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整合素 Q、，重组腺病毒的构建和鉴定及对人肝癌细胞 

黏附特性的影响 

李旭艳 刘靖华 李志杰 莫永炎 刘亚伟 刘志锋 邓鹏 姜勇 

【摘要】 目的 构建表达人整合素 a 亚基(整合素 a )重组腺病毒，并在人肝癌细胞株 sMMC一7721细 

胞中表达，探讨整合素 IX 对肝癌细胞黏附特性的影响。方法 将人整合素 IX cDNA克隆到腺病毒穿梭质粒 

pAdTrack一巨细胞病 毒(CMV)启动 子下游，与腺病 毒骨架质 粒 pAdEasy一1在 细菌 内同源重组，在 

HEK一293A细胞中包装成整合素a 重组腺病毒。以重组腺病毒感染 sMMC一7721细胞 24 h后 ，用蛋白质免 

疫印迹法(Western blot)检测整合素 IX 的表达；通过黏附实验研究其对 sMMC一7721细胞黏附的影响。结果 

构建了整合素 IX 重组腺病毒载体并制备出高滴度重组腺病毒。重组腺病毒感染 SMMC一7721细胞后．整 

合素 IX 能够正确表达，并且 sMMC一7721细胞黏附率显著高于对照组和空白组(P<0．O1)。结论 整合素 IX 

基因在 SMMC一7721细胞 的黏 附中起 重要作用 ，是肿 瘤转移的重要分子基础 。 

【关键词】 整合素； 细胞黏附； 腺病毒载体 
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【Abstract] 0bjective To establish human integrin—IX adenovirus expressed in human liver cancer 

SM MC一7721 cells and analyze the characteristics of integrin—a adhesion to liver cancer cells．Methods 

Human integrin—IX eDNA was cloned into the plasmid pAdTrack—CMV．Then，pAdTrack—integrin—IX was 

cotransformed with adenoviral backbone vector into E．coli strain BJ51 83． The recombinant adenoviral 

plasmid was identified by restriction analysis with Pac I and transfected into HEK 一293A cells to package and 

amplify recombinant adenovirus particles． Western blot showed that integrin — IX gene was exactly 

transcripted and expressed in SM MC 一7721 cells． Twenty—four hours after transfection。the effeCt of 

integrin—IX on adhesion of SMMC一7721 cells was detected by adhesion experiment．Results Recombinant 

aenovirus vector of integrin—a gene was successfully constructed and high titers of recombinant adnovirus 

was obtained． Adhesion cell count was significantly higher in integrin — Ixv-transfected cells than in 

untransfected and Ad—null—transfected cells (P < 0．01)． Conclusion 0ver—espression of integrin — a 

promotes adhesion of SM MC一7721 cells，iS an important molecular mechanism of tumor metastasis． 

[Key words] integrin； eell adhension； adenovirus vector 

整合素(integrin)是一类细胞表面受体，是由a 

和 两条链通过非共价键连接而成的异二聚体跨膜 

糖蛋白，广泛分布于多种动物细胞。整合素通过构型 

改变对细胞内外的刺激作出反应，并进行双向跨膜 

信号转导，在细胞黏附、迁移、增殖与分化及特异性 

基因转录调控中起重要作用n 。整合素 a 。具有介 

导细 胞与细胞外基质 (extracellular matrix，ECM) 
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黏附、血小板聚集、免疫、组织修复、肿瘤侵润、血管 

生长等功能。为了进一步研究整合素a 亚基(整合 

素 a )的生物学功能，我们构建了整合素 a 重组腺 

病毒载体并制备出高滴度重组腺病毒，通过感染人 

肝癌细胞株 SMMC一7721细胞，观察整合素 a 对 

SMMC一7721细胞黏附的影响。 

1 材料与方法 

1．1 试剂和仪器 ：各种限制性内切酶、T4连接酶、 

KOD—plus高保真聚合酶(ToYoBo公司)，脂质 

体 Lipofectamine M 2000(Gibco公司)，RPMI 1 640 

培 养 基 以及 胎 牛 血 清 (fetal bovine serum，FBS， 

HyClone公司)，其他试剂均为进口或国产分析纯。 

1．2 菌株、质粒和细胞株：整合素 a ／PCI由美国思 

科里普斯(Scripps)研究院韩家淮(J．Han)博士馈 
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嘴 ；隙墒毒穿梭屡粒 pAdTrack 

‘{ 室堑璺塑堕芏 塑 至! 量 !堂亟 ! m 

f 细胞病毒(L MV)、 

、 大l饷轩 蒂 l 5l 83购 

『l  ̈{ ㈨ 公 司 大肠杆 蒲 DH HEK 2 93A 

IJⅡ、SMM r．一 21细胞 为乖室保仔 

I．3 腺痫 毒穿 俊质牲 1- AdTrack 整台 素 。 的 构 

址 ： 增 素Ⅱ 的 I：游 I物 ：5 _rA(；(；T ACC 

AT(r(rL—I’T一1【’0( ；【、L’【；L G(：CGAL、 3。(下 

线 艄 J。 Kpn I酶 【=I]他 )：下游 引物 ：5 AL TC r 

A(，̂ IT 、A(，r T f(、TGA GT r T【’ T-F(’ 3’ 

I、划线嘁 肇为 Xl川 I黼 位点 】；以髅 台素 a ／PCI 

质牡’』]懒板，用Kt)Tj plus高保真聚合酶进行聚台 

胁链 l趸应 (pCR J：({4 L 、!ntir1．94 ( 、I 5 s．54 (’、 

：⋯ ．- 【、 lnin．其 个循 环；将 PCR 产 物 

Kpn l干̈Xb+·i瑕酶 哪．然 后业 克隆至 腺病毒 穿 梭 

顷 粒 I ̂ cllrmrk L、MV 蚋 载体 巾 ．夥 成转 移 质 粒 

padl’ ck 整 合素 “，分别行 PCR ＆烈酶 }刀鉴定 = 

I．4 I{茼m同源黍组I 生 p̂ dEasy 墼台素 n一重 

腙 牺 商质 粒：收 padTrack 整 合 素 “ 1 g．崩 

Plllt I线 化后．转 化含 pAdEasy 1的 BJ 5183感 

，量怎． ．1÷ 霉 素平扳 筛选 ．进 行细 茼 同源重 

． I{：～ h后 ，挑收 兜隆 ．Pac I脯 切后产生 特征 

片段 箍定 瞳组成功 ．为获得高拷lJ』的重组质牡．再 

转 ft人 大肠 朴 茼 I)̈ 5a·}·，提 服 重组 病 毒 质 粒 

I～l：。J ．J4】 r I晌 使之线 化．同时 圳击Karla 

()ri等被体构件 ．暴露 反转录末段重 复序 州．酶 哪 

产物 离 _F水至 1 C,0,uI．加入 l／20悼积的醋酸钠 

x11l( I -I)II j．2 和 2．5储体 积预 冷的无 水乙醇 ． 

振 踌 匀．一 L静置 3(1 rain． L 下 1 2∞{1 r mm 

f离心 # 8．!cm1离心 l{】min 小心 吸去 J：清 ．再 

I凡 ii】,ul颅 冷 俸秘 舒数 为 5 的 乙醇 洗 1～ 

次 ) 淀溶 丁 I- t,l I'E[1)＼A洗 脱 被 p]-{为 s．o 

的1l_I／I T1NI~[／i，r ri ·CI．I)H -̂J 8．I)的 1 nlmo】 1_乙 
一

帧 旧乙睃(EI)TA】J备用 

I．5 重 Ⅱ腺府毒 HEK '293A细胞的包装盟鉴 

定 ：转染 前 l d．将生 状 态良好的 HEK 2 3A细 

盱也1 r 1 0 个铺 到 j CIII皿 巾，培养 至细胞 融合率选 

刮 ．～7C' 一时 再逃行转染 。将上述 Pac I酶 切后 

的 瞩 lI腺蝻 毒质 粒．用 l ilmfecI amint- 2,011转 染 

IIEK !cj：蚺 细舱 ．继续 培养 井在荧光显 微镜 下观 

察增 绿也荧光蛋 白(E(iFI’)的表达．7～10 d后 

lI 棘湘啦 住3 【 L’条件下反复练 融 4趺，得 

到 毒 重复以 卜步骤 3扶．可以得到高摘度病 毒 

取 2 t【重组艨镝 毒上清 l为摸板 ．靠照前述 条件 进 ，j 

’R J_乏心扩增l 的婆凼鲢台索毗．以鉴定重组腺病 

毒 取适 量 重缨 腺瘸 感 染 MML一 7 72j细 胞． 

荧 光显微 镜 r观察 EGFP的表 达．收集细 胞．蛋 白 

质 免 疫 印迹 法 [W e2sI(_rD blnt) 定 整 合素 d 在 

SMMC 7721细胞r 的 轰达 ，昕川 一抗 为鼠抗 人整 

合素 ．抗体(1：3(ui)．二抗为辣棋过氧化物酶标记 

的羊抗 鼠 Ig( 抗 J率(1：2 i⋯·-)．最 肝用 I umiG[ O 

化学 发光试剂(萸【±j＼Eu公 司牛产 )硅邑曝光．通过 

1S： Ⅺ R 多功能影像 系统 弘得 慷 埔毒的昔以卒 

斑 形成 单位 t)f L[】表月 

1．6 黏附 实驻 l技分组 ：分 ： L重组腺 病毒 Ad 整 

合素。 感染实验组f实驻}H】：r2 夺病毒Ad null 

对照组 (宅 白组 1．1善正常细胞 对照组 (对照组 )．以复 

台感染(M()I)一8u的 卒病 薄 Ad nu Ll和 组腺病 

毒Ad一整台素吼分别感染sMM【’ 721细胞．感 

染 2．1 h后．在 副置荧光显微镜 下蛆察 ，翅过 9j 的 

细 胞表 达 EGFP．细胞状态 良 r 质量丹数为 0．1 

的 胰 酶 消化 ，离心 、收集 细 胞．井 用 无 血清 RPM1 

164．0悬浮细胞 ．将细胞悬 液分别接种于 24孔板 内． 

5|r 1 L} 个细 胞碍L(机j ml／'rE)．每组 设 G个复孔 

4-)n1in时 弃击未 黏着细胞 ．磷 阪盐缓 冲被 (PBS)轻 

洗 2遍 ．经 1I I’ ．胰酶消化后收集 黏附细胞 并计数 

黏 5廿率 ( ) 黏 附细 飚数。总细胞数 1-”J 

I．7 统 计学处理：用 SPSS 1 2．c J统计软件对 数据进 

行录八 ，卉析 ．实验结果f}j均值 ±标准篮 ± )表示 ． 

用单 因 素方 差分 析和 SNK 力法 进行 样 本均 数 比 

较 ，Q— c15 

2 结 果 

2．1 质粒 padTrack 整台索 n 蜘建受鉴定(周 L) 

用 Klm 1和 xba I职酶l_]=J I，A(rrrat：k一整 合素 。 ．可 

见 2 kb 1 0 d kh左 ：个条骷，与预驯 片段 大 

小符台 
I M  

t 、l̈_̈t c k 采” ．～I：M I 

图 I pad1 r．ck 整台 素 d 的酶切鉴 定 

Identification_ pAd]佃 k inle~rin 0 by Kpn 

nnd Xba I enzymc d lInn 
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2．2 重组 pAdEasy一整合素 a 腺病毒 的酶切鉴定 

(图 2)：Pme I线 性化 的 pAdTrack一整合 素 a 与 

pAdEasy一1在 BJ5183菌中能够发生重组，重组腺 

病毒质粒可在含卡那霉素的培养板上生长 ，根据质 

粒 的大 小进 行初 筛 ，经过 Pac I酶切 后 产生 一个 

4．5 kb的特异性条带 ，说 明生成的重组腺病毒载体 

是正确的。 
l M  

5kb 

3 kb 

1 kb 

1：pAdEasy一整合 素 av；M：Marker 

圈2 pAdEasy一整合素％ 的酶切鉴定 

Figure 2 Identification of pAdEasy—integrin—a by Pac I 

2．3 Ad一整合素 a 重组腺病 毒 的包装及滴 度测 

定：线性 化病 毒载 体转 染 HEK 一293A 细 胞 24 h 

后 ，应用荧光显微镜动态观察绿 色荧光蛋 白在细胞 

内的表达。开始 1～2 d，仅有少数细胞表达绿色荧光 

蛋白(彩色插页图 3A)，3 d后绿色荧光蛋 白表达逐 

渐增 多，出现典型的慧星样形态 (彩色插 页图 3B)， 

取病毒上清感染 HEK一293A细胞 3～4次 ，有大量 

的绿色荧光蛋白表达(彩色插页图 3C)。病毒上清的 

滴度可达到 3×10 pfu／ml。 

2．4 Ad一整合素 a 重组腺病毒的鉴定 ：以收集 的 

病毒上清为模板，进行 PCR反应，在预期位置可见 

特异性的条带，与插入 目的片段大小一致 ，表明重组 

腺病毒构建成功(图 4)。Western blot分析结果 显 

示 ，Ad一整合素 a 感染 的 SMMC一7721细胞 中有 

约 12O ku的蛋白条带存在(图 5)，未感染或感染空 

病毒的细胞未见明显条带 ，提示由腺病毒介导 的整 

合素 a 能在 SMMC一7721细胞中大量表达 。 

2．5 Ad一整合素 a 对 SMMC一7721细胞黏附 的 

影响(图 6)：接种 40 min，实验组的细胞黏附率为 

(88．33±2．58)％，分别 是对照组 (71．67±2．58)％ 

和空白组(60．00±3．16)％的 1．232倍和 1．472倍 

(P均<O．O1)。经单因素方差分析 ，3组间差异具有 

统计学意义 (P<O．O1)；3组均数间经 SNK检验 比 

较 ，实验组与对照组、实验组与空白组差异均有统计 

学意义(P<0．O1)。 

M 

5 kb 

3 kb 

I kb 
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1：AdTrack一整合 素 a ．；M：Marker 

圈 4 AdTrack一整合素 a 的 PCR鉴定 

Figure 4 Identification of AdTrack—integrin—a by PCR 

l 2 3 

1：实验组 ；2：空 白组 ；3：对照组 

圈 s AdTrack-整合素 ％的 Western blot鉴定 

Figure 5 Identification of AdTrack—integrin—a by W estern blot 

60 

哥 
莲 

40 

20 

0 
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圈 6 Ad一整合素 a，对 SMMC一7721细胞黏附特性的影响 

Figure 6 Ad—integrin—av enhance SM M C 一7721 adhesion 

3 讨 论 

整合素功能多样，它能够参与细胞的增殖、分 

化、凋亡、细胞周期和淋巴细胞的归巢等多种细胞活 

动 。所有这些功能 ，均是整合素通过介导 ECM 配体 

与细胞内骨架蛋白的信号传递实现的。整合素转导 

的信号是一个相当复杂的网络系统H 。正常情况下 

整合素 a ＆在肿瘤细胞、平滑肌细胞、成纤维细胞和 

白细胞等细胞 中均有表达 ，在静息期血管 内皮细胞 

表面整合素 a p。呈低水平表达，但在血管形成过程 

中整合素 a & 的表达上升％ 。肿瘤细胞转移与具有 

功能活性 的整合素 a &有关 。整合素 a 通过多 

种途径在肿瘤的侵袭转移 中发挥重要作用。 

细胞黏附分子作用机制有 3种模式：相邻细胞 
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表面同种黏附分子 (cell adhesion molecule，CAM) 

间相互识别与结合(亲同性黏附)；相邻细胞表面不 

同种 CAM 分子 间相互识别与结合(亲异性黏附)； 

相邻细胞表面相同 CAM 分子借细胞外 的连接分子 

相互识别与结合 。肿瘤生成的极早期主要是降低 

整合素与基底膜或 ECM 蛋 白的黏附力 ，即使肿瘤 

细胞间的亲同性黏附下降，促进肿瘤细胞从瘤体上 

脱落下来 。当肿瘤细胞进入血液循环后整合素的表 

达增强 ．使肿瘤细胞与宿主细胞间的亲异性黏附增 

加 ，促进肿瘤的种植转移。ECM 是肿瘤侵袭的屏障， 

它 的溶解会促进肿瘤 的侵袭 转移。金属蛋 白酶在 

ECM 降解 、破坏 中起重要作用。 。整合素可调节金 

属蛋白酶的表达和激活“”。整合素在某一特定肿瘤 

中的表达是 复杂的，因为每一种肿瘤整合素在原位 

表达显示出大量的异 质性 ，而不能在相同组织的培 

养细胞 中完全再现 。但其上调或下调的趋势在低分 

化肿瘤中可作为标志。如在低分化乳腺癌中整合素 

a：p 和 a p。低表达，在转移性乳腺 癌 中整合素 a 

高表达“ 。 

为进一步研究整合素 a 参与信号转导通路及 

与肿瘤侵袭转移间的关系 ，我们选择人腺病毒载体 

作为工具表达整合素 a 。腺病毒用作载体，不但能将 

外源基因导入细胞做瞬时表达。也能直接导入动物 

体 内表达 ，病毒基因组与宿主染色体发生稳定整合 

的几率很低 ，可介导外源基 因高水平表达m 。我们 

构建了整合素 ct 腺病毒载体，并获得了高滴度重组 

病毒颗粒 ，成功检测到整 合素 a 在 SMMC一7721 

细胞的表达。接下来又对表达的整合素 a 进行初步 

探讨 ，发现整合素 a 对 SMMC一7721细胞黏附有 

明显的促进作用。整合素 a 在 SMMC一7721细胞 

内的定位及对细胞黏附的影响为下一步进行整合素 

a 功能研究打下了良好的基础。 
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