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Abstract
AIM: To generate an adenoviral vector carrying endothelial
nitric-oxide synthase (eNOS) gene in order to mediate the
expression of eNOS gene in gastrointestinal smooth muscle
cells  (SMC) and assess the enzyme activity of eNOS.

METHODS: A recombinant adenovirus (Ad-eNOS) containing
the bovine eNOS cDNA fragment was generated by
homologous recombination in bacteria. The SMC of distal
part of esophagus and gastric fundus of cat were isolated
and cultured in vitro and infected with Ad-eNOS. The expression
of eNOS gene was detected by Western blot and RT-PCR.
The enzyme activity of NOS and the output of NO in SMC
were measured by NOS and NO assay kit, furthermore,
the different effects of given factors on the enzyme activity
and the yield of NO were studied.

RESULTS: The Ad-eNOS can infect the cultured SMC efficiently
(MOI=50, infection rate =74 %). Western blot and RT-PCR
confirmed the expression of eNOS in those infected cells.
After the cells had been infected with Ad-eNOS, the basal
activity of NOS significantly increased from 47±13 nkat/L
to 93±13/L (P <0.05), and the level of NO in cell culture
supernatants increased by 3 fold (45±13 vs 16±7 µmol/L).
In the presence of L-arginine (NOS enzyme substrate),
calcium, EGTA (calcium chelating agent), and L-NAME (NOS

inhibitor), NOS activity was 94±8, 173±25, 29±6, 58±11 nkat/L
and NO level was 48±14, 106±18, 6±2, 17±11 µmol/L,
respectively.

CONCLUSION: The constructed recombinant adenovirus,
Ad-eNOS, can efficiently mediate the expression of eNOS
gene in cultured SMC of digestive tract. The activity of
eNOS can be regulated by the concentration of calcium.
L-arginine is not the rate-limiting step for nitric oxide gen-
eration from endothelial nitric oxide synthase.
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摘要

目的: 构建内皮型一氧化氮合酶(eNOS)腺病毒表达载体

介导eNOS在胃肠道平滑肌细胞中稳定表达并评价表达产

物eNOS的酶学活性.

方法: 构建牛eNOS 的重组腺病毒表达载体Ad-eNOS 感

染体外培养的猫下段食管及胃底部平滑肌细胞 采用

Western blot  RT-PCR技术检测eNOS在平滑肌细胞中的

表达 测定基因转移后NOS活性以及一氧化氮(NO)产量

并研究不同施加因素对NOS活性及NO合成的影响.

结果: Ad-eNOS可高效感染体外培养的胃肠平滑肌细胞

(MOI=50  感染效率 =74 %) Western blot  RT-PCR结果证

实eNOS在平滑肌细胞中高效表达. Ad-eNOS感染细胞后基

础NOS活性比感染前显著增高(93 13 vs 47 13 nkat/L

P 0.05) 培养液中累积的 NO增加了3倍(45 13 vs

16 7 µmol/L P 0.05). 分别加入L-精氨酸(10-4 mol/L)
钙离子(10-4 mol/L) EGTA(钙离子螯合剂 10-4 mol/L)

及 L-NAME(NOS抑制剂 10-3mol/L)后 NOS活性分别

为94 8  173 25  29 6  58 11 nkat/L  NO含量

分别为48 14  106 18  6 2  17 11 µmol/L.

结论: 构建的重组腺病毒Ad-eNOS能够高效介导eNOS基

因在消化道平滑肌细胞中表达 表达产物eNOS活性受钙

离子浓度调节 其作用底物L-精氨酸并不是NO合成的限

速步骤.
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0   引言

一氧化氮(NO)与消化系统多种疾病的发生密切相关



他作为一种重要的抑制性氮能神经递质 与血管活性

肠肽(VIP)共同介导胃肠平滑肌的松弛运动[1-3]. NO合成

障碍是先天性巨结肠 贲门失弛缓症 弥漫性食管痉

挛 肥厚性幽门梗阻 Oddi 括约肌运动功能障碍等疾

病发生的重要因素[4-16] . 另外NO可通过调节胃黏膜血流

量及促进胃黏液分泌发挥黏膜保护作用 有利于溃疡

的愈合[17-21]. 但 NO半衰期极短 限制了其供体类药物

的临床应用 所以构建一种能在胃肠平滑肌细胞中稳

定表达一氧化氮合酶(NOS)基因的真核表达载体 使病

变部位持续释放NO 有可能为这些疾病的治疗提供

一种新的思路和方法.

1   材料和方法

1.1 材料  编码牛eNOS的全长cDNA序列(4 092 bp)克隆

在质粒eNOS-pcDNA3中 由耶鲁大学Willian C. Sessa

博士惠赠 [22 ];  腺病毒 AdEasyTM 系统包括穿梭质粒

pAdTrack-CMV以及腺病毒骨架质粒pAdEasy-1 由

美国霍华德-休斯医学研究所He TC惠赠[23]. 鼠抗牛的

eNOS单克隆抗体及驴抗鼠-IgG购自Santa Cruz公司

限制性内切酶 Pme Pac-I 购自BioLabs 公司 其

他限制性内切酶 Xba I EcoR I Not Hind 以

及T4 DNA连接酶 DNA片段胶回收试剂盒 1 kb及

23 kb 的DNA分子质量标准 RT-PCR试剂盒 脂质

体LipofectAmine 等分别购自Promega Sigma Gibco

公司. NOS及NO测定试剂盒购自南京建成生物制品有

限公司. 家猫两只购自第二军医大学实验动物中心.

1.2 方法  食管及胃底平滑肌细胞培养参考文献[24]并加

以改进: 家猫氯氨酮麻醉后取1 cm长的下段食管组织及

1.5 1cm胃底部组织 剥离环行肌及纵行肌后分别用

4 ml 1 g/L胶原酶 0.1 g/L胰蛋白酶抑制剂于31 消

化2次 30 min/次 (每隔5 min用旋涡震荡器震荡一次)

至组织呈絮状  500 µm的分子筛过滤 离心后细胞用
含150 mL/L小牛血清的高糖(12 mmol/L)DMEM培养基

将细胞数调至2 104 接种于培养瓶中 置于37 

50 mL/L CO2的孵箱内培养. eNOS-pcDNA3经Not 及

Hind 双酶切得到4.1 kb的目的条带 胶回收后定向

克隆至穿梭质粒pAdTrack-CMV中形成转移质粒pAdTrack-

CMV-eNOS 后者与腺病毒骨架质粒pAdEasy-1经电

穿孔共同转化大肠杆菌BJ5183 利用细菌内的同源重

组机制进行重组[23] 形成重组腺病毒质粒Ad-eNOS. 将

Ad-eNOS 用脂质体介导转染 293 细胞包装成病毒颗

粒 反复感染293 细胞扩增病毒获得高滴度的病毒上

清 氯化铯梯度超速离心纯化后通过计数报告基因绿

色荧光蛋白(GFP)阳性细胞数测定病毒滴度. 用相同的方

法构建对照病毒 Ad-Track-CMV(将空的穿梭质粒

pAdTrack-CMV与 pAdEasy-1进行重组). 重组腺病毒

Ad-eNOS感染效率的测定: 用不同MOI(10 50 100)

的重组腺病毒Ad-eNOS 感染体外培养的平滑肌细胞

荧光显微镜下观察GFP的表达情况 流式细胞仪测定

病毒的感染效率. 重组病毒Ad-eNOS及对照病毒Ad-Track-

CMV分别感染平滑肌细胞 采用RT-PCR Western

b lo t 等方法分别从基因转录水平及蛋白质水平测定

eNOS 基因在平滑肌细胞中的表达. 扩增 250 bp 长度

eNOS的引物引自文献[25] (5 primer: TCA ACC AGT

ACT ACA GCT CC;  3  primer: GTG GTT GCA GAT GTA

GGT GA) 扩增350 bp长度内参照 β-actin 的引物自行
设计 (5  primer: AGA GCT ACG AGC TGC CTG AC ; 3 

primer: ACA TCT GCT GGA AGG TGG AC ).  细胞培养液

中NO含量及细胞中NOS活性的测定: 用50 MOI的Ad-

eNOS及对照病毒Ad-Track-CMV分别感染实验组和对

照组细胞(各孔细胞数控制在106左右 培养液体积均

为1.0 mL) 并分别于加入病毒之前 之后 以及在

培养液中分别加入L-精氨酸(L-Arg 10-4 mol/L) 氯

化钙(10-3 mol/L) EGTA(Ca2+螯合剂 10-4 mol/L) 硝

基-L-精氨酸甲基酯(L-NAME NOS抑制剂 10-3mol/L)

后吸取培养液分别测定NO含量及NOS活性. NOS酶活

力单位定义: 每升细胞培养液中每秒钟生成1 nmol NO为

1 nkat/L.

        统计学处理  实验数据以均数 标准差( sx ± )表示
感染前后自身对照采用配对 t检验 感染以后多个处

理组间采用 F检验进行统计学处理  P值 0.05为显

著性差异.

2   结果

转移质粒pAdTrack-CMV-eNOS构建后经鉴定正确

将pAdTrack-CMV-eNOS及pAdTrack-CMV分别与腺病

毒骨架质粒pAdEasy-1同源重组形成重组腺病毒质粒

Ad-eNOS和Ad-Track-CMV. 二者用Pac-I 均切出了4.5 kb

及大于23 kb两条带 选用位于目的基因eNOS两侧的

多克隆位点 分别用 EcoR I 单酶切及Xba I Sal 双

酶切均出现了4.1 kb的目的条带  Ad-Track-CMV用

Xba I 酶切可使其线性化(图1). 证明两个重组病毒质粒

构建成功. 重组质粒包装成重组病毒颗粒并扩增纯化后

GFP计数法测得Ad-eNOS和 Ad-Track-CMV病毒滴度

分别为6 1012 pfu/L和 4 1012 pfu/L. 原代培养的食管

及胃底平滑肌细胞生长至 10-12 d 大部分细胞融合

二者在形态上无明显区别 均呈现平滑肌细胞典型的

峰 - 谷 样生长方式(图 2) 经抗 -act in 免疫组

织化学染色及电镜观察鉴定 证明培养的细胞为平滑

肌细胞 纯度达到95 % 以上 台盼蓝染色提示细胞

存活率达到94 %以上. 重组病毒感染平滑肌细胞后在荧

光显微镜下可见平滑肌细胞内有GFP表达(图3) 流式

细胞仪测定结果提示当MOI分别为10 50和 100时感

染效率分别为21 % 74 %和 100 %.

2.1 eNOS在食管及胃平滑肌细胞中的表达  RT-PCR结

果提示 Ad-eNOS感染平滑肌细胞后可特异扩增出针

对目的基因的片段 而对照病毒感染的细胞未出现此

条带(图 4). Western blot 结果证实 Ad-eNOS感染后
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无论细胞培养液中还是细胞裂解液中均出现了约135  kDa

大小的特异性蛋白条带 与 eNOS 基因产物的大小一

致 而对照组为阴性(图 5).

图1  Ad-eNOS及Ad-Track-CMV酶切鉴定图谱. 1  -Hind  DNA
Marker (23 kb); 2  Ad-Track-CMV (Pac I); 3  Ad-Track-CMV (Xba I)
4  Ad-eNOS (Pac I); 5  Ad-eNOS (EcoR I); 6  Ad-eNOS (Xba I Sal )
-Hind  DNA Marker (1 kb).

图 2  食管平滑肌细胞培养10 d时呈现 峰-谷 状的生长方式(×50).

图 3  报告基因GFP在体外培养的食管平滑肌细胞中大量表达.

图4  RT-PCR结果: eNOS在平滑肌细胞中表达. 1 未感染病毒; 2  感染
Ad-Track-CMV; 3  感染eNOS-Ad -Hind  DNA Marker(100 bp).

图 5  Western blot 结果. 1  感染eNOS-Ad平滑肌细胞培养基上清;
2 感染eNOS-Ad平滑肌细胞裂解液; 3 感染Ad-Track-CMV平滑肌
细胞裂解液; 4 蛋白质分子量标准.

2.2 NO含量及NOS活性测定结果  Ad-eNOS感染后平

滑肌细胞中NOS活性 培养液中NO含量均比感染前

及对照组明显增加(P 0.05 表 1). 培养液中加入L-

精氨酸(NOS作用底物)后NOS活性 NO代谢产物含量

无明显变化(P > 0.05) 但加入钙离子后NOS 活性增

加 NO含量显著升高(P 0.05) 而钙离子螯和剂EGTA

几乎可以完全抑制酶的活性. NOS抑制剂L-NAME也可

明显抑制NOS活性 使培养液中NO含量减少(P 0.05).

表1  NOS 活性及NO含量的测定结果( sx ± n=10)

NOS(nkat/L) NO(µmol/L)

空白组 47±13 15.64±6.62

Ad-Track-CMV 45±14 13.74±9.32

Ad-eNOS 97±13ac 45.37±12.65ac

L-Arg 94±8     48±14

Ca2+            173±25e    106±18e

EDTA 29±6e       6±2e

L-NAME 58±11e      17±11e

aP <0.05 vs 空白组, cP <0.05 vs Ad-Track-CMV,aP <0.05 vs  Ad-eNOS.

3   讨论

催化产生NO的一氧化氮合酶(NOS)有三种亚型: 即神经

元型(nNOS) 诱导型(iNOS)及Ca2+/ 钙调素(CaM)依赖结

合型(eNOS) 分别由不同的基因编码[26-28]. 人们通常将

nNOS和 eNOS合称为结构型一氧化氮合酶(cNOS) 其

活性为Ca2+/CaM依赖性 受细胞内Ca2+浓度的生理性

调节 而 iNOS 活性为非Ca2+依赖性 其表达受内毒

素 IL-1等诱导. 结构型一氧化氮合酶广泛分布于胃

肠道 nNOS主要分布在胃肠肌间神经丛 eNOS主要

分布在胃肠平滑肌细胞 肠壁血管内皮及血管平滑肌

细胞 二者也可共存于一些黏膜固有层细胞中[29-32].

NO 合成障碍与先天性巨结肠 贲门失弛缓症 弥漫

性食管痉挛 特发性肠梗阻 肥厚性幽门梗阻 便秘等

疾病的发生密切相关 而且NO可以促进溃疡的愈合. 若

将外源性的eNOS基因转移至相应部位平滑肌细胞使之

产生NO 理论上对这些疾病能发挥有效的治疗作用.

       我们利用细菌内同源重组法构建了携带目的基因

eNOS的重组腺病毒载体. 腺病毒不仅能够高效感染多种

增生细胞 而且也能感染静息哺乳类细胞 且不与细胞

的基因组发生整合 不引起基因突变 可以携带较大片

段的外源基因 是一种比较理想的用于基因治疗的表

达载体[33,34]. 平滑肌细胞是组成胃肠道最重要的组织细胞

之一 是引起胃肠运动的效应细胞 在生理情况下胃肠

道平滑肌细胞内有低丰度的eNOS表达[2] 所以胃肠平

滑肌细胞可作为表达外源eNOS基因产生NO的理想场

所 是进行基因治疗的理想靶细胞. 我们在体外成功分

离培养了较高纯度的食管及胃底平滑肌细胞 并证明

构建的eNOS重组腺病毒Ad-eNOS能高效感染体外培养
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的平滑肌细胞 从而成功介导了外源基因eNOS在平滑

肌细胞中的表达. 进一步的实验表明 基因表达产物

eNOS的活性受到Ca2+浓度的调节 符合其Ca2+/CaM依

赖性的生化特征. 底物L-精氨酸似乎并不是酶促反应的

限速步骤 可能是由于eNOS的Km值(酶促反应速度达

到最大速度一半时的底物浓度)很低 细胞培养液中的

浓度远远超过这个值 而且平滑肌细胞可通过尿素循环

将L- 瓜氨酸再转化为L- 精氨酸而被循环利用[35] 这

就保证了基因转移后在体内不会由于底物缺乏而影响

NO的产生.
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