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·核素报告基因显像·

99Tcm．亚锡葡庚糖酸钠结合GGC序列
监测基因治疗的实验研究

张国鹏 兰晓莉何勇 陈铨张永学

【摘要】 目的构建以金属结合肽(双甘氨酰半胱氨酸，即0Gc序列)为核素报告基因、人

VEGF。部为治疗基因的重组腺病毒载体，以”Tc。-GH为报告探针，探讨该报告系统监测治疗基因表达

的可行性。方法pcDNA3-VEGF。酗质粒线性化后，将金属结合肽GGc序列连于VEGF螂基因C端，

通过内部核糖体切入位点(IRES)连接增强型绿色荧光蛋白(EGFP)，构建重组腺病毒载体Ad5一

VEGFl650Gcmot承IREs-EGFP(Ad5-VIE)，同时构建腺病毒包装EGFP(Ad5一EGFP)为对照。以不同

感染复数(MOI=0，10，25，50，100)Ad5一VⅢ感染大鼠骨髓间充质干细胞(MsC)后，用孵Tc。-GH为报

告探针，研究感染细胞摄取动力学(30，60，90和120 Inin)情况，以检测GGc序列在MsC中的表达，

并与实时定量PcR、w∞tem．blot蛋白印迹、免疫组织化学等方法鉴定的VEGF螂表达进行对比分析。

通过荧光显微镜及实时定量PcR检测EGFP在细胞中的表达。采用sPsS 13．O软件进行统计学处

理，组间比较运用独立样本成组t检验、口检验和直线(Pe啪on)相关分析。结果以Ad5·VIE感染

Msc后，不同MOI摄取实验结果示细胞对辨Tc“-GH的摄取率随病毒MOI的增加而逐渐增加(r2=

0．嘶，P<0．05)，并且在MOI=loo时达到(7．94±0．75)％；不同时间摄取实验示随”Tc“-GH孵育时

间延长，细胞摄取率逐步增高，至120 Inin时达到(7．72±0．22)％。Ad5-VIE感染组与Ad5-EGFP感

染组摄取率在各个不同时间点差异均有统计学意义(t=15．10—54．92，P均<0．05)。在mRNA水平

上，VEGF恼及EGFP表达均随病毒MOI增加而增加(r2=O．99，P<O．05)。不同MoI下细胞对”Tc4一

GH的摄取与VE(狰螂蛋白表达呈较好的相关性(产=O．90，P<O．05)。免疫组织化学检查结果表明人

、咂GF。舒目的基因在Msc中成功表达。荧光显微镜下可以观测到被感染细胞中的EGFP蛋白。结论

成功构建的重组腺病毒系统Ad5-VIE感染Msc对”Tcl·GH的摄取与VEGF懈表达呈正相关。以

GGc多肽为报告基因可以监测治疗基因VEGF埘的表达，为核素报告基因显像提供了理论依据。
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基因治疗在一些难治性疾病中具有良好的临床

应用前景，但必须有有效手段监测治疗基因表达程

度、持续时间、是否过表达等。核素报告基因显像技

术是一种在体水平无创、反复、定量监测治疗基因的

方法H引。本研究构建含有报告基因双甘氨酰半胱

氨酸(Gly—Gly—Cys，GGC)序列和治疗基因人

VEGFl65的重组腺病毒载体Ad5-VEGFl舒GGc mot玉

内部核糖体切入位点(imemaLl ribosomal entr)r site，

IRES)·增强型绿色荧光蛋白(enh粕ced green nuo-

fesc即t pm￡ein，EGFP)，即Ad5．VIE，使其感染骨髓

间充质干细胞(mensenchymal stem ceU，Msc)中。

以GGC序列为报告基因，孵Tc“．GH可以与G(羌肽

通过转螯合作用相结合，通过鹎Tc“．GH在Msc的摄

取动力学研究，观察GGC与VEGF懈表达的相关性，

探索GGC为报告基因监测治疗基因表达的可行性，

现报道如下。

材料与方法

一、材料

1．雄性SD大鼠(无特殊病原体级)。鼠龄为4～

6周龄，体质量150—200 g，由华中科技大学同济医

学院动物中心提供。

2．试剂。DMEM—F12干粉培养基、胎牛血清购自

美国Gibco公司；人淋巴细胞Ficoil分离剂购白天津

市灏洋生物制品科技有限责任公司。opti—MEM无血

清培养基及％zol试剂购自美国Invitrogen公司；亚
锡GH试剂盒(含GH 8 1119，氯化亚锡O．08嘴)购自
江苏省原子医学研究所江原制药厂；N，Tc“O。新

鲜洗脱液：由钟Mo．鹎Tc“发生器制备，北京原子高科

股份有限公司提供；快速薄层层析硅胶纸购自美国

Gelm锄Science公司；反转录试剂盒(2×)购自立陶

宛Fement黯公司；实时定量PCR试剂盒(SYBR

Green I reahime PCR m鹋ter mix)购自日本Takara

公司；十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodi—

um dodecyl舳lf缸e-polyacryl砌ide gel elec呐phoresis，

SDS—PAGE)由美国Bio．Rad公司提供；聚偏二氟乙

烯膜购自美国Bio-Rad公司；鼠抗人VEGF．舒单克隆

抗体购自美Abcom公司；聚乙二醇辛基苯基醚

(％ton x—100)购自美国Gibco公司；兔抗p—actin多

克隆抗体购自美国s锄ta C11lz公司；兔抗cD补C毗
多克隆抗体和链霉亲和素一生物素．过氧化物酶复合物

试剂盒均购自武汉博士德生物工程有限公司。增强型

化学发光剂(enhanced dle啪．1urninescence，ECL)自显

影试剂盒购自杭州碧云天生物技术研究所。

3．仪器。Gc-1200 1放射免疫计数器购自中国

科技大学创新股份有限公司中佳分公司；实时定量

PCR仪为美国Applied Biosystems 7500系统。

二、方法

1．Ad5．VIE的构建与鉴定。由北京本元正阳

基因技术有限公司协助完成。首先化学合成GGC

序列：为含多个GGC的基序(motif)，5’端磷酸化的

单链DNA，正义链：5’-9GGAGGAGGAGGATGTGGA—

GGAGGATGrI，I．GAGGATCC_3 7与其反义链：5’-

GGArI℃CTCAACATCCTCCTCCACATCCTCCTCCTCC．

3’退火成双链DNA，其次将pcDNA3．VEGFl65质粒用

限制性内切酶NotI线性化后，加绿豆芽核酸酶O．5 u，

核酸酶sl 0．5 u在37℃分别消解l，1．5，2，2．5和

3 min，测序后筛选到2个终止码被删除的阳性管，

纯化后与第1步所获得的磷酸化双链DNA进行钝

端连接18 h，以此为模板进行PCR，上游引物为5’．

GG从TTcATGAAC删TIxTGllCll旧-3’，下游引物
为通用引物BGH．R：5’一CAAACAACAGATGGCTG
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GcAAC-3’，之后将PCR产物用DNA胶回收试剂盒

纯化(即VEGF。舒GGC啪tif)，随后经过一系列酶切
及连接反应，构建成同源重组腺病毒骨架质粒

pDC316-VEGFl65 GGCmot承IRES．EGFP。重组质粒经

PcR、酶切、测序等鉴定证实正确，并应用HEK-293

细胞包装、纯化，形成Ad5．VIE病毒。构建以腺病

毒包装的Ad5一EGFP为对照组，其所用质粒载体为

pDC316。

2．MSc培养。SD大鼠颈椎脱臼处死，于体积

分数75％的乙醇中浸泡20 nlin，无菌条件下分离其

股骨和胫骨，剪开骨骺端，用无血清DMEM／F12培

养基反复冲洗骨髓腔，将骨髓冲洗液缓慢加入预先

装有质量浓度为1．077∥IIll的Ficou分离剂的离心

管中，使液面分界清楚，y(悬液)：y(离心液)=l：

(1—2)，室温条件下2000 r／min离心20 IIlin(离心半

径17．2 cm)，无血清DMEwFl2培养基洗涤2次，每
次以800 r／nlin离心10 Illin(离心半径17．9 cm)，弃

上清后，加入含体积分数15％胎牛血清的DME彤
F12培养基，吹打均匀制成细胞悬液，以3×105个细

胞／IIll的密度接种于25 cm2玻璃培养瓶中，置37℃、

体积分数5％CO：饱和湿度培养箱中培养。3—4 d

首次换液，以后每3天换液1次。细胞达70％一

80％融合时传代培养。取第4代细胞CD"CD“抗
体，用免疫组织化学法染色鉴定细胞。

3．Ad5-VIE感染Msc。取2—4代Msc以2×

105个／孔接种于24孔板，培养24 h后，细胞融合度

达70％～80％。取其中3孔进行细胞计数，其余孔

吸去培养基，以PBS洗涤细胞2次，每孔加入无血清

培养基0嘶-MEM 150一(盖满细胞表面即可)，将特

定感染复数(multiphc毋0f irI‰ti∞，MOI)的Ad5一VⅢ

加入培养孔中，混匀，每15 nIin 1次，37℃轻柔持续

晃动感染2 h后，补足完全培养基至500∥孔，继续
培养48 h。

4．朔Tc“．GH的制备与鉴定。按照试剂盒说明书

制备。在试剂盒中加入新鲜淋洗的N，Tc‘04洗脱

液740 MBq(<l m1)，振摇混匀，室温下静置20 mirI。

放化纯达到90％以上。

5．感染Ad5．VIE的Msc摄取朔Tc4．GH。实验

一(细胞摄取动力学研究)：实验组以Ad5一VIE感染

细胞(MOI=100)，同时设对照组(以Ad5．EGFP感

染细胞，MOI=100)。感染48 h后进行细胞摄取实

验：每孔细胞以PBs洗涤2次，加入300一新鲜培

养基。加入盼Tc“．GH 370 kBq／孔，于37℃分别孵育

30，60，90和120 min后取样(每个时间点取3个平

行孔)。取样时吸去每孔中放射性培养基，并用PBs

洗涤2次，然后以l mol／L NaOH溶液400山裂解

贴壁细胞，收集各孔放射性培养基及细胞裂解产物

至测量管，测量各管放射性，计算细胞摄取率。实验

二(感染剂量-放射性摄取研究)：以Ad5-VIE和

Ad5一EGFP分别感染细胞，M01分别为O，10，25，50，

100，感染48 h后加入孵Tc“-GH，于37℃培养2 h后

进行细胞摄取实验，余步骤同上。

6．感染Ad-VIE后MsC表达vEGF。贷的反转录

实时定量PcR鉴定。将MSC按1×106个／孔接种

于6孔板中，细胞培养24 h后，以不同MOI(MOI=

0，10，25，50，100，250，500)Ad5-VIE感染MSC。

48 h后收集每孔细胞，用’mzol试剂分别提取总

RNA，以Oligo dT为引物反转录合成cDNA第l链。

之后分别加入VEGFl65，EGFP、3一磷酸甘油醛脱氢酶

(glyceraldehyde 3-phosph毗e dehydrogen踟，GAPDH)
引物扩增，以GAPDH作为内参。引物由上海英骏

生物技术有限公司合成。VEGF。醪基因上游引物为

5’一A7I'GACGAG(沁CC’I隅AGTGT-3’，下游引物为5’-
CAllTACACGl僦GG^1’CT．3’，扩增片段为2刀bp。
EGFP基因上游引物为5’-TCGTGACCACCCrI．G．AC·

CTA．3’，下游引物为5’-TCACCTTGATGCCG，IrI．CrI，I'·

3’，扩增片段为312 bp。管家基因GAPDH上游引物

为5’一AGAAGGC7rGGGGCTCAl，ITG-3’，下游引物为

5’．AG(狮CCATCCACA GTC，I’I'c_3’，扩增片段为

258 bp。用SYBR Green I核酸荧光染料进行实时

定量PCR，反应条件为94℃15 8，58℃15 8，72℃

30 s，40个循环。

7．半定量West锄一blot检测不同MOI Ad5一VIE

感染Msc后VEGFl65蛋白表达。收集病毒感染48 h

后的MSC。PBS漂洗3次，加入细胞裂解液，提取胞

质蛋白质，采用二辛可宁酸(bicinchoninic卸id，

BCA)法，用分光光度计测量每个样本的蛋白质含

量，确定上样量。以SDS—PAGE电泳法将蛋白质转

入聚偏二氟乙烯膜，用含质量分数5％脱脂奶粉的

，IBST(嘶s-bu能red saline and Tw∞n 20)缓冲液4℃

封闭l h，加入鼠抗人VEGF。舒[y(抗体)：y(抗体的

稀释液)=1：1000]单克隆抗体工作液(含质量分数

5％牛血清白蛋白)，以兔抗B—actin多克隆抗体做内

参对照，4℃孵育过夜，取出膜，TBsT缓冲液洗4次，

每次15 lIlin，加入碱性磷酸酶标记的羊抗鼠IgG

[以抗体)：以抗体的稀释液)=l：5000]，室温持续摇

动60面n，．IBsI’缓冲液洗3次，每次15 min，ECL试

剂暗室自显影。用凝胶图像成像系统进行扫描拍
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照。用凝胶图像分析软件Band sc锄v5．0分析各目

标条带的灰度值，以VEGFl65／p-actin代表VEGF，酪

的相对表达水平。

8．细胞组织化学法鉴定ⅦGF，舒在MSC中的定
位和表达。用链霉亲和素一生物素一过氧化物酶复合

物法检测重组腺病毒感染Msc后VEGF。舒的表达。

将感染重组腺病毒后MSC制备细胞爬片，用PBs

(0．01 m彬L，pH值7．2)冲洗，分别以质量分数
4％多聚甲醛固定30 IIlin，体积分数0．5％嘶ton x一

100破膜10 lIlin，体积分数3％过氧化氢消除内源性

过氧化物酶，质量分数5％牛血清白蛋白封闭l h，

加入y(抗体)：y(抗体的稀释液)=l：100鼠抗人

VEGF。岱单克隆抗体，在4℃孵育过夜，加入生物素

化羊抗鼠二抗后再加入链霉亲和素一生物素一过氧化

物酶复合物，用新鲜配制的3，3’一二氨基联苯胺／过

氧化氢显色，同时用PBS作为一抗设置阴性对照。

9．统计学处理。实验数据以牙±s表示，应用

SPss 13．0软件，2组间比较采用成组t检验，各组

间两两比较采用g检验，相关性研究采用Pea渤n相
关分析，P<0．05为差异有统计学意义。相关强度

以积差相关系数的平方(r2)表示。

结 果

1．Ad5-VIE的构建。pDc316-hVEGF螂GGc—

IRES—EGFP重组质粒构建完成后，经不同组合酶切

鉴定分析证实构建正确，最后所得腺病毒产物经纯

化后，滴度达4．5×109 U／lIll[半数组织培养感染剂

量(tissue clutur；e ir如ctive dose，TCID卯)法]，对照组

病毒Ad5-EGFP滴度为1．4×10⋯U／Inl。

2．MSC培养及鉴定。骨髓冲洗液经过Ficoil淋

巴细胞分离液分离后所得细胞大部分为单个核

MSC，24 h后细胞开始贴壁，细胞呈圆形，3～4 d细

胞形态发生变化，出现短梭形或短棒状细胞。接种

后l周左右可见较大、较多集落，呈梭形，细胞放射

状或同心圆状排列，10～15 d长满瓶底。细胞传代

后形态呈梭形，较均一。第4代MSc免疫组织化学

结果显示：MSC上cD34抗体染色阴性，而CD“抗体

染色阳性(图1)。

3．Ad5．VIE感染MSC后摄取孵Tc“．GH的研究

结果。(1)实验一，随时间延长，感染了含目的基因

重组腺病毒的Msc对辨Tc“．GH的摄取率逐渐增高

(表1)。目的病毒组(Ad5一VIE)与对照病毒组

(Ad5．EGFP)孵Tc4-GH摄取率在各个不同时间点差

异均有统计学意义(t=15．10—54．92，P均<

0．05)。感染目的病毒组各时间点之间摄取率差异

具有统计学意义(F=59．37一1922．33，P均<

O．05)。

(2)实验二，细胞对辨Tc“．GH的摄取率随病毒

MOI的增加而逐渐增加(表2，r2=0．86，P<0．05)，

除MOI为0外，其他MOI条件下转染Ad5．VIE与

Ad5-E∞甲2组的孵Tc“·GH摄取率之间差异均具有

统计学意义(t=lO．9l～16．83，P<0．05)。

表l Ad5-VlE(MOI=100)感染MSc后不同时间摄取

钟Tc”一GH比较 ％

注：MoI为感染复数，Msc为骨髓间充质干细胞。Ad．v砸为重组

腺病毒载体Ad·人ⅦGFl岱双甘氨酰半胱酸(GGC)ⅡIot垂内部核糖
体切入位点(IRES)-增强型绿色荧光蛋白(EFGP)；数据以i±J表

示，n=3

表2不同滴度Ad5．VIE感染MSC后摄取钾Tc“．GH比较％

组别
MOI

O lO 25 50 100

Ad-V匝O．配±O．∞2．20土O．为4．32±0．2l 6．9l±0．39 7．94±O．75

Ad．EGfP O．6l±O．c15 O．67±0．07 O．70±O．07 O．鹋±O．仿O．6l±O．06

注：数据以i±s表示。n=3

4．Ad5-vIE感染MsC后ⅦGFl65及EGFP mRNA

的表达(图2)。经实时PCR检测，MOI=0—100之

间，VEGFl65与EGFP的mRNA表达逐渐增高。随着

Ad5-VIE MOI增加，VEGFl酗mRNA和EGFP mRNA

的表达均增高(r2值分别为0．9l和0．90，P均<

0．05)。此外，VEGFl65 mRNA与EGFP mRNA表达

之间呈显著正相关，，，=3．0381名+2．1448(，=

0．99，P<0．05)。

5．Ad5．VIE转染MSC后VEGFl酗蛋白及EGFP

蛋白的表达(图3)。普通光学显微镜下可见感染

Ad—VIE组MsC胞质中有棕黄色深染颗粒，而在未

感染病毒组胞质中并未观察到棕黄色深染颗粒，荧

光显微镜下可见MSC胞质中EGFP正常表达。

6．Ad5一VIE感染MsC后westem-blot检测

VEGF，65蛋白表达。感染Ad5一VIE组在43 kd处出

现特异性条带，而感染对照病毒Ad5-EGFP组及空

白对照组未出现特异性条带。通过Bind∞柚凝胶

分析系统获得目的蛋白VEGF，舒与内参灰度比值，

结果示Ad5一VIE以不同MOI感染Msc 48 h后，细胞

胞质中VEGFl65蛋白表达逐步上升(r2=0．94，P<

万方数据



圈I第4代骨髓间充质于细胞(Msc)免疫组织化学方法鉴定结果。a．Msc(×2∞)．b．cD算抗体阴性(×200)；c．cD“抗体阳性(×100)

0 10 26 50 100

l帕I

注：V皿：VEGFl酤双甘氨酰半胱氨酸(GGC)motif-内部核糖体切

入位点(IRES)-增强型绿色荧光蛋白(EGFP)

图2不同感染复数(MOI)腺病毒载体Ad5·VIE感染Msc后

VEGFl贷及EGFP mRNA水平

0．05)，而在对照病毒Ad5-EGFP组及空白对照组未

见表达。不同MOI感染Ad5一VIE组间两两比较

VEGF。舒蛋白表达差异具有统计学意义(g=8．3—

587．9，P均<0．05)。

7．Ad5-VIE感染MsC后胞质中VEGFl舒蛋白

与钟Tc4．GH摄取之间相关性分析。VEGF。65与内参

灰度比值与细胞摄取率呈正相关，，，=10．403菇+

O．7246(r2=0．90，P<0．05)。

讨 论

心脑缺血性疾病、神经精神疾病等的基因治疗

临床应用是近年来研究的热点，其中VEGF基因由

于其可促进血管内皮新生而用于治疗缺血性疾病，

已进入临床I一Ⅱ期试验，并取得一定疗效"引。

但VEGF可促进血管通透性增加，导致血管源性水

肿，同时由于新生血管不成熟，可能引发血管瘤等，

都将影响VEGF基因治疗作用怕J。报告基因显像技

术可在体外无创性监测治疗基因在靶区的表达情

况、持续时间、是否过表达等。目前主要有放射性核

素显像、光学成像及MRI，其中放射性核素报告基因

显像灵敏度较高(10_2一lO。10 moL／L)，是最适合人

体的显像技术之一埔1。报告基因显像系统有3种

不同的类型：酶一底物(er四me-substa土e)系统、受体．

配体(玎ecepter-ligand)系统、转运体一底物系统【．MJ，但

酶．底物系统有病毒源性，受体-配体及转运体底物

系统为人体固有，其分布广泛、生物学过程特异等限

制了这3种系统的应用一J。

圈3感染Ad5．Vm后的Msc免疫组织化学染色及荧光显微镜观察图。‘普通光学显微镜下正常MSc空白对照(×2∞)；b．Ad5一Ⅷ感
染(MOI：100)MSc 48 h后普通光学显微镜下VEGFI贷表达情况(x2∞)；c．Ad5一Ⅷ感染(MoI=l∞)Msc 48 h后荧光显微镜下EGFP

表达情况(×200)
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∞
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Bogdanov等¨仉111研究表明，某些C末端融合肽

与99Tc“03+有很高的亲和力。这种肽被称为金属结

合肽，其在结构上有连续的重复GGC序列，具有明

显的转螯合特性。含一个或者多个GGc序列的肽

能从99Tc”一GH中迅速夺取99Tc”03+，从而使99Tc“稳

定结合在GGC序列中半胱氨酸巯基上，形成亲和力

高的GGc一99Tc“03+螯合物。该研究还将GGc序列

与绿色荧光蛋白基因融合(该肽的表达不影响上游

绿色荧光蛋白基因编码蛋白的性状)，用体外感染

细胞实验证实了这种方法可行。本研究对VEGF，酗

编码基因序列进行了修饰，在其c端连接GGc肽编

码基因序列。通过IRES共表达载体将修饰后

VEGF。酗与EGFP连接起来，构建共表达腺病毒载体

Ad5-VIE。据GGC肽序列与钾Tc”03+的高亲和力，

通过体外摄取实验监测治疗基因VEGF螂在MsC中

的表达，结果表明构建的重组腺病毒载体具备感染

MSC的能力，并且其表达与病毒滴度及VEGF。65的

表达之间具有较好的相关性。PCR、westem．blot免

疫印迹和细胞组织化学检查结果表明，VEGF，贷蛋白

可以在MSC中正常表达。对感染Ad5一VIE的MsC

摄取实验证实GGC肽表达后可与孵Tc‘．GH相结合，

表明经过G()C多肽修饰后的VEGF。岱重组腺病毒载

体可同时独立表达0GC和VEGF。∽为进一步行报告

基因核素显像证实vEGF蛳表达程度提供了依据。

本研究结果表明病毒转染MSC后，VEGF，岱与

GGC肽可以共表达，并且二者之间的表达呈正相

关，故可推论以GGC肽为报告基因和以99 Tc”一GH

为报告探针构建的GGC J缈钟Tc“一GH报告基因系
统可作为一种监测治疗基因表达的核素报告基因显

像方法。此系统中，报告基因和探针均制备简单易

得、价廉，可采用商品化的GH试剂盒，并应用于

SPECT显像，有利于临床推广。而目前常用的I型

单纯疱疹病毒胸苷激酶报告系统中，放射性探针的

制备较繁琐、困难，费用较贵，不利于广泛使用。

腺病毒载体尽管存在转导效率高、携带DNA容

量较大、制备较易等优点¨21，但其不能在感染后长

期稳定表达。因此，报告探针体外监测时程可能较

短，需应用构建腺相关病毒或者慢病毒作为载体，以

获得对治疗基因长时间的监测。另外，本研究中采

用了具有多向分化潜能的MSC[”3，望能为报告基因

显像监测基因联合干细胞治疗提供依据。
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