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! ! 摘要：目的* 应用非侵入性活体显像技术研究血管生成抑制因子 "#$%$&#&’(。方法* 采用融合表达方案，将治疗基
因 "#$%$&#&’(和报告基因 )*+,偶联构建融合表达载体，使表达的融合蛋白中两个蛋白互相不干扰，并有天然的特性。结
果* 将稳定表达 CD>@阳性对照和 E+, CD融合蛋白的 F"G 细胞进行体外生物发光显像。用稳定表达 CH>@的 F"G 细胞构建
荷瘤模型，用生物发光显像能检测到肿瘤的发生。结论* 可应用非侵入性活体显像技术进行体内和体外基因表达的检
测与监控。
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, , 生物发光显像（ -&$./0&’1#21’% &0"3&’3，456）常
用萤火虫荧光素酶（75/2）作为报告基因进行显像。
与现有其他活体显像技术相比，456具有许多独特的
优点：非离子低能量辐射；灵敏度高，可以探测微

米大小的物体；可进行连续、实时监测，测量快速；

费用低廉；背景低，只有报告基因（如荧光素酶）

与底物（如 89./2&:1;&’）发生反应才能检测到信
号［<，=］。!"#$#%"%&’ 是从 >?#%1&’94";; !&;/# 免疫细胞株
的培养上清液中分离纯化的一种血管生成抑制因子，

经鉴定证实为人体一种多功能蛋白质 2".;1%&2/.&’的 @
端 < A <BC 个氨基酸［*，D］。!"#$#%"%&’ 可抑制碱性成纤
维细胞生长因子诱导的新生血管生成，在无胸腺小

鼠肿瘤形成实验中，!"#$#%"%&’ 可明显减低人 4/;E&%%
淋巴瘤和人结肠癌的生长，延长带 F1%G H 和 55 I =2
肿瘤小鼠的存活时间［*，J，K］。本研究采用融合表达方

案，将治疗基因 !"#$#%"%&’ 和报告基因 ()*+ 融合，通
过 456技术对报告基因 ()*+ 显像监测治疗基因 !",
#$#%"%&’的表达，目的是了解治疗基因在活体动物体
内的位置、活性及持续时间，以期为肿瘤基因治疗

提供一个优异方法，同时也为 !"#$#%"%&’ 的功能提供
便捷的评价与检测方法。

材料和方法

质粒载体与试剂 , ?L>F9M、8/".95/2&:1;"#1 N19
?$;%1; H##"O 购自 (;$013" 公司，54 培养基（ M;O?9
%$’1，P1"#% >#%;"2%）购自 QR:$;S 公司，7<=、8F>F
高糖培养基、6F8F 培养基、<KDC 培养基为 L64)Q
公司产品，胎牛血清为 TO2.$’1 公司产品，胰酶
M;O?#&’为 U&30"公司产品，细胞培养用的青霉素 I链
霉素购自 L&-2$ 4N5。
治疗基因 !"#$#%"%&’与生物发光报告基因 ()*+ 融

合表达载体的构建 , 根据 !"#$#%"%&’ 基因和 ()*+ 基因
限制性内切酶谱分析，分别在引物中引入 -"./! I
0+$1!和 0+$1! I 2$%!的酶切位点。从 ?L>F9M 和
?L5* -"#&2载体分别扩增 !"#$#%"%&’ 基因和 ()*+ 基因，
片段大小分别为 JDC -?和< KK* -?。将 ()N扩增得到
的 !"#$#%"%&’ 基因经 -"./! I 0+$1!双酶切， ()*+ 基
因经 0+$1! I 2$%!双酶切，同时用相同的酶处理真
核表达载体 ?28@H*+ <（ V）。回收后用 MD 连接酶进
行连接，分别构建真核表达载体 ?28@H*+ <（ V） I
!"#$和 ?28@H*+ <（ V） I ()*+。
本研究在 ()*+ 报告基因的上游引物加入了不同

长度的 5&’E1;，一共设计了 D 条不同的上游引物，分
别 编 码 不 同 长 度 的 （ LLLLU） 短 肽，包 括
（LLLLU）*、（LLLLU）=、（LLLLU）<及（LLLLU）。
（LLLLU）*：J !9233""%%+33%33233%332%2333233%33%333%239
33%33233233"%2%"%33""3"2322"""""2"%9* !；（ LLLLU） =：
J !9233""%%+33%33233%332%2333233%33%333%23"%33""3"2322"""9
""2"%9* !；（LLLLU） <：J !9233""%%+33%33233%332%23"%339
""3"2322"""""2" %9* !；（LLLLU）C：J !9233""%%+"%33""39
"2322"""""2"%9* !。D 条引物均引入 0+$1!酶切位点，
!"#$#%"%&’ 基因的下游引物也引入 0+$1!酶切位点。
首先用含不同长度 5&’E1;的引物 ()N 扩增 ()*+ 基因，
经 0+$1! I 2$%!双酶切，同时用相同的酶处理已构
建好的真核表达载体 ?28@H*+ <（ V）I !"#$，回收后
用 MD 连接酶进行连接，将 ()*+ 基因连接到 !"#$#%"%&’
基因的下游，最终得到融合载体 ?28@H*+ <（ V ）I
!<J ()（LLLLULLLLULLLLU）、?28@H*+ <（ V）I !<C ()
（LLLLULLLLU）、?28@H*+ <（ V ）I !J ()（ LLLLU）
和 ?28@H*+ <（ V）I !C ()（L6）。
稳定表达 $"% &’ 融合蛋白细胞株的建立 , 选择

()* 细胞来进行 W<C75融合蛋白的稳定表达，同时也
进行了阳性对照 75/2的稳定表达。在 K 孔板中分别
转染 ?28@H*+ <（ V ） I ()*+ 阳性对照质粒和 ?289
@H*+ <（ V） I !<C ()融合表达质粒，用未转染的细胞
作为对照。用 LD<B 筛选 * 个星期后未转染的对照孔
细胞已完全死亡，此时便获得了表达 75/2 阳性对照
和 W<C75融合蛋白的两个细胞群（ ?$$.）。扩增这两
个细胞群，并取一定量的细胞提取总蛋白，对细胞

群融合蛋白的表达进行再一次检测，以确保在筛选

过程中细胞未丧失外源蛋白表达能力。

稳定表达 $"%&’融合蛋白的 ()! 细胞的体外 *’+
将生物发光细胞按倍比稀释的方式（<CC CCC A <XK 个
细胞）接种于 XK 孔板，等到 XCY满度时，每孔加入
89./2&:1;&’至终浓度为 <JC "3 I 0.，*Z [、J Y )Q=

孵箱中孵育 Z A <C 0&’，将 XK 孔板置于成像暗箱中显
像 < 0&’，用 \1’$31’公司的 6W6U#显像系统进行图像
获取及分析。

活体动物 *’+
稳定细胞株的裸鼠移植：（<）用于接种的稳定

细胞株在接种前传代以去除生长不好的细胞，传代

后第 = 天换液 < 次，第 *、D 天即可获得处于最佳生
长状态的细胞。（=）用胰酶消化细胞，用含血清培
养基终止胰酶的反应。离心（< CCC ; I 0&’，<C 0&’），
弃上清液，再用 89T"’E# 洗细胞 < 次，离心（< CCC
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! " #$%，&’ #$%）去除上清。（(）将细胞沉淀用培养
液重新悬浮后，计数细胞密度。最后，用 )*+,%-.
将细胞配制成每 ’/ 0 #1含 2 3 &’4个细胞的细胞悬液。

（5）用无菌注射器将 ’/ 0 #1 细胞悬液接种于裸鼠腋
下。

体内显像：（&）腹腔注射 )*167$89!$%（&2’ #: "
-:）于荷瘤小鼠后，用 & ; < ( ; $.=816!,%9 麻醉裸
鼠。（0）注射 )*167$89!$% &’ #$%后，以裸鼠背部朝上
的形式进行图像采集（>9%=:9% 公司的 ?@?A!显像系
统）。（(）用活体 BC? 每周观察 & 次，至少观察 D
周。

结! ! 果

治疗基因 !"#$#%"%&’与生物发光报告基因 ()*+ 融
合表达载体的构建 E 采取融合表达方案，通过不同
长度的 C$%-9!将治疗基因 !"#$#%"%&’ 与生物发光报告
基因 ()*+ 融合。分别构建真核表达载体 F7)GH(/ &
（ I） " !"#$和 F7)GH(/ &（ I） " ()*+，重组质粒经酶
切鉴定为阳性质粒，测序结果表明插入方向及阅读

框都正确。

在治疗基因 !"#$#%"%&’ 和报告基因 ()*+ 之间加入
不同长度柔性短肽，其氨基酸序列为（JJJJA）%，
将报告基因 ()*+ 放在治疗基因 !"#$#%"%&’ 下游，最终
得到融合载体 F7)GH(/ &（ I）" !&2 ()（JJJJAJJJJA*
JJJJA），F7)GH(/ &（ I ）" !&’ ()（ JJJJAJJJJA），
F7)GH(/ &（ I）" !2 ()（JJJJA）和 F7)GH(/ &（ I）"

!’ ()（J?）。图 & 显示的是部分融合载体的酶切鉴定图
谱，测序结果证实 F7)GH(/ &（ I）" !&’ (1融合载体中
C$%-9!（JJJJA）的引入（图 0）。其他融合载体的酶
切鉴定及测序结果也都正确。

! "#$
" %%$
&’(

" )&*
" (&)

$)$

" ! $ ’ &
+,+,

图 "$ F7)GH(/ &（ I） " K&’81融合基因的限制性内切酶分析
%&’ " $ L9.M!$7M$=% ,%,1N.$. =8 MO9 86.$=% :9%9 K97M=! F7)GH(/ &
（ I） " K&’ 81
&/ )GH分子量标记；0/ 重组质粒 F7)GH(/ &（ I） "
!"#$经限制性内切酶 ,"-."和 /+$0"酶切结果；(/
重组质粒 F7)GH(/ &（ I）" ()*+ 经限制性内切酶 /+$0
"和 1$%"酶切结果；5/ 重组质粒 F7)GH(/ &（ I）"
!&’ ()经限制性内切酶 ,"-."和 1$%"酶切结果；2/
重组质粒 F7)GH(/ &（ I）经限制性内切酶 ,"-."
和 1$%"酶切结果
&/ )GH #=19761,! P9$:OM #,!-9!；0/ !9.M!$7M$=% ,%,1N.$. =8
!97=#Q$%,%M F1,.#$R F7)GH(/ &（ I） " !"#$ P$MO ,"-.
" ,%R /+$0 "；(/ !9.M!$7M$=% ,%,1N.$. =8 !97=#Q$%,%M
F1,.#$R F7)GH(/ &（ I ）" ()*+ P$MO /+$0" ,%R 1$%"；
5/ !9.M!$7M$=% ,%,1N.$. =8 !97=#Q$%,%M F1,.#$R F7)GH(/ &
（ I）" !&’ () P$MO ,"-." ,%R 1$%"；2/ !9.M!$7M$=% ,%,1N*
.$. =8 MO9 7=%M!=1 F1,.#$R F7)GH(/ &（ I）P$MO ,"-."
,%R 1$%"

E

! ! " # ! ! $ $ " # # $ # # " # # $ # # " $ " # # # " # # $ # # $ # # # $ " # ! $ # # ! !
%&’ ()*+! ,’’ ,-’ ,.’ ,/’

图 ($ 融合基因 K&’81核苷酸序列
%&’ ($ G6719=M$R9 ,%R R9R679R ,#$%= ,7$R .9S69%79 =8 MO9 86.9 :9%9 !&’ ()

TUL扩增 25’ QF片段 !"#$#%"%&’ 基因以及限制性内切酶位点 ,"-." " /+$0"，5 个正向引物分别扩增 5 个 ()*+基因（接
头和 ()*+基因）；5 个引物（JJJJ5A）重复的数目不同，后面紧接 /+$0"位点，然后是 ()*+ 编码区；5 个不同的融合
基因是由 5 个 ()*+基因之一与 !"#$#%"%&’ 基因相连，根据 ()*+和 !"#$#%"%&’之间接头（JJJJ5A）重复的数目命名为 !&2()、
!&’()、!2()和 !’()
TUL ,#F1$8$7,M$=% =8 MO9 !"#$#%"%&’ :9%9 :9%9!,M9R , 25’ QF 8!,:#9%M P$MO MO9 !9.M!$7M$=% 9%R=%6719,.9 81,%-$%: 76M .$M9. =8 ,"-.
" " /+$0"/ V=6! K9!.$=%. =8 MO9 ()*+ :9%9（ 1$%-9! F16. ()*+）P9!9 :9%9!,M9R QN TUL 6.$%: R$889!9%M .9%.9 F!$#9!./ WO9 F!$#9!.
R$889!9R $% MO9 %6#Q9! =8（:1N5 .9!）!9F9,M. $##9R$,M91N 8=11=P$%: MO9 /+$0" .$M9 ,%R X6.M Q98=!9 MO9 ()*+ 7=R$%: !9:$=%/ V=6! R$8*
89!9%M 86.$=% :9%9. P9!9 :9%9!,M9R QN 1$:,M$=% =8 =%9 =8 MO9 8=6! ()*+ :9%9. M= MO9 !"#$#%"%&’ :9%9 ,%R P9!9 R9.$:%,M9R !&2()，!&’()，
!2()，,%R !’() R9F9%R$%: =% MO9 %6#Q9! =8（:1N5 .9!）!9F9,M. 7=%M,$%9R $% MO9 F9FM$R9 1$%-9! Q9MP99% ()*+ ,%R !"#$#%"%&’
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, , 在 %&!’(和 )*! 细胞系中融合蛋白 +",-. 的荧
光素酶活性最佳, 将融合载体（ !-. "#，!-/ "#，!. "# 和 !/
"#）、阳性对照［01234*+ -（ 5） 6 !$%& 和 01234*+ -
（ 5 ） 6 "#’(］及阴性对照［ 01234*+ -（ 5 ）］瞬时
转染两种细胞系：78*9:（图 *4）和 ()*（图 *;）。
为了平衡每个孔的转染效率，实验时共转 0<=>:? 作
为内对照，该质粒编码海肾荧光素酶（ <@’&AA"，
<=）。转染 *B C 后裂解细胞，分别测定 D 种融合蛋
白、阳性对照及阴性对照的荧光素酶活性和内对照

<=的活性，结果显示，在 78*9: 细胞，D 种融合蛋
白中 E.F=的相对光子单位（ G@A"%&!@ A&HC% I’&%#，<=J）

值最高，其他融合蛋白的 <=J值与阳性对照 F=I1相
似。在 ()* 细胞，D 种融合蛋白的 <=J 值和荧光素
酶活性均比阳性对照低很多，其中 E-/ F= 融合蛋白
的 <=J值最高，但只有阳性对照 FAI1的 D-K。综合
以上结果，选择荧光素酶活性最佳的 !-/ "# 融合表达
载体做进一步研究，并在 78*9: 细胞中应用 L@#%@G’
MA$%监测了 E-/F=融合蛋白的瞬时表达情况。如图 D
所示，用抗 E"#$和抗 F=I1特异性的抗体均能检测到
相对分子质量约 N. /// 的条带，与融合蛋白 E-/ F=
预期分子量一致（F=I1 相对分子质量 B. /// 5 E"#$
相对分子质量 7/ ///）
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图 !$ E>F=融合蛋白功能及生化特点
-/0 !$ FI’1%&$’"A "’O M&$1C@P&1"A 1C"G"1%@G&Q"%&$’ $R E>F= RI#&$’

0G$%@&’#
78*9:细胞（4）和 ()* 细胞（;）中融合克隆的荧
光活性，细胞瞬时转染 !-. "#、!-/ "#、!. "#、!/ "#、 "#’(、
!$%&和 )’##，并在 *B C 后收细胞检测荧光活性，荧光
活性用相对光子单位表示，标准差为 * 次测量值计算
结果；<=J：相对光子单位
F=I1 "1%&!&%S @TC&M&%@O MS %C@ RI#&$’ 1$’#%GI1%# &’ 78*9:
（4）"’O ()*（;）1@AA A&’@#，1@AA# U@G@ %G"’#&@’%AS %G"’#>
R@1%@O U&%C !-. "#，!-/ "#，!. "#，!/ "#，"#’(，!$%&，"’O )’## "’O
C"G!@#%@O "% *B C "’O "##"S@O R$G F=I1 @’QSP@ "1%&!&%&@#，
%C@ F=I1 "1%&!&%S &# @T0G@##@O "# G@A"%&!@ A&HC% I’&%#+ *++&+
,$+% G@0G@#@’% V9 R$G %G&0A&1"%@ P@"#IG@P@’%#；<=J：G@A">
%&!@ A&HC% I’&%#

,

!" """
#$%&’()*+% ),

-."/0 1! """
/0+* 2! """

-$34 5" """

!&

-$34 /%+* -."/0 -."/0 /0+’ -$34

5.
!&

图 1$ E-/F=融合蛋白的 L@#%@G’ MA$%分析
-/0 1$ L@#%@G’ MA$% "’"AS#&# $R E-/ F= RI#&$’ 0G$%@&’

裂解瞬时转染 !-/ "#，!$%& 和 "#’(质粒的 78*9:细胞，将

全细胞蛋白跑 -7K V2V>(4W9 胶，转膜，并分别用
（-）抗 FAI1和（7）抗 E"#$抗体检测，两个抗体都可
以检测到 N. /// 的 E-/ F=融合蛋白，抗 F=I1抗体可以

检测到 B. /// 部分切割的片段，抗 F=I1多抗可以识别
B. /// 的 FAI1（- 第 7 道），抗 E"#$ 单抗可以识别
7/ ///的 E"#$（7 第 * 道）；-G：相对分子质量
:$%"A 1@AAIA"G 0G$%@&’ $M%"&’@O RG$P %C@ 1@AA AS#"%@# $R %G"’#&>
@’%AS %G"’#R@1%@O 78*9: 1@AA# U&%C !-/ "#，!$%& ，"’O "#’(

0A"#P&O# U"# G@#$A!@O &’ " -7K V2V 0$AS"1GSA"P&O@ H@A，
%G"’#R@GG@O，"’O 0G$M@O U&%C（-）"’%&>F=I1 "’O（7）"’%&>
E"#$ "’%&M$O&@#，G@#0@1%&!@AS+ ;$%C %C@ "’%&M$O&@# G@1$H>
’&Q@ %C@ E-/ F= RI#&$’ "% N. /// "’O " B. ///（MS "’%&>F=I1

"’%&M$OS） RG"HP@’% "# " G@#IA% $R 0"G%&"A 1A@"!"H@+ :C@
0$AS1A$’"A "’%&>F=I1 "’%&M$OS "’O P$’$1A$’"A "’%&>E"#$ "’>
%&M$OS "A#$ G@1$H’&Q@ F=I1 "% >B. ///（ %.(&)/ #$). "+&0 #."1
2) -）"’O E"#$ "% 7/ ///（ 132+/ #$). "+&0 13. #."1 2) 7），
G@#0@1%&!@AS；-G：G@A"%&!@ P$A@1IA"G P"##

,
, , 稳定表达 +", -. 融合蛋白的 )*! 细胞的体外
2.3 , 选择 ()* 细胞初探 E-/ F= 融合蛋白的稳定表
达，同时进行阳性对照 F=I1 的稳定表达，结果显示
使用抗 F=I1一抗可以检测到 E-/ F= 融合蛋白，相对

分子质量约为 N. ///；阳性对照 F=I1 亦能被检测
到，相对分子质量约为 B. ///，说明所获得的稳定
表达细胞群能够正常表达融合蛋白（图 .）。
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图 %$ !"#$"%& ’()$ 检测 *+, -. 和 -(/0 稳定表达细胞株的蛋白
表达

&’( %$ 1%)$"2& "34%"##2)& )5 *+, -. 6&7 -(/0 )5 $8" #$6’(9 $%6&#5"0$:
"7 0"(( 4))(#，;)6$ 4)(90()&6( 6&$2’)79 6&$2:-./0 #"%<"7 6#
4%2=6%9 6&$2’)79

>
> > 将稳定表达 -./0 阳性对照和 *+, -. 融合蛋白的
1?@ 细胞进行体外 A.B，显像时间为 + =2&，结果显
示，阳性对照 -./0 能检测到的最少细胞数为 @,, C
D,, E孔（图 FG），而 *+, -. 融合蛋白能检测到的最
少细胞数为 + H,, C @ ,,, E孔（图 FA）。两种稳定细
胞系中，每孔发出的光子数与细胞数之间的相关性

均很好（ !I分别为 ,J KL 和 ,J KD）（图 F?）。
稳定表达 &)*+的 ,-! 细胞活体动物 .)/> 根据

体外 A.B结果，进行了稳定表达 -./0 的 1?@ 细胞活
体动物 A.B，用 A.B每周观察 + 次，观察了 M 周。结
果显示，从第 D 天开始，所有荷瘤小鼠均能用 A.B
检测到肿瘤的发生，而此时用肉眼并不能观察到瘤

体，直到第 +M 天起才逐渐能用肉眼看到肿瘤。随着
瘤体增大，生物发光信号也逐渐增强（图 D）。

讨! ! 论

分子显像是近年来发展迅速的一个生物医学新

领域，可将其定义为活体状态下在细胞和分子水平

对生物过程显示以及定性和定量研究［K，+M］。利用不

同的分子显像设备对单个细胞或一组细胞乃至活体

内的分子事件进行重复、无创伤的显像，对了解正

常生理状态和疾病进程非常重要［+,，+H］。A.B 利用酶
（荧光素酶）作为报告基因，荧光素酶催化外源注入

的特异底物（N:(/025"%2&）反应产生荧光，使用高度
灵敏的 ??N相机可以观测并纪录发出的光子，进行
显像。

本研究采用融合表达方案将治疗基因 "#$%$&#&’(
和报告基因 )*+, 偶联构建融合表达载体。融合表达
方案能够保证基因表达绝对偶联，对报告基因的显

像能够直接给出融合的治疗基因的相应信息。但本

研究发现治疗基因 "#$%$&#&’( 和报告基因 )*+, 直接融
合所致的融合蛋白具荧光素酶活性明显比报告基因

)*+,本身活性低，这可能由于各蛋白的直接融合彼此
影响了构象。为使表达的融合蛋白中两个蛋白互相

不干扰，并有天然特性，本研究在治疗基因 "#$%$&#-
&’(和报告基因 )*+,之间加入了不同长度的柔性短肽。
柔性短肽氨基酸的序列和组成可能对两边蛋白的活

性有影响。目前用的较多的是 ;O (2&P"%，其优点是
甘氨酸（ Q(902&"，;）相对分子质量最小、侧链最短，
可增加柔韧性；丝氨酸（ #"%2&"，O）是亲水性最强的
氨基酸，能增加亲水性。这样的柔性短肽放在融合

蛋白之间不会影响两边蛋白的构象和功能发挥［++］。

以往一些融合蛋白的研究还表明，两个蛋白之间柔

性短肽的长度在维持每种蛋白的功能上起了很大作

用［+I］。本研究中加入的柔性短肽其氨基酸序列为

（;;;;O）&，并构建了含 M 个不同长度柔性短肽的融
合表达载体 40NRG@J +（ S） E "+H )*（;;;;O;;;;O:
;;;;O）、40NRG@J +（ S） E "+, )*（;;;;O;;;;O）、
40NRG@J +（ S ） E "H )* （ ;;;;O） 和 40NRG@J +
（ S） E ", )*（;B），其中以 "+, )* 的荧光素酶活性最佳，
也证实了柔性短肽的长短可影响下游报告基因的表

达。应用抗 *6#) 和 -(/0 特异性的抗体进行 !"#$"%&
’()$检测，进一步证明了 *+, -. 融合蛋白表达很好。
将报告基因和治疗基因偶联，通过报告基因表达显

像间接推断治疗基因的表达在策略理论上是非常可

行的。因为只要治疗基因和报告基因的表达有很好

的相关性，同一种报告基因可以用来对每种感兴趣

的治疗基因疗效进行评价。因此，本研究用 ;M+L 抗
生素筛选稳定表达 *+, -. 融合蛋白和阳性对照 -./0
的 1?@ 细胞后，利用 T"&)Q"&公司的 B*BO!显像系统
进行体外 A.B，结果显示两种稳定细胞系中发出的光
子数与细胞数的相关性均很好。但由于没有对 *+, -.
融合蛋白中 <6#)#$6$2& 的活性做检测，治疗基因 "#-
$%$&#&’(的活性和报告基因 )*+, 的表达是否相关，动
物实验结果能否证实报告基因的 A.B 可以反映治疗
基因 "#$%$&#&’(的量、分布位置、持续时间以及治疗
效果，尚需进一步实验证明。

目前已经有多种非侵入性活体显像技术可用于

研究活体动物的报告基因显像［+F，+D］，每种显像技术

均有自己的用途、优点和缺点。利用 1UV 和 A.B 对
报告基因显像被广泛用于动物实验。由于 *+, -. 融
合蛋白荧光素酶活性明显比报告基因本身活性低，
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!"#+ $% &"+ ’ , !"#$$

目前尚不适合用于实验动物活体显像。本研究 -./
体外显像结果显示，从第 0 天开始，所有荷瘤小鼠
均能用 -./ 检测到肿瘤的发生，而此时用肉眼并不
能观察到瘤体，直到第 12 天开始才逐渐能用肉眼看
到肿瘤。随着瘤体增大，生物发光信号也逐渐增强。

以上结果说明，用稳定表达 3.45 的 ()* 细胞构建的
荷瘤模型能很好地用于实验并依靠非侵入性的活体

显像技术进行监测。

下一步实验，笔者将以稳定表达 3.45 的 ()* 细
胞接种裸鼠建立前列腺癌模型，通过 -./ 研究腺病
毒介导的 !"#$#%"%&’ 抑制裸鼠前列腺癌的生长。进一
步验证 !"#$#%"%&’是通过抑制血管生成来遏制肿瘤的
生长。

（本文图 6，0 见插图第 * 页）
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