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Abstract Objective sFh一1，a soluble secreted variant of the vascular endothelial growth factor(VEGF)receptor一1 that 

possesses only its extracellular domain，is a specific endogenous inhibitor of VEGF．It is involved in retinal vasculogenesis．This 

study was to construct the lentiviral expression plasmids carrying different fragments of soluble fms—like tyrosine kinase一1(sFh一1) 

gene． Methods The target fragments，sFh一1(2-3)and sFh一1(2-4)，were amplified by RT—PCR from flesh human placenta． 

Then the fragments were subcloned into the lentiviral vector，pRRL—GFP to generate the lentiviral expression vector，pRRL／sFh一1 

(2-3)and pRRL／sFh-1(2-4)．The corrected sFh一1 gene fragments were confirmed by endoenzym digestion and sequencing． 

Recombinant lentiviruses were produced by HEK293T cells following the co-transfection of pRRL／sFh--1 with the packaging 

plasmids pMDLg／pRRE，PRSV／REV and pMD2．G．The resulting recombinant lentiviruses Lenti．sFh一1(2-3)and Lenti．sFh一1 

(2-4)were then used to infect human retinal pigment epithelial cells strain(D407)．SFh一1 expression in retinal pigment 

epithelial cells was detected by RT—PCR and W estern blotting analysis． Results The target gene fragments，sFh一1 gene 

fragments including sFlt一1(2-3)and sFlt一1(2-4)，were successfully cloned from flesh human placenta at 633 bp and 915 bp with 

the same values and sequence to their theory fragments．Restriction enzyme digestion and nucleotide sequence analysis verified 

that the corrected fragments were ligated into pRRL—GFP lentiviral vector．The recombinant lentiviruses carrying sFh一1(2-3)or 

sFh-1(2-4)could infect human retinal pigment epithelial ceils，and expression of sFlt-1 was detected in retinal pigment epithelial 

cells． Conclusion The recombinant lentiviruses can deliver target sFh一1 gene fragments to human retinal pigment epithelial 

cells and have high infection efficiency． 
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摘要 目的 分别建立携带可溶性血管内皮生长因子受体一1(sFh一1)不同基因片段的慢病毒表达质粒，为进一步研 

究 sFh一1不 同基 因片段表达 的蛋 白生物学功能奠定基础 。 方法 以人新鲜胎盘组织提取 的 eDNA为模板 ，进行 RT—PCR 

扩增 ，制备 sFh一1基因片段 sFh一1(2—3)和 sFh-1(2-4)。扩增片断经限制性 内切酶 BamHl和 SalI双酶切后 ，插入慢病毒载 

体 pRRL—GFP中，构建慢病毒表达质粒 pRRL／sFlt·1(2—3)及 pRRL／sFh一1(2—4)，与慢病毒包装载体 pMDLg／pRRE、包被载 

体 PRSV／REV、pMD2．G共转染人胚 肾细胞 (HEK293T)，获得重组慢病 毒 Lenti．sFh一1(2—3)及 Lenti．sFlt一1(2-4)，并感 染 

人视 网膜色素上皮 (RPE)细胞 ，通过 RT．PCR和 Western blotting验证 Lenti．sFlt一1(2—3)及 Lenti．sFh一1(2．4)在 人 RPE细 

胞的表达 。 结果 经酶切鉴 定及基 因测序 证实 pRRL／sFlt一1(2—3)和 pRRL／sFh一1(2—4)的序列与 GenBank中的序列 完 

全一致 ，并且包 装成病毒后 能有效感染人 RPE细胞 。 结论 本实验 成功构建 了分别 携带 sFh—l基因第 2—3和第 2—4免 

疫球蛋白样区域编码序列的慢病毒载体，包装成病毒后能有效感染人 RPE细胞。 

关键词 sFh—l；慢病毒载体；视网膜新生血管；基因治疗 
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慢病毒载体是近年发展起来的基因转移载体 ，其 
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最大的特点是能够在体内或体外高效地转染细胞，并 

且稳定表达。血管 内皮生长因子 (vascular endothelial 

growth factor，VEGF)是 目前已知作用最强的促血管生 

成 因 子 之 一 。可 溶 性 血 管 内皮 生 长 因 子 受 体一1 



(soluble fins—like tyrosine kinase一1，sFlt一1)是 VEGF受 

体-1(fms．样酪氨酸激酶受体，fms—like tyrosine kinase， 

Flt一1)mRNA胞外区不同剪接形成的可溶性形式 ，因缺 

乏细胞内酪氨酸激酶区，与 VEGF结合后不产生信号 

转导，所以可竞争性地抑制 VEGF的作用。本实验研 

究携带 sFlt一1基因片段的慢病毒载体的构建及表达。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

KOD—plus酶、SalI内切酶 、BamHI内切酶、pTA2载 

体 、T4DNA连接酶(日本 Toyobo公 司)；质粒 DNA提 

取试剂盒 、胶 回收试 剂盒 (美 国 Axygen公 司 )；质粒 

pRRL-GFP(慢病 毒系统载 体)、慢病 毒包 装载 体 

pMDLg／pRRE、包被载体 PRSV／REV、pMD2．G、人胚肾 

细胞(HEK293T)、人视网膜色素上皮(retinal pigment 

epithelium，RPE)细胞株(D407)(中国科学院生化研究 

所刘天津博士馈赠)；抗人 sFh一1单克隆抗体(美 国 

R&D公司)。 

1．2 制备 sFh一1基因片段及 目的片段的克隆与鉴定 

本研究经过本院伦理委员会批准。取人新鲜胎盘 

用 Trizol法进 行总 RNA抽 提 ，经 RT—PCR制备 sFlt．1 

基因。分别选取人 sFh一1基 因第 2—3和第 2—4免疫球 

蛋白样区域的编码序列设计引物，上游 5’引入 BamHI 

酶切位点及 KDEL序列，下游 5’引入 SalI酶切位点及 

终止密码子。sFh-1(2-3)上游 引物 序列：5’一TAGGA 

TCCATGGATACAGGTAGACCTTTCGTAGAG一3’。 sFh一1 

(2—3)下游 引物序列 ：5’一TAGTCGACTATTACAGCTCG 

TCCTTTTTTCGATGTTTCACAGTGA一3’。sFlt一1(2-4)上 

游弓l物序列 ：5’一TAGGATCCATGGATACAGGTAGACC 

TTTCGTAGAG．3’。sFh一1(2—4)下游 引物 序列 ：5’一 

TAGTCGACTATTACAGCTCGTCCTTGGCCTTTTCGTAAA 

TCTGG_3’。产物长度分别为 633 bp和 915 bp。PCR 

过程如下：94℃变性5 min，94℃变性30 S，57 oC退 火 

30 S，68 cI=聚合延伸反应30 S，共循环 30次，再次72℃ 

聚合延伸反应7 min，于4℃保存。将扩增产物分别以 

SalI及 BamHI酶切位点连接入 pTA2载体，通过酶切、 

测序鉴定，并将测序结果与 GenBank中的序列进行 

对比。 

1．3 携带 sFh．1(2．3)及 sFh一1(2—4)的慢病毒的构建 

对测序正确的酶切产物进行 DNA胶 回收及纯化， 

将回收产物以 Sail位点及 BamHI位点分别 连人慢病 

毒载体 pRRL—GFP质粒的多克隆位点(图 1)，将质粒 

pRRL／sFh．1(2．3)和 pRRL／sFlt一1(2—4)经过转化 、筛 

选 ，酶切鉴定 ，1％琼脂糖凝胶电泳 ，紫外线下检测获得 

的 DNA片段c 
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图 1 慢病毒载体 pRRL／sFIt-1构建示意图 

Fig．1 The construction of lentlviral vector pRRL／sFh一1 

将慢病毒系统载体 pRRL．GFP、pRRL／sFhl(2．3) 

和pRRL／sFh一1(2-4)分别与慢病毒包装载体 pMDLg／ 

pRRE、包 被 载 体 PRSV／REV、pMD2．G 共 转 染 

HEK293T细胞 ，离心、过滤后获得 的培养液上清 即携 

带 sFh一1基因片段的重组慢病毒 Lenti．sFh一1(2-3)和 

Lenti．sFh．1(2—4)，并通过逐孔梯度稀释测定法⋯检测 

病毒滴度。 

1．4 Lenti．sFlt．1(2—3)和 Lenti．sFh．1(2-4)转染 人 

RPE细胞 的鉴定 

复苏人 RPE细胞株 ，以8×10 ／／I11接种于60 mm培 

养皿 ，将分别携带 sFlt—l(2—3)和 sFh一1(2-4)基 因片段 

的重组慢病毒以 10MOI感染人 RPE细胞。同时设立 

未插入 目的基因的空病毒 Lenti．GFP为对照。3 d后通 

过流式细胞仪检测报告基 因 GFP的表达量以反映病 

毒的转染效率。并通过 RT—PCR法和蛋 白印迹法检测 

感染细胞中 sFh一1(2-3)和 sFh一1(2—4)的表达 。 

收集转染细胞 ，提取总 RNA，经过反转 录后 ，以转 

染细胞 cDNA为模板 ，用 目的基因引物扩增 ，PCR反应 

程序如下 ：94℃ 变性5 min，94℃变性30 S，57 oC退火 

30 S，72℃聚合延伸反应30 S，共循环 25次 ，再次72℃ 

聚合延伸反应7 min，于4℃保存。以人 GAPDH作为 

内参，引物设计如下：P1：5’一gaccccttcattgaectcaactaca一 

3’；P2：5’一catgtgggccatgaggtceaecae一3’，长890 bp。反应 

产物均于 1％ 的琼脂糖凝胶上电泳检测，凝胶成相系 

统拍照。 

同时将收集的另一部分转染细胞用 RIPA裂解液 

提取总蛋白。取适量上述蛋白上样进行聚丙烯酰胺凝 

胶电泳、转膜、封闭后，放人一抗液中(Flt—l，以 1：500 

稀释)于4 孵育过夜。次 日用辣根过氧化物酶标记 

的二抗液(以 1：4 000稀释)室温孵育2 h，ECL显色系 

统压片，洗片后扫描。以 B—tubulin作为内参。 

2 结果 

2．1 sFlt一1(2—3)及 sFh一1(2．4)基因片段的扩增 

经 RT．PCR扩增 ，1％的琼脂糖凝胶 电泳 ，分别 获 

得633 bp和915 bp的目的基因片段，与两个片段理论 

B 1．r 

1．r 1I『 
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值 一 致 ( 图 2 ) 。

2 0 0 0

1 0 0 0

7 5 0

5 0 0

图 2 s F I t ． 1 ( 2 - 3 ) 和 s F l t - 1 ( 2 - 4 ) 基 因 的 扩 增 结 果

F i g ． 2 R T — P C R p r o d u c t s o f s F h 一 1 ( 2 - 3 ) a n d s F h 一 1 ( 2 - 4 ) g e n e fr a g m e n t s

2 ． 2 酶 切 及 测 序 鉴 定 结 果

用 B a m H I + S a l I 双 重 酶 切 克 隆 载 体 ，
1 ％ 琼 脂 糖 凝

胶 电 泳 ， 紫 外 线 下 除 了 相 应 载 体 条 带 以 外 分 别 可 见 2

个 D N A 片 段 ，
6 3 3 b p 片 段 和 9 1 5 b p 片 段 ， 与 理 论 计 算 片

段 一 致 ( 图 3
，

4 ) 。 同 时 将 测 序 结 果 的 两 个 s F h 一 1 基 因

片 段 序 列 与 G e n B a n k 中 标 准 F l t 一 1 序 列 ( N M
一

0 0 2 0 1 9 )

对 比 ， 显 示 为 序 列 一 致 。 病 毒 滴 度 通 过 逐 孔 梯 度 稀 释

测 定 法 ， 检 测 得 到 病 毒 L e n t i — G F P
、

L e n t i ． s F l t — l ( 2 — 3 ) 和

L e n t i ． s F h 一 1 ( 2 — 4 ) 的滴 度 大致 相 同 ， 约 为 5 × 1 0
“

T U ／m L 。

s F l t 一 1 s F l t 一 1

M K ( 2 — 3 ) (2 — 4 ) M K

0 0 0

7 5 0

5 0 0

0 0 0

7 5 0

5 0 0

s F h 一 1 s F h 一 1

M K ( 2 - 3 ) (2 — 4 ) C 1 C 2

图 5 重 组 慢 病 毒 L e n t i ． s F l t 一 1 ( 2 - 3 ) 和 L e n t i ． s F l t 一 1 ( 2 - 4 ) 感

染 靶 细 胞 后 通 过 R T - P C R 检 测 s F I t � 1 ( 2 - 3 ) 及 s F l t - 1 ( 2 - 4 ) 基

因 片 段 的 表 达 c l
、

c 2 是 以 感 染 空 病 毒 L e n t i ， G F P 的 人 R P E 细 胞

c D N A 为 模 版 ， 分 别 以 两 个 目 的 基 因 的 引 物 进 行 P C R 的 结 果

n g ． 5 R T — P C R p r o d u c t s o f s F h 一 1 ( 2 - 3 ) a n d s F h 一 1 ( 2 - 4 ) a ft e r i n f e c t i o n

4 3 0 0 0 —

3 4 0 0 0 —

5 5 0 0 0 一

s F h 一 1 s F l t 一 1

M K ( 2 — 3 ) ( 2 - 4 ) M K

黧一 臻
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i

0 ；雾冒 礤
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i
0

图 3 p T A 2 载 体 连 接 产 物 p T A 2 ／

s F l t � 1 ( 2 - 3 ) 和 p T A 2 ／s F l t - 1 ( 2 - 4 )

的 酶 切 鉴 定 结 果

F i g ． 3 I d e n t i f i c a t i o n o f r e c o m b i n a n t

p l a s m i d s p T A 2 ／s F l t — l ( 2 - 3 ) a n d p T A 2 ／

s F l t 一 1 ( 2 — 4 ) w i t h r e s t r i c t i v e e n z y m e

图 4 慢 病 毒 载 体 连 接 产 物

p R R L ／s F I t � 1 ( 2 - 3 ) 和 p R R L ／

s F I t 一 1 ( 2 - 4 ) 的 酶 切 鉴 定 结 果

F i g ． 4 I d e n t i f i c a t i o n o f r e c o m b i n a n t

p l a s m i d s p R R L ／s F h 一 1 ( 2 - 3 ) a n d p R R L ／

s F h ． 1 ( 2 — 4 ) w i t h r e s t r i c t i v e e n z y m e

2 ． 3 鉴 定 L e n t i ． s F l t 一 1 ( 2 - 3 ) 和 L e n t i ． s F l t 一 1 ( 2 — 4 ) 感 染

人 R P E 细 胞 后 的表 达

感 染 人 R P E 细 胞 3 d 后 G F P 转 染 效 率 为 4 0 ％ 左

右 。 R T ． P C R 和 W e s t e r n b l o t 结 果 均 显 示 ， 将 重 组

L e n t i ． s F h ． 1 ( 2 - 3 ) 和 L e n t i ． s F l t 。 1 ( 2 ． 4 ) 分 别 感 染 人 R P E

细 胞 后 ， 能 检 测 到 s F l t 一 1 ( 2 — 3 ) 及 s F l t - 1 ( 2 — 4 ) m R N A 及

蛋 白 的 表 达 ， 证 实 s F l t 一 1 ( 2 - 3 ) 及 s F h 一 1 ( 2 — 4 ) 基 因 片 段

能 被 慢 病 毒 介 导 感 染 人 类 细 胞 ， 并 能 转 录 翻 译 出 蛋 白

质 ( 图 5
，

6 ) 。

3 讨 论

s F l t ． 1 是 V E G F 受 体 F i t 一 1 m R N A 胞 外 区 选 择 性 剪

接 形 成 的 可 溶 性 形 式 ， 在 体 内天 然 存 在 ， 仅 有 细 胞 外 序

列 而 无 跨 膜 序 列 和 细 胞 内 序 列 ， 所 以 只 具 有 与 配 体

1 2 3 图 6 重 组 慢 病 毒 感 染
L e n t i ． s F I t ． 1 ( 2 ． 3 ) ( 1 )

和 L e n t i ． s F l t - 1 ( 2 ． 4 )

( 2 ) 靶 细 胞 后 通 过
W e s t e r n b l o t t i n g 检 测

s F l t ． 1 ( 2 - 3 ) 及 s F l t ． 1

( 2 - 4 ) 蛋 白 的 表 达 3

为 感 染 空 病 毒 L e n t i - G F P

的 人 R P E 细 胞 的 W e s t e r n

b l o t 结 果

F i g ． 6 W e s t e r n b l o t a n a l y s i s

B — t u b u l i n
o f s F h - 1 ( 2 - 3 ) a n d s F h 一 1

。

( 2 - 4 ) p r o t e i n s a f t e r

i n f e c t i o n 1 ：s F h 一 1 ( 2 - 3 )

2 ：s F h - 1 ( 2 — 4 ) 3 ： p R R L —

G F P v e c t o r

V E G F 结 合 的 能 力 ， 结 合 后 不 产 生 信 号 转

导 ， 故 可 与 V E G F 功 能 受 体 竞 争 结 合 配 体 ，

从 而 起 到 拮 抗 V E G F 促 新 生 血 管 形 成 等 生

物 学 效 应 的 作 用 。 S F l t 一 1 可 拮 抗 V E G F 的

作 用 ， 主 要 通 过 两 个 机 制 ， 除 了 可 高 度 结 合

V E G F 竞 争 抑 制 V E G F 与 功 能 受 体 结 合

外 ，
s F l t 一 1 还 可 与 V E G F 受 体 F i t 一 1 及 含 激

酶 插 入 胞 内 区 受 体／胎 肝 激 酶 ( k i n a s e

i n s e r t d o m a i n ． c o n t a i n i n g r e c e p t o r ／f e t a l l i v e r

k i n a s e ． 1
，

K D R ／F l k ． 1 ) 形 成 异 源 二 聚 体 ， 从 而 阻 滞

V E G F 正 常 的 信 号 转 导 。 s F h 一 1 只 具 有 F l t 一 1 胞 外 区 第

1 至 第 6 免 疫 球 蛋 白样 结 构 ( I g
— l i k e l o o p ) ， 其 中 l o o p 2 — 3

是 发 挥 结 合 配 体 功 能 的 主 要 功 能 区 ， 而 l o o p 4 虽 然 不 直

接 参 与 和 配 体 V E G F 的 结 合 ， 但 是 可 协 助 并 促 进 s F h 一 1

主 要 功 能 区 域 与 V E G F 的 结 合
旧 。

。 因 此 ， 我 们 分 别 选

择 克 隆 s F l t — l 基 因 的 l o o p 2 — 3 和 l o o p 2 - 4 区 域 ， 为 今 后

探 究 与 配 体 V E G F 结 合 时 最 具 亲 和 力 的 最 小 s F h 一 1 片

段 的 作 用 奠 定 基 础 。 同 时 ， 两 个 目 的 基 因 片 段 分 别 都

引 入 了 内 质 网 滞 留 信 号 ， 即 K D E L 信 号 序 列
¨ 。

。 携 带

K D E L 信 号 后 ，
s F l t 一 1 能 在 转 染 细 胞 的 内 质 网 上 就 与

V E G F 结 合 ， 将 s F h 一 1 滞 留 于 内质 网 管 腔 或 内质 网 内膜

上 ， 大 大 增 加 了 其 与 同 源 蛋 白 V E G F 相 互 作 用 结 合 的

机 会 ， 从 而 阻 止 细 胞 内源 性 V E G F 的 分 泌
” “ 。

。

黼 一



 

基因转移是基因治疗的基础和关键。 目前视网膜 

新生血管疾病的基因治疗大多采用腺病毒和腺相关病 

毒作为基因转移载体，然而腺病毒载体在体内不能实 

现 目的基因长期稳定的表达 ，且反复应用易引起较严 

重的免疫反应 ，另外腺相关病毒载体插入基因片段较 

小，且转染效率低。新发展起来的慢病毒载体具有可 

以感染分裂期细胞和非分裂期细胞 、转移外源性 目的 

基因片段容量较大 、目的基因表达时间长 、不易诱发宿 

主免疫反应等优点 ，开始受到关注 。 

慢病毒作为基因转移载体在眼科视网膜新生血管 

疾病基因治疗中也有一定的优势。在诱导视网膜新生 

血管生成的病理条件如缺血缺氧状态下 ，除 了视网膜 

血管内皮细胞及 RPE细胞以外，视网膜神经细胞也会 

大量产生 VEGF̈ ，促成视网膜新 生血管 的形成 ， 

由于慢病毒不仅可以转染分裂细胞并且可以转染非分 

裂细胞如神经细胞等，所以慢病毒可作为视网膜新生 

血管基因治疗的有效转移载体。此外 ，视 网膜新生血 

管作为糖尿病视网膜病变 、早产儿视 网膜病变 、年龄相 

关性黄斑病变等常见致盲性疾病共同的病理改变，其 

形成是机体对慢性缺血的一种适应性代偿反应。由于 

新生血管生长是一个较为长期 的过程，采用新生血管 

抑制因子基因转移治疗上述疾病需要寻找有效稳定的 

载体。慢病毒能够介导外源基因在靶染色体上的稳定 

整合 ，从而可使转移的基 因长期表达。因此慢病毒作 

为视网膜新生血管疾病基因治疗 的转移载体可能具有 

很大的优势和潜力。 

本实验选择 sFh一1的 loop2—3区域和 loop2—4区域 

编码序列设计引物，分别引入了慢病毒质粒 pRRL— 

GFP质粒上的多克隆位点 SalI和 BamHI的基因序列 

以及 内质网停滞信号 KDEL序列，成功构建了慢病毒 

表达质粒 pRRL／sFh一1(2—3)和 pRRL／sFh一1(2—4)。经 

过酶切 和测序 鉴定，所携带 的 sFh一1基因片段 sFh—l 

(2—3)和 sFh．1(2．4)序列分别与 GenBank中标准 Fh一1 

序列对比，结果完全一致，没有突变。慢病毒载体不易 

引起插入突变 ，这是 因为慢病毒在整合时，并不倾 

向于转录的起始位点，而是在基因的整个转录区域都 

可以整合，整合的慢病毒对启动子的激活机会非常低。 

然后将系统质粒与包装 、包被质粒共转染人胚 肾 293T 

细胞 ，在细胞上清中收获只有 1次感染能力而无 复制 

能力的慢病毒 Lenti．sFlt一1(2—3)和 Lenti．sFh—l(2—4)。 

病毒感染 人 RPE细胞 后，能大量稳 定地 表达 sFh一1 

(2—3)及 sFh．1(2—4)的 mRNA和蛋 白。可见分别携带 

sFh．1基因第2．3和第 2-4免疫球蛋白样区域编码序列 

的慢病毒载体，在包装成病毒后能有效感染人类细胞， 

为今后视网膜新生血管疾病的基 因治疗研究提供了重 

要的依据。 

慢病毒载体在眼科视网膜新生血管疾病基因治疗 

中仍处于起步阶段，可能具有较好 的应用前景。另外 

由于长久以来治疗视网膜新生血管 的方法，无论是实 

验室研究还是已经进入后期临床试验 的研究 ，主要是 

集中于直接针对 VEGF或针对其功能受体的，而较少 

关注 sFlt一1的潜在性治疗意义 ，因此本实验为探究慢 

病毒介导 sFlt．1基因片段对视网膜新生血管疾病的治 

疗作用以及比较 sFh．1基因 loop2．3区域、loop2—4区域 

作用的差别奠定了实验基础。 
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