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雄激素受体反义 RNA逆转录病毒载体的构建及其鉴定

王洛夫 ,江　军 ,方玉华 ,靳风烁 ,靳文生　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所泌尿外科 ,重庆 400042)

　　提　要:目的　构建雄激素受体(AR)反义 RNA 逆转录病毒载体pL-AR-SN并进行包装和鉴定。方法　PCR扩增AR cDNA 片段

并将之反向插入到逆转录病毒载体 pLXSN ,用脂质体法转染 PA317细胞 ,提取转染细胞基因组 DNA和培养上清中重组逆转录病毒

RNA , 用 PCR和 RT-PCR法进行鉴定 , NIH 3T3 细胞测定病毒滴度。结果　限制性内切酶分析证明 pL-AR-SN 含有反向插入的 AR

cDNA目的片段;培养上清中病毒滴度为 2.34×105 CFU/ml , PCR和 RT-PCR分别从转染细胞基因组 DNA 和培养上清中的重组逆转录

病毒 RNA 中扩增出了插入的目的片段。结论　成功构建了 AR反义 RNA 逆转录病毒载体并包装出了高滴度的重组逆转录病毒。
　　关键词:雄激素受体;反义 RNA;逆转录病毒载体
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Construction , package and identification of retroviral vector of androgen receptor anti-
sense RNA
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Chongqing 400042, China)

　　Abstract:Objective　To construct , pack and identify the retroviral vector of androgen receptor(AR)antisense RNA(pL-AR-SN).Methods　
PCR amplified fragment of AR cDNA was inserted inversely into the retroviral vector pLXSN.PA317 cells were transfected by the recombinant retroviral

vector with liposome.The genomic DNA of the transfected PA317 cells and the retrovirus RNA from the supernatant of cell culture were extracted and

identified by PCR and RT-PCR.NIH 3T3 cells were used to determine the virus titer of the supernatant.Results　pL-AR-SN was proved to contain

the inversely inserted fragment of AR cDNA by restriction endonuclease digestion.The virus titer of the supernatant was 2.34×105 CFU/ml.The in-
serted fragment could be amplified by both PCR and RT-PCR from the genomic DNA and the retrovirus RNA.Conclusion　The retroviral vector of an-
drogen receptor antisense RNA has been constructed successfully and the transfected PA317 cells can produce high titer recombinant virus.
　　Key words:androgen receptor;antisense RNA;retroviral vector

　　前列腺癌的生长受雄激素的刺激[ 1] ,雄激素的作
用通过雄激素受体(Androgen receptor ,AR)介导[ 2] 。通
过雄激素去势或在雄激素受体水平阻断雄激素而进行

的内分泌治疗 ,是晚期不宜手术的前列腺癌患者的必
然选择

[ 3]
,然而内分泌治疗最终对大多数患者无效 ,且

无有效的替代疗法。目前的研究认为 ,AR基因突变和

AR基因扩增与内分泌治疗失败密切相关
[ 4]
,因此 ,在

分子水平阻断AR基因的表达不仅对雄激素依赖性前

列腺癌有效 ,而且可能对内分泌治疗失败的前列腺癌
也有效 。本研究构建了雄激素受体反义 RNA逆转录

病毒载体 ,并进行了鉴定 。

1　材料和方法

1.1　材料
　　含雄激素受体 cDNA 的质粒由美国 Shutoung Liao 教授(The

Ben May Institute For Cancer Research , Chicago)惠赠 ,逆转录病毒
载体质粒pLXSN由美国 A Dusty Miller博士(Fred Hutchinson Can-
cer Research Center , Seattle)提供。逆转录病毒包装细胞 PA317

和小鼠成纤维细胞株 NIH 3T3由第三军医大学附属新桥医院泌

尿外科提供。 限制性内切酶 EcoRⅠ、 BamHⅠ、SacⅠ、Hind Ⅲ、
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脂质体 DOSPER、TripureTM Isolation Reagent 、T4 DNA连接酶均购

自瑞士罗氏公司。Taq 酶 、反转录酶 AMV 购自美国 Promega 公

司。细胞培养基 DMEM、胎牛血清购自美国 HyClone公司。

1.2　方法
1.2.1　雄激素受体反义 RNA逆转录病毒载体的构建　　采用

PCR扩增AR cDNA目的片段 , 引物采用PREMIER Biosoft的软件

PRIM ER PRIMERE 4设计 , 由上海生物工程公司合成。
　　P1(正向引物):5'-CGGGATCCGCCCATTGACTATTACTT-3'

　　P2(反向引物):5'-CGGAATTCCATAACATTTCCGAAGAC-3'

　　正 、反向引物 5' 端的前 8个碱基不与AR cDNA对应 , 起引

入酶切位点的作用 ,其中 P1带特异酶切位点 BamHI , P2带特异

酶切位点 EcoRI。以 AR cDNA 为模板 , P1 和 P2 扩增的目的片

段长度为 237 bp , 对应于 AR基因的外显子 B、C 的绝大部分。

　　采用 EcoR Ⅰ 、BamHⅠ 双酶切 PCR产物和 pLXSN , 采用 T4

DNA连接酶进行连接 , 连接反应混合物转化感受态大肠杆菌

DH5α, 挑选Amp 抗性克隆 ,小量扩增 , 提取质粒 ,酶切鉴定。

　　将构建的重组逆转录病毒载体命名为 pL-AR-SN , pL-AR-SN

的物理图谱见图 1。
1.2.2　逆转录病毒的包装 、滴度测定　　用于转染的质粒为

pLXSN和 pL-AR-SN。转染前 1 d ,将 5×105 PA317 细胞接种于 6

孔培养板 ,转染时吸出细胞培养液 , 加入 1 ml DMEM , 然后滴加
质粒 脂质体 DOSPER混合液 , 培养 6 h 后 ,更换培养基继续培

养 24 h。将细胞按 1∶10 传代于含 600 μg/ml G418 的选择培养

液 ,培养 10 ～ 14 d ,直至可见抗性克隆生长并直径达 2 ～ 3 mm。

挑取抗性克隆于 24 孔板 , 继续选择并扩大培养。 收集培养上
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清 , 0.45μm 微孔滤膜过滤 , 等份分装 ,置-70 ℃冰箱保存备用 ,

采用NIH 3T3测定逆转录病毒的滴度。

图 1　pL-AR-SN 的物理图谱

Fig 1　Physical graph of plasmid pL-AR-SN

1.2.3　分泌重组逆转录病毒的包装细胞系的鉴定　　采用

TripueTM Isolation Reagent 提取 G418 抗性 PA317 细胞基因组

DNA , 以引物 P1 、P2 进行 PCR。取 100 μl 病毒上清 ,异硫氰酸胍

一步法提取病毒 RNA , 先用随机六聚体引物进行反转录 , 再以
引物 P1 、P2 进行 PCR, 扩增产物进行电泳分析。

2　结果

2.1　雄激素受体反义 RNA逆转录病毒载体的构建

　　回收的目的 DNA 片段 , 用 T4 DNA 连接酶进行连接 , 连接

反应混合物转化大肠杆菌 , 随机挑取 Amp 抗性克隆 , 小量扩增
后提取质粒 , SacⅠ酶切 , 初步筛选出有插入的重组质粒 pL-AR-

SN。然后分别用 SacⅠ 、Hind Ⅲ 、BamHⅠ 、EcoR Ⅰ 和 EcoR Ⅰ +
BamHⅠ酶切重组质粒 pL-AR-SN进行限制性酶切分析 ,见图 2 ,

所产生的片段经与分子量标准比较 , 均与理论计算值相符 , 证
明成功构建了逆转录表达载体。

图 2　重组逆转录病毒载体质粒 pL-AR-SN的限制性酶切分析

Fig 2　Restriction endonuclease analysis of recombinant retroviral

vector pL-AR-SN

1:Marker:λDNA+Hind Ⅲ;2:pL-AR-SN + BamH Ⅰ + EcoR Ⅰ ;

3:pL-AR-SN+EcoR Ⅰ ;4:pL-AR-SN+BamHⅠ ;5:pL-AR-SN+Hind

Ⅲ;6:pL-AR-SN+SacⅠ ;7:pL-AR-SN;8:Marker:pBR328 DNA +

Bgl Ⅰ +Hinf Ⅰ

2.2　逆转录病毒的包装和滴度测定
　　转染细胞 PA317在加入 G418第 3 天开始死亡 ,第 8 天镜下

可见个别区域细胞呈岛状生长, 第12天形成肉眼可见克隆 ,见图
3 , 第16 天多数克隆直径达 2 ～ 3 mm。挑取 pLXSN 和 pL-AR-SN

转染的 PA317细胞克隆于 24孔板 ,继续 G418 选择, 扩大培养, 更
换培养基为不含G418的液体 , 48 ～ 72 h 后收集含逆转录病毒的

上清。取上清感染 NIH 3T3 ,测定病毒滴度为 2.34×105 CFU/ ml。

图 3　逆转录病毒载体转染PA317细胞形成的G418抗性克隆

Fig 3　G418 resi stant clone of PA317 cells

2.3　分泌重组逆转录病毒的包装细胞系的鉴定
　　以G418 抗性 PA317 细胞基因组 DNA 为模板 , 采用引物 P1

和P2 进行 PCR, 结果见图 3 ,可以见到有一条带 , 大小符合 237

bp ,而 pLXSN 转染的 PA317未见扩增条带 ,证明 AR目的片段整

合到了 PA317细胞的基因组。
　　反转录 PCR(RT-PCR)结果见图 4 , 可见 pL-AR-SN 转染的

PA317细胞产生的病毒 RNA 有一条带 , 大小符合 237 bp , 而

pLXSN转染的 PA317细胞产生的病毒 RNA未见扩增条带 ,说明
重组逆转录病毒中含有了 AR目的片段。

图 4　PCR及 RT-PCR产物电泳照片

Fig 4　Photograph of electrophoresis of PCR and RT-PCR products
1:RT-PCR of vi rus RNA in the supernatant of pL-AR-SN transfected

PA317 cells;2:RT-PCR of virus RNA in the supernatant of pLXSW

transfected PA317 cells;3:PCR of genomic DNA of pL-AR-SN trans-

fected PA317 cel ls;4:PCR of genomic DNA of pLXSN transfected

PA317 cells;5:Marker:pBR328 DNA+Bgl Ⅰ +Hinf Ⅰ

3　讨论

　　前列腺癌是美国男性最常见的恶性肿瘤 ,占男性
癌症死亡的第二位[ 5] ;我国前列腺癌的发病率也急剧
上升 ,现已排在泌尿系肿瘤的第三位[ 6] 。尽管前列腺
癌的发病机制尚不完全清楚 ,但研究表明雄激素受体
与前列腺癌的发生 、进展与复发有关[ 4] 。雄激素受体
是甾体激素受体超家族的一员 ,属于核内受体[ 7] 。AR

蛋白由 AR基因的 8个外显子编码
[ 8]
,可分为三个功

能区 , ①N-端区:由外显子A 编码 ,其功能主要是转录
激活。 ②DNA结合区:由外显子 B和 C 编码 。 ③配基
结合区:由外显子 D到 H 编码 ,其功能主要是与激素
结合形成激素-受体复合物 ,促使受体活化及核内转
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位并可促进受体二聚化 。在 AR的 8 个外显子中 ,外
显子 B和 C高度保守 ,很少发生突变

[ 9]
,且其核苷酸

序列与其他甾体激素受体的同源性低;该区完整性的
破坏可导致 AR无法与目的基因结合 。因此 ,本研究
选择此区的 cDNA序列作为构建 AR反义 RNA逆转录

病毒载体的插入片段 ,载体表达的反义 RNA 与 AR

mRNA互补结合后 ,可阻断翻译的进行 ,并可进一步被
细胞内的 RNA酶 III(针对双链RNA)水解 ,从而使细胞
雄激素受体水平下降 。采用反义 RNA 抑制 AR表达 ,
目前国内外尚未见文献报道。
　　我们通过 PCR的方法扩增了外显子 B和 C的绝
大部分 。PCR在载体构建中应用较为广泛 ,本研究通
过在正 、反向引物的 5′端设计上特定的限制性内切酶
位点 ,而在扩增产物的两端引进对应于载体的酶切位
点 ,引进的酶切位点可确保插入片段能够反向插入到
逆转录病毒载体的多克隆位点 。这样 ,采用相同的限
制性内切酶双酶切 pLXSN和 PCR扩增产物 , T4 DNA

连接酶连接 ,将 AR cDNA 片段定向亚克隆至 pLXSN ,
从而构建出含有反向插入片段的重组逆转录表达载
体 ,后者在真核细胞内 ,在 5' LTR启动子和增强子的
驱动下 ,可以转录出 AR反义 RNA。
　　本研究采用逆转录病毒载体 pLXSN作为 AR反义
RNA表达载体。逆转录病毒载体的特点是细胞感染
率高 ,导入的基因拷贝数多 ,外源基因表达稳定

[ 10]
。

pLXSN由美国Miller[ 11] 改造而成 ,并获得美国 FDA临
床试验许可证 ,是目前较好的逆转录病毒载体 。本实
验挑取的 PA317克隆 ,其上清病毒滴度足以用于各种
目的的实验 。经 RT-PCR鉴定 ,上清中的逆转录病毒
含AR目的片段。我们下一步的工作是用含逆转录病

毒的上清感染前列腺癌细胞 ,观察AR反义 RNA对AR

表达的抑制作用和对细胞生长的抑制作用 ,本研究为
下一步的工作奠定了基础 。
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　　(上接 640页)
天腹泻数次甚至数 10次 ,病人腹痛及精神状态随之好转。两组
中无消化道出血 、肺部感染 、胰腺假性囊肿等并发症发生。治疗
过程中康复指标(从施他宁或清胰汤联合治疗开始)见表 1。

表 1　两组病例的康复指标比较

组别 n
开始排便
时间(h)

体温恢复
时间(d)

血淀粉酶恢复
时间(d)

平均住院
时间(d)

A组 10 111.40±23.36 14.40±2.99 22.60±4.72 35.10±4.31

B组 7 15.14±5.98＊ 7.86±1.77＊ 13.14±3.24＊ 19.00±4.32＊

＊:P<0.001与A 组比较

3　讨论

　　重症急性胰腺炎的治疗观念及策略已发生很大变化 ,除胰
周脓肿必须行手术治疗外 ,非手术治疗几乎已取代传统的早期
手术治疗[ 2] ,本组 17 例 SAP采用非手术治疗 ,效果满意。
　　施他宁为 SAP提供了一种强有力的非手术治疗手段 ,挽救
了不少 SAP病人的生命 , 其作用机制主要是抑制胰酶和胃酸的
分泌。据我们观察 , 在应用施他宁 3 d 左右 , 病情开始稳定 , 表
现为病人腹痛缓解及上腹腰背紧迫感减轻 , 血淀粉酶下降或不
再升高。虽然施他宁用于治疗 SAP效果较好 ,但由于胃肠功能
恢复较慢 ,病程仍较长。
　　SAP时肠运动抑制 , 肠腔扩张 , 毒素和微生物聚积 , 致肠粘
膜缺血 、缺氧 , 屏障功能破坏 ,细菌和内毒素从肠道进入血循环
和器官 , 导致坏死胰腺的感染和多脏器损害。动物实验表明 ,

所有的出血坏死性胰腺炎的严重损害均与细菌感染有关[ 3] 。
“攻里通下”对阻止其恶性循环极为重要。 中药清胰汤具有良
好的“攻里通下”作用 , 其中起导泻作用的主要成分是大黄 , 大
黄的有效成分为大黄蒽醌 ,该成分能直接刺激肠粘膜和奥尔巴
赫神经节(肠肌丛神经节), 进而促进肠蠕动和发挥导泻作
用[ 4] ,使肠道内细菌数量下降 , 减少了内源性细菌移位 , 排出了
内毒素 ,并能保护肠粘膜。 因此 , 清胰汤在治疗中发挥肠道去
污 、减少内源性细菌易位以及促进肠蠕动等方面可能具有重要
作用。本组治疗结果表明 ,肠鸣音恢复是 SAP病情好转的重要

征象 ,常规方法联合施他宁 、清胰汤治疗能迅速改善 SAP病情 ,
促进恢复 ,缩短疗程和提高治愈率。
　　关键词:胰腺炎 , 重症;药物疗法;生长抑素;大黄
　　中图法分类号:R576.053　　　文献标识码:B
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