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ＴＲＡＤＤ慢病毒载体构建及其对增生性瘢痕成纤维细胞增殖的影响
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　　［摘要］　目的　构建抗食管支架术后再狭窄携人ＴＲＡＤＤ基因慢病毒表达载体，并检测其对增生性瘢痕成纤维细胞
增殖的影响。方法　 以购买的人ＴＲＡＤＤ基因为模板，采用ＰＣＲ法扩增目的基因片段，ＰＣＲ产物经回收纯化后与线性化
的慢病毒表达载体ｐＬＶＸＥＧＦＰ３ＦＬＡＧＰｕｒｏ重组。重组质粒转化ＤＨ５α感受态细胞。菌落ＰＣＲ鉴定转化子，阳性克隆测
序无误后，质粒共转染２９３ＦＴ细胞制备慢病毒。Ｒｅａｌｔｉｍｅ定量 ＰＣＲ法检测病毒滴度。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＲＡＤＤＧＦＰ
ＦＬＡＧ融合蛋白的表达。ＭＴＴ法检测ＴＲＡＤＤ基因慢病毒对增生性瘢痕成纤维细胞增殖的影响。结果　 菌落ＰＣＲ扩增产
物经凝胶电泳，阳性克隆得到１２００ｂｐ片段，基因测序显示重组质粒中ＴＲＡＤＤ序列与ＧｅｎＢａｎｋ中序列一致。包装产生的慢
病毒转染２９３ＦＴ细胞４８ｈ后，荧光显微镜下可见大量绿色荧光，病毒滴度为３．２２×１０８ＩＵ／ｍｌ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测到融合蛋白
ＴＲＡＤＤＧＦＰＦＬＡＧ在２９３ＦＴ细胞中获得有效表达，ＭＴＴ法证实该融合蛋白具有生物活性，能有效抑制瘢痕成纤维细胞增殖。
结论　 成功构建并包装了ｐＬＶＸＴＲＡＤＤＥＧＦＰ３ＦＬＡＧＰｕｒｏ慢病毒表达载体，其可明显抑制增生性瘢痕成纤维细胞的增殖。
　　［关键词］　 ＴＲＡＤＤ；慢病毒表达载体；食管再狭窄；基因治疗
　　［中图法分类号］　Ｒ３９４３３；Ｒ３２９．２８；Ｒ３６４．３１　　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金（８１０７０３８４）
［通信作者］　彭贵勇，电话：（０２３）６８７６５１８５，Ｅｍａｉｌ：ｐｇｙ６３＠１６３．ｃｏｍ

ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｈｕｍａｎＴＲＡＤＤｇｅｎｅａｎｄｉｔｓ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｙｐｅｒｐｌａｓｔｉｃｓｃａｒｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ
ＹｕａｎＹｕｅ，ＫａｎｇＸｉｕｆｅｎｇ，ＭｏｕＤｏｎｇ，ＸｕｅＳｈｉｘｉａｎｇ，ＤａｉＪｉａｎｈｕａ，ＰｅｎｇＧｕｉｙｏｎｇ（ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ，ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３８，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｙａｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｔｈｅｈｕｍａｎ
ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｄｅａｔｈｄｏｍａｉｎｐｒｏｔｅｉｎ（ＴＲＡＤＤ）ｇｅｎｅａｎｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃｓｃａｒｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ
ＴＲＡＤＤｓｐｅｃｉｆｉｃｆｒａｇｍｅｎｔｗａｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲａｎｄｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏｔｈｅＥｃｏＲⅠｓｉｔｅｏｆｔｈｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｐＬＶＸ
ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧＰｕｒｏ．ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｉｎｔｏＤＨ５αｃｏｍｐｅｔｅｎｔｃｅｌｌｓ，ａｎｄ
ｔｈｅｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲｕｓｉｎｇｃｏｌｏｎｉｅｓｄｉｒｅｃｔｌｙａｓｔｅｍｐｌａｔｅｓ．Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｌｏｎｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ．Ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｔｌｙ，ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｅｓｗｅｒｅｐｒｏｄｕｃｅｄａｆｔｅｒｔｈｅ２９３ＦＴｐａｃｋｉｎｇｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＬＶＸＴＲＡＤＤＥＧＦＰ３ＦＬＡＧＰｕｒｏａｎｄｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｐａｃｋａｇｉｎｇｐｌａｓｍｉｄｓ，ｗｈｉｌｅｔｉｔｅｒｏｆ
ｖｉｒｕｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＴＲＡＤＤＧＦＰＦＬａｇｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｗａｓａｎａｌｙｚｅｄ
ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＭＴＴａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｔｅｓｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｅｓｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆ
ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃｓｃａｒｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａ１２００ｂｐｓｔｒａｐｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｏｆｃｏｌｏｎｙＰＣＲ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｆｔｅｒｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ｗｈｉｌｅＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｗａｓ
ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈａｔｉｎＧｅｎＢａｎｋ．Ｔｈｅｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎ２９３ＦＴｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ．ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｓｈｏｗｅｄｔｈｅｔｉｔｅｒｏｆｔｈｅｖｉｒｕｓｗａｓ
３．２２×１０８ＩＵ／ｍｌ，ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ２９３ＦＴ
ｃｅｌｌｓ．ＭＴＴａｓｓａｙｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｅｓｅｘｅｒｔｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｙｐｅｒ
ｔｒｏｐｈｉｃｓｃａｒｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｐＬＶＸＴＲＡＤＤＥＧＦＰ３ＦＬＡＧｉｓ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ，ａｎｄｉｔｈａｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃｓｃａｒｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｄｅａｔｈｄｏｍａｉｎｐｒｏｔｅｉｎ；ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ；ｒｅｓｔｅｎｏｓｉｓ

ｏｆｅｓｏｐｈａｇｕｓ；ｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙ
ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１０７０３８４）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＰｅｎｇＧｕｉｙｏｎｇ，Ｔｅｌ：８６２３６８７６５１８５，Ｅｍａｉｌ：ｐｇｙ６３＠
１６３．ｃｏｍ

８４８
第３４卷第９期
２０１２年５月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．９
Ｍａｙ１５　２０１２



　　内镜下食管支架置入术是治疗食管狭窄的主要方
法，但术后再狭窄，尤其是支架端口部再狭窄已成为支

架置入术后最难解决的并发症。再狭窄的病理改变主

要为大量肉芽组织增生及纤维化，其生成和成纤维细

胞的过度增殖有关，发生与发展和成纤维细胞的凋亡

密切相关。成纤维细胞增殖与凋亡的异常直接导致病

理性瘢痕的形成，而细胞凋亡最主要的传导通路是死

亡受体介导的凋亡传导通路。肿瘤坏死因子受体相关

死亡域蛋白（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｄｅａｔｈｄｏｍａｉｎｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＲＡＤＤ）可通过肿瘤坏死因子α
（ＴＮＦα）介导的信号通路调控细胞的增殖与凋亡。慢
病毒（Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ）载体是以人类免疫缺陷病毒１（ＨＩＶ１）
为来源的一种病毒载体，在诸多转基因技术中有着不

可比拟的优势，近年来成为了理想的基因转移载

体［１］，已用于体内基因治疗。本实验利用慢病毒载体

系统成功构建携带 ＴＲＡＤＤ基因的过表达慢病毒，转
染至增生性瘢痕成纤维细胞中探索其对细胞增殖的影

响，为进一步研究 ＴＲＡＤＤ基因的功能及靶向基因治
疗食管支架术后再狭窄奠定实验基础。

１　材料与方法

１．１　质粒和细胞
　　ＴＲＡＤＤ基因模板购自 ＯＰＥＮ公司，慢病毒表达载体 ｐＬＶ
ＸＥＧＦＰ３ＦＬＡＧＰｕｒｏ购自上海生博公司，ＶｉｒａＰｏｗｅｒＴＭ Ｌｅｎｔｉ
ｖｉｒａｌＰａｃｋａｇｉｎｇＭｉｘ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＤＨ５α感受态细胞、
２９３ＦＴ细胞来自本实验室。

１．２　主要试剂
　　ＤＬ２０００ＤＮＡ标准、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒、Ｔａｑ聚
合酶和 ｄＮＴＰ购自 ＴａＫａＲａ公司，ＥｃｏＲⅠ限制性内切酶购自
ＮＥＢ公司，ＢＣＡＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙｋｉｔ购自ＨｙＣｌｏｎｅＰｅｒｃｅ公司、Ｐｒｅｓ
ｔａｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ购自Ｆｅｒｍｅｎｔｓ公司，ＲａｂｂｉｔＡｎｔｉＴＲＡＤＤ购
自Ａｂｃａｍ公司，ＧｏａｔＡｎｔｉｒａｂｂｉｔＩｇＧ购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＥＣＬ
ｐｌｕｓ／ｋｉｔ购自Ａｍｅｒｓｈａｍ公司，引物合成由上海捷瑞生物工程有
限公司完成，阳性克隆测序由华大基因完成。

１．３　ＴＲＡＤＤ目的基因获得与慢病毒表达载体构建
　　以购买的 ＴＲＡＤＤ基因为模板，采用 ＰＣＲ法扩增目的片
段。 ＴＲＡＤＤ 上 游：５′ＣＴＣＡＡＧＣＴＴＣＧＡＡＴＴＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧ
ＧＣＡＧＣＴＧＧＧＣＡＡＡＡＴＧ３′，含同源重组序列、ＥｃｏＲⅠ酶切位点
（下划线）、Ｋｏｚａｋ序列（双下划线）；ＴＲＡＤＤ下游：５′ＣＣＡＴＧＧＴ
ＧＧＣＧＡＡＴＴＣＧＧＣＣＡＧＧＣＣＧＣＣＡＴＴＧＧ３′，含同源重组序列、
ＥｃｏＲⅠ酶切位点（下划线）。ＰＣＲ产物回收纯化后与ＥｃｏＲⅠ酶
切线性化的表达载体 ｐＬＶＸＥＧＦＰ３ＦＬＡＧＰｕｒｏ进行重组连接，
３７℃孵育１５ｍｉｎ，再５０℃孵育１５ｍｉｎ，立即转化ＤＨ５α感受态
细胞。最后将已转化的感受态细胞转移至含氨苄青霉素的 ＬＢ
琼脂平板上，３７℃培养１６ｈ。

１．４　阳性克隆鉴定
　　挑取平板上长出的转化子重悬于１０μｌＬＢ培养液中，从中
取１μｌ做模板进行菌落ＰＣＲ鉴定。阳性克隆鉴定引物：上游：

５′ＣＧＣＡＡＡＴＧＧＧＣＧＧＴＡＧＧＣＧＴＧ３′，位于目的基因上游的
ＣＭＶ启动子中；下游：５′ＣＧＴＣＧＣＣＧＴＣＣＡＧＣＴＣＧＡＣＣＡＧ３′，位
于多克隆位点的下游序列中。反应体系：Ｔｅｍｐｌａｔｅ１μｌ，ＣＭＶＦ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．８μｌ，ｐＥＧＦＰＮＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．８μｌ，ｄＮＴＰ（各
２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）１．６μｌ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ（ｗｉｔｈＭｇ２＋）２μｌ，Ｔａｑ酶０．１μｌ，
加ｄＨ２Ｏ至２０μｌ。ＰＣＲ反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃
３０ｓ，７２℃１．５ｍｉｎ，３０循环；７２℃ １０ｍｉｎ。接种阳性克隆，保种
并分装１００μｌ进行测序。测序验证无误后，接种抽提质粒。
１．５　慢病毒的包装
　　选择生长状态良好的２９３ＦＴ细胞进行包装。取慢病毒表
达载体ｐＬＶＸＴＲＡＤＤＥＧＦＰ３ＦＬＡＧＰｕｒｏ３μｌ、ｖｉｒａｐｏｗｅｒｐａｃｋｉｎｇ
ｍｉｘ９μｌ轻柔混合于１．５ｍｌ无血清 ＯｐｔｉＭＥＭＩ中，形成溶液
Ａ；将３６μｌＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００与１．５ｍｌ无血清 ＯｐｔｉＭＥＭＩ混
合形成溶液Ｂ，并室温孵育５ｍｉｎ；再将溶液 Ａ和 Ｂ混合，室温
孵育２０ｍｉｎ，形成 ＤＮＡＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００复合物，直接转染
２９３ＦＴ细胞。转染４８ｈ后，收集病毒液。
１．６　滴度测定
　　用Ｒｅａｌｔｉｍｅ定量ＰＣＲ法检测病毒滴度，引物序列：ＢＡＣ上
游：５′ＴＣＡＣＣＣＡＣＡＣＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＣＧＡ３′，下游：５′ＣＡＧＣ
ＧＧＡＡＣＣＧＣＴＣＡＴＴＧＣＣＡＡＴＧＧ３′；ＧＡＧ上游引物：５′ＧＧＡＧ
ＣＴＡＧＡＡＣＧＡＴＴＣＧＣＡＧＴＴＡ３′，下 游 引 物：５′ＧＧＴＴＧＴＡＧＣＴ
ＧＴＣＣＣＡＧＴＡＴＴＴＧＴＣ３′。检测的前 １ｄ，将长势良好的 ２９３ＦＴ
细胞按１×１０５／孔接种于２４孔板中，次日分别用１０、１、０．１μｌ
病毒原液感染２９３ＦＴ细胞。４８ｈ后，荧光显微镜下观察细胞中
绿色荧光的分布。７２ｈ后抽提每组细胞基因组 ＤＮＡ，在
ＡＢＩ７５００荧光定量ＰＣＲ仪上进行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应检测病毒
滴度。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测融合蛋白的表达
　　收集实验组（转染 ＰＬＶＸＴＲＡＤＤＥＧＦＰ）、空白对照组（未
转染）和空病毒组（转染 ＰＬＶＸＥＧＦＰ）３组２９３ＦＴ细胞，弃去细
胞培养液，ＰＢＳ洗涤后加入适量预冷的２×ＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ，细胞刮
刮下细胞，转移入ＥＰ管中，冰上裂解１０～１５ｍｉｎ，超声破碎仪
破碎细胞，离心后取上清液。ＢＣＡ法测定蛋白浓度后，每个样
品蛋白终浓度均调整为２μｇ／μｌ。常规蛋白变性、上样电泳、
湿转至ＰＶＤＦ膜后，５％脱脂奶粉室温封闭１ｈ；４℃一抗孵育过
夜（ＲａｂｂｉｔＡｎｔｉＴＲＡＤＤ：１∶２００）；ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ；
室温下二抗孵育 ＰＶＤＦ膜２ｈ（ＧｏａｔＡｎｔｉｒａｂｂｉｔＩｇＧ：１∶３０００）；
ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ；最后ＥＣＬｐｌｕｓ／ｋｉｔ显色、Ｘ线片曝
光、显影、定影后进行分析。

１．８　ＭＴＴ法检测 ＴＲＡＤＤ基因慢病毒对增生性瘢痕
成纤维细胞增殖的影响

　　将人增生性瘢痕成纤维细胞配成３．６×１０４／ｍｌ细胞悬液，
接种１２孔板，每孔１ｍｌ，即３．６×１０４／孔。根据预实验结果：
ＰＬＶＸＥＧＦＰ、ＰＬＶＸＴＲＡＤＤＥＧＦＰ感染增生性瘢痕成纤维细胞
的效率达到８０％，ＭＯＩ应为１００，分别做如下处理：空白对照组
（未转染）、空病毒组（转染 ＰＬＶＸＥＧＦＰ）、实验组（转染 ＰＬＶＸ
ＴＲＡＤＤＥＧＦＰ）。３ｄ后，将３组细胞分别配成１．１１×１０４／ｍｌ细
胞悬液，铺５块９６孔板，每孔９０μｌ，即１．０×１０３／孔，每组设６
个复孔。４９０ｎｍ波长测光密度值［Ｄ（４９０）值］。
１．９　统计学分析
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件，行组间
多重比较单因素方差分析。
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２　结果

２．１　ＰＣＲ扩增目的基因
　　ＰＣＲ扩增目的基因后，产物经琼脂糖凝胶电泳，可见在
７５０～１０００ｂｐ出现１条特异性阳性条带，大小与预期的９７４ｂｐ
相符（图１）。
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Ｍ：标准；１：ＴＲＡＤＤ
图１　ＴＲＡＤＤ基因ＰＣＲ扩增电泳结果

２．２　阳性克隆ＰＣＲ鉴定
　　重组质粒转化ＤＨ５α感受态细胞，经氨苄抗性培养基筛选
后，采用菌落ＰＣＲ法鉴定，５、７、９泳道可见大小约１２００ｂｐ的
阳性克隆条带，２、３、６、８泳道可见大小约２５２ｂｐ的阴性克隆条
带（图２）。阳性克隆送华大基因测序，结果显示重组质粒中插
入的序列与ＧｅｎＢａｎｋ中序列完全一致，说明慢病毒质粒载体构
建成功。
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ＴＲＡＤＤＥＧＦＰ３ＦＬＡＧＰｕｒｏ

图２　重组质粒菌落ＰＣＲ鉴定

２．３　慢病毒包装与滴度测定
　　质粒共转染至２９３ＦＴ包装细胞中，成功包装出慢病毒颗
粒。病毒原液感染２９３ＦＴ细胞４８ｈ后，荧光显微镜下可见大量
绿色荧光（图 ３）。感染 ７２ｈ后抽提每组细胞基因组 ＤＮＡ，
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测病毒滴度。按病毒滴度公式进行数据分
析：（Ｃ×Ｎ×Ｄ×１０００）／Ｖ，其中：Ｃ＝平均每基因组整合的病毒
拷贝数，Ｎ＝感染时细胞的数目（约为２×１０５），Ｄ＝病毒载体的
稀释倍数，Ｖ＝加入的稀释病毒的体积数（μｌ）。本次检测出的
病毒滴度为３．２２×１０８ＩＵ／ｍｌ。

!

"

Ａ：荧光显微镜观察；Ｂ：光镜观察
图３　慢病毒感染２９３ＦＴ细胞４８ｈ后绿色荧光蛋白的表达　（×１００）

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测融合蛋白表达
　　用βａｃｔｉｎ作内参，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测３组２９３ＦＴ细胞样品。
目的基因融合 ＧＦＰ与 ＦＬＡＧ，共同表达的融合蛋白 ＴＲＡＤＤ
ＧＦＰＦＬＡＧ理论大小为６４×１０３。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，可以
观察到实验组（５５～７２）×１０３处有阳性条带，其大小与融合蛋
白理论值相吻合，空白对照组和空病毒组无阳性条带表达。因

此判断ＴＲＡＤＤ过表达慢病毒在２９３ＦＴ细胞中获得有效表达
（图４）。
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１：空白对照组；２：空病毒组；３：实验组
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测慢病毒转染２９３ＦＴ细胞后融合蛋白的表达

２．５　ＭＴＴ检测瘢痕成纤维细胞生长曲线
　　根据校准后的 Ｄ（４９０）平均值画出生长曲线（图５）。在
４８ｈ检测成纤维细胞Ｄ（４９０）值，实验组降低，与空病毒组比较
有统计学差异（Ｐ＜０．０５），与空白对照组比较无统计学差异
（Ｐ＞０．０５）。在９６ｈ检测Ｄ（４９０）值，实验组明显降低，与空白
对照组和空病毒组比较均有显著性差异（Ｐ＜０．０１），同时空病
毒组与空白对照组比较无显著性变化（Ｐ＞０．０５）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与空病
毒组比较

图５　ＭＴＴ检测３组瘢痕成纤维细胞生长曲线

３　讨论

　　ＴＲＡＤＤ基因在ＴＮＦα介导的细胞凋亡信号通路
中发挥着重要作用。研究表明，ＴＲＡＤＤ是成纤维细胞
膜肿瘤坏死因子受体１（ＴＮＦＲ１）及 ＴＲＩＦ依赖的 Ｔｏｌｌ
样受体介导的信号通路中必需的信使分子［２］。人纤

维肉瘤细胞中，ＴＮＦα与 ＴＮＦＲ１结合后，引起细胞质
中ＴＲＡＤＤ、ＲＩＰ１、ＴＲＡＦ２三聚体复合物的形成，该三
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聚体可直接活化 ＮＦκＢ介导细胞存活。同时，
ＴＲＡＤＤ、ＲＩＰ１、ＴＲＡＦ２三聚体也可与 ＦＡＤＤ、Ｃａｓｐａｓｅ８
结合，引起细胞凋亡［３］。除了在细胞质中发挥作用

外，ＴＲＡＤＤ还可以直接穿梭到细胞核中激活另外的凋
亡通路，包括ＰＭＬ和ｐ５３信号通路［４］。

　　再狭窄是食管支架术后并发症中最棘手的问题。
现有的支架安置术后１５～３０ｄ就出现两端组织增生，
而损伤段组织完全修复需要８～１２周，因此，若１个月
后取出支架，损伤段食管组织在修复过程中可发生狭

窄，若８～１２周取出支架，此时支架两端组织明显增
生，可发生再狭窄［５］。Ｊｅｏｎ等［６］制备了紫杉醇洗脱食

管支架用于动物研究，证实紫杉醇洗脱食管支架安置

后可明显减少两端组织增生。但药物洗脱支架的疗效

与其作用时间长短有明显关系，受药物释放度影响较

大。以支架为运载体系将特定基因精确定位转染至局

部血管壁，实现外源性基因表达，对血管内再狭窄的基

因治疗有良好效果［７］。再狭窄是一个复杂的病理过

程，食管支架置入术后，食管黏膜在异物的刺激下，支

架上下端口处成纤维细胞活化，过度增殖，肉芽组织增

生，并演变为瘢痕组织，最终导致再狭窄的发生。研究

表明，瘢痕成纤维细胞不能正常凋亡，同时还能持续产

生胶原，是瘢痕组织增生的重要原因［８］。Ｓａｙａｈ等［９］

在比较瘢痕疙瘩和正常瘢痕组织中６４个凋亡相关基
因的表达情况时，发现 ＴＲＡＤＤ是在瘢痕疙瘩中低表
达的８个基因之一。丁先超等［１０］将ＴＲＡＤＤ基因重组
腺病毒转染正常成纤维细胞、增生性瘢痕成纤维细胞

与瘢痕疙瘩成纤维细胞，使３种细胞中 ＴＲＡＤＤ表达
均增加，流式细胞术检测细胞凋亡，结果显示：在

ＴＲＡＤＤ过表达时，病理性瘢痕成纤维细胞凋亡率明显
提高，而正常成纤维细胞凋亡率无明显变化。病理性

瘢痕组织成纤维细胞中 ＴＲＡＤＤ的低表达，使 ＴＮＦα
介导的细胞凋亡受到明显抑制，这是瘢痕过度增生的

重要原因，因此，以食管支架为载体，将 ＴＲＡＤＤ基因
通过外源基因传递系统整合进宿主细胞基因组中，可

促进增生性瘢痕成纤维细胞的凋亡，减少瘢痕组织的

形成，最终有效抑制食管支架术后再狭窄。

　　基因治疗中，目的基因的靶向性和高效表达是关
键。近年来，在各领域基因治疗研究中，构建能同时提

供高效的基因转移、长期稳定的基因表达及生物安全

性［１１－１２］的慢病毒转移载体已成为热点。慢病毒介导

的βＧｌｏｂｉｎ基因进入小鼠的造血干细胞，对治疗β地
中海贫血有不错的效果［１３］。肿瘤基因治疗研究证实，

慢病毒载体有着其他病毒载体所不具有的优势［１４］。

本实验成功构建了 ｐＬＶＸＴＲＡＤＤＥＧＦＰ３ＦＬＡＧＰｕｒｏ
慢病毒过表达载体。基因测序显示重组质粒中插入的

序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中序列一致，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＴＲＡＤＤ过表达慢病毒在２９３ＦＴ细胞中能获得有效表
达，ＭＴＴ实验证明融合蛋白 ＴＲＡＤＤＧＦＰＦＬＡＧ的表
达能有效抑制增生性瘢痕成纤维细胞增殖，具有生物

活性。因此，ＴＲＡＤＤ基因慢病毒载体的构建能为后期
研究靶向基因治疗食管支架术后再狭窄提供重要的转

基因技术平台。
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