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新型腺病毒载体的制备及其特性研究 

邱 峰 ，陈世知 ，陈 虹 

(1．重庆医科大学附属第一医院临床药理研究室，重庆 400016；2，重庆医科大学附属第二医院核医学科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：本研究在普通腺病毒载体(Adv)纤毛头节区插入了具有整合素特异性的RGD肽，制备了一种新型RGD—Adv， 

以克服Adv基因转导的柯萨奇腺病毒受体依赖性。方法：用体外连接法构建RGD—Adv，并考察其基因转效率、稳定性及体外、 

体内毒性。结果：RGD-Adv可有效地实现向受试细胞转导基因，其转导能力随病毒量的增加而加强。结论：具有 av亲和性的 

RGD—Adv是一种安全高效的新型腺病毒载体，将在基因治疗及实验研究中发挥重要作用。 
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Generation and characterization of fibre modified adenovirus vectors 

QIU Feng,et ol 

(Department ofClinical Pharmacology Lab，the First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstact】Objective：In the present study，We developed and assess all integrin—targeted fiber-mutant Ad vector eontaining the ArgI 

Gly—Asp(RGD)pepfide motif on the fiber knob for the transfeetion of melanoma cell lines．Methods： We constructod RGD—Adv bv in 

vitro ligation method，and investigated the efficiency of gene transdution in melanoma cells
，studied its stability，in vitro，and in vivO toxieol— 

ogy．Res'u／ts： Forin vivoandin vitro，genetransfer theRGD—Advmore efficientthanthe vector eontainingwildtypefiber viaan CAR 

independent cell entry pathway． Conclusion： These results revealed that gene delivery by RGD—Adv Was more efficient than that bv 

conventional Adv and suggest that a,-integrin-targeted Adv will be of great utility for gene therapy an d gene transfer experiments
． 

【Key word】Adenovirus vector；RGD peptid；lntegrin； 

安全高效的基因转导对基因治疗研究和临床 

应用具有重要意义。腺病毒载体 (Adenovirus vector， 

Adv)是目前广泛使用的一种较为理想的病毒性基 

因载体，Adv具有可携带较大外源基因、可高效转染 

多种类型的分裂期和非分裂期细胞等优点 。 

Adv主要是通过其纤毛与细胞表面的柯萨奇腺 

病毒受体(CAR)结合，实现对细胞的感染。但是， 

黑色素瘤细胞、树突状细胞 (DCS)、平滑肌细胞等 

CAR弱表达或不表达 CAR的细胞对 Adv感染表现 

出抵抗性，这阻碍了Adv在实验研究和一些难治性 

疾病治疗中的应用[451。 

RGD肽(Arg-Gly—Asp peptid)是存在于细胞外 

基质成分纤维连接蛋白(Fn)的细胞粘附域内的细 

胞粘附最小活性单位，对细胞表面的 Ot 整合素具 

作者介绍：邱 峰(1969一 )，男，讲师，博士。 

主要研究方向：肿瘤基因免疫治疗。 

有高亲和性，可诱导细胞内吞作用 ，在 DCs上也有 

Q 整合素表达。在本实验中，通过将 RGD肽导人 

Ad纤毛头节区，制备具有整合素靶向性的纤毛突变 

型Adv(RGD—Adv)，使其通过直接与细胞表面 Ot 

整合素结合，实现对 Adv抵抗性细胞的感染。 

1 材料与方法 

1．1 细 胞 与 动 物 

B16BL6、A2058、A549、HEK293细胞由大阪大学药学部 

提供，培养于 100 ml／L FCS(Featal calf serum)一DMEM培养基。 

含普通 Adv( 一Adv)或 RGD—Adv编码基因的载体质 

粒 pAdHM15、pAdHM15一RGD，以及含荧光素酶(Luc)基因 

的穿梭质粒 pHMCMV6一Luc由 日本国立医药品食品卫生研 

究所提供；重组有 Luc基因的WT—Adv(WT—Adv—Luc)由大 

阪大学药学部提供。C57BL／6小鼠，雌性，4周龄，购自GLEA 

Japan，Inc．(Japan )。 

1．2 试药与仪 器 
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DMEM培养基购自Sigma—Aldrich，Inc．(USA)，Luc检测 

试剂盒(Luciferase Assay System)购 自Promega Co．(Japan)， 

肝功能检测试剂盒 GP—Transaminase Kit购 自Sigm a Diagnos— 

ticsCo．(USA)；氯仿 、异丙醇、无水乙醇均为分析纯试剂 

(Wako Pure Chemical Industries，Ltd．，Japan)，Lipofectin试剂 

(Cation—liposome reagent)购 自 lnvitrogen Co．(USA)，透析 

膜(Spectra／Por Membrane，MWCO：50000)购 自Spectrum lab— 

oratoriesInc．(USA)o 

BECKMAN LE一80K型低温超速离心机 (Beckman Couh， 

USA)．Microlumat Plus LB96荧光光度计 (Perkin Elmer Co．， 

USA)。 

1．3 腺病毒载体制备 

使用含 RGD—Adv编码基因的载体质粒与含 目的基因的 

穿梭质粒，通过 Mizuguchi体外连接法16,71制备 RGD—Adv。其 

主要过程如下： 

载体质粒 pAdHM15、pAdHM15一RGD表达框的 El缺失 

区有 I-Ceu I、Swa I、PI—Sce I限制性酶切位点 ，E3缺失区有 

Csp45 I和 Cla I限制性酶切 位点 ；pHMCMV6表达框含有 

PI—Sce I和 I-Ceu I限制性酶切位点。 

以 Luc基因为目的基因，用 I-CeuI和 PI—SceI切割穿 

梭质粒，获得 目的基因片断 ，分别将其插入 pAdHMI5或 

pAdHMI5一RGD的 I-Ceu I和 PI—Sce I位点之间，得到含 目 

的基因的重组质粒 ，用 PacI将重组质粒线性化 ，通过转染 

HEK 293细胞制备获得重组有 目的基 因的 WT—Ad—Luc、 

RGD—Ad—Luc。两种 Adv均以 HEK 293细胞进行扩增 ，以 

CsC1密度梯度离心法 、透析法分离纯化，一80~C保存备用。 

1．4 RGD—Adv介导的基因转导 

将 BI6BL6、A2058、A549细胞 (2 X l04 cells／m1)分别按 

100 I．L1／孔播种于96孔板，培养 12h后 ，分别加入 50 l 6、 

l2、25、50、100、20o、400 PFU／cell的 Wr—Adv—Luc或 RGD— 

Adv—Luc溶液转染 4 h，用 Luc检测试剂盒测定受试细胞中的 

Luc活性，以相对光强度单位(Relative light unit，RLU)表示。 

1．5 RGD—Adv细胞毒性试验 

采用 MTI"法评价 RGD—Adv的细胞毒性 。BI6BL6、 

A2058细胞 (2×104cells／m1)分别按 100 I．L1／孔播种于 96 

孔板，培养 12 h后，分别按 50 l，；fLail1入 一Adv—Luc、 

RGD—Adv—Luc溶液，使浓度分别为 200、400、800、1600、3200 

PFU／cell，培养 48 h，加入 MTI"溶液(10 1／孔 )进行 MTI"试 

验 ，按下式计算细胞抑制率： 

对照组吸光度一实验组 吸光度 
抑制率=～ ×l00％ 

对照组 吸光度 

1．6 RGD—Adv稳 定性 实验 

将 一Adv—Luc、RGD—Adv—Luc用含 10％甘油的缓 冲 

液混悬后，按 2500 mol／m1分装，分别于25~C、4~C、一20℃放置 

1、2,5、10、20、40 天；将 A549(2X 104cells／m1)按 100 I．L1／孔 

播种于 96孔板培养 12 h后 ，加入 10 l上述各 Adv溶液， 

于 37℃、5％ c0 培养 48 h，检测并计算 Adv残留活性以评 

价其稳定性： 

试验组 Adv活性 (RLU) 
残留活性=— — ×l0o％ 

一 80~C保存的Adv活性(RLU) 

1．7 RGD—Adv的体内分布及毒性 

1．7．1 BI6BL6肿瘤荷瘤小鼠模型制作 于 C57BIJ6小鼠腹 

部皮下注射 BI6BL6细胞混悬液 (2 X 10 cells／m1)100 I．L l， 

肿瘤生长至直径约5 mm时，即可供实验使用。 

1．7．2 RGD—Adv的体内分布 于荷瘤小鼠尾静脉注射 200 

lAdv(4X l0sPFU／mL)，2天后取肿瘤 、肝脏 、肾脏、脾脏、 

心脏 、肺 、脑等组织，匀浆 ，离心 (10 kr／min、10min)，取上清 

液测定 Luc活性 (以RLU／mg组织表示 )。 

1．7．3 RGD—Adv的体内毒性试验 于荷瘤小鼠(5只／组 ) 

尾静脉注射 200 I．LlAdv(4X 108 2X 10 PFU／m1)，对照组注 

射 200 I．Ll PBS，于注射后第 2天和第5天，取静脉血，用 

GP—Transaminase Kit检测 GPT、GOT；于注射后第 5天取肝、 

肾脏 ，病理组织切片，对肝脏 HE染色，肾脏 HE染色和 PAS 

染色。 

2 结 果 

2．1 RGD—Adv制备 

用体外连接法制备了在 Adv纤毛头节区导人 

RGD序列，具有整合素靶向性的RGD—Adv，使其能 

够感染 CAR低表达或 CAR(一1的细胞。 

2．2 RGD—Adv基 因转导效率 

以 CAR (+)的 A549细胞 为对照 ，分别用 

RGD—Adv—Luc和 WT-Adv—Luc转染 CAR弱表达 

的B16BL6、A2058细胞，结果显示 ，RGD—Adv组的 

基因表达量均显著增加 (图 1)。在 A549细胞 ， 

RGD—Adv组的 Luc表达量约为 WT—Adv组的 2倍 

(图 la)，在 B16BL6、A2058细胞 ，RGD—Adv组的 

Luc表达量约为 WT—Adv组的 15倍 (图 1b，图 

1c) 

P删 ，cell 

A 
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图 t 黑色素瘤细胞经 (，1’一Adv—Luc和 RGD—Adv—Luc 

转导后的 Luc表达情况 

2．3 RGD—Adv的细胞毒性 

实验表明，以800 PFU／cell的高滴度感染细胞 

时， 一Adv、RGD—Adv均未表现出明显细胞毒性 

(图 2)，但 RGD—Adv基因转导效率却显著优于 

WT—Adv。所以，RGD—Adv是一种安全高效的优良 

基因载体。 
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图2 r_Adv—Luc与 RGD—Adv—Luc的细胞毒性实验结果性 

a．A2058 cells．b．B16BL6 cells． 

2-4 RGD—Adv稳定性 

结果表明，各 Adv于 一2OcC保存约 1O天、4~C保 

存 2天 ，其活性下降约 50％，于 25~C保存 1天，活 

性下降约 40％(图3)。所以，于 一20~C、4~C、25~C保 

存 1 40天后 ，RGD—Adv的稳定性与 WT—Adv基 

本相同。 
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图 3 Adv稳定性 

2．5 RGD—Adv的体 内分布及毒性 

经小鼠尾静脉注射 RGD—Adv后，RGD—Adv介 

导的基因表达主要在肝脏，这与文献报道 Wr-Adv 

介导的基因表达 95％以上在肝脏相似 [8．91。但是， 

RGD—Adv组在肝脏、肾脏、肺、脑、肿瘤等组织的基 

因表达均高于 WT—Adv组 (图4)，对肝 、肾脏的病 

理组织学检查及肝功能检查未见异常 (表 1)。所 

以，RGD—Adv是一种安全、高效的优良基因载体。 

3 讨 论 

本实验制备在纤毛中含有 RGD肽的 Ot、，整合 

一一 一 rI 

加 ∞ ∞ ∞ ∞ 加 O 加 ∞ ∞ ∞ ∞ 加 O 

一—∞嚣c8J。 一扫ll1 一 ∞扫g．JJ。 一扫专 【A 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报 2006年第 31卷第3期 (Journal of Chongqing Medical University 2Oo6．Vo1．31 No·3) 一 333 一  

1．E+07 

1．E+06 

1．E+05 

磊 1．E+O4 

竽 1．E+03 

1．E+02 

1．E+01 

1．E+oo 
Liver Kidney Spleen Heart Lung Brain Tumor 

图4 静脉注射不同Adv后的 Luc活性 

表 1 WT—Adv与 RGD—Adv的肝脏毒性比较 

素靶向性腺病毒载体 RGD—Adv，可通过细胞表面 

整合素介导实现对具有 Adv抵抗细胞的基因转导。 

整合素是一类细胞表面分子家族，是由 Ot和 

B两个糖蛋白亚单位形成的二聚体跨膜糖蛋白受 

体，对细胞 一基质、细胞 一细胞问相互作用具有关 

键意义。RGD肽为一个三肽结构 ，对 Ot B 和 

Ot B 整合素具有高亲和性，通过与其结合，诱导细 

胞内吞作用 -21，而在黑色素瘤细胞、树突状细胞等 

CAR阴性细胞中都有 Ot B，和 ／或 Ot B 整合素 

表达【l31，因此，制备整合素亲和性的Adv对克服普通 

Adv的不足，发挥其优点，进一步增加适用性具有重 

要意义。 

本实验采用 Mizhuguchi体外连接法 将携带 

RGD—Adv基因组的载体质粒与携带目的基因的穿 

梭质粒进行体外重组 ，制备 了重组 目的基 因的 

RGD—Adv。由于体外连接法不需对切割载体质粒和 

穿梭质粒所得的目的基因片断进行电泳回收，也不 

需对病毒基因组进行细胞内同源重组，不会产生野 

生型腺病毒。所以，克服了细胞内重组法构建 Adv 

存在的操作烦杂、效率低等缺点。 

研究表明，RGD—Adv在稳定性、体内、外毒性等 

方面与 wr—Adv基本相同，但其基因转导效率却显 

著优于 wT—Adv，且呈病毒剂量依赖性。所以， 

RGD—Adv是一种安全高效的基因载体，大大扩展 

了Adv的应用范围。 
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