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Abstract
AIM: To construct an adenovirus expressing vector of sense
and antisense human heparanase gene.

METHODS: The human heparanase cDNA fragment con-
tained in the pcDNA3-hpa vector was cloned into the ad-
enovirus expressing vector pDC315 in cis-direction or trans-
direction using DNA recombinant technology. The recom-
binant vectors were identified by digestion of BamH I. The
sense recombinant vector was further identified by DNA
sequencing.

RESULTS: After digested by BamH I, two fragments which
lengthened 4.3 and 1.4 kb were formed in sense recombinant
vector (pDC315-sHpa), while two fragments which lengthened
5.1 kb and 0.4 kb were formed in antisense vector (pDC315-
aHpa). Electrophoresis results were completely coincident
with theoretical calculation. pDC315-sHpa DNA sequence
was identical to the heparanase sequence published in
the Gene Bank.

CONCLUSION: The sense and antisense human heparanase
adenovirus expressing vectors are successfully constructed.

Cai YG, Fang DC, Yang SM, Luo YH, Yang MH, Wang DX. Construction
and identification of sense and antisense human heparanase adenovirus
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摘要

目的: 构建人肝素酶正义和反义腺病毒表达载体.

方法: 用EcoR 从pcDNA3-hpa质粒上切下约1.7 kb的人

肝素酶全长cDNA片段 然后连入pDC315质粒的EcoR

酶切位点上 经BamH 酶切鉴定出正义和反义表达载

体 并对正义重组质粒进一步采用测序鉴定其方向性.

结果: 经BamH 酶切后 正义质粒形成4.3 + 1.4 kb 两

条带 而反义重组质粒为5.1 + 0.4 kb 两条带 与理论计

算值完全一致; 测序结果与Gene Bank报告的肝素酶序列完

全一致.

结论: 成功构建了人肝素酶的正 反义腺病毒表达载体

为进一步研究正 反义肝素酶基因转染对肿瘤细胞的影响

奠定了基础.

蔡永国, 房殿春, 杨仕明, 罗元辉, 杨孟华, 王东旭. 人肝素酶基因正反义腺病

毒表达载体的构建及鉴定. 世界华人消化杂志  2004;12(2):336-338

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/336.asp

0   引言

肝素酶是近年来克隆成功的与肿瘤转移相关的一种葡

萄糖苷内切酶 其编码基因定位于 4q21.3 1999 年

最先由Voldavsky et al (Nat Med 1999;5:793)和Hulett et al

(Nat Med  1999;5:803)克隆鉴定. 肝素酶能够降解细胞外基

质和基底膜的主要组成成分硫酸肝素蛋白聚糖(HSPG)

从而促进肿瘤细胞的浸润与转移. 肝素酶成为肿瘤转移

治疗的一个新的基因靶点. 我们通过构建人肝素酶正反

义腺病毒表达载体 为进一步研究肝素酶对肿瘤转移

细胞的生物学影响创造了条件.

1   材料和方法

1.1 材料  DH5 大肠杆菌菌株由本室保存; pDC315腺

病毒质粒由第三军医大学全军免疫研究中心邹强博士

惠赠; 含人全长肝素酶 cDNA的pcDNA3-Hpa质粒由澳

大利亚学者Parish 及 Hulett 教授惠赠; 限制性内切酶

EcoR BamH 和牛小肠碱性磷酸酶(CIP)购自美国

New England Biolabs 公司; 质粒提取试剂盒购自美国

Omega公司; 琼脂糖DNA回收试剂盒购自Roche公司.

1.2 方法  肝素酶正 反义腺病毒表达载体的构建及初

步鉴定策略见图1.

        pcDNA3-Hpa与pDC315质粒的转化采用氯化钙法

质粒提取采用Omega 公司的质粒提取试剂盒 并用

EcoR 酶切鉴定; 肝素酶全长1.72 kb 克隆在质粒

pcDNA3-hpa的 EcoR 酶切位点 用EcoR 酶切该



质粒 8 g/L 琼脂糖电泳 然后用琼脂糖DNA回收试

剂盒回收含肝素酶 cDNA的DNA片段(1.72 kb) 溶于

去离子水中 -20 冻存备用; 用EcoR 酶切pDC315

质粒使其线性化 试剂盒回收片段 牛小肠碱性磷酸酶

去磷酸化 然后酚氯仿抽提 无水乙醇沉淀 TE缓冲

液溶解 -20 保存备用; 2.5 µL去磷酸化的pDC315/
EcoR 与2.5 µL 肝素酶 cDNA片段混合均匀 45 反
应5 min 迅速转移到冰上 加T4 DNA连接酶1 µL混
匀 4 过夜进行连接反应; 将连接产物用氯化钙法转

化大肠杆菌 将200 µL转化产物涂于含氨苄青霉素的
LB培养板上 37 过夜. 次日挑取数个菌落置于含氨

苄青霉素的LB液体培养基中 37 振摇过夜 质粒

提取试剂盒提取质粒 与空载体一起用8 g/L琼脂糖凝

胶电泳筛选出重组质粒 然后按重组质粒图谱 用

BamH 限制性内切酶进行酶切鉴定. 将BamH I鉴定正

确的正义肝素酶重组子交上海生物工程公司进行基因

测序以进一步鉴定连接的正确性.

图1  肝素酶正 反义腺病毒表达载体的构建及鉴定策略.

2   结果

如图2 图 3所示: pcDNA3-Hpa质粒经EcoR 酶切

后 形成5.4 kb和 1.7 kb两个电泳条带 试剂盒回收

1.7 kb的电泳条带; pDC315腺病毒载体经EcoR 酶切

后 形成3.9 kb一条带 片段经试剂盒回收 CIP去磷

酸化后 与肝素酶片段相连接 连接产物转化大肠杆菌

后 得到大量阳性菌落 随机挑取数个菌落小提质粒

琼脂糖凝胶电泳筛选出重组体 然后用BamH 酶切鉴

定 正义重组质粒为4.3+1.4 kb两条带 而反义重组质

粒为5.3 +0.4 kb两条带 与理论计算完全符合. 基因测

序结果表明全长人肝素酶cDNA序列正确接入到重组质

粒中 如图4所示. 证明含有人肝素酶的正 反义腺病

毒表达载体构建成功 分别命名为pDC315-sHpa 和

pDC315-aHpa.

图2  pcDNA3-hpa和pDC315经EcoR I酶切鉴定.1: Marker( DNA/
Hind III + EcoR I); 2: pcDNA3-Hpa; 3: pcDNA3-HPA/EcoR ; 4:
pDC315; 5: pDC315/EcoR .

图 3  肝素酶正 反义腺病毒表达载体的鉴定. 1: Marker( DNA/Hind
III + EcoR I); 2 3: 肝素酶重组子; 4: 肝素酶正义载体; 5: 肝素酶反义载体.

图4  正义肝素酶表达质粒pDC315-sHpa DNA序列(局部).

3   讨论

硫酸乙酰肝素蛋白多糖(heparin sulphate proteoglycan

HSPG)是组成细胞外基质和基底膜的重要组成成分. 肝

素酶是一种葡糖苷酸内切酶 他能够裂解连接于硫酸

乙酰肝素蛋白多糖核心分子上的硫酸肝素 破坏细胞

外基质和基底膜结构的完整性 在促进肿瘤细胞的浸

润及转移过程中发挥重要作用.

        肝素酶基因于1999年被克隆成功后 现已明确肝

素酶基因位于人染色体4q21.3[1-2]. 之后研究发现在人类

多种肿瘤组织中均有肝素酶的表达 而且肝素酶的表

达水平与恶性肿瘤细胞的转移潜能相关 并与肿瘤患

者的预后相关[3-19]. 在高转移的鼠腺癌细胞系中肝素酶

mRNA高表达 而在低转移或不转移的细胞系中只有极

少量表达[20]. 高转移潜能的肿瘤细胞的肝素酶活性比低

转移潜能的肿瘤细胞高4-10倍 无转移潜力的鼠淋巴

瘤和低转移潜力的黑色素瘤细胞系导入肝素酶基因

AGATCGAATTCGCATGCTGCTGCGCTCGAAGCCTGCGCTGCCGCCGCCGCTGATGCTGCTGCTCCTGGGGCCGCTGGGTCCCCTCTc

4 0     5 0     6 0     7 0     8 0     9 0     1 0 0     1 2 0
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后 均获得了高转移潜力[21]. 临床研究发现反义介导抑

制人肝素酶基因表达可以抑制人癌细胞的胸膜播散[22]

通过抑制肝素酶活性可以抑制肿瘤细胞的转移[23-26]

目前肝素酶的抑制剂PI-88已经进入II期临床试验.

        肝素酶促进肿瘤细胞转移的机制除通过降解HSPG

破坏细胞外基质和基底膜 促进肿瘤细胞的侵袭与转

移外 还通过促进HS 结合性生长因子或细胞因子释

放 间接促进肿瘤细胞的转移[27].

        研究表明胃癌组织肝素酶阳性率为80%左右[5, 28-29]

由于在大多数胃癌组织中肝素酶均有表达 肝素酶可

以成为针对胃癌转移的基因治疗的良好靶位. 采用分子

克隆技术 构建腺病毒表达载体是目前基因治疗的常

用方法[30-32] 我们将人全长肝素酶cDNA导入到腺病毒

载体pDC315中 成功构建了人肝素酶正 反义腺病毒

表达载体 为进一步研究肝素酶基因转染对肿瘤细胞

生物学行为的影响奠定了基础.
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