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反义 ｍＴＯＲ逆转录病毒载体对血管平滑肌
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　　摘要：目的　观察反义雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）逆转录病毒载体对血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）增

殖活性的影响。方法　采用脂质体介导转染包装细胞后构建 ｍＴＯＲ的反义重组逆转录病毒载体

（ｐＬＸＩＮＡｍＴＯＲ）感染 ＶＳＭＣ，检测 ｍＴＯＲ及其下游底物包括真核细胞启动子 ４Ｅ结合蛋白 １（４ＥＢＰ１）

和核糖体蛋白 Ｓ６激酶（ｐ７０Ｓ６ｋ）的表达变化，以及 ＶＳＭＣ细胞增殖周期和增殖活性的改变。结果　

反义逆转录病毒载体转染 ＰＴ６７细胞后感染 ＶＳＭＣ，能显著抑制 ｍＴＯＲ的 ｍＲＮＡ和蛋白产物表达，ｍＴＯＲ

通路下游 ｐ７０Ｓ６ｋ表达相应减少，而 ４ＥＢＰ１的表达却显著增强；感染后的 ＶＳＭＣ的分裂、增殖过程受

阻，更多细胞停滞在 Ｇ１期。结论　成功构建反义 ｍＴＯＲ逆转录病毒载体；感染 ＶＳＭＣ后能明显抑制

ＶＳＭＣ的分裂、分化和增殖。
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　　新近研究表明，雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎ

ｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）作为一种重要的信号传导

分子，参与细胞的多种生理和病理过程，其对基因

的转录调控发挥重要作用［１］。ｍＴＯＲ调控在翻译过

程中起重要作用的有 ３种蛋白质：真核细胞启动子

４Ｅ结 合 蛋 白 １（４ＥＢＰ１）、核 糖 体 蛋 白 Ｓ６激 酶

（ｐ７０Ｓ６ｋ）和真核细胞 翻译 起 始 因 子 ４ＧＩ（ｅＩＦ

４ＧＩ）［２］。为此，本研究拟构建 ｍＴＯＲ的反义 ＲＮＡ

逆转录病毒载体真核表达载体，观察其感染血管平

滑肌细胞（ＶＳＭＣ）后对 ＶＳＭＣ增殖活性的影响及其

机制。

１　材料与方法

１．１　材料

限制性内切酶、连接酶、质粒抽提试剂盒、胶回

收试剂、ｐＬＸＩＮ载体及其他主要试剂为 Ｐｒｏｍｅｇａ公司

和华美生物公司产品。逆转录 －聚合酶链反应

（ＲＴＰＣＲ）试剂盒购自大连宝生物公司。扩增用引

物由 Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计，由大连宝生物公司合成。

１．２　方法

１．２．１　ＰＣＲ引物设计　在 ＧｅｎＢａｎｋ中查到大鼠

ｍＴＯＲ基因的 ｍＲＮＡ序列，通过 Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计引

物，选择扩增 ｍＴＯＲ基因的 ｃＤＮＡ序列（３４７９８１）。

上 游 引 物 ５′ｇｇａｔｃｃｃＡＡＣＧＧＴＴＧＡＴＧＧＡＡＧＣＣＴＴＧ３′，

５′端引入 ＢａｍＨＩ酶切位点；下游引物 ５′ｃｔｃｇａｇＧＣＴ

ＧＧＴＧＡＡＧＧＧＡＧＴＧＡＴＧＴ３′，５′端引入 ＸｈｏＩ酶切位

点。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ　取体外培养的大鼠胸主动脉

ＶＳＭＣ组织约 ５０ｍｇ，ＴＲＩＺＯＬ试剂盒提取总 ＲＮＡ。紫

外分光光度仪下测定 ＯＤ值（Ａ２６０／Ａ２８０），凝胶

电泳判断其完整性。取 ５μＬ总 ＲＮＡ，按逆转录试剂

盒说明逆转录为 ｃＤＮＡ。２０μＬ反应体系：ＴａｑＤＮＡ

聚合酶 １Ｕ，引物各 ５０ｐｍｏｌ。ＰＣＲ反应条件：９４℃变

性 ２ｍｉｎ后，９４℃ ３０ｓ，５５℃ ４５ｓ，７２℃ ６０ｓ顺序共

循环 ３５次，最后 ７２℃延伸 ７ｍｉｎ。１％琼脂糖水平

板电泳，ＥＢ染色，凝胶自动成像系统上摄像。

１．２．３　Ｔ载体克隆　快速凝胶回收试剂盒纯化

ＲＴＰＣＲ产物，将目的片段与 ｐＧＥＭＴ载体连接。

连接反应体系体积 １０μＬ，含 ５μＬ２×连接反应缓冲

液、１μＬＴ载体、１μＬＲＴＰＣＲ产物（约 ０．２５μｇ）、１

μＬＴ４连接酶，４℃过夜。ＴＳＳ法制备感受态细胞。

然后将上述连接产物加入感受态细胞中。最后将

菌液均匀涂布在含 ＩＰＴＧ／ＸＧａｌ／氨苄青霉素的 ＬＢ

平板上，筛选阳性菌落，提取重组质粒，酶切鉴定。

将筛选的重组子进行序列分析，与 ＧｅｎＢａｎｋ中 ｍＴＯＲ

基因 ｃＤＮＡ序列比较。

１．２．４　反义 ＲＮＡ逆转录病毒载体的构建　ＢａｍＨ

Ｉ和 ＸｈｏＩ分别双酶切重组 ｐＧＥＭＴ载体，凝胶电泳

后回收目的片段。建立连接反应体系，ＢａｍＨ Ｉ和

ＸｈｏＩ双酶切 ｐＬＸＩＮ载体，采用一端为黏端、另一端

为平端的连接策略，将 ｍＴＯＲ的 ｃＤＮＡ序列反向插

入 ｐＬＸＩＮ载体，构建反义逆转录病毒载体（ｐＬＸＩＮ

ＡｍＴＯＲ），转化大肠杆菌 ＤＨ５α；氨苄青霉素培养

基筛选阳性菌落，碱裂解法提取重组质粒，酶切鉴

定并测序。

１．２．５　包装重组病毒载体　按脂质体试剂说明

书，将 ｐＬＸＩＮＡｍＴＯＲ质粒转染到包装细胞 ＰＴ６７

中。挑取阳性克隆，用含 ２００μｇ／ｍＬ的 Ｇ４１８培养

液培养。进行病毒原液提取和滴度测定；氯化铯法

进行密度梯度离心提高病毒滴度。

１．２．６　ｐＬＸＩＮＡｍＴＯＲ感染 ＶＳＭＣ　分离大鼠胸

主动脉，Ｉ型胶原蛋白酶消化分离 ＶＳＭＣ，培养于含

１０％小牛血清的 ＤＭＥＭ培养液中；鉴定后，培养 ３

～５代细胞用于实验。ＶＳＭＣ按 ２×１０５个细胞／

孔，接种于 ６孔板中培养，使达到 ６０％融合。用 １

×１０９ｐｆｕ／ｍＬ的 ｐＬＸＩＮＡｍＴＯＲ５０μＬ感染 ＶＳＭＣ，

于 ６，２４，７２ｈ后用荧光显微镜观察 ＶＳＭＣ形态学改

变及感染情况。４％锥虫蓝染色，４００倍光镜下计

数 ＶＳＭＣ活细胞数。

１．２．７　ｐＬＸＩＮＡｍＴＯＲ对 ＶＳＭＣ中 ｍＴＯＲ信号通

路的影响　按《分子克隆》［３］检测 ｍＴＯＲ信号通路

的改变。Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｍＲＮＡ表达：制备 ｍＴＯＲ

及其下游的 ４ＥＢＰ１和 ｐ７０Ｓ６ｋ３种 ｃＤＮＡ探针。

ＰｒｉｍｅａＧｅｎｅ随机引物标记法进行 α３２ＰｄＣＴＰ标

记。取 ３０μｇ总 ＲＮＡ，经 １％琼脂糖甲醛凝胶变性

电泳分离，转移 ＲＮＡ到硝酸纤维素滤膜，预杂交

３ｈ，再加入 ｃＤＮＡ探针进行杂交 １６～１８ｈ；洗膜，

－７０℃放射自显影 ４８ｈ后洗片。免疫蛋白印迹检

测蛋白表达：提取总蛋白质，凝胶电泳，转膜，封

闭、加入一抗室温下反应 ２ｈ后常规洗膜，加入过氧

３１９
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化物酶标记的羊抗兔 ＩｇＧＨＲＰ６０ｍｉｎ；洗膜后加入

ＥＣＬ，暗室显影 ２ｍｉｎ后冲洗胶片。凝胶成像分析系

统上摄像分析。

１．２．８　ｐＬＸＩＮＡｍＴＯＲ对 ＶＳＭＣ增殖活性的作用

　流式细胞仪检测细胞周期的相关细胞量的变化。

四氮甲唑蓝（ＭＴＴ）法检测 ＶＳＭＣ增殖活性：细胞接

种于 ９６孔培养板，移入 ＣＯ２孵箱中，在 ３７℃，５％

ＣＯ２及 饱 和 湿 度 条 件 下 培 养 ２４ｈ。细 胞 生 长 至

６０％融合时分组处理，再培养 ２４ｈ。检测前 ４ｈ吸

去孔内培养上清液，按每孔 ２０μＬ（５ｍｇ／ｍＬ）加入

ＭＴＴ溶液，３７℃继续培养至检测时相点，终止培养。

加入二甲基亚砜振荡，使紫色结晶物溶解。酶联免

疫检测仪 ４９０ｎｍ波长上检测各孔吸光度值。

２　结　果

２．１　总 ＲＮＡ提取及鉴定

结果 见 ２８ｓ亮 度 强 于 １８ｓ，５ｓ稍 弱，提 示 总

ＲＮＡ完 整 性 较 好。分 光 光 度 法 测 得 Ａ２６０ｎｍ／

Ａ２８０ｎｍ值为 ２．００９，表明总 ＲＮＡ纯度符合 ＲＴ

ＰＣＲ要求。

２．２　ＲＴＰＣＲ产物电泳结果

ＲＴＰＣＲ扩增产物电泳后，在 ＤＮＡ相对分子质

量标志 ６４０ｂｐ附近有一条亮带（图 １），与预期目的

片段大小基本一致，可能为编码 ｍＴＯＲ的 ｃＤＮＡ片

段。

Ｍａｒｋｅｒ：ＤＬ２０００；１：ＲＴＰＣＲ产物

图 １　ＲＴＰＣＲ扩增产物凝胶电泳图

２．３　Ｔ载体克隆鉴定

重组 Ｔ载体长约 ３．６ｋｂ，双酶切后产生 ６３５ｂｐ

目的片段及 ２．９ｋｂ载体片段。酶切鉴定电泳结果

如图 ２。测序证实为 ｍＴＯＲ基因 ｃＤＮＡ片段。

２．４　ｐＬＸＩＮＡｍＴＯＲ载体的鉴定及包装

ｐＬＸＩＮＡｍＴＯＲ经 ＢａｍＨＩ，ＸｈｏＩ双酶结果见图

３。测 序 进 一 步 验 证，序 列 拼 接 后 与 ＧｅｎＢａｎｋ内

ｍＴＯＲ基因 ｃＤＮＡ比较。结果表明，ｍＴＯＲ基因 ｃＤＮＡ

片段反向插入 ｐＬＸＩＮ载体，已经成功构建 ｍＴＯＲ的

反义逆转录病毒载体 ｐＬＸＩＮＡｍＴＯＲ。透射电子显

微镜观察到 ＰＴ６７细胞中含有大量的多边形病毒颗

粒（图 ４）。收获的病毒滴度达 ２．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ。

Ｍ１：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１：ＢａｍＨＩ单酶切；２：ＢａｍＨＩ，ＸｈｏＩ双酶切；Ｍ２：ＤＮＡ ／ＨｉｎｄＩＩＩ＋ＥｃｏＲＩＭａｒｋｅｒ

图 ２　重组 ｐＧＥＭＴ载体酶切凝胶电泳图 图 ３　重组 ｐＬＸＩＮＡｍＴＯＲ载体酶切电泳图

２．５　感染 ＶＳＭＣ及对 ｍＴＯＲ表达的影响

正常 ＶＳＭＣ呈梭形、胞质伸展、较多分支状突

起，周 界 不 清，放 射 性 生 长，呈 现 ＶＳＭＣ 特 征 性

“峰”、“谷”状生长。转染 ｐＬＸＩＮＡｍＴＯＲ后细胞呈

狭长梭形，锥虫蓝染色见 ＶＳＭＣ活细胞数明显减少；

与对照组比较差异显著 （附表）。Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＶＳＭＣ被 ｐＬＸＩＮＡｍＴＯＲ

感染后，ｍＴＯＲ的 ｍＲＮＡ和蛋白产物表达均显著降

低，感染 ７２ｈ最为显著，表达量降低为 １／１０～１／５，

ｐ７０Ｓ６ｋ的 ｍＲＮＡ和蛋白产物表达也显著减少，变

化趋势与 ｍＴＯＲ一致；而 ４ＥＢＰ１的 ｍＲＮＡ和蛋白产

物表达量却明显增加，感染 ７２ｈ时的表达量提高近

４倍（图 ５）。
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图 ４　ＰＴ６７细胞中所见多边形病毒颗粒（电子显微镜，×８

０００）

１：ＶＳＭＣ；２：空 载 体；３５：感 染 ｐＬＸＩＮＡｍＴＯＲ载 体 ６，２４，

７２ｈ

图 ５　Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹检测 ｍＴＯＲ，４Ｅ－ＢＰ１和 ｐ７０ｓ６ｋ蛋

白表达的变化

２．６　ｐＬＸＩＮＡｍＴＯＲ感染对 ＶＳＭＣ增殖活性的

影响

流式细胞仪检测结果：感染前 ＶＳＭＣ细胞 Ｇ１／

Ｇ０期比例为 ７４．４％，Ｓ期为 １５．２％；转染后，Ｇ１／

Ｇ０期比例增加，Ｓ期比例却显著降低，凋亡细胞比

例明显增加（Ｐ ＜０．０１）。表明 Ｇ１／Ｇ０→Ｓ过程受

阻，ＶＳＭＣ的分裂、增殖受到抑制，凋亡机制启动。

ＭＴＴ法检测提示，感染的 ＶＳＭＣ吸光度值（Ａ值）显

著降低，与正常对照组、空载体组比较差异均有显

著性意义（Ｐ＜０．０１）（附表）。

附表　ＶＳＭＣ数量、细胞周期及增殖活性的变化（ｘ±ｓ）

对照组 空载体组 感染６ｈ 感染２４ｈ 感染７２ｈ

ＶＳＭＣ数／ＨＰ １０．６±２．６ １０．０±２．８ ９．３±３．０ ７．０±２．２１），２） ６．５±２．５１）

Ｇ１／Ｇ０期（％） ７４．４±５．３ ７５．２±４．９ ７７．５±６．５ ８０．６±５．８ ８２．３±８．２１）

Ｓ期 （％） １５．２±２．４ １４．８±２．５ １２．４±３．１ ９．３±３．９１），２） ６．５±２．６１），２）

凋亡（％） １．６±０．４ １．５±０．５ ２．９±０．６ ５．２±０．５１），２） ７．８±０．８１），２）

Ａ值（ＭＴＴ） ０．５４３±０．０３４ ０．５３９±０．０４０ ０．４９０±０．０５１），２） ０．４３０±０．０４４１），２） ０．３６８±０．０５４１），２）

　　　　注：１）与对照组比较，Ｐ＜０．０１；２）与前一时间组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨　论

反义 ＲＮＡ是指与 ｍＲＮＡ互补的 ＲＮＡ分子，自

２０世纪 ８０年代被发现后即引起广泛关注，并成为

进行基因表达调控研究的有效工具。但反义寡核

苷酸存在不稳定、易降解、摄取率低等缺点，限制了

在基因治疗方面的应用。逆转录病毒载体介导反

义 ＲＮＡ技术是目前进行基因治疗的可靠方法之

一［４］。新近研究表明：ｍＴＯＲ是一种重要的信号传

导分子，参与细胞的多种生理和病理过程，调节多

种生物化学过程，对基因的转录调控发挥重要作

用。ｍＴＯＲ是一种分子质量为 ２８９ｋＤ的蛋白激酶，

是 ３－磷脂酰肌醇激酶相关激酶家族（ＰＩ３Ｋｓ）中

ＦＫ５０６结合蛋白（ＦＫＢＰ１２）的相关蛋白。ｍＴＯＲ可

以调节翻译过程中起重要作用的 ３种蛋白质，即

４ＥＢＰ１，ｐ７０Ｓ６ｋ和 ４ＧＩ（ｅｉＦ４ＧＩ）［５］。大规模研究

结果表明，应用雷帕霉素药物洗脱支架可以将经皮

冠状动脉腔内成形术（ＰＴＣＡ）术后再狭窄率降低

９０％以上［６］。

本研究在载体构建中，采用 Ｔ载体克隆 ＲＴＰＣＲ

产物、酶切出目的片段、与逆转录病毒载体重组的

方法，采用一端为黏端、另一端为平端的连接策略，

通过 ＢａｍＨＩ和 ＸｈｏＩ双酶切，确保将 ｍＴＯＲ的 ｃＤＮＡ

序列反向插入 ｐＬＸＩＮ载体，然后通过脂质体介导转

染包装细胞进行包装。Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ杂交和 Ｗｅｓｔｅｒｎ

蛋白印迹方法验证所构建载体对 ＶＳＭＣ中 ｍＴＯＲ表

达的抑制作用，感染后的 ＶＳＭＣ的 ｍＴＯＲ的 ｍＲＮＡ和

蛋白产物表达水平均明显下降。此外，作为 ｍＴＯＲ
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的直接底物，ｐ７０Ｓ６ｋ和 ４ＥＢＰ１表达的改变将直接

影响 ＶＳＭＣ的分裂、分化和增殖周期。ｐ７０Ｓ６ｋ是蛋

白质合成中重要的调控因子，是蛋白质合成的正调

控信号［７］。ｐ７０Ｓ６ｋ在细胞生长、增殖过程中起关

键作用，笔者推测，这可能是 ＶＳＭＣ数量和体积改变

的内在机制。与 ｐ７０Ｓ６ｋ的作用相反，４ＥＢＰ１作为

ｍＴＯＲ的 另 一 个 下 游 底 物 则 是 一 种 翻 译 抑 制 因

子［８］。在生长信号的刺激下，４ＥＢＰ１可以被 ｍＴＯＲ

或其他因子磷酸化而失活，调控 ４ＥＢＰ１磷酸化的

基本的细胞内信号途径是 ＰＩ３Ｋ和 ｍＴＯＲ，而 ｍＴＯＲ

通过磷酸化 ４ＥＢＰ１的第 ３７位及 ４６位苏氨酸残基

来进行调控。本研究发现，ｍＴＯＲ表达的减少使

４ＥＢＰ１的基因和蛋白表达增加，从而进一步阻断

ＶＳＭＣ的增殖周期。流式细胞仪结果进一步表明：

阻断 ｍＴＯＲ基因表达后，ＶＳＭＣ的细胞周期受阻于

Ｇ１／Ｇ０期，Ｓ期细胞减少而凋亡细胞显著增多，初步

证实了 ｍＴＯＲ／ｐ７０Ｓ６ｋ或 ４ＥＢＰ１信号通路在 ＶＳＭＣ

增殖周期的调控作用。本研究构建了一个有效的

反义表达系统，对逆转 ＶＳＭＣ的异常增殖性疾病的

病理过程将发挥重要作用。该载体可能成为基因

治疗的有力工具，为血管移植后再狭窄机制的研究

提供新途径或新思路。
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