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　　【摘要】　目的　构建含有人 Ａｐｅｌｉｎ 受体（Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ）基因的 ｐＤＣ３１６唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ 腺病毒穿梭载体，为
糖尿病相关基因 Ａｐｅｌｉｎ的体内研究提供新方法。 方法　ＰＣＲ方法分别扩增 Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ基因，测序正确后与载
体 ｐＤＣ３１６唱ＥＧＦＰ连接，构建重组腺病毒载体 ｐＤＣ３１６唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ；脂质体法与腺病毒骨架载体共转染
ＨＥＫ２９３ 细胞进行重组腺病毒包装，稀释法测定腺病毒滴度。 ＲＴ唱ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测 Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ的表
达。 结果　限制性核酸内切酶鉴定及测序结果均证明 Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ 基因成功扩增并克隆到重组腺病毒载体
ｐＤＣ３１６唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ。 在 ＨＥＫ２９３ 中成功包装出含 Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ的腺病毒 Ａｄ唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ，病毒滴度为 ３畅１ ×
１０９ ＴＣＩＤ５０／ｍｌ，感染 Ａｄ唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ 的 ＨＥＫ２９３Ｅ 细胞中可检测到 Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达。
结论　成功构建了真核表达载体 ｐＤＣ３１６唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ，得到了表达绿色荧光蛋白的 Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ腺病毒，该病
毒有望用于糖尿病的体内研究实验。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｖｅｃｔｏｒ ｐＤＣ ３１６唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｈｕｍａｎ
Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ（Ａｐｅｌｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ）ｇｅｎｅ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ in vivo ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｅｓ唱ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ Ａｐｅｌｉｎ．Methods　Ｔｈｅ Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ ｇｅｎｅ ｒｅｇｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ
ｓｈｕｔｔｌｅ ｖｅｃｔｏｒ ｐＤＣ３１６唱ＥＧＦＰ ｖｅｃｔｏｒ ｔｏ ｇｅｎｅｒａｔｅ ｔｈｅ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＤＣ３１６唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｇｅｎｅ
ｒｅｇｉｏｎｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ．Ｔｈｅｎ ｐＤＣ３１６唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ ｗａｓ ｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＨＥＫ２９３Ｅ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｂａｃｋｂｏｎｅ ｐｌａｓｍｉｄ ｂｙ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ ｔｏ ｇｅｔ ｐａｃｋａｇｅｄ．Ｔｈｅ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＴＣＩＤ５０．Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ唱ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ．Results　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｖｅｃｔｏｒ ｐＤＣ ３１６唱ａｐｅｌｉｎＲ唱
ＥＧＦＰ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ．Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ Ａｄ唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ
ＨＥＫ２９３Ｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒ ｗａｓ ３畅１ ×１０９ ＴＣＩＤ５０／ｍｌ．Ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ ｍＲＮＡ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ＨＥＫ２９３Ｅ ｃｅｌｌｓ．Conclusions　Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｖｅｃｔｏｒ ｐＤＣ３１６唱ａｐｅｌｉｎＲ唱
ＥＧＦＰ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ，ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｅｓ in vivo．

【Key words】　Ａｄｅｎｏｖｉｒｉｄａｅ；　Ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ；　Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ

　　Ａｐｅｌｉｎ是 １９９８年由日本科学家 Ｔａｔｅｍｏｔｏ等首次通
过反向药理学方法从牛胃分泌物中提取并纯化的孤儿

Ｇ蛋白偶联受体唱血管紧张素受体相关蛋白（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ唱ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｊ，ＡＰＪ）的天然配体，是一种具有重
要生物学作用的心血管活性多肽，属于肾素唱血管紧张
素唱醛固酮系统（ＲＡＳ）新的组分［１唱３］ 。 Ａｐｅｌｉｎ 及其受体
Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ在体内组织中广泛分布，人类 Ａｐｅｌｉｎ 主要在

脑、心脏、肾、肺以及血管内皮细胞中高度表达，表明其
可作为内分泌、旁分泌、自分泌的活性物质发挥广泛的
生物学效应［４唱６］ ，如调节水盐代谢、促进摄水、调节垂体
激素释放等。 Ａｐｅｌｉｎ可抑制胰岛素释放与调节血液内
环境稳定参与 ２型糖尿病的发病。
然而目前为止，对于 Ａｐｅｌｉｎ 及 Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ 参与相关

疾病的体内实验研究较少。 本实验构建的腺病毒载体
ｐＤＣ３１６唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ，即可作为真核表达载体转染细
胞用于研究细胞内信号分子和信号转导作用的分子机

制，也可将包装得到的腺病毒注射动物用于体内研究
Ａｐｅｌｉｎ参与糖尿病代谢的机制，研究该基因在体内外
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参与细胞信号转导及糖尿病的发生机制，结果有助于为
基础研究和临床治疗提供新的理论依据和实验基础 。

材料与方法

一、材料
质粒 ｐＤＣ３１６ 和腺病毒的骨架质粒 ｐＢＨＧｌｏｘΔＥ１、

３Ｃｒｅ以及腺病毒包装所用 ＨＥＫ２９３ 细胞购自本元正阳
公司。 人脐静脉细胞株 ＥＣＶ３０４、ｐＤＣ３１６唱ＥＧＦＰ为本实
验室保存。 ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）、抗生素均
购自 Ｇｉｂｃｏ公司。 Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ一抗购自 Ａｂｃａｍ（ａｂ８４２９６）
公司，羊抗兔二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公
司。 反转录试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司，转染试剂 Ｌｉｐｏ唱
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 和 ＯＰＴＩ唱ＭＥＭ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。
限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ、Ｔａｑ 酶、Ｔ４ 连接酶、
ｐＭＤ１８唱Ｔ载体、 ＪＭ１０９ 和 ＤＨ５α感受态细胞均购自
ＴａＫａＲａ公司。 质粒提取试剂盒、ＤＮＡ凝胶回收试剂盒
和病毒 ＲＮＡ提取试剂盒均购自上海华舜公司。
二、方法
１．引物设计及 ＰＣＲ 扩增基因序列：根据 Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ

基因序列（ＮＭ＿００５１６１）和载体酶切位点设计引物，正
义引物为： Ｆ： ５′唱ＣＣＴＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＧＧＡＡＧＧＴＧＧ唱３′
（含 ＥｃｏＲⅠ酶切位点），反义引物为 Ｒ：５′唱ＧＧＡＡＧＣＴ唱
ＴＣＴＡＧＴＣＡＡＣＣＡＣＡＡＧ唱３′（含 ＨｉｎｄⅢ酶切位点），扩增
片段大小 １１４３ ｂｐ。 以 ＥＣＶ３０４ 细胞 ｃＤＮＡ 为模板，
ＴａＫａＲａ Ｅｘ Ｔａｑ 酶进行 ＰＣＲ 扩增，反应体系按常规。
ＰＣＲ反应参数为：９４ ℃变性 ３０ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃
延伸 ９０ ｓ，３５ 个循环；７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ。 取 １０ μｌ ＰＣＲ
扩增产物，１畅５ ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳 ０畅５ ｈ，凝胶图像分
析仪分析结果，用凝胶回收试剂盒对目的片段进行
回收。

２．ｐＭＤ１８唱Ｔ唱ａｐｅｌｉｎＲ载体构建：将回收目的片段与
ｐＭＤ１８唱Ｔ克隆载体连接（１６ ℃，过夜），转化大肠杆菌
ＪＭ１０９ 感受态细胞，用 Ｘ唱ｇａｌ和 ＩＰＴＧ进行蓝白筛选，挑
选白色阳性克隆提取质粒并进行酶切鉴定，将连接有
Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ基因序列的质粒命名为 ｐＭＤ１８唱Ｔ唱ＡｐｅｌｉｎＲ，送
北京奥科生物有限公司进行测序。

３．ｐＤＣ３１６唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ腺病毒载体构建：将测序
正确的 ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ 基因序列的 ｐＭＤ１８唱Ｔ唱ＡｐｅｌｉｎＲ 与载体
ｐＤＣ３１６唱ＥＧＦＰ（本室构建）用限制酶 ＥｃｏＲⅠ和 ＨｉｎｄⅢ
酶切，琼脂糖凝胶电泳分别回收 Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ 基因片段和
载体；将回收的载体和目的基因用 Ｔ４ 连接酶 １６ ℃连
接过夜，转化 ＤＨ５α感受态细胞，涂布氨苄抗性的 ＬＢ
培养板。 挑取单克隆接种于含氨苄的 ＬＢ培养基，提取
质粒并将鉴定正确的腺病毒载体命名为 ｐＤＣ３１６唱
ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ。

４．细胞转染及病毒包装：人胚肾细胞（ｈｕｍａｎ ｅｍ唱
ｂｒｙｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ，ＨＥＫ２９３）培养于含 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养液中。 在转染前 １ ｄ，选择生长状态良好的
细胞，用 ０畅２５％胰蛋白酶消化后，按 ３ ×１０５

细胞／孔培
养于六孔板，置 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 孵箱内培养 ２４ ｈ。 细胞
生长密度约 ７０％～８０％时转染。 转染采用脂质体转染
法，操作步骤按说明书进行，将纯化的腺病毒骨架质粒
与 ｐＤＣ３１６唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ与共转染 ＨＥＫ２９３Ｅ细胞进行
同源重组，转染 ４ ｈ 后，更换不含有抗生素的完全
ＤＭＥＭ 培养液，３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养。 腺病毒载体在
ＨＥＫ２９３Ｅ细胞中通过基因同源重组，产生具有感染性
的重组腺病毒颗粒。 由于 ｐＤＣ３１６唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ 系统
在细胞内可以表达绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ），转染后的
２４ ｈ在荧光倒置显微镜下观察到荧光，确定转染成功。
在转染 ４ ｄ观察到细胞病变（ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ）即
细胞出现肿胀、变圆、聚集、脱落等形态改变。 转染１０ ｄ
左右，大部分细胞出现 ＣＰＥ 后收集细胞及含病毒的培
养液， －８０ ℃冻存。

５．重组病毒的鉴定：将收集的细胞反复冻融
（ －８０ ℃，３７ ℃）三次，超声破碎后离心收集上清。 取
２ ×１０６ 细胞，抽提病毒 ＲＮＡ，用 Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ 基因引物
ＰＣＲ鉴定重组病毒中是否含有目的基因片段，以转染
空载体的细胞作阴性对照。 同时取 ２ ×１０６ 细胞裂解蛋

白，加上样缓冲液，ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ电泳，转膜后脱脂牛奶封
闭 ２ ｈ，用 Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ一抗免疫，４ ℃过夜，ＴＢＳＴ洗一抗后
用 ＦＩＴＣ标记的羊抗兔二抗免疫 ２ ｈ，发光显影进行
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。 将鉴定后的腺病毒命名为 Ａｄ唱
ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ，并在 ＨＥＫ２９３Ｅ 细胞中扩增 ３ 代后获得
高滴度重组腺病毒。 病毒上清用氯化铯（ＣｓＣｌ）梯度离
心纯化， －８０ ℃保存。

６．重组腺病毒滴度测定（ＴＣＩＤ５０）：制备 ９６ 孔板
单层ＨＥＫ２９３Ｅ细胞，每孔１０４

个细胞，将病毒上清按照
１∶１０ 系列倍比稀释于 ２％ ＤＭＥＭ 培养液中，１００ μｌ 稀
释的上清感染细胞，每个稀释度接种 ８ 个孔，设阴性对
照孔，对照孔加入１００ μｌ ２％ ＤＭＥＭ维持液，３７ ℃、５％
ＣＯ２ 培养。 每天观察荧光并记录出现 ＣＰＥ 的孔数及时
间，待细胞病变不再发展后，记录结果，计算病毒滴度
ＴＣＩＤ５０。

结　　果

１．Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ 基因扩增及鉴定：ＰＣＲ 反应扩增出
Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ基因片段，１畅５％琼脂糖凝胶电泳观察，可见
１１４３ ｂｐ目的基因片段（图 １），扩增的片段与预期片段
大小一致。 将回收的目的片段构建 ｐＭＤ１８唱Ｔ唱ａｐｅｌｉｎＲ
载体，测序证实成功扩增 Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ基因序列。
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　　２．重组腺病毒载体的构建及扩增：将正确的基因
序列构建腺病毒穿梭质粒 ｐＤＣ３１６唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ，构建
好的质粒分别经 ＥｃｏＲⅠ和 ＨｉｎｄⅢ依次酶切后，１畅５％
琼脂糖凝胶电泳可见到 １１００ ｂｐ左右条带，证实目的基
因已成功构建到腺病毒载体中（图 ２）。

３．重组腺病毒 Ａｄ唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ的包装及滴度测
定： ｐＤＣ３１６唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ 与 腺 病 毒 骨 架 质 粒
ｐＢＨＧｌｏｘΔＥ１、３ Ｃｒｅ共转染ＨＥＫ２９３Ｅ细胞，２４ ｈ后荧光
显微镜见到绿色荧光转染成功，４ ｄ左右出现细胞病变
效应，可见细胞肿胀、变圆、聚集，贴壁能力下降而脱落
（图 ３）。 １０ ｄ大部分细胞病变，收集细胞，冻融及超声
后离心收集上清。 取部分上清感染 ＨＥＫ２９３Ｅ 细胞扩
增重组腺病毒，扩增 ３代后获得高滴度的重组腺病毒，
命名为 Ａｄ唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ。 ＴＣＩＤ５０ 测定重组腺病毒滴

度为 ３畅１ ×１０９ ＴＣＩＤ５０／ｍｌ。
４．重组腺病毒 Ａｄ唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ 的鉴定：在感染

Ａｄ唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ的 ＨＥＫ２９３Ｅ细胞中检测 Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ的
蛋白水平：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定方法如前所述，结果显示，
Ａｄ唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ感染组提取的蛋白在 ５８ ｋＤａ 处有一
阳性条带，而空载体感染组和同期培养的 ＨＥＫ２９３Ｅ细
胞在此处未见条带（图 ４），表明 Ａｄ唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ感染
的 ＨＥＫ２９３Ｅ细胞表达 Ａｐｅｌｉｎ唱Ｒ蛋白，说明扩增病毒为
重组腺病毒 Ａｄ唱ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ。

讨　　论

２型糖尿病也称作成人发病型糖尿病，是一种多基
因遗传性疾病。 一般认为，２型糖尿病的发生是多源性
的，是环境因素和遗传因素共同作用的结果，病因与胰
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岛素抵抗和胰岛素分泌不足有关。 Ａｐｅｌｉｎ 作为一种脂
肪细胞因子，广泛表达于体内各种组织，并通过其特异
性受体 ＡＰＪ 在垂体激素释放、体液平衡以及摄食等多
种生理活动中发挥着重要作用

［７唱８］ 。 Ａｐｅｌｉｎ／ＡＰＪ 系统
对胰岛素的分泌亦有作用，并且胰岛素可以调节脂肪
细胞合成 Ａｐｅｌｉｎ，推测 Ａｐｅｌｉｎ／ＡＰＪ 系统可能参与 ２ 型
糖尿病的发生发展［９］ 。 Ａｐｅｌｉｎ 作为 ＡＰＪ 的一种配体，
大部分关于 Ａｐｅｌｉｎ 的研究都集中于心血管方面。 Ｌｅｅ
等

［１０］
研究表明，Ａｐｅｌｉｎ 广泛分泌于全身的脂肪细胞；肥

胖伴有高胰岛素血症导致 Ａｐｅｌｉｎ 过度表达。 人体研究
发现：伴有肥胖的 ２ 型糖尿病患者血浆中 Ａｐｅｌｉｎ 水平
高于正常组，这种 Ａｐｅｌｉｎ 水平的增高与血糖浓度和胰
岛素敏感性密切相关［１１］ 。 这些研究都提示胰岛素可能
上调脂肪细胞中 Ａｐｅｌｉｎ 的表达水平。 Ａｐｅｌｉｎ 不仅受到
胰岛素的调控，而且初步研究表明 Ａｐｅｌｉｎ 也很可能会
影响胰岛素的产生，但这一现象及其对应的分子机制
尚待进一步验证

［１２唱１３］ 。 越来越多的研究显示 Ａｐｅｌｉｎ 在
糖尿病发生发展中发挥重要作用。 因此，对 Ａｐｅｌｉｎ 的
深入研究有望为糖尿病的发病机制及临床治疗提供一

个新的方法和思路。
腺病毒载体具有转基因效率高，体外实验通常接

近 １００％的转导效率；可转导不同类型的人组织细胞，
不受靶细胞是否为分裂细胞所限；容易制得高滴度病
毒载体，在细胞培养物中重组病毒滴度可达 １０１１ ／ｍｌ；进
入细胞内并不整合到宿主细胞基因组，仅瞬间表达，安
全性高等优点，成为继逆转录病毒载体之后广泛应用
且最具前景的病毒载体

［１４］ 。
实验结果表明，我们构建重组腺病毒载体 ｐＤＣ３１６唱

ａｐｅｌｉｎＲ唱ＥＧＦＰ质粒中带有 ＥＧＦＰ报告基因，可用于直接
观察转染和感染效率及监测重组病毒的滴度，用鉴定
正确的重组腺病毒质粒转染 ＨＥＫ２９３Ｅ 细胞，包装产生
的腺病毒可用于细胞实验和动物实验，为体内外研究
糖尿病的发病及相关分子通路奠定基础。
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