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秦川牛犛犚犈犅犘１基因重组腺病毒载体的

构建与病毒包装
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摘　要：克隆秦川牛的犛犚犈犅犘１基因并构建重组腺病毒表达载体，包装扩繁获得高滴度病毒，拟为在细胞水平上

开展基因功能的研究奠定基础。本试验以秦川牛脂肪组织为试验材料，提取总ＲＮＡ并反转得到ｃＤＮＡ，以Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ收录的牛的犛犚犈犅犘１基因ｍＲＮＡ序列设计引物，ＰＣＲ扩增犛犚犈犅犘１基因与克隆载体ｐＭＤ１９ＴＳｉｍｐｌｅ连接

并测序鉴定。挑选测序正确的犛犚犈犅犘１基因酶切后连接到腺病毒穿梭载体上构建ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＳＲＥＢＰ１表达

载体，用犘犿犲Ⅰ限制酶酶切线性化，然后转染到含有骨架载体ｐＡｄＥａｓｙ１的犈．犮狅犾犻ＢＪ５１８３感受态进行同源重组，

得到腺病毒重组载体ｐＡｄＳＲＥＢＰ１。用犘犪犮Ⅰ限制酶酶切线性化ｐＡｄＳＲＥＢＰ１载体并回收质粒大片段，转染２９３Ａ

细胞包装病毒并扩繁提高病毒滴度，绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）标记法测定腺病毒的滴度。本试验成功克隆了秦川牛的

犛犚犈犅犘１基因，测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ收录的牛的基因序列比较有２处位点突变，均已排除扩增酶的保真性不高等

外界因素造成的。将犛犚犈犅犘１基因与穿梭载体连接构建了ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＳＲＥＢＰ１表达载体，并与骨架载体重

组得到重组腺病毒载体ｐＡｄＳＲＥＢＰ１，用犘犪犮Ⅰ酶切线性化包装病毒，扩繁得到病毒滴度为１．５×１０
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高滴度病毒。本研究成功克隆秦川牛犛犚犈犅犘１基因并重组成病毒重组子，包装扩繁得到高滴度腺病毒。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：Ｑｉｎｃｈｕａｎｃａｔｔｌｅ；犛犚犈犅犘１；ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ

　　牛肉肉质鲜美，具有高蛋白低脂肪等特点，同时

含有多种必需氨基酸，享有“肉中骄子”的美称［１］。

牛肉的大理石花纹是衡量牛肉品质的重要指标，它

主要是由肌内脂肪含量和分布决定的［２］。固醇调节

元件结合蛋白（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＳＲＥＢＰｓ）是一种膜结合蛋白，属于碱性螺

旋环螺旋亮氨酸拉链转录因子家族，它能够通过

与下游基因启动子中的ＳＲＥ（５′ＴＣＡＣＮＣＣＡＣ３′）

序列结合来调控基因表达［３］，是负责脂肪酸和胆固

醇代谢相关一些关键酶的主要催化剂［４１０］，与脂肪

酸和胆固醇代谢相关诸多疾病有密切关系［１１１７］。

犛犚犈犅犘狊基因家族在脊椎动物中包含犛犚犈犅犘１和

犛犚犈犅犘２两个基因，ＳＲＥＢＰ１主要负责激活脂肪酸

的合成，ＳＲＥＢＰ２则优先激活胆固醇的合成和摄

取［１８２１］。在人和小鼠，犛犚犈犅犘１通过第一外显子的

一个可变剪接转录翻译２个亚型蛋白ＳＲＥＢＰ１ａ和

ＳＲＥＢＰ１ｃ
［２２］。而在牛，犛犚犈犅犘１可能仅以一种形

式存在［２３］。犛犚犈犅犘１ｃ能够促进过氧化物酶体增

殖物激活受体γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ＰＰＡＲγ）和内源性犘犘犃犚γ的产生，并

与犘犘犃犚γ和ＣＣＡＡＴ增强子结合蛋白（ＣＣＡＡＴ

ｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，Ｃ／ＥＢＰｓ）协同调控脂肪

细胞分化［２４］。在３Ｔ３Ｌ１前体脂肪细胞中过表达

犛犚犈犅犘１ｃ基因促进了脂肪酸合酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎ

ｔｈａｓｅ，ＦＡＳ）和乙酰辅酶Ａ羧化酶（ａｃｅｔｙｌＣｏＡｃａｒ

ｂｏｘｙｌａｓｅ，ＡＣＣａｓｅ）等脂肪 沉 积 相 关 基 因 的 表

达［２５］。在正常饲喂条件下的ＳＲＥＢＰ１ｃ（／）小鼠，

肝脏中ＦＡＳ和 ＡＣＣ的含量显著减少
［２６］。在培养

的牛乳腺上皮细胞中干扰犛犚犈犅犘１基因后 ＡＣＣ、

ＦＡＳ、异柠檬酸脱氢酶（ｉｓｏｃｉｔｒａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ）等

基因的表达量同样出现不同程度的减少［４］，并且能

够恢复脂肪变性［１３］，通过加强运动降低ＳＲＥＢＰ１ｃ

蛋白水平也同样能够恢复脂肪变性［２７］。综上，

犛犚犈犅犘１基因在脂肪酸的代谢过程中起关键作用，

因此研究秦川牛犛犚犈犅犘１基因在前体脂肪细胞分

化与脂肪酸代谢过程中的调控作用，对阐明牛肉肌

内脂肪形成过程，增加肌内脂肪含量，提高牛肉质量

具有重要的意义。

鉴于犛犚犈犅犘１基因的重要功能，但应用病毒介

导的过表达技术，包装获得过表达病毒，以实现对多

种原代细胞的高效侵染及持续高过表达来研究该基

因的功能尚未见报道。因此本试验以秦川牛脂肪组

织为试验材料，克隆秦川牛犛犚犈犅犘１基因，插入

ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ穿梭载体，然后与ｐＡｄＥａｓｙ１腺病

毒骨架载体重组，构建重组腺病毒表达载体，并包装

出高滴度病毒，为基因功能的研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　试验组织样　　以国家肉牛改良中心良繁

场２４月龄秦川牛公牛为试验材料，屠宰后立即取适

量皮下脂肪组织于无 ＲＮａｓｅ和ＤＮａｓｅ的１．５ｍＬ

离心管中，迅速置于液氮，运回实验室于－８０℃保

存备用。

１．１．２　试剂　　腺病毒穿梭载体 ｐＡｄＴｒａｃｋ

ＣＭＶ、含有骨架载体ｐＡｄＥａｓｙ１的犈．犮狅犾犻ＢＪ５１８３

菌株、２９３Ａ细胞系均由西北农林科技大学国家肉牛

改良中心保存；ＤＨ５α感受态、Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自
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天根生化科技（北京）有限公司；质粒小量提取试剂

盒、无内毒素质粒小量提取试剂盒、ＤＮＡ胶回收试

剂盒均购自 ＯＭＥＧＡ公司；犎犻狀ｄⅢ、犈犮狅ＲⅤ、犘犪犮

Ⅰ、犘犿犲Ⅰ限制酶购自ＮＥＢ公司，ｐＭＤ１９ＴＳｉｍ

ｐｌｅＶｅｃｔｏｒ，５００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自大连ＴａＫａＲａ

公司；１ｋｂＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自中科瑞泰（北京）生物

科技有限公司；ＫＯＤＰｌｕｓＶｅｒ．２高保真聚合酶购

自东洋纺（上海）生物科技有限公司；ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ

ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ与 ＴｕｒｂｏＦｅｃｔ
ＴＭ

ｉｎｖｉｔｒｏＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅｎｇｅｎｔ均购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公

司；Ｔｒｉｚｏｌ、琼脂糖购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；固相

ＲＮａｓｅ去除剂购自北京天恩泽基因科技有限公司；

胎牛血清、ＤＭＥＭ 高糖培养基购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；

ＰＣＲ引物由英潍捷基（上海）贸易有限公司合成；细

胞培养耗材均购自Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；其他试剂均为国

产分析纯。

１．２　方法

１．２．１　犛犚犈犅犘１基因的克隆

１．２．１．１　ＰＣＲ引物的设计、合成：根据 ＧｅｎＢａｎｋ

收录的牛的 犛犚犈犅犘１基因序列（ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

ＮＭ＿００１１１３３０２）用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计ＰＣＲ扩增

引物，并在上游引物引入 犎犻狀ｄⅢ酶切位点，下游引

物引入犈犮狅ＲⅤ酶切位点，引物序列如下，ＳＲＥＢＰ１

犎犻狀ｄ Ⅲ： ＣＣＣａａｇｃｔｔＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＣＧＡＧＣ

ＣＡＣＣＣＴＴＣＡＡＣＧ；ＳＲＥＢＰ１犈犮狅ＲⅤ：ＣＣＧｇａｔａｔｃ

ＣＴＡＧＣＴＧＧＡＧＧＴＣＡＣＡＧＴＧＧＴＣ（小写字母为

引入的酶切位点），ＰＣＲ产物大小是３５１６ｂｐ，将设

计好的引物送英潍捷基（上海）贸易有限公司合成。

１．２．１．２　总ＲＮＡ的提取与ｃＤＮＡ模板的合成：利

用Ｔｒｉｚｏｌ法提取秦川牛皮下脂肪组织总ＲＮＡ，并将

提取的总 ＲＮＡ按照Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ

ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ的说明反转成

ｃＤＮＡ，－８０℃保存备用。

１．２．１．３　犛犚犈犅犘１基因的克隆和鉴定：用 ＫＯＤ

ＰｌｕｓＶｅｒ．２高保真聚合酶ＰＣＲ扩增犛犚犈犅犘１基因，

ＰＣＲ反应体系：ｃＤＮＡ模板１．２μＬ，上下游引物各０．６

μＬ，２５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ ＭｇＳＯ４１．２μＬ，２ｍｍｏｌ·Ｌ

－１

ｄＮＴＰ２μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１２μＬ，

ＫＯＤＰｌｕｓ（１Ｕ·μＬ
－１）０．４μＬ总反应体系２０

μＬ；ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性３ｍｉｎ；３３个ＰＣＲ

循环反应（９５℃变性３０ｓ，６６℃退火３０ｓ，７２℃延

伸２１０ｓ），７２℃最后延伸５ｍｉｎ；取３μＬＰＣＲ产物

琼脂糖凝胶电泳检测。胶回收符合目的大小的

ＤＮＡ片段，回收产物加“Ａ”后与ｐＭＤ１９ＴＳｉｍｐｌｅ

Ｖｅｃｔｏｒ连接，连接产物转化感受态 ＤＨ５α，然后在

ＬＢ琼脂平板培养基上过夜培养，挑取单克隆菌落于

含有氨苄霉素的ＬＢ液体培养基中过夜振荡培养，

菌液ＰＣＲ鉴定，取５ｍＬ菌液提取质粒用 犎犻狀ｄⅢ

和犈犮狅ＲⅤ双酶切鉴定并测序，得到犛犚犈犅犘１基因

的克隆载体ｐＭＤ１９ＴＳＲＥＢＰ１。

１．２．２　ｐＡｄＳＲＥＢＰ１病毒重组子重组与鉴定

１．２．２．１　ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＳＲＥＢＰ１载体的构建与

鉴定：用 犎犻狀ｄⅢ和犈犮狅ＲⅤ分别双酶切克隆载体

ｐＭＤ１９ＴＳＲＥＢＰ１和腺病毒穿梭载体ｐＡｄＴｒａｃｋ

ＣＭＶ，电泳检测并回收目的片段，回收产物用 Ｔ４

ＤＮＡ连接酶连接，连接产物转化ＤＨ５α感受态。挑

单克隆菌落于含有氨苄霉素的ＬＢ液体培养基过夜

振荡培养，取５ｍＬ菌液提取质粒，取５μＬ质粒用

犎犻狀ｄⅢ 和 犈犮狅ＲⅤ 双酶切鉴定并测序，构建成

ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＳＲＥＢＰ１载体。

１．２．２．２　ｐＡｄＳＲＥＢＰ１重组腺病毒载体的构建与

鉴定：用 犘犿犲Ⅰ 酶 切 线 性 化 ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ

ＳＲＥＢＰ１载体，酶切产物转化含有腺病毒骨架载体

ｐＡｄＥａｓｙ１的犈．犮狅犾犻ＢＪ５１８３感受态，涂布在含有

氨苄霉素的ＬＢ琼脂培养皿中过夜培养，挑取单克

隆菌落过夜振荡培养，取５ｍＬ菌液提取质粒，用

犘犪犮Ⅰ限制酶对重组质粒酶切鉴定并测序，然后将

重组质粒ｐＡｄＳＲＥＢＰ１转化感受态ＤＨ５α扩繁、保

菌。

１．２．２．３　腺病毒的包装、扩增与滴度测定：用无内

毒素质粒小量提取试剂盒抽提重组质粒 ｐＡｄ

ＳＲＥＢＰ１，测量质粒浓度并取５μｇ重组质粒用犘犪犮

Ⅰ酶切然后胶回收大片段，用ＴｕｒｂｏＦｅｃｔ
ＴＭｉｎｖｉｔｒｏ

ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅｎｇｅｎｔ以２μｇ每孔（６孔板）转染融

合度为８０％～９０％的２９３Ａ细胞包装病毒。转染后

２４ｈ，在荧光显微镜下观察绿色荧光数量与分布情

况，以跟踪腺病毒的包装与增殖过程；转染６～８ｄ，

局部出现绿色荧光葡萄串样聚集现象；转染１０～１２

ｄ大量细胞病变变圆脱壁，出现明显的空斑，待约

５０％细胞从培养容器底部脱落时收集全部培养液与

细胞至离心管中，将细胞悬液于－８０／３７℃反复冻

融并涡旋振荡２次，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，收

集上清液，即为第１代病毒悬液。

用第１代病毒悬液侵染融合度约９０％的２９３Ａ

细胞，２～３ｄ后，细胞出现病变，开始变圆脱落，待

脱落５０％左右，收集细胞按前述方法收集上清液，
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即为第２代病毒悬液。用第２代病毒悬液再次侵染

２９３Ａ细胞，重复“侵染—冻融—收集”，以大量扩繁

病毒和提高病毒滴度。将收集的高滴度病毒悬液用

绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）标记法测定病毒滴度，具体步骤

参考Ｌ．Ｌｙｂａｒｇｅｒ等
［２８］及Ｄ．Ｃ．Ｈｉｔｔ等

［２９］的方法。

２　结　果

２．１　秦川牛犛犚犈犅犘１基因的克隆及鉴定

ＰＣＲ扩增 犛犚犈犅犘１基因，目的片段长度为

３５１６ｂｐ（图１Ａ），回收符合目的片段大小的ＤＮＡ

片段 与 ｐＭＤ １９Ｔ Ｓｉｍｐｌｅ Ｖｅｃｔｏｒ 连 接，构 建

犛犚犈犅犘１基因克隆载体 ｐＭＤ １９ＴＳＲＥＢＰ１，用

犎犻狀ｄⅢ和犈犮狅ＲⅤ双酶切检测并测序，双酶切得到２

条条带，大小分别是２６９２、３５０６ｂｐ（图１Ｂ）。测序

发现，本试验得到的秦川牛犛犚犈犅犘１基因序列与

ＧｅｎＢａｎｋ收录序列比较，秦川牛 犛犚犈犅犘１基因

ＣＤＳ区存在２个突变位点，分别位于１４７３ｂｐ

（ＧＣＧＣＡ／ＧＣＴＣＧ，丙氨酸同义突变）和２５５５ｂｐ

（ＧＣＴＣＴ／ＣＴＡＣＣＴ，亮氨酸到脯氨酸的错义突

变）。为排除可能是由ＰＣＲ扩增时聚合酶保真性不

高等外界因素造成的突变，笔者重新扩增了另外２

头秦川牛的犛犚犈犅犘１基因，均有相同的突变位点，

因此这２个突变位点为秦川牛基因组中固有的突变

位点，犛犚犈犅犘１基因克隆成功。

Ｍ１．５００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ相对分子质量标准；Ｍ２．１ｋｂ

ＤＮＡ相对分子质量标准；１～３．ＰＣＲ 扩增秦川牛

犛犚犈犅犘１基因产物；４～５．ｐＭＤ １９ＴＳＲＥＢＰ１质粒

犎犻狀ｄⅢ和犈犮狅ＲⅤ双酶切

Ｍ１．５００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；Ｍ２．１ｋｂＤＮＡｍａｒｋ

ｅｒ；１３．Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆ犛犚犈犅犘１ｇｅｎｅ

ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ；４５．ＤｉｇｅｓｔｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＭＤ１９

ＴＳＲＥＢＰ１ｐｌａｓｍｉｄｂｙ犎犻狀ｄⅢａｎｄ犈犮狅ＲⅤ
图１　犛犚犈犅犘１基因克隆及狆犕犇１９犜犛犚犈犅犘１的鉴定

犉犻犵．１　犆犾狅狀犻狀犵狅犳犛犚犈犅犘１犵犲狀犲犪狀犱犲狀狕狔犿犲犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪

狋犻狅狀狅犳狆犕犇１９犜犛犚犈犅犘１

２．２　狆犃犱犜狉犪犮犽犆犕犞犛犚犈犅犘１穿梭载体构建与鉴

定

　　 用 犎犻狀ｄ Ⅲ 和 犈犮狅Ｒ Ⅴ 双酶切 ｐＡｄＴｒａｃｋ

ＣＭＶＳＲＥＢＰ１质粒，凝胶电泳检测得到９２２０和

３５０６ｂｐ２条条带（图２），与预期结果一致，结合测

序结果说明穿梭载体构建成功，可与腺病毒骨架载

体重组。

Ｍ．１ｋｂＤＮＡ 相对分子质量标准；１、２．ｐＡｄＴｒａｃｋ

ＣＭＶＳＲＥＢＰ１犎犻狀ｄⅢ和犈犮狅ＲⅤ酶切产物

Ｍ．１ｋｂＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１，２．Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ

ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＳＲＥＢＰ１ｂｙ犎犻狀ｄⅢａｎｄ犈犮狅ＲⅤ
图２　犎犻狀犱Ⅲ和犈犮狅犚Ⅴ双酶切狆犃犱犜狉犪犮犽犆犕犞犛犚犈犅犘１

质粒

犉犻犵．２　 犇犻犵犲狊狋犻狅狀犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀 狅犳 狆犃犱犜狉犪犮犽犆犕犞

犛犚犈犅犘１狆犾犪狊犿犻犱犫狔犎犻狀犱Ⅲ犪狀犱犈犮狅犚Ⅴ

２．３　狆犃犱犛犚犈犅犘１重组质粒鉴定

抽提得到的ｐＡｄＳＲＥＢＰ１重组质粒用犘犪犮Ⅰ

酶切，电泳检测显示２条条带，大小分别约为３０和

４．５ｋｂ（图３），初步说明腺病毒重组质粒 ｐＡｄ

ＳＲＥＢＰ１重组成功，结合测序结果说明重组成功，可

以进行腺病毒的包装。

Ｍ．５００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ相对分子质量标准；１、２．ｐＡｄ

ＳＲＥＢＰ１酶切产物

Ｍ．５００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；１，２．Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄ

ｕｃｔｓｏｆｐＡｄＳＲＥＢＰ１

图３　犘犪犮Ⅰ酶切狆犃犱犛犚犈犅犘１质粒

犉犻犵．３　犇犻犵犲狊狋犻狅狀犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆犃犱犛犚犈犅犘１狆犾犪狊犿犻犱

犫狔犘犪犮Ⅰ

２．４　腺病毒的包装、扩繁及滴度测定

用犘犪犮Ⅰ限制酶酶切线性化ｐＡｄＳＲＥＢＰ１重

组腺病毒载体，回收 ＤＮＡ 大片段并转染２９３Ａ 细

胞。转染２４ｈ，荧光倒置显微镜观察，仅有少量的

绿色荧光亮点（图４Ａ）；转染７ｄ，绿色荧光数明显增

多，视野变亮并在局部出现葡萄串样荧光聚集，荧光
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分布最密集区域有些细胞开始变圆脱落（图４Ｂ）；转

染１０ｄ，绿色荧光铺满整个视野，大量细胞病变脱

落，出现明显的空斑（图４Ｃ），待约５０％细胞脱落，

收集细胞与培养液，得到第一代病毒悬液。重复“侵

染—冻融—收集”扩繁得到高滴度病毒，高滴度病毒

侵染２９３Ａ细胞（图４Ｄ）约２８ｈ就有５０％细胞病变

变圆脱壁，收集病毒并测定病毒滴度。高滴度病毒

用绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）标记法测定病毒滴度，测量

结果为１．５×１０９ＧＦＵ·ｍＬ－１。

Ａ．重组腺病毒载体酶切线性化转染２９３Ａ细胞２４ｈ，整

个视野下仅有数个绿色荧光点；Ｂ．转染７ｄ，绿色荧光数

（ＧＦＰ）明显增多，局部出现葡萄串样聚集；Ｃ．转染１０ｄ，

绿色荧光铺满整个视野，大量细胞病变变圆脱壁；Ｄ．高

滴度腺病毒侵染２９３Ａ细胞２４ｈ绿色荧光分布情况

Ａ．Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｉｍａｇｅｏｆ２９３ＡＣｅｌｌｓｔｒａｎｓ

ｆｅｃｔｅｄａｆｔｅｒ２４ｈ；Ｂ．Ａｆｔｅｒ７ｄ，ＧＦＰｉｎｃｒｅａｓｅｄａｎｄ

ｓｈｏｗｅｄａｇｒａｐｅｓｌｉｋｅｇａｔｈｅｒｉｎｇ；Ｃ．Ａｆｔｅｒ１０ｄ，ＧＦＰ

ｃｏｖｅｒｅｄｔｈｅｅｎｔｉｒｅｆｉｅｌｄｏｆｖｉｓｉｏｎ，ａｎｄｍｏｓｔｃｅｌｌｓｒｏｕｎｄｅｄ

ｏｆｆｔｈｅｗａｌｌ；Ｄ．２４ｈａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｆｈｉｇｈｔｉｔｅｒｓａｄｅｎｏ

ｖｉｒｕｓ

图４　腺病毒的包装与扩繁（４０×）

犉犻犵．４　犘犪犮犽犪犵犲犪狀犱狆狉狅狆犪犵犪狋犻狅狀狅犳犪犱犲狀狅狏犻狉狌狊（４０×）

３　讨　论

有关犛犚犈犅犘１基因的研究主要集中在与脂肪

酸代谢相关疾病方面，而在动物上关于其在肉质改

良的方面研究相对较少。在牛，一些研究表明

犛犚犈犅犘１基因与脂肪代谢和生长发育有着密切的

关系，可以作为提高牛肉品质的候选基因［４，２３，３０］。

牛的犛犚犈犅犘１基因定位于１９号染色体上，

ｍＲＮＡ全长３９８３ｂｐ，ＣＤＳ区全长３４４１ｂｐ，编码

１１４６个氨基酸，由于基因犆犇犛 区片段较长，ＰＣＲ

扩增其全长难度较大，一般的ＰＣＲ反应聚合酶保真

性不高，在扩增长片段过程中容易引起碱基突变，并

且难以一次性扩增出目的片段全长。高保真酶的使

用在很大程度上提高了ＰＣＲ扩增的保真性和扩增

效率，但为提高试验结果的可靠性，彻底排除人为引

入突变，因此在本实验中构建的含犛犚犈犅犘１基因的

克隆载体、表达载体、重组腺病毒载体等均需要测序

结果 正 确，方 可 进 行 后 续 试 验。另 外，由 于

犛犚犈犅犘１基因与克隆载体、穿梭载体、重组腺病毒

载体的构建到病毒包装需要多次的酶切和连接步

骤，再加上基因序列较长，因此克隆基因时在引物上

引入的酶切位点应综合考虑，在既符合载体多克隆

位点的同时又要尽量方便载体的双酶切和提高基因

与载体的连接效率。

克隆得到的秦川牛犛犚犈犅犘１基因序列测序结

果与ＧｅｎＢａｎｋ收录序列比对，发现在犆犇犛区１４７３

ｂｐ（ＧＣＧＣＡ／ＧＣＴＣＧ，丙氨酸同义突变）和２５５５ｂｐ

（ＧＣＴＣＴ／ＣＴＡＣＣＴ，亮氨酸到脯氨酸的错义突变）

存在突变，为排除ＰＣＲ扩增时聚合酶保真性不高或

者其他人为等外界因素造成的突变，再次ＰＣＲ扩增

了另外２头秦川牛的犛犚犈犅犘１基因，测序结果显示

有相同的突变位点，因此，可以排除外界因素的影

响，确定这２个突变位点为秦川牛基因组中固有的

突变位点。

将外源基因导入真核细胞以实现目的基因的过

表达是目前研究基因功能的重要方法之一，本试验

选择了构建犛犚犈犅犘１基因重组腺病毒表达载体，将

目的基因插入到病毒基因组中，利用病毒的侵染性

实现目的基因在真核细胞的过表达，与脂质体等介

导的化学试剂转染法和应用电转移、核转移等物理

方法比较，它能最大限度的保护细胞不受损伤，使细

胞保持良好的生长状态。

腺病毒载体系统与其他病毒载体系统相比具有

如下优势：靶细胞种类多，可以侵染分裂期、非分裂

期、增殖缓慢的细胞及体内组织；容易得到高滴度病

毒，侵染效率高；可以携带大片段外源基因而不与宿

主基因组整合等［３１３３］。本试验采用的ｐＡｄＥａｓｙ１

系统是由Ｔ．Ｃ．Ｈｅ等构建的
［３３］，操作简单，重组效

率高，病毒纯度高，并能在不同类型细胞中高效表

达。笔者首先是将目的基因插入到穿梭载体

（ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ）中，然后用犘犿犲Ⅰ酶切线性化，

线性化产物转染到含有骨架载体ｐＡｄＥａｓｙ１的犈．

犮狅犾犻ＢＪ５１８３大肠杆菌感受态，在细菌中实现腺病毒

载体的重组［３４］，然后提取重组腺病毒载体，用犘犪犮

Ⅰ酶切线性化，回收质粒大片段转染２９３Ａ细胞，包

装扩繁得到高滴度病毒。

７２３１
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４　结　论

本研究克隆了秦川牛的犛犚犈犅犘１基因，与腺病

毒穿梭载体连接构建了犛犚犈犅犘１基因表达载体

ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＳＲＥＢＰ１，并与腺病毒骨架载体重组

得到重组腺病毒载体ｐＡｄＳＲＥＢＰ１，用犘犪犮Ⅰ酶切线

性化后转染２９３Ａ细胞包装病毒，重复“侵染—冻

融—收集”扩繁得到滴度为１．５×１０９ＧＦＵ·ｍＬ－１

的高滴度病毒，为在多种类型细胞中研究犛犚犈犅犘１

基因功能奠定了基础。
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