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!"#$%&’基因转染"()*移植对大鼠阿霉素肾病组织学的影响
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**摘*要! 目的*构建含血管内皮生长因子 !+$ 基因的重组腺病毒",-#./01!+$#$转染血管内皮祖细胞"/234#后$观
察其对阿霉素肾病大鼠肾脏组织学的影响& 方法*用细菌内同源重组法构建含./01!+$基因的重组腺病毒 ,-#./01!+$$
通过235和674879: ;<=8鉴定所构建的腺病毒& 贴壁法体外培养获得大鼠骨髓来源的 /234$,-#./01!+$体外转染 /234$
检测转染后目的基因的蛋白表达& 大鼠阿霉素肾病模型形成过程中$尾静脉注射转染 ,-#./01!+$的 /234$在第 !+ 周时

观察肾脏组织学变化& 结果*235和674879: ;<=8证实构建的重组腺病毒含有目的基因$滴度为 !>% ?!"!" 21@AB<’培养
第 + 天的/234用于,-#./01!+$转染$转染后 &% C$培养上清中./01蛋白表达较对照组和转染前增加& 转染了./01!+$
基因的/234移植后第 !& 周"切肾术后 !+ 周#$转染组的肾小球硬化和肾小管间质纤维化的程度明显较肾病组轻&
结论*转染了./01!+$基因的/234可以减轻阿霉素肾病的肾小球和肾小管的损伤程度$为./01在慢性肾脏病治疗提供
了实验基础&
**关键词! 血管内皮生长因子’腺病毒’内皮祖细胞’阿霉素’肾病
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的外周循环血液中存在能分化成为血管内皮细胞"7:#
-=8C7<KN<[7<<$ /3#的血管内皮祖细胞"7:-=8C7<KN<U9=#
G7:K8=9[7<<4$ /234#$能在缺血组织或器官中发挥其促
进血管新生作用& 其主要调节因子为血管内皮生长因
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子 "]N4[P<N97:-=8C7<KN<G9=H8C ON[8=94$ ./01#& 在
./01家族中$含量最多%作用最强的是 ./01!+$& 新
近的研究显示$肾动脉内给予体外扩增的 /234能够
减轻急性期抗体诱导的肾小球肾炎模型肾小球 /3和
足细胞损伤程度(&) $而且慢性肾脏病时存在 /234功
能的不全()) $./01合成和分泌不足(%) $导致肾脏病的
进展& 本实验通过观察腺病毒介导 ./01!+$基因体外
转染/234$进而将/234移植到阿霉素肾病大鼠体内$
观察其对肾脏组织学的影响$为探索 ./01基因治疗
慢性肾脏病%延缓慢性化进展提供依据&

%@材料与方法

!>!*材料与试剂
**穿梭质粒 U,-89N[_#3\.(整合有绿色荧光蛋白"/012#基
因)%腺病毒骨架质粒 U,-/N4V#!%E/M&() 细胞%TE$!及大肠
杆菌Yc$!’) 均由西南医院全军烧伤研究所贺伟峰博士提供&
携带目的片段 U[TL,)>!A./01!+$质粒由第四军医大学西京医
院舒茂国博士惠赠& X%TL,连接酶%限制性内切酶及 TL,回
收试剂盒"XNMN5N公司#$质粒小量 TL,提取盒 "FB7GN公
司#%QKU=O7[8NBK:7&""""R:]K89=G7:公司#%235试剂盒"29=B7GN
公司#%生物素标记的鼠抗人 ./01单抗"WN:8N39Pa公司#&
./01引物序列!2!! $d#,X0,30,00033X00,0X0X#)d$2&!
$d#,3,XXX,3,30X3X0300,X3X#)d"上海生工合成#& 兔抗
.=: 6K<<7;9N:- 1N[8=9"]61#多克隆抗体和羊抗血管内皮生长
因子受体 &"]N4[P<N97:-=8C7<KN<G9=H8C ON[8=997[7U8=9#&$./015#
&#多克隆抗体",;[NB公司$英国#%TKR标记的乙酰低密度脂蛋
白"TKR#N[QTQ#"\=<7[P<N9U9=;7公司$美国#%荧光素标记的荆
豆凝集素#!"1RX3#@/,#!#".7[8=9公司$美国#%阿霉素"注射用
盐酸多柔比星%!" BG粉剂"浙江海正药业股份有限公司$批
号!"%!""!#& ES#$& 荧光显微镜"F<VBUP4公司#%紫外A可见光
成像系统"上海复旦大学#$QW\$!" \/X,型激光共聚焦显微
镜"D/RWW公司$德国#& WT雌雄性大鼠 !’ 只$体质量"!$" e
!"# G"第三军医大学实验动物中心#&

!>&*方法
!>&>!*./01!+$重组腺病毒载体的构建及鉴定**!"# "和

$%&’ #双酶切 U[TL,)>!A./01!+$质粒$获得 ./01!+$基因片
段$与 U,-X9N[_#巨细胞病毒"3\.#的()&"f$%&’#双酶切产
物用 X% TL,连接酶连接$形成穿梭质粒 U,-X9N[_#3\.#
./01!+$$*+,$f!"#"双酶切鉴定%测序正确后$-./"酶切线
性化后与 U,-/N4V#! 混匀$转化感受态细菌 Yc$!’)$挑选阳性
克隆$进一步 -#0"酶切鉴定正确后命名为 U,-#./01!+$$在
&() 细胞大量扩增& 病毒载体滴度根据文献($)$按 U,-/N4V#!
系统 说 明 书 进 行$ 腺 病 毒 滴 度 g稀 释 倍 数 ?稀 释
度"阳性细胞孔数#%#A’& 重组腺病毒,-#./01!+$转染 &() 细胞后 235
和674879: ;<=8鉴定!235反应条件为 ($ h & BK:$(% h )" 4$
+% h )" 4$‘& h )" 4$&’ 个循环$最后 ‘& h ) BK:’提取 ,-#
./01!+$感染 &() 细胞和感染含 /012的重组腺病毒",-#/0#
12#的 &() 细胞的总蛋白$Y9N-O=9- 法定量$变性后行 WTW#

2,0/电泳$半干法转膜$条件为 ">&$ B,A[B& 恒流$)" BK:&
大鼠抗人./01单抗%E52标记的抗大鼠 RG0先后杂交反应后
T,Y显色&
!>&>&*,-#./01!+$转染/234**按文献(+)的方法获得大鼠
骨髓来源/234& 第 + 天贴壁细胞$]61和 ./015#& 免疫细胞
化学染色均阳性$同时TKR#N[QTQ及1RX3#@/,#! 免疫双荧光阳
性$证实细胞为正在分化的/234& 在 &% 孔板中进行转染$&% C
后荧光显微镜观察细胞生长情况$在转染后 !%%%‘ -$674879:
;<=8检测培养上清中 ./01的蛋白表达情况& 对照组为转染
,-#/012和转染前的培养上清蛋白&
!>&>)*,-#./01!+$转染 /234移植对阿霉素肾病组织学的影
响**雌性 WT大鼠分为正常对照组"对照组#%阿霉素肾病组
"肾病组#和转染了 ,-#./01!+$的 /234移植组"转染组#& 阿
霉素肾病模型按文献(‘)方法制作!切除右肾$术后 !%& 周后分
别尾静脉注射阿霉素 $ BGA_G和 ) BGA_G& 对照组假手术并在
& 个时间点注射等量生理盐水& 于切肾后第 ) 周 ) 组行 $ 0V
的全身S线照射$转染组尾静脉注射移植,-#./01!+$转染 &% C
的/234! ?!"+"重悬于 ! B<生理盐水#$对照组和肾病组注射
! B<生理盐水& 在第 !+ 周即移植后 !& 周$取血测血肌酐
"W[9#和血清白蛋白",QY#$取肾脏固定后石蜡切片 E/%2,W
和\N44=:染色$光镜下观察肾小球和肾小管间质组织学改变&

!>)*统计学处理
**数据以 !1e2表示$应用 W2WW !!>" 软件进行3检验&

A@结果

&>!*,-#./01!+$的构建
**U[TL,)>!A./01!+$质粒和 U,-X9N[_ 质粒双酶切后$分别

得到 $‘+ ;U的特征性 ./01!+$基因条带和 (>& _; 的 U,-X9N[_
片段$TL,测序证实成功获得 ./01!+$ [TL,& 双酶切所得的
./01!+$基因片段定向插入 U,-X9N[_#3\.$形成 U,-X9N[_#
3\.#./01!+$穿梭质粒$经!"#"和 $%&’#酶切鉴定$得到 (>&
_;和 $‘+ ;U两个片段$证明插入片段正确& 将 U,-X9N[_#3\.#
./01!+$质粒经-./"酶切线性化后$电转入Yc$!)’细菌中$与
其内的腺病毒骨架质粒 U,-/N4V#! 在细菌内同源重组& 经 -#0
"酶切后$可见 % """ ;U 和 &) """ ;U 的电泳条带各 ! 条"图
!#$证明同源重组成功$得到最终所需要的腺病毒重组质粒即
,-/N4V#./01!+$&

! " #

#$ "$% &’!
( )"* &’!
* ++, &’!
) $*" &’!

# %#, &’!# $## &’!

"#$ %%% &’

") %%% &’

\!! %TL,A$%&’ #标准’! 和 &!U,-/N4V#./01!+$经 -#0"酶切可
见 &) """ ;U和 % """ ;U片段
图 %@9+6"2*7>!"#$%&’同源重组腺病毒基因组质粒鉴定
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第 &期* 赵洪雯$等>./01!+$基因转染/234移植对大鼠阿霉素肾病组织学的影响*

&>&*,-/N4V#./01!+$重组腺病毒感染 &()细胞的鉴定
**脂质体包裹 ,-/N4V#./01!+$同源重组腺病毒基因组质粒

转染 &() 细胞 ! i& -后$光镜下观察到空斑形成$细胞变圆%肿
胀%脱壁$细胞核变大等病变& 荧光显微镜下有 /012表达且
逐渐增多& 235检测显示 U,-/N4V#./01!+$转染的 &() 细胞组
有 !条 &’+ ;U的条带$而 U,-#/012转染组相应位置无特异性
条带"图 &#$表明该条带系 U,-/N4V#./01!+$感染 &() 细胞后产
生的 ./01!+$& 674879: ;<=8检测显示$U,-/N4V#./01!+$感染
&()细胞组有 !条能与大鼠抗人./01单抗特异性结合的蛋白
免疫印记$而 U,-#012组相应位置无特异性条带"图 )#$表明
该蛋白条带为 ,-/N4V#./01!+$重组腺病毒感染 &() 细胞后产

生的./01!+$& 病毒滴度为 !>% ?!"
!" 21@AB<&

! " # $ % & ’

"(’ )*!

"" +++ )*
"! +++ )*
",%+ )*
"%++ )*
""%+ )*
"!++ )*

\!TL,标准"TQ&"""#’! i%!转染,-#./01!+$组’$%+!转染,-#/012组
图 A@+6>!"#$%&’转染 ABC 细胞的()D鉴定

! " # $ % &

! i%!转染,-#./01!+$ 组’$%+!转染,-#/012组
图 C@+6>!"#$%&’转染 ABC 细胞的E-*3-14;.03鉴定

&>)*,-#./01!+$转染/234的结果
**贴壁培养第 + 天$细胞可以表达]61和./015#&$且可以
内吞TKR#N[QTQ显示红色荧光$并能够与1RX3#@/,#! 结合显示
绿色荧光$重叠后为橙黄色即免疫双荧光阳性$证实为正在分
化的/234$与文献(+)一致& ,-#./01!+$转染/234后 &% C$细
胞中有/012表达$细胞未出现脱壁%变圆等病变& 674879: ;<=8
测定转染后 !%%%‘ -培养上清中./01的蛋白表达情况显示$转
染后 &% C ./01蛋白含量即开始明显升高$显著高于转染前和
转染,-#012组"图 $#$证实转染后./01蛋白表达显著增加&

! " # $ %

!!转染前’& i%!转染,-#./01组’$!转染,-#012组

图 F@+6>!"#$%&’转染"()*后培养上清中!"#$蛋白表达情况

&>%*血清肌酐和白蛋白的变化
**!+ 周时转染组 W[9显著低于肾病组$但仍显著高于对照组
"-j">"!#& 见表 !&

表 %@第 %& 周时各组大鼠G81和+HI情况""!J"$ #K&#

组别 W[9"&B=<AQ# ,QY"GAQ#
对照组 %%>’ e%>$ %!>% e&>$
肾病组 (&>+ e!">"N &‘>) e)>)N

转染组 $%>% e%>&N; )‘>& e&>‘N;

N! -j">"!$与对照组比较$;! -j">"!$与肾病组比较

&>$*肾脏组织学变化
**!+ 周时对照组大鼠肾脏无明显变化& 肾病组可见局灶节
段性肾小球硬化"O=[N<47GB7:8N<G<=B79P<=4[<79=4K4$ 1W0W#$系
膜区轻度增宽$基质中度至重度增生并呈弥漫性分布$部分肾
小球球囊壁明显增厚$肾小球毛细血管丛与囊壁粘连$硬化区
毛细血管腔狭小$肾小管基膜增厚$肾小管多灶状萎缩和片状
扩张$管腔中可见蛋白管型$间质内有明显淋巴细胞浸润$并有
轻到中度纤维化"图 $#& 转染组大鼠肾脏病理改变较肾病组
明显减轻$肾小球包曼氏囊增厚并部分球襻粘连$毛细血管襻
开放好$无明显硬化$肾小管改变轻"图 +#&

图 ’@%& 周时肾病组肾组织呈局灶节段性肾小球硬化改变@
"\N44=: ?%""#

图 &@%& 周时转染组肾组织病理改变较轻微@"2,W ?%""#

C@讨论

)>!*基因转染载体的选择
**重组腺病毒载体既能感染处于分裂增殖期的细
胞$又能感染静止期的细胞$如干%祖细胞$而且缺陷型
重组腺病毒载体由于不整合入细胞染色体基因组$从
而毒性低%安全性高$同时还具有病毒滴度高和装载容
量大等特点$已被美国1T,批准作为基因治疗载体应

$(**



用于临床试验& 所以本研究选择重组腺病毒载体来表
达目的基因./01!+$$希望通过其高感染能力$直接将
./01!+$表达单位转染 /234$并导入慢性肾脏病大鼠
体内$使其在体内持续合成和分泌$以期达到缓解病情
的作用&
)>&*/234与./01及其基因治疗
**近年来$随着 /234的发现使人们对于血管新生
的机制有了更深入的了解$而治疗性血管形成和治疗
性血管生成两个概念的提出则为心血管%缺血肢体%缺
血大脑等器官及组织缺血性疾病的治疗%提高组织移
植存活率和存活质量提供了新的思路& ./01能诱导
血管生成%增加血管通透性及维持血管功能$其家族的
$ 种亚型中 ./01!+$是最有代表性%作用最强的亚
型(’) & 但是$由于./01!+$的生物半衰期很短$仅 )" i
%" BK:$费用高$局部给药困难等缺点导致其难以推广
应用& 目前分子生物学%基因转染等技术的进展$
./01基因治疗促进缺血组织血管新生的研究已取得
了较大的进展(() $这些都为本实验的深入进行提供了
理论依据& 本实验通过腺病毒介导$将 ./01!+$基因
转染到体外培养第 + 天的早期 /234(!")后观察到$培
养上清中./01蛋白表达显著高于空载体组",-#/0#
12#和转染前 /234上清$提示转染后的 /234可以合
成和分泌大量的./01蛋白$与实验的预期结果相符$
也为进一步将其应用于延缓慢性肾脏病进展的研究奠

定了实验基础&
)>)*,-#./01!+$移植对阿霉素诱导的 1W0W 肾组织
学的影响

**1W0W发病率高且有逐渐增加的趋势$治疗以免疫
抑制和肾素血管紧张素系统"97:K: N:GK=87:4K: 4V487B$
5,W#阻断为主$缺乏对受损肾小球修复再生性治疗$
常不能有效控制病情进展$肾功能进行性恶化$最终导
致慢性肾衰竭"[C9=:K[97:N<ONK<P97$ 351# (!!) & 因此
如何从根本上延缓甚至逆转 1W0W 进展成为肾脏病治
疗的热点与难点$探索新的治疗手段解决这一难题是
当前国内外肾病界努力的方向& 最近的研究认为$
1W0W发病的始动因素足细胞损伤$其本质是一种由不
同病因引起的肾小球足细胞病!’肾小球足细胞的损
伤和剥脱$使肾小球基底膜裸露$是 1W0W 的常见和早
期病变$进而导致球囊粘连和硬化’(损伤和剥脱的肾
小球足细胞可以转分化为巨噬细胞$并产生转化生长
因子 )"89N:4O=9BK:GG9=H8C ON[8=9)$ X01)#等多种促
纤维化和硬化的细胞因子$促进并加速肾小球硬化%肾
小管萎缩和间质纤维化’*足细胞损伤使其丧失其生
理功能$如合成和分泌血管内皮生长因子"]N4[P<N97:#

-=8C7<KN<G9=H8C ON[8=9$ ./01#明显减少& 正常情况下
./01在足细胞合成$以旁分泌的形式作用于临近 /3
表面的./01受体$是维持毛细血管袢完整和 /3增
殖的必要条件& 足细胞损伤导致./01合成和分泌不
足$肾小球毛细血管袢的正常结构和功能无法维持’同
时由于./01在调整肾脏微血管变化中也起重要作
用$./01不足也可导致肾间质和肾小管周微血管减
少$形成肾脏局部缺血缺氧状态$引起并加速肾小管萎
缩和肾间质的纤维化& 局部的缺血缺氧状态以及肾小
管萎缩和间质纤维化反之又引起和加重肾小球硬化$
并形成恶性循环$最终导致351(!&) & 由于肾小球足细
胞损伤 ./01合成和分泌不足$可以导致肾小球其他
固有细胞损伤如/3损伤的修复障碍$./01受体表达
下调$使肾小球毛细血管袢结构维持更加困难$这种足
细胞和/3损伤的相互作用形成瀑布效应$一旦启动$
很难自行终止& 所以$我们推测更新与修复足细胞%恢
复./01合成与分泌%重建 /3细胞的正常功能$可能
是延缓或阻断1W0W进展的关键&
**国外研究显示$慢性肾功能不全时存在内皮祖细
胞"7:-=8C7<KN<U9=G7:K8=9[7<<4$ /234#功能不全$无法
正常修复受损的肾小球/3和小管间质血管的 /3()) $
而肾动脉内给予体外培养的骨髓单个核细胞获得的

/234$可以降低抗体诱导的 /3%足细胞损伤并减轻系
膜细胞活化(&) & 这些研究结果提示 1W0W 与 /234%
./01关系密切& ./01是肾小球和肾小管以及 /3
增殖的必要条件$肾小球毛细血管修复过程中$下调
./01会导致肾小球硬化和肾小管间质纤维化的发
生(%) $由此我们设想$/234和./01可能对1W0W时足
细胞和/3及其他肾小球固有细胞损伤有修复和更新
作用$进而可能成为延缓 1W0W 进展的有效手段& 随
着日益成熟的分离培养%诱导和扩增技术$/234可以
相对容易地从外周血或骨髓中获得$结合近年基因工
程技术的迅速发展及在临床不同领域的应用$为证实
我们这一设想提供了可实施的技术手段&
**本研究采用的阿霉素肾病诱导的 1W0W 模
型(‘$!)) $即单侧肾切除后分次注射阿霉素$如果不给予
任何干预措施$动物将在肾切除和注射阿霉素后 !& i
!+ 周发展为 1W0W$是目前研究人类 1W0W 的常用模
型& 在本实验中$切肾后 !+ 周肾病组表现为局灶节段
性肾小球硬化$系膜区轻度增宽$基质中度至重度增生
并呈弥漫性分布$部分肾小球球囊壁明显增厚$肾小球
毛细血管丛与囊壁粘连$硬化区毛细血管腔狭小$肾小
管基膜增厚$肾小管多灶状萎缩和片状扩张$管腔中可
见蛋白管型$间质内有明显淋巴细胞浸润$并有轻到中
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度纤维化$证实造模成功$与文献(‘$!))报道一致’而
转染组在 /234移植后 !& 周$肾脏组织病理学改变明
显较肾病组轻$仅表现为肾小球包曼氏囊增厚和部分
球襻粘连$毛细血管襻开放较好$肾小球无明显硬化$
肾小管改变轻微’同时在转染组血清肌酐显著低于肾
病组$提示在阿霉素诱导的 1W0W 进展过程中尽早移
植./01!+$基因转染的/234可以改善肾功能$显著减
轻阿霉素诱导的 1W0W 的病理改变$延缓其慢性化进
展& 分析./01转染/234后的有益作用可能是两方
面的$即 /234的修复足细胞和 /3$甚至是系膜细胞
损伤$另一方面是转染了./01!+$的 /234可以持续合
成分泌./01!+$$减轻足细胞损伤后./01的不足& 这
与其他慢性进展性肾病模型"如 $A+ 肾切除大鼠#补
充外源性./31可以促进毛细血管修复$减轻肾脏纤
维化$改善肾功能相符& 但是在早期糖尿病肾病时升
高的 ./01促进了肾小球和小管的肥大$此时中和
./01的作用反而改善高滤过%蛋白尿和小球的肥
大(!%) $因此./01在慢性进展性肾脏疾病中的作用可
能存在两面性&
**总之$细菌内同源重组可以构建 ./01!+$的重组
腺病毒载体$所制备 ,-#./01!+$可以在体外转染培养
的 /234并有效表达相应的基因产物& 转染了
./01!+$基因的/234可以减轻阿霉素肾病的肾小球和
肾小管的损伤程度$为 ./01治疗 1W0W 提供了实验
基础& 但是目前仍存在一些问题$如转染后体内/234
合成的 ./01的量的调节$异体治疗的生物安全性的
确定等$均需要深入研究&
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