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重组腺病毒Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ的构建及其对ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞感染效率的检测
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　　［摘要］　目的　构建携带报告基因绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的重组腺病毒 Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ，并且研究该病毒对人白血
病细胞 ＵＴ７／Ｅｐｏ的感染效率及其在细胞中的复制。方法　 先通过分子克隆技术构建重组腺病毒质粒

ｐＡｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ，然后利用脂质体转染法，将其转染至ＨＥＫ２９３细胞包装出重组腺病毒 Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ，经酶切和 ＰＣＲ
鉴定正确后，扩增并纯化得到滴度较高的重组腺病毒。以空载体病毒Ａｄ５ＧＦＰ作为对照，将纯化的重组腺病毒感染ＵＴ７／
Ｅｐｏ细胞，经流式细胞仪检测在不同感染复数（ＭＯＩ）下荧光阳性细胞比例，即为Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ病毒对ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞的
感染效率，同时将冻融后的重组腺病毒感染的ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞上清感染ＨＥＫ２９３细胞，４８ｈ后观察ＧＦＰ在ＨＥＫ２９３细胞中
的表达。结果　 成功制备了重组腺病毒 Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ，其对 ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞的感染效率明显高于空载体对照病毒
Ａｄ５ＧＦＰ，在ＭＯＩ为２００时，感染效率达 ９８．２％，而空载体病毒在 ＭＯＩ为 ２００时，对 ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞的感染效率仅为
２９７％。感染了重组腺病毒的 ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞冻融上清感染新的 ＨＥＫ２９３细胞后，荧光显微镜下观察到 ＧＦＰ的表达。
结论 　成功构建了重组腺病毒Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ，其对ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞有较高的感染效率，并能在其中复制。
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　　目前 Ｂ１９在体外不能常规培养，这不但限制了感
染性Ｂ１９病毒的来源（目前只能从病毒血症者的血清
中获得），也使得 Ｂ１９病毒致病机制研究相对滞后。
细小病毒Ｂ１９可以在红系骨髓细胞中复制产生高滴
度的子代病毒，但骨髓造血细胞来源有限，不能用来扩

毒。至今为止，Ｂ１９还不能通过体外培养获得足量能
维持病毒滴度的子代病毒产量。新近研究表明腺病毒

相关基因对Ｂ１９病毒复制有辅助作用［１］，在腺病毒或

携带腺病毒相关基因质粒（简称腺病毒质粒）的辅助

作用下，人细小病毒 Ｂ１９能在非容许细胞 ＨＥＫ２９３中
复制，并产生低水平的感染性子代病毒。而此辅助作

用在 Ｂ１９病毒的半容许细胞 ＵＴ７／Ｅｐｏｓ１（ＵＴ７／Ｅｐｏ
细胞的１株亚克隆）中表现较弱。受这一研究结果的
启发，我们试图构建１株能高效感染ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞并
能在其中复制的重组腺病毒，以重组腺病毒作为 Ｂ１９
的辅助病毒感染 ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞，既能提供帮助 Ｂ１９
复制的腺病毒相关基因产物，又可避免由于腺病毒对

ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞感染效率较低或电转造成细胞的较大
损伤而导致在ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞中表现出的较弱的辅助
作用。为此，我们应用肿瘤特异性启动子端粒酶逆转

录酶 启 动 子 （ｐｒｏｍｏｔｅｒｏｆｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔａｓｅ，ＴＥＲＴｐ）作为重组腺病毒的启动子，利用溶瘤
腺病毒特异性杀伤肿瘤细胞的策略之一［２］，即在关键

基因前加入肿瘤细胞的特异性启动子，使得腺病毒复

制的基因能在肿瘤细胞内有效表达。前期研究表明，

将Ａｄ５纤维顶球（ｆｉｂｅｒ）基因替换为 Ａｄ１１ｐ同源基因
的重组腺病毒Ａｄ５Ｆ１１ｐＧＦＰ具有高效感染Ｕ９３７、Ｋ５６２
等造血肿瘤细胞的能力［３］。结合以上两方面实验策

略，本实验构建了携带 ＧＦＰ报告基因，受端粒酶逆转
录酶启动子ＴＥＲＴｐ控制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　病毒、细胞及质粒　　病毒 Ａｄ５ＧＦＰ和 ＨＥＫ２９３细胞，
Ｅ．ｃｏｌｉＴＯＰ１０感受态细胞，质粒 ｐＡｄ５Ｆ１１ｐＧＦＰ［３］和 ｐＡｄＴＰＥＧ
ＦＰ［４］均为本实验室保存；ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞为军事医学科学院放
射与辐射医学研究所实验血液学研究室惠赠。

１．１．２　主要试剂及仪器　　脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ连接酶、ＨｐａⅠ核酸内切酶及 ＤＮＡ分
子量标准均为ＴａＫａＲａ公司产品，ＰａｃⅠ、ＢａｍＨⅠ核酸内切酶、
牛小肠碱性磷酸酶（ＣＩＡＰ）均为 ＮＥＢ公司产品，ＩＭＤＭ（Ｉｓｃｏｖｅ
ｍｏｄｉｆｉｅｄＤｕｌｂｅｃｃｏｍｅｄｉｕｍ）培养基、胎牛血清均为ＨｙＣｌｏｎｅ公司
产品，流式细胞仪（ＢＤ公司产品）。荧光倒置显微镜（Ｎｉｋｏｎ公
司产品），ＣＯ２培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ公司产品）。
１．２　方法
１．２．１　重组腺病毒质粒ｐＡｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ的构建和鉴定　　
ＢａｍＨⅠ分别酶切 ｐＡｄ５Ｆ１１ｐＧＦＰ和 ｐＡｄＴＰＥＧＦＰ质粒，回收目
标片段和载体，载体用 ＣＩＡＰ去磷酸化后，经连接酶 ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ

连接过夜。连接产物转化感受态细菌ＴＯＰ１０，挑取单个转化菌
落，小量提取质粒，经ＨｐａⅠ和ＰａｃⅠ酶切鉴定和ＰＣＲ鉴定正确
后，进行大量制备。

１．２．２　重组腺病毒 Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ的制备　　ｐＡｄ５Ｆ１１ｐ
ＴＰＥＧＦＰ质粒经ＰａｃⅠ酶切线性化，加入醋酸钠（０３ｍｏｌ／Ｌ）混
匀，经预冷的无水乙醇沉淀后冰置过夜，７５％乙醇洗涤沉淀，溶
于２０μｌ无菌水中。按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００的说明操作，将
５μｇ线性化 Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ质粒转染至融合度为 ８０％ ～
９０％的ＨＥＫ２９３细胞，制备Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ重组腺病毒。
１．２．３　重组腺病毒 Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ的鉴定　　Ｈｉｒｔ法［５］提

取Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ重组腺病毒基因组，对基因组分别进行酶
切和ＰＣＲ鉴定。ＨｐａⅠ酶切理论可获得 １８５７、１６１０、７７０８、
９５６、１０３６８、１１９３６ｂｐ片段大小酶切产物；针对 ＡｄＦ１１ｐｆｉｂｅｒ
（以下简写为 Ｆ１１ｐ）和端粒酶逆转录酶启动子（以下简写为
ＴＰＥ）基因各设计１对引物，Ｆ１１ｐ上游引物为５′ＧＡＡＡＧＡＡＡＡ
ＣＡＴＡＡＧＴＧＣＣＡＣＣ３′，下游引物为 ５′ＣＡＧＴＡＧＡＡＴＣＧＡＡＡＡＡ
ＣＡＧＣＴＣＴ３′，扩增产物大小３７４ｂｐ；ＴＰＥ上游引物为５′ＡＡＡ
ＣＴＣＡＴＣＡＡＴＧＴＡＴＣＴＴＡＡＣＧＣ３′，下游引物为 ５′ＣＡＣＣＴＣＣＧＴ
ＧＧＣＡＧＡＴＡＡＴＡ３′，扩增产物大小５２１ｂｐ；取 Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ
重组腺病毒基因组１μｌ作为模板，对ＴＰＥ和Ｆ１１ｐ基因进行同
时扩增。循环参数为９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，４８℃
退火３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，３０个循环；７２℃ 延伸５ｍｉｎ，０．８％琼
脂糖凝胶电泳，以正常 ＨＥＫ２９３细胞为阴性对照，质粒
ｐＡｄ５Ｆ１１ｐＧＦＰ和ｐＡｄ５ＴＰＥＧＦＰ分别作为Ｆ１１ｐ和ＴＰＥ基因的阳
性对照。

１．２．４　重组腺病毒Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ的扩增、纯化与滴度测定
　　用已获得的重组腺病毒感染ＨＥＫ２９３细胞，得到扩增的病
毒液，经ＣｓＣｌ密度梯度超速离心纯化后，于 －８０℃ 保存。用
紫外分光光度计法［６］和有限稀释法［７］测定Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ重
组腺病毒的颗粒滴度（ｖｉｒａｌｐａｒｔｉｃｌｅｕｎｉｔｐｅｒｍｉｌｌｉｌｉｔｅｒ，ｖｐ／ｍｌ）和
感染滴度（ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｕｎｉｔｐｅｒｍｉｌｌｉｌｉｔｅｒ，ＩＵ／ｍｌ）。
１．２．５　重组腺病毒Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ感染ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞的效
率　　ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞于３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养于含１０％
胎牛血清的ＩＭＤＭ培养基中。取对数生长期细胞接种于２４孔
板，２×１０５／孔，分为２组进行感染，其中１组感染空载体病毒
Ａｄ５ＧＦＰ，另１组感染重组腺病毒 Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ。用无血清
培养基分别将Ａｄ５ＧＦＰ、Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ病毒原液稀释成不同
浓度的病毒悬液，以１０～４００ＭＯＩ的感染复数分别感染 ＵＴ７／
Ｅｐｏ细胞，终体积为２５０μｌ／孔。感染后６ｈ补加新鲜培养基，
２５０μｌ／孔（每个感染剂量设３个复孔，实验重复３次）。感染
４８ｈ后，流式细胞仪检测荧光阳性细胞比例，即为该病毒相应
感染剂量下的感染效率。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行两组间均数比较的ｔ检验。

２　结果

２．１　重组腺病毒质粒 ｐＡｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ的鉴定
　　ＨｐａⅠ酶切获得１６１０、７７０８、９５６、１０３６８、１８３７３ｂｐ片段大
小产物，ＰａｃⅠ酶切获得 ４５８０、３４４３５ｂｐ片段大小产物（图
１Ａ）；酶切和ＰＣＲ产物大小（图１Ｂ）均与理论值一致，表明含有
Ｆ１１Ｐ和ＴＰＥ基因的重组腺病毒质粒构建成功。
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Ａ：酶切鉴定　１：ＰａｃⅠ酶切腺病毒质粒 ｐＡｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ；
Ｍ１：λＨｉｎｄⅢ ＤＮＡ　标准；２～４：ＨｐａⅠ分别酶切ｐＡｄＴＰＥＧＦＰ质
粒、ｐＡｄ５Ｆ１１ｐＧＦＰ质粒和重组腺病毒质粒 ｐＡｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ；
Ｍ２：ＤＬ１５０００ＤＮＡ标准；５：ＨｐａⅠ酶切重组腺病毒 Ａｄ５Ｆ１１ｐ
ＴＰＥＧＦＰ基因组；Ｂ：ＰＣＲ鉴定　Ｍ１：ＤＬ２０００ＤＮＡ标准；１～４：分
别为以重组 腺 病 毒 质 粒 ｐＡｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ、重 组 腺 病 毒
Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ基因组、质粒 ｐＡｄ５Ｆ１１ｐＧＦＰ和质粒 ｐＡｄＴＰＥＧ
ＦＰ为模板同时扩增Ｆ１１ｐ和ＴＰＥ基因；５：阴性对照
图１　重组腺病毒质粒ｐＡｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ及病毒基因组的鉴定

２．２　重组腺病毒Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ的拯救
　　将线性化的 ｐＡｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ质粒转染 ＨＥＫ２９３细胞，获
得了重组腺病毒 Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ。荧光倒置显微镜观察发现
转染后２４～４８ｈ可见绿色荧光产生（图２Ａ），转染后８～１０ｄ
出现典型的细胞病变效应（图２Ｂ）。
２．３　重组腺病毒 Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ能感染 ＵＴ７／Ｅｐｏ

细胞并能在其中复制

　　病变的ＨＥＫ２９３细胞经冻融裂解后离心，取上清感染 ＵＴ
７／Ｅｐｏ细胞，４８ｈ内可见绿色荧光产生（图２Ｃ），表明获得的重
组腺病毒可以感染 ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞。将感染的 ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞
冻融，取上清感染新的 ＨＥＫ２９３细胞，４８ｈ内可见绿色荧光产
生（图２Ｄ），表明构建的重组腺病毒Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ能在 ＵＴ
７／Ｅｐｏ细胞中复制并产生子代病毒。
２．４　重组腺病毒Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ的鉴定
　　重组腺病毒Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ基因组酶切片段大小和ＰＣＲ
产物大小均与理论值一致（图１Ａ泳道５和图１Ｂ泳道２），表明
同时含有Ｆ１１Ｐ和ＴＰＥ基因的重组腺病毒构建成功。
２．５　重组腺病毒Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ的扩增、纯化与滴定
　　在ＨＥＫ２９３细胞中大量扩增重组腺病毒，收集细胞，冻融３
次释放病毒，经ＣｓＣｌ密度梯度超速离心纯化后，获得高度浓缩
病毒，Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ病毒颗粒浓度和感染滴度分别为３．７５×
１０１１ｖｐ／ｍｌ和２×１０１０Ｕ／ｍｌ，两者比值约为１９，重组腺病毒的颗
粒浓度、感染滴度值及其比值均符合本实验要求，可用于实验

研究。

２．６　重组腺病毒 Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ体外感染 ＵＴ７／
Ｅｐｏ细胞的感染效率

　　经流式细胞仪检测得到，当以１０ＭＯＩ感染ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞
时，重组腺病毒Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ感染效率可达５０％以上；此后
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Ａ～Ｄ：绿色荧光；Ｅ～Ｈ：可见光；Ａ、Ｅ：线性化 ｐＡｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ质粒转染 ＨＥＫ２９３（４８ｈ）；Ｂ、Ｆ：线性化 ｐＡｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ质粒转染
ＨＥＫ２９３（８ｄ）；Ｃ、Ｇ：转染的ＨＥＫ２９３细胞冻融上清感染 ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞；Ｄ、Ｈ：感染 Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ的 ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞冻融上清感染
ＨＥＫ２９３细胞

图２　重组腺病毒Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ的拯救　（×１００）
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随着ＭＯＩ升高，感染效率逐渐增加，ＭＯＩ为２００时，感染效率达
９８．２％。Ａｄ５ＧＦＰ空载体病毒感染 ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞，在 ＭＯＩ达
到４００时感染效率仅为３３．７％（表１），由此可见重组腺病毒
Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ对ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞的感染效率高于空载体病
毒Ａｄ５ＧＦＰ（ｎ＝３，Ｐ＜０．０１）。

表１　重组腺病毒Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ和空载体病毒Ａｄ５ＧＦＰ感染
ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞的感染效率的比较（％）

ＭＯＩ Ａｄ５ＧＦＰ Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ
１０ － ５７．９
２０ － ６９．５
５０ １７．８ ７５．３ａ

１００ ２３．８ ９７．４ａ

２００ ２９．７ ９８．２ａ

４００ ３３．７ －

ａ：Ｐ＜００１，与Ａｄ５ＧＦＰ比较

３　讨论

　　本研究基于 Ａｄ５构建的重组腺病毒 Ａｄ５Ｆ１１ｐ
ＴＰＥＧＦＰ，兼有以下两个特点，第一，Ａｄ５的纤维顶球
（ｆｉｂｅｒ）基因由Ｂ组人腺病毒Ａｄ１１ｐ的同源基因构成，
新近的研究表明，除 ＣＤ４６分子外，Ａｄ１１ｐ还可以通过
其他受体分子进入细胞［８－９］，预想构建的重组腺病毒

对ＵＴ７／Ｅｐｏ造血肿瘤细胞有较高的感染效率。这一
点得到了证实，携带有 Ａｄ１１ｐ纤突蛋白同源基因的重
组腺病毒 Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ对 ＵＴ７／Ｅｐｏ的感染效率
明显高于空载体腺病毒 Ａｄ５ＧＦＰ。当重组腺病毒
Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰＭＯＩ为１０时，荧光阳性细胞比例即
可达５０％以上，而空载体腺病毒 Ａｄ５ＧＦＰＭＯＩ为４００
时，荧光阳性细胞比例仅为３３．７％。第二，新构建的
重组腺病毒基因组内，肿瘤特异性启动子 ＴＥＲＴｐ替代
内源性腺病毒 Ｅ１Ａ启动子，它含有除 Ｅ１Ａ启动子之
外的全部Ｅ１区基因，即重组腺病毒基因组 Ｅ１Ａ区受
ＴＥＲＴｐ控制，能够特异地启动 Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ在端
粒酶阳性肿瘤细胞中复制。有研究表明，在８５％以上
的恶性肿瘤中都有端粒酶的激活［１０］，我们期望新构建

的重组腺病毒能在人白血病细胞 ＵＴ７／Ｅｐｏ中复制。
ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞作为细小病毒Ｂ１９的半容许细胞之一，
用于细小病毒Ｂ１９的体外培养体系的研究，尽管细小
病毒Ｂ１９感染 ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞时，病毒复制程度和子
代病毒产量远不及感染骨髓细胞高［１１］，且１项比较研
究表明 ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞的１株亚克隆 ＵＴ７／Ｅｐｏｓ１对
细小病毒 Ｂ１９更为敏感［１２］，但后两者细胞的来源有

限，在用于 Ｂ１９体外培养的研究方面，其应用受到限
制。故我们应用常用于 Ｂ１９病毒体外培养研究的半
容许细胞ＵＴ７／Ｅｐｏ进行实验。利用ＧＦＰ作为报告基
因，通过荧光显微镜我们观察到，感染重组腺病毒

Ａｄ５Ｆ１１ｐＴＰＥＧＦＰ的 ＵＴ７／Ｅｐｏ冻融上清感染新的
ＨＥＫ２９３细胞，４８ｈ内出现 ＧＦＰ的表达。这表明构建

的重组腺病毒能够在 ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞中复制，并且产
生了有感染性的子代病毒。

　　综上所述，本实验构建的重组腺病毒 Ａｄ５Ｆ１１ｐ
ＴＰＥＧＦＰ既能高效感染ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞，又能在其中复
制。基于这两点，预计构建的重组腺病毒 Ａｄ５Ｆ１１ｐ
ＴＰＥＧＦＰ在体外以低剂量高效感染 ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞，既
不足以对ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞产生明显的杀伤作用，又可在
细胞中复制，反式提供细小病毒Ｂ１９复制的基因转录产
物［１］Ｅ１Ａ、Ｅ１Ｂ５５Ｋ、Ｅ２Ａ、Ｅ４ｏｒｆ６和ＶＡＲＮＡ，从而为细小
病毒Ｂ１９在ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞的高效复制创造条件，为实
现Ｂ１９在ＵＴ７／Ｅｐｏ细胞中产生更高水平的感染性子代
病毒及其体外培养研究奠定基础。
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