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!"#$%& 和 !"#$’ 重组腺病毒载体的快速构建

秦建军 周清华 覃扬 孙芝琳 赵峰 孙泽芳 王艳萍 易成 朱文

【摘要】 目的 简化重组腺病毒载体的构造方法，构建含 !"#$%& ’&() 或 !"#$* ’&() 的重组腺病毒载

体，为下一步的基因治疗奠定基础。方法 以 )$+#,- !-,./" 为基础，应用序贯化学转化方法，在大肠杆菌 ! "
#$%& 01234% 体内将携带目的基因的穿梭质粒和骨架质粒重组。结果 成功构建了重组腺病毒载体 5)$6
!"#$%& 和 5)$6!"#$* 及空腺病毒载体，并经酶切鉴定证实。结论 用序贯化学转化方法，可以快速高效地在

大肠杆菌内构建重组腺病毒载体。
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腺病毒（#$/?>DC@A,，)$）载体是一类已得到大量研

究并有临床应用报道的载体系统。与逆转录病毒载体

相比，它具有病毒滴度高、宿主细胞范围广、转染效率

高和不会整合入靶细胞基因组等优点。但传统的重组

腺病毒载体构建过程复杂，耗时费力且效率低。O/
等［3］在 3XX4 年报道了一种经过改良了的重组腺病毒

载体系统 )$+#,- !-,./"，它使得构建过程大为简化，而

且成功效率显著增加。

转化生长因子!（7>">@ F@>K.J G#’.>@6!，7896!）家族

在胚 胎 发 育、分 化 和 肿 瘤 发 生、发 展 及 多 种 病 理
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生理过程中发挥着重要的作用。研究表明，!"#$ 家族

是 7896!胞内信号传递通路的主要组成部分［S］。本研

究以 )$+#,- !-,./" 为基础，应用较 O/ 等［3］推荐的更

为简 便 易 行 的 方 法，构 建 了 分 别 含 负 性 显 性 突 变

!"#$%（ $>"C?#?.6?/F#.CD/ "A.#?. !"#$%， !"#$%&） 和

!"#$* 的重组腺病毒载 体 及 空 重 组 腺 病 毒 载 体，即

5)$!"#$%&、5)$!"#$* 和 5)$，从而为下一步的基因治

疗奠定了基础。现将重组腺病毒载体的构建方法报道

如下。

@ 材料与方法

@ H@ 质粒 5’&()%H 3（ Y ）6!"#$%& 由日本东京医科

和牙科大学研究生院 细胞生物学实验室 Q#,AI> Q#"#6
"A@# 博士惠赠，5’&()%6!"#$* 由日本国癌症研究基金

会肿 瘤 研 究 所 7#I/,JC R"#"A@# 博 士 惠 赠（ 图 3）。

)$+#,- !-,./" 由美国 1>J?, O>5IC?, 肿瘤中心 0/@. Z>6
F/E,./C? 博士惠赠，包括穿梭质粒 5)$.@#’I6P[Z，腺病毒

骨架质粒 5)$/#,-63，重组用大肠杆菌 01234%（ ! " #$%&
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!"#$%&）。质粒小量抽提均采用碱裂解法，大量抽提、

纯化均采用碱裂解加聚乙二醇沉淀法。

! ’" 目的基因的克隆 用 ()*$ 和 +,-$ 双酶切 )./0
12&’$（ 3 ）04567&/、)./12&045678 和 )279:6.;0<=>，? ’
%@琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下切下目的基因片断或穿

梭载体，用玻璃乳法从凝胶上回收 /12 片断［&］。目的

基因与载体摩尔比为 A B$ 于 CD连接AC ,，连接酶（EFG0
6HI）为大连宝生物公司产品，取 #? *G 连接产物用 <60
<JA 法转入 ! " #$%& /K#!。()*$ 和 +,-$ 双酶切鉴定转

化产物。

图 ! )./12&’$（ 3 ）04567&/ 和 )./12&045678 的质粒图谱

#$% ! =6) -L )./12&’$（ 3 ）04567&/ 6*7 )./12&045678

! ’& 制备感受态的 !")27I6HM0$ 细胞 用 <6<JA 法将

#? N $?? *G )27I6HM0$ 转入 ! " #$%& !"#$%&，菌液涂于固

体氨苄培养板上。挑多个单菌落置于含氨苄青霉素的

E! 培养基振摇，小量抽提质粒，经 KF*7" 酶切鉴定筛

选出阳性克隆 !")27I6HM0$，避免选到质粒 )27I6HM0$
在 ! " #$%& !"#$%& 中发生了自体重组的克隆。在加入

链霉素和氨苄青霉素的 E! 培养基中振摇阳性克隆菌

株，用 <6<JA 法制备感受态的!")27I6HM0$细胞，备用。

! ’’ 细菌内重组 O5I$（美国 1P! 公司产品）单酶切

得到 线 性 化 的 )279:6.;0<=>、)279:6.;0<=>04567&/、

)279:6.;0<=>045678，酚、氯仿抽提纯化、乙醇沉淀，牛

小肠碱性磷酸酶（<Q2O）处理 &8D $# 5F*，#?D C# 5F*。

# 55-J R E P/S2（)K%’ ?）存在下，8#D $? 5F* 以失活

<Q2O。重复酚、氯仿抽提纯化。上述质粒转化前于

T#D 加热 $? 5F* 以使重新退火的粘端解链，冰浴 #
5F* 后，各取 #? N $?? *G 转化感受态的 !")27I6HM0$ 细

胞，菌液涂布于卡那霉素板，&8D培养 $A N $T ,。各挑

取 $? N A? 个体积较小的单菌落置于 A 5J 含卡那霉素

的 E! 培养基振摇过夜，小量抽提，取 &?@于 ? ’ %@琼

脂糖凝胶上电泳，与质粒 )27I6HM0$ 比较，与之大小相

近的即为候选克隆，否则多为重新环化的穿梭载体。

再将候选克隆质粒转化入 ! " #$%& /K#!，小量抽提质

粒，O6.$（美国 1P! 公司产品）单酶切，鉴定。

" 结果

" ’! 穿梭质粒 )279:6.;0<=>04567&/、)279:6.;0<=>0
45678 的鉴定 粘端连接效率较高，()*$ 和 +,-$ 双酶

切均可得到一个约 $ ’ & ;U 的 插 入 片 断（4567&/ 和

45678 的 ./12）（图 A）。

图 " 穿梭载体的酶切鉴定

$’#/12 R KF*7"/12 分子量标准；A ’ 质粒 )279:6.;0<=>；& ’ 质粒 )270
9:6.;0<=>04567&/；C’质粒 279:6.;0<=>045678

#$% " VIH9:F.9F-* I*WM5I 7FGIH9F-* -L )J6H5F7 H,X99JI YI.9-:
$ ’#/12 R KF*7" /12 7FGIH9 56:;I:；A’ )279:6.;0<=>；& ’ )279:6.;0<=>0
4567&/；C’ 279:6.;0<=>045678

" ’" !")27I6HM0$ 的鉴定 理论上，KF*7"酶切质粒

)27I6HM0$，可得到 8#、A ?%$、A Z&8、& ?$?、C #Z8、# &AA、8
&%A 和 % ?$? U) 等 % 个片断，实际电泳时，因
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有些大小十分相近的片段不易分开，本组 ! " #$琼脂

糖凝 胶 电 泳 得 到 % !#& ’(，% )*+ ’(（与 * !&! ’(），

, -)+ ’(，- *%% ’(，+ *#% ’(（与 # !&! ’(）等 - 个片断。

! "" 重组腺病毒载体的鉴定 ./0& 单酶切阳性重组

体，可得到一个大片断约 *! 1’，还有一个小片断因重

组发生部位不同，小片断为 * "! 1’ 或 , "- 1’（图 *）。

图 " 重组腺病毒载体的酶切鉴定电泳图

& "!234 5 6789"分 子 量 标 准；%" 重 组 对 照 腺 病 毒 载 体；*" 重 组 (49:
;</9*2；,"重组 (49:;</9*2"

#$% " =9>8?7@70/?7A8 A@ B>0A<’78/8? /9>8AC7B/D C>0?AB
& "!234 5 6789" 97E>F? </B1>B；% " (49 0A8?BAD C>0?AB；*" (49:;</9*2；," (49:
;</9+

! "& 测序 将经酶切鉴定得到的重组腺病毒载体质

粒 (49;</9*2 和 (49;</9+ 进行测序，结果证实插入

片断基因序列完全正确。

" 讨论

重组腺病毒载体在基因转染和表达的研究中有着

广泛的用途。传统的构造腺病毒载体的方法有两种。

第一种是将目的基因直接连入腺病毒基因组，但腺病

毒基因组约 *G 1’ 大小，大片段连接的低效性及有限

的限制性内切酶位点使得这一方法实际操作极为困

难。第二种方法则是先将目的基因克隆入穿梭质粒，

再在腺病毒包装细胞系中通过自体重组将目的基因转

移入腺病毒基因组，随后还要进行多次的空斑筛选鉴

定，加之包装细胞系中自体重组发生率低（并受 %)* 细

胞代数影响大），故而试验过程繁琐、周期长，成功率

低，这限制了腺病毒载体的广泛应用［&］。&))# 年，6>
和他的同事 们 开 发 了 一 种 新 的 重 组 腺 病 毒 载 体 系

统［&］。这一系统包括三部分：一是穿梭质粒，具卡那霉

素抗性，可将目的基因克隆入其多克隆位点；二是腺病

毒基因组骨架质粒载体，具氨苄青霉素抗性，需在超螺

旋状态下被使用，省却了酶切操作；三是重组用大肠杆

菌 ! " #$%& HI-&#*，具链霉素抗性，可省却连接的步骤。

但是 6> 等推荐的方法是要让 .<>& 线性化的穿

梭质粒与超螺旋的骨架质粒被同时用来共转化 ! " #$%&
HI-&#*，为了将线性化的穿梭质粒和高达 ** 1’ 大小的

骨架质粒共转化 ! " #$%& HI-&#*，以完成自体重组，需

要用电穿孔法制备高质量的感受态 ! " #$%& HI-&#*。

这一步是此方法的主要限速步骤。一般认为，电穿孔

法制备的感受态细胞转化效率可高达 &#E 234 &!) 个

以上，而传统的 J/JD% 法等化学转化方法只能达到 &!G

K &!# 个。本研究以 6> 等以往的工作为基础，先将

(49>/FL:& 转入 HI-&#*，再将 .<>& 线性化的穿梭质粒

转入 HI49>/FL:& 进行重组［,］，以卡那霉素筛选。上述

过程中使用的均是传统的 J/JD% 转化法，最后的重组

产物得率约 *!$。J/JD% 转化法是一个经典的转化方

法，操作简便。而电穿孔法条件要求高，实验操作繁琐

和耗时，而且需专门设备。对于一个有相关分子生物

学基础的实验室来说，应用本组改进的方法成功完成

构建重组腺病毒载体只需约 % 周。在后来的实验中，

我们使用上述质粒在 %)* 细胞中成功包装出了重组腺

病毒。

然而，在应用这个方法时，需注意以下几点：$确

保 .<>& 对穿梭质粒酶切完全，为降低重组的背景，可

加用 J=4. 处理，转化前还可将单酶切后的穿梭质粒于

G-M作用 &! <78 以解链；%鉴定 HI(49>/FL:& 时，宜选

用 6789"等有较多切点的酶；&N;; 一步法［-］制备感

受态细胞也是一个常用的化学转化方法，但本研究中

发现用 N;; 法制备感受态的 HI(49>/FL:& 细胞效果不

佳，推测是 .OP#!!! 的存在可能会增高背景，对此尚

需过一步的研究；’制备感受态 HI-&#* 或 HI(49>/FL:&
时，培养基中需加入相应的抗生素，以保持一定的选择

压力。

NPQ:(胞内信号传递通路中，;</9* 属于受体调节

性 ;</9，;</9+ 属于抑制性 ;</9［G］。脂质体和逆转录

病毒对分裂不旺盛的细胞转染效率很低，我们构造的

(49:;</9*2 和 (49:;</9+ 则为以后深入研究 NPQ:(家

族的功能乃至基因治疗奠定了基础。
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