy- 1  质 粒 的  

感 受 态 BJ5 1 8 3 细 菌 ，同 源 重 组 后 PShuttle- CMV-  

5L0 的 耐 卡 那 抗 性 基 因 被 重 组 进 去 ，而 pAdEasy-1  

的 耐 氨 苄 抗 性 被 重 组 掉 ，成功同源重组的细菌在 

含 卡 那 霉 素 培 养 板 上 能 生 长 ，未发生同源重组的 

细 菌 不 能 生 长 。经 过 筛 选 ，成功重组的腺病毒质粒 

用 P a c I酶 切 后 可 获 得 一 个 约 30 k b 的大片段和一 

个 4.5 k b 或 3.0 k b 的 特 征 性 小 片 段 。经鉴定的重 

组 体 腺 病 毒 质 粒 通 过 转 染 HEK2 9 3 细 胞 ，最终包 

装 产 生 具 有 感 染 能 力 的 腺 病 毒 。这种病毒载体构 

建 方 法 省 却 了 细 胞 内 同 源 重 组 法 必 须 进 行 的 多 轮
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费 时 、费 力 的 筛 选 鉴 定 ，大 大 缩 短 了 实 验 周 期 ，显 

著 提 高 了 成 功 率 。

本研究在 构 建 腺 病 毒 载 体 中 使 用 了 大 肠 杆 菌  

BJ5183 和 XL1 0 -gold，BJ5183 具有 RecA 的遗传重 

组 活 性 ， 使 转 人 细 菌 内 的 腺 病 毒 骨 架 质 粒  

pAdEasy- 1 和 携 带 5 - L0 的 穿 梭 质 粒 pShuttle-  

CMV- 5 L0 发 生 同 源 重 组 。XLlO- g o ld菌 具 有 RecA 

和 E n d A l缺 陷 ，成 功 重 组 的 腺 病 毒 质 粒 在 XL10- 

gold中 扩 增 时 大 大 提 高 了 提 取 质 粒 的 质 量 和 确 保  

插 入 的 5 - L0 基 因 的 稳 定 性 。 同 时 ，本研究采用 

了 电 穿 孔 法 将 穿 梭 质 粒 转 人 BJ5 1 8 3 ,与传统的化 

学 转 化 法 相 比 大 大 提 高 了 转 染 效 率 ，简化了转染 

步 骤 。

通 过 以 上 方 法 构 建 的 重 组 腺 病 毒 Ad- 1 - 5 L0  

经 纯 化 后 病 毒 滴 度 为 1 .〇 x 1015 pfu/ L , OD260 /  

OD2 8 0 = 1 .3 6 > 1 .3 ,病 毒 转 染 大鼠原代血管外膜成 

纤 维 细 胞 后 能 实 现 5 - L0 在 细 胞 中 的 过 表 达 ，表 

明 这 种 方 法 制 备 的 腺 病 毒 滴 度 高 ，纯 度 好 ，可以满 

足 进 一 步 实 验 的 需 要 ，为 研 究 5 - L0 在血管重构 

中 的 病 理 生 理 作用提供了一种可靠的实验工具。
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