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腺伴随病毒载体介导Kringle 5基因治疗早产儿 
视网膜病变大鼠视网膜新生血管 

宋哲 黎晓新 

【摘要】 目的 观察腺 伴 随病 毒 载体介 导 血管 抑素 Kringle5基 因对 SD大 鼠早 产儿 视 网膜 病变 

(ROP)模型视网膜新生血管的影响 ，探寻治疗 ROP的新方法 。 方法 亚克隆构建 pSNAV—Kringle5一gfp 

载体 ，腺伴 随病毒包装形成 rAAV Kringle5一gfp。21只鼠高氧环境下建立 ROP模型 ，随机分 为实验组 和对 

照组(各21只眼)。两组各取 18只眼作视网膜组织切片；各剩 3只眼作聚合酶链反应(RT—PCR)和Western 

blotting检测 。另设正常对照 5只大 鼠。实验组每 只眼注入滴度 为 2．5×10 vg／ml的 rAAV—Kringle5一gfp 

10 l，对照组每只眼注入滴度为 2．5×10”vg／ml的 rAAVI acZ 10 tzl。荧光显微 镜下观察 目的基因在眼组 

织 中的表达 。12周后 ，麻 醉下处死大 鼠 ，行血管 内皮细胞Ⅶ因子相关抗原染色 、血管 内皮 细胞细胞核记数 。 

结 果 pSNAV—Kringle5一gfp载体经测序正确 ；腺伴随病毒载体介 导血 管抑素 Kringle5在玻璃体 腔及视 

网膜有大量表达 ；目的基因在 mRNA水平及蛋 白水平均有表达 ；实验组 、阴性对照组视网膜表面 内皮细胞 

细胞核分别 为(19．954 2±3．825 7)、(7．335 2±2．731 3)个 ，两组 比较差异有统计学意义 (P<0．01)。 结 

论 腺伴 随病 毒载体介 导血管抑 素 Kringle5对 ROP视 网膜新生血 管具有抑制作用 。 

【关键词】 视 网膜病 ，早产JL／治疗 ； 病 毒载量 ； 凝血致活酶 ； 生 长抑 素 ； 基因疗法 
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Adeno~associated—virus induced angiostatin Kringles5 gene treatment of retinal neovascularization in rats 
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[Abstract] Objective To detect the effect of adeno—-associated—-virus induced Kringles5 gene on 
retinal neovaseularization in rats with retinopathy of prematurity (ROP)，and to explore the new ways of 

treatment for ROP． M ethods pSNAV—Kringle5一gfp carrier was constructed by subclone and adeno— 

associated virus was packed to form rAAV—Kringle5一gfp． ROP model was set up under circumstances of 

high oxygen in 2 1 SD rats which were divided into experimental(2 1 eyes)and control group (2 1 eyes)． 

Eighteen eyes from each group was used to making the histologic section of retina，and the other 3 eyes in 

each group was detected by polymerase chain reaction (PCR )and W estern blotting．There were 5 rats in 

the normal control group．AAV Kringle5 gfp with the dosage of 10 tzl and titer of 2．5×10 vg／ml was 

injected into the eyes in experimental group．while rAAVIaeZ with the same dosage and titer of 2．5× 

10“vg／ml was injected in to the eyes in control group．The expression of target gene in ocular tissues was 

observed under the fluoroscope．Twelve weeks later．the rats were executed．and the staining ofⅦ factor 

related antigens in retinal vascular endothelial cells was performed and number of nucleolus of vascular 

endothelial cells were counted． Results The plasm id of pSNAV—Kringle5 gfp was correct according to 

the sequence measurement； the expression of rAAV Kringle5 gfp was found in vitreous cavity and on 

retina；the expression of target gene was found on the level of mRNA and protein； the number of 

nucleolus of vascular endothelial cells on the surface of retina was (1 9．954 2± 3．825 7)in experimental 

group and (7．335 2± 2．731 3)in the control group，which had significant difference between the two 

groups (P < 0．01)． Conclusions Adeno—associated—virus induced Kringles5 gene can inhibit the 

occurrence of retinal neovascularization in patients with ROP． 

[Key words] Retinopathy of prematurity／therapy； Viral load； Thromboplastin； Somatostatin； 

Gene therapy 

Kringle5能抑制肿瘤的生 长，是 目前发现抑制新 

生血管作用最强的抑制剂 。有文献报道用其治疗脉 
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通讯作者：宋哲 ，Email：songzslong@sina．corn 

络膜新生血管、角膜新生血管等 。Kringle5是纤维 

容酶原一个片段 ，由 8O个氨基酸组成 ，主要是 通过 

提取纤维溶酶原裂解获得 。理想的方案是利用基因重 

组技术将其在生物体 内长期表达达到治疗新生血管 目 
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的载体。我们将重组 Kringle5腺伴随病毒随机注入早 

产儿视网膜病变(ROP)模型鼠玻璃体腔中，观察其对 

视网膜新生血管的影响 。 

1 材料和方法 

1．1 材 料 

SD母鼠 2只及仔鼠 28只，体重 5～6 g，雌雄不分 

(北京大学动物中心饲养)。 

含 Kringle5基因的质粒 pSECTAG—Kringle5(北 

京大学人民医院眼科中心提供)；腺伴随病毒载体 

pSNAV(基因本元正阳基因公司)，为带有腺相关病毒 

末端反 向重复序列的真核表达载体 ，含 CMV 启动子 

AMP抗性及 G418抗性并含有 Kpnl和 XbaI等多克 

隆位点及 GFP基因；限制性内切酶，T4DNA连接 酶， 

M—MI V逆转录酶，Ⅷ因子相关抗原抗体 (美国华美公 

司)；戊二醛 (北京大学中心实验室提供)；氯胺酮 ，复方 

托品酰胺(北京制药工业研 究所实验药厂 )；荧光显微 

镜 ，手术显微镜 (日本 TOPC()N公 司)，光学显微镜 ； 

二磷酸腺苷(ADP)(美国 Sigma公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 ROP模型的建立 模型建立方法同文献[6]。 

1．2．2 pSNAV—Kringle5一gfP重组 腺伴随病 毒载体 

的构建和鉴定 Kringlc5及其信 号肽由 pSECTAG— 

Kringle5载体克隆至 pSNAV 形成 pSNAV—Kringle5一 

gfP。根据 pSECTAG—Kringle5载体 没计上游和下游 

引物 primer 1：5 一ATTCGGTACCAAGCTTGGAAG— 

AAGACTGTATG ；primer2：5 一CGAC( AATTCTC— 

TAGAAGGGG(：CGCAC。在 两 条 引物 中分 别加 入 

KpnI和 XbaI限制 内切酶位点。PCR产物 回收纯化 

后 ，与 T载体连接 ，转化后用 AMP进行筛选 KpnI和 

XbaI酶切 ，回收片段 ，同样消化 pSNAV 并回收载体。 

将回收的载体和回收 目的基因片段连接 、转化、挑选克 

隆 并用 Kpnl和 XbaI酶切 鉴定 ，测 序 鉴定 ，命 名 为 

pSNAV—Kringle5一gfp。将构建 pSNAV—K5一gfp进行腺 

伴随病毒包装 ，形成 rAAV—Kringle5一gfp。21只 ROP 

模型鼠用复方托品酰胺双眼散瞳 ，按0．1 ml／kg的剂量 

腹腔注射氯氨酮麻醉大鼠，随机取模型鼠左眼或右眼 

作为实验组 ，对侧眼为对照组 。在手术显微镜下 ，实验 

组 眼球 玻璃 腔注 射滴 度 为 2．5×10 vg／ml rAAV— 

Kingle5一gfP病毒颗粒 10 l；对照组玻璃体腔注射滴 

度为2．5×10 vg／ml LacZ病毒颗粒 10 l。注药后 ， 

每 天双眼滴 0．25Yo氯霉 素眼药水 3次，直 到炎症 消 

失。荧光显微镜下观察 rAAV—Kringle5一gfP在视网膜 

及玻璃体的表达。 
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1．2．3 RT—PCR rAAV—Kringle5一gfp注射后 12周 

后，麻醉下处死大鼠 1只，摘取实验组 和对照组眼球各 

1只。收取两组视网膜组织加 Trizol 1 ml混匀 ，移入标 

记 1．5 ml EP管 ，室温下放置 5 rain，溶解核 蛋白；加 

0．2 ml氯仿 ，盖紧，用力摇数次，冰上 15 rain；4 C下以 

离心半径 6 C1TI、12 000 r／m 离心 15 rain，将液相移人 

另外 已编号 1．5 ml EP管 中；加等体 积异丙醇， 
一

20 C放置 1 h以上 ，4 C下以离心半径 6 C1TI、离 心 

15 rain；弃除上清液 ，75 9／5冷乙醇洗沉淀一次，勿打散 ； 

4 C下以离心半径 6 C1TI、8 000 r／m离心 10 rain，弃除 

上清液，真空抽干；二乙基焦碳酸酯水溶解沉淀 RNA 

向提取 RNA 2．5 l按顺序加入 5倍 RT缓 冲液5 l， 

M—MI V 200 l。寡 核 苷 酸 结 合 引 物 2 l，RNA 酶 

0．5 l，脱 氧 核 糖 核 苷 酸 2．5 l，42 C，1 h；2倍 

mastermix PCR反应体系：反转录模板8．5 l，上游引 

物2 l，下游引物2 l，2倍 mastermix 12．5 l；PCR反 

应条件 ：预变性 95 C 5 rain，预变性 95 C 5 rain，变性 

94 C 40 S，退 火 56 C 40 S，延 伸 72 C 40 S，后 延 伸 

72 10 rain，循 环 30次。 以磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶 

(GAPDH)作 为 内 参 ，上 游 引 物 基 因 序 列 ：5 ACG～ 

CATTTGGTCGTATTGGG；下游 为：5 TGATTTT— 

GGAGGGATCTCGCCC3 行 PCR。反应条件同前。 

1．2．4 Western bloting检测 rAAV—Kringle5一gfP 

注射 12周后 ，麻醉下断颈处死大鼠 2只，摘取实验组 

和对照组眼球各 2只。0．1 Triton X一1O0及磷酸盐 

缓 冲液(PBS)中，收取两组视网膜组织 ，剪碎并用研磨 

器 研 磨 。4 C以下 离 心 半 径 6 C1TI、1 500 r／m 离 心 

10 rain，收集上清液 ，冷冻抽干 1／6体积行蛋 白电泳 ， 

步骤同前。 

1．2．5 rAAV—Kringle5一gfp rAAV—Kingle5一gfp注 

射 12周后，麻醉下断颈处死 18只实验大 鼠、5只正常 

对照大鼠。摘除眼球 ，4 9／5甲醛 固定眼球 ，石蜡包埋 ，切 

片，每只眼球切片 10张。实验组及对照组各 180张，正 

常对照组 5O张，共 410张。视 网膜血管 内皮细胞Ⅷ因 

子相关抗原染色。光学显微镜下记数实验组 、对照组和 

正常对照组视网膜表面血管内皮细胞细胞核数 目。 

2 结果 

2．1 R0P模型建立结果 

21只鼠ROP模型建立成功。 

2．2 pSNAV—Kingle5一gfP重组质粒构建、结果鉴定 

PCR产物含有信号肽及 Kringle5，片段约 300碱 

基对(bp)，大小约为目的基因及信号态基因之和。根 

据测序和阅读框码证实为 Kringle5基因(图 1)。根据 
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