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摘 要 ： 【目的 】 构建含绿色荧光蛋白 （EGFP）重组人高密度脂蛋白 B 族 I 型清道夫受体 （SR-BI）基因腺相关病毒
（rAAV）2 ／ 1 杂合载体， 观察其在 HepG2 肝细胞的表达。 【方法 】 以 pCMV．SPORT6-SR-BI 质粒为模板 PCR 扩增目的基因
cDNA，将其克隆至 pSNAV2．0-IRES-EGFP-LacZa 载体中，经酶切及测序鉴定后，脂质体介导转染 BHK21 细胞，经 G418 筛选
得到含 SR-BI 基因的 BHK ／ SR-BI-IRES-EGFP 载体细胞株，用携带 rep2-cap1 基因的辅助病毒（rHsv ／ r2cl）感染该细胞株。通过
细胞孵育、裂解和病毒纯化，得到杂合载体 rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP 病毒。 免疫荧光显微镜检测绿色荧光表达，计算转染

效率，Western Blot 检测转染后 SR-BI 蛋白的表达。 【结果】 酶切鉴定表明 pSNAV2．0-SR-BI-IRES-EGFP 重组成功，基因测序

显示装入 pSNAV2．0-IRES-EGFP-LacZa 质粒中的 SR-BI 基因正确； 成功构建了 rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP 病毒载体。 转染
HepG2 肝细胞后免疫荧光显微镜检测最佳 MOI 值为 1 × 105时， 以此值转染 HepG2 肝细胞荧光高效表达； Western Blot 检测
未转染组及 rAAV2 ／ 1-IRES-EGFP 组 HepG2 肝细胞均有 SR-BI 蛋白表达 ，rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP 组 SR-BI 蛋白表达水
平较 rAAV2 ／ 1-IRES-EGFP 组及未转染组显著增加。 【结论】 成功构建了 rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP 杂合载体系统，转染后

SR-BI 蛋白在 HepG2 肝细胞高效表达，为 SR-BI 生理学作用机制及临床应用的深入研究奠定基础。
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Expression of Adeno-associated Virus Vector Serotype 2 ／ 1 Containing Human
Scavenger Receptor Class B Type I Gene and Its Expressionin in HepG2 Hepatoma Cells
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（1． Department of Cardiology， The Second Affiliated Hospital， Sun Yat-sen University， Guangzhou 510120， China；
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Abstract： 【Objective】 The recombinant adeno-associated virus serotype 2 ／ 1 （rAAV2 ／ 1） hybrid vector containing human
scavenger receptor class B type I gene （SR-BI） was constructed and its expression was examined in human HepG2 hepatoma cells．
【Methods】 The SR-BI cDNA which was obtained by PCR from pCMV．SPORT6-SR-BI plasmid was inserted into the AAV vector
plasmid pSNAV2．0 -IRES-EGFP-LacZa． The recombinant plasmid pSNAV2．0-SR-BI-IRES-EGFP was transfected into BHK21 cells
by LipofactamineTM2000 after being identified by restriction endonuclease digestion and DNA sequencing． The rAAV vector
producing cells were selected with G418． The G418 resistant cells were infected by helper recombinant rHSV ／ rep2cap1 viruses
containing rep gene from AAV2 and cap gene from AAV1． The Cells were cultured and purified to obtain rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-
EGFP． The expression of recombinant vectors rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP in human HepG2 hepatoma cells was examined by
immunofluorescent microscopy and Western blot analysis． 【Results】 The recombinant plasmid pSNAV2．0-SR-BI-IRES-EGFP was
confirmed by digestion with restriction enzyme and the sequence of subcloned SR-BI cDNA was identical with that published on
GenBank． The hybrid vectors rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP was successfully constructed． The best MOI value in HepG2 hepatoma
cells was 1 × 105． The fluorescence was highly expressed after transfected in HepG2 hepatoma cells． Higher levels of SR-BI protein
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冠心病是发达国家和大多数发展中国家首要

的死亡原因，动脉粥样硬化（atherosclerosis，AS）是
冠心病的主要病理基础， 高密度脂蛋白胆固醇
（high-density lipoprotein cholesterol， HDL-C）水平
与冠心病的发病呈负相关 ［1］，HDL 通过参与胆固
醇逆转运 （reverse cholesterol transport， RCT）而
影响了 AS 的发生 ［2］，HDL B 族 I 型清道夫受体
（scavenger receptor class B type I， SR-BI）在 RCT
过程中起关键作用， 研究表明 SR-BI 基因表达增
加，可以通过增加 RCT 而减少 AS［3］。 腺相关病毒
载体 （adeno-associated viral vector，AAV vector）是
目前最安全的病毒载体， 血清型 2 的重组腺相关
病毒载体（rAAV2）携带治疗基因可纠正多种基因
缺陷，但正常人群中 85％存在 AAV2 的抗体 ［4］。 而
重组血清型 1 的腺相关病毒（rAAV1）对肝细胞及
骨骼肌则有更高的转导效率，可以转导外源基因在
实质脏器持续稳定表达［5］。 rAAV2 ／ 1 具有 AAV2 的
ITR 和 AAV1 的外壳， 感染特性与 AAV1 一致，可
避免抗 AAV2 抗体产生的干扰 ［6］。 目前尚未见将
rAAV2 ／ 1 应用于 SR-BI 基因转导的报道。 本实验
拟构建重组人 B 族 I 型清道夫受体基因 rAAV2 ／ 1
杂合载体， 并转染人 HepG2 肝细胞， 观察其在
HepG2 肝细胞的表达， 为 SR-BI 生理学作用机制
及临床应用的深入研究莫定基础，为动脉粥样硬
化的防治研究提供新方法。

1 材料与方法

1．1 材 料
含人 B族 I型清道夫受体基因的真核表达质粒

pCMV．SPORT6-SR-BI 购自中晶生物（openbiosystem
产品），包装质粒 pSNAV2．0-IRES-EGFP-LacZa 及
携带 rep2-cap1 基因的辅助病毒 rHsv ／ r2cl 由北京
本元正阳基因公司提供。 大肠杆菌 DH-5α 及含
100 mL ／ L 胎牛血清的 PRMI 1640 培养液购自
GIBCO ／ BRL 公司， T4DNA 连接酶、限制性内切酶

EcoRⅠ和 SalⅠ购自 Biolab ／ BRL 公司。 V-gene 质
粒提取试剂盒购自 QIAGEN 公司，LipofactamineTM
购 自 GIBCO ／ BRL 公 司 ，HepG2 肝 细 胞 购 自
ATCC。
1．2 实验方法
1．2．1 含 SR-BI 基因的重组质粒 pSNAV2．0-SR-
BI-IRES-EGFP 的构建及鉴定 根据 GenBank 中
人 SR-BI 的基因序列设计引物 ， 上游引物 SR-
AgeI-1550-F 5′ -GCCAACCGGTATGGGCGGCAGCT
CCAGG-3′，下游引物 BI-NheI-1550-R 5′-CTGCGC
TAGCTATAGCTTGGCTTCTTGCAG-3′ ， 上游引入
AgeI位点， 下游引入 NheI 酶切位点， 以 pCMV．
SPORT6-SR-BI 为模板扩增目的基因 ，PCR 得到
SR-BI 的 cDNA，pCMV．SPORT6-SR-BI 质粒经 PCR
鉴定。
应用 AgeI 和 NheI 限制性内切酶双酶切载体

质 粒 pSNAV2．0-IRES-EGFP-LacZa 和 目 的 基 因
SR-BI 的 PCR 产物， 回收约 8．4 kb 的 pSNAV2．0-
IRES-EGFP 载体片段和 1．5 kb 的 SR-BI 目的基因
片段。 T4 DNA 连接酶 25 ℃室温连接 1 h。 连接产
物热休克法转化入感受态大肠杆菌 DH-5α， 挑取
单克隆菌落 37 ℃摇床振荡培养 18 h， 以 V-gene
质粒提取试剂盒提取质粒， 所得的重组质粒命名
为 pSNAV2．0-SR-BI-IRES-EGFP。引入上述 PCR 反
应体系行 PCR 反应鉴定，AgeI ＋ NheI 双酶切鉴定
重组 pSNAV2．0-SR-BI-IRES-EGFP 质粒。对经 PCR
和酶切鉴定正确的重组 pSNAV2．0-SR-BI-IRES-
EGFP 质粒进一步进行测序鉴定。
1．2．2 rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP 的制备及纯度
与滴度的测定 按 LipofactamineTM2000 说明书提
供的方法 ， 用脂质体将 pSNAV2．0-SR-BI-IRES-
EGFP 质粒转染 BHK-21 细胞，24 h 后用含 G418
（800 μg ／ mL）的培养基筛选培养，待抗性克隆形成
后，用 2．5 g ／ L 胰酶消化传代，继续用 G418 选择
培养，将该细胞株命名为 BHK ／ SR-BI-IRES-EGFP
载体细胞株。

expression were detected in the rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP transfected HepG2 cells than those in the negative control and
rAAV2 ／ 1-IRES-EGFP transfected HepG2 cells （P ＜ 0．01）． 【Conclusions】 The rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP hybrid vectors were
successfully constructed and high efficiency expressed in human HepG2 hepatoma cells． Thus， the rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP
vector may be an interesting tool for specific transgene expression approach to atherosclerosis diseases．

Key words： High density lipoprotein； Scavenger receptor class B type I receptor； Adeno-associated virus； human HepG2
hepatoma cells
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张玉玲，等． 重组人高密度脂蛋白 B 族 I 型清道夫受体基因腺相关病毒血清型 2 ／ 1 杂合载体在 HepG2 肝细胞的表达 697



中山大学学报（医学科学版） 第 30 卷

用 25 cm2 含 100 mL ／ L 胎牛血清的 1640 培
养基培养载体细胞株，细胞达到 80％融合时用携
带 rep2-cap1 基 因 的 辅 助 病 毒 rHsv ／ r2cl 感 染
（MOI 为 0．1）细胞株，48 h 完全病变后，反复冻融
细胞 ，1 000 r ／ min （r ＝ 12 cm）离心 5 min，去除
细胞碎片，收集上清。 然后置 56 ℃水浴 30 min，
灭活辅助病毒 rHsv ／ r2cl，得到载体 rAAV2 ／ 1-SR-
BI-IRES-EGFP 病毒。 PCR 鉴定重组 rAAV2 ／ 1-SR-
BI-IRES-EGFP 病毒 ，SDS 聚丙烯酰胺凝胶 （SDS-
PAGE）检测纯度，滴度测定采用地高辛标记点杂
交法 ［7］。
1．2．3 rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP 在 HepG2 肝
细胞的表达 以每孔 1 × 105个细胞接种于 24 孔
板中，加入含 100 mL ／ L 胎牛血清的 1640 培养基，
于 37 ℃体积分数为 5％的 CO2孵箱中培养。 培养
至 60％融合时，弃去培养上清，按感染复数分别为
1 × 104、5 × 104、1 × 105、5 × 105 加入 ，rAAV2 ／ 1-
SR-BI-IRES-EGFP 病毒悬液，8 h 后吸出病毒液，
加入普通培养基继续培养， 分别于 24 h，48 h，72
h，96 h，7 d 在荧光显微镜下观察转化效率， 即绿
色荧光蛋白阳性细胞数 ／细胞总数。 提取病毒转染
后 72 h 的 HepG2 肝细胞按每 20 mg 组织加 150
μL 裂解液加入匀浆器匀浆， 4 ℃ 12 000 r ／ min（r
＝ 12 cm）离心 20 min，取上清，用 BCA 蛋白浓度
测定试剂盒进行蛋白定量。 取 35 μg 蛋白上样，经
12％ SDS－聚丙烯酰胺凝电泳分离， 转移至 0．22
μm 的醋酸纤维素膜上，50 g ／ L 脱脂奶粉 37 ℃封
闭 3 h，分别加入 1 ∶ 1 000 的兔抗 SR-BI 单克隆抗
体和 1 ∶ 100 的兔抗 β-actin 抗体，4 ℃过夜，辣根过
氧化物酶标记山羊抗兔的二抗进行蛋白杂交检

测，ECL 显色试剂盒显色。
1．2．4 统计分析 用 SPSS 13．0 软件进行统计学
分析。数据采用均数 ± 标准差表示，多组间均数的
比较用单因素方差分析， 有统计学意义者用 LSD
检验。 P ＜ 0．05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2．1 原始质粒 pCMV．SPORT6-SR-BI 的 PCR 电
泳鉴定

pCMV．SPORT6-SR-BI 经 PCR 扩增可以扩增
出 1 550 bp 大小 cDNA 的片段 ， 与 GenBank 中
hSR-BI cDNA 序列一致（图 1）。

2．2 重组 pSNAV2．0-SR-BI-IRES-EGFP 质粒的
PCR、酶切及测序鉴定
重组质粒 pSNAV2．0-SR-BI-IRES-EGFP 经 PCR

扩增电泳条带条带大小约 1 550 bp， 与预期结果
相同，说明这些质粒中含有目的基因 SR-BI（图2）。
AgeI ＋ NheI 双酶切 pSNAV2．0-SR-BI-IRES-EGFP
质粒能获得大小约 8．4 kb 和 1．5 kb 的条带， 从电
泳图中看酶切条带大小与预期结果相同， 酶切鉴
定正确 （图 3），表明重组 pSNAV2．0-SR-BI-IRES-
EGFP 质粒构建成功。 测序结果表明拼接序列与
GenBANK 提供全序列一致， 装入 PSNAV 质粒中
的 SR-BI 基因是正确的。

2．3 重组 rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP 载体鉴
定及纯度与滴度测定

重组 rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP 载体病毒

图 1 原始质粒 pCMV．SPORT6-SR-BI PCR 鉴定图
Fig．1 Identification of plasmid pCMV．SPORT6-SR-BI

by PCR
Lane 1： 2 000 bp DNA Marker； Lane 2： negative control；

Lane 3： pCMV．SPORT6-SR-BI

图 2 PCR 鉴定重组质粒 pSNAV2．0-SR-BI-IRES-EGFP
Fig．2 Identification of recombinant plasmid pSNAV2．0-

SR-BI-IRES-EGFP by PCR
Lane 1： 2 000 bp DNA Marker； Lane 2： negative control；

Lane 3： pCMV．SPORT6-SR-BI； Lane 3－8： pSNAV2．0-SR-BI-IRES-

EGFP

bp

bp

698
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PCR结果能够特异地扩增出 1 550 bp 大小的目的
基因条带，证明该重组腺病毒携带目的基因 SR-BI
（图 4）。 用 SDS-PAGE 电泳分析 rAAV2 ／ 1-SR-BI-
IRES-EGFP 的纯度， 表现为 3 条特征性的蛋白条
带， 无其他杂带， 表明病毒载体的纯度在 95％以
上。 用地高辛标记的点杂交方法计算出 rAAV2 ／ 1-
SR-BI-IRES-EGFP的大致滴度为 1．5 × 1012 μg ／ mL。
2．4 rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP 在 HepG2 肝
细胞的表达

以纯化的 rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP 感染
HepG2 肝细胞， 当感染复数为 1 × 105时，72 h 感
染效率可达 86％；当感染复数为 5 × 105 时，感染
效率与 1 × 105 差异无显著性（P ＞ 0．05），因此重

组 rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP 对 HepG2 肝细胞
的最佳感染复数为 1 × 105（表 1）。 以此 MOI 值转
染 HepG2 肝细胞 24 h 免疫荧光显微镜观察即可
见到绿色荧光蛋白表达，72 h 绿色荧光蛋白表达
最强（图 5）。

图 3 AgeI ＋ NheI 酶切鉴定重组质粒 pSNAV2．0-SR-BI-
IRES-EGFP

Fig．3 AgeI ＋ NheI restriction products of pSNAV2．0-
SR-BI-IRES-EGFP

Lane 1： NheI＋ AgeI restriction products； Lane 2： 15 000 bp
DNA Marker； Lane 3： 2 000 bp DNA Marker； Lane 4： pSNAV2．0-
SR-BI-IRES-EGFP； Lane 5： negative control

图 4 重组腺相关病毒 rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP
载体 PCR 鉴定

Fig．4 Identification of rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP
vectors by PCR

Lane 1： 2 000 bp DNA Marker； Lane 2： pSNAV2．0-SR-BI-
IRES-EGFP； Lane 3： rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP； Lane 4：negative

control

A B C

图 5 rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP 转染 HepG2 肝细胞后绿色荧光蛋白表达
Fig．5 Fluorescent protein expression of HepG2 liver cell after transfection by rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP

A： 24 h after transfection； B： 48 h after transfection； C： 72 h after transfection； ×20

表 1 不同 MOI 值 rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP 转染
HepG2 肝细胞的转染效率

Table 1 Efficiency of recombinant rAAV2 ／ 1-SR-BI-
IRES-EGFP infecting HepG2 liver cell （％）

24 h
48 h
72 h
96 h
7 d

1 × 104

3
9
21
22
22

5 × 104

12
25
60
63
65

1 × 105

21
60
85
85
87

5 × 105

26
60
86
85
88

Multiplicity of infection

bp bp bp
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Western Blot 结果显示，未转染组及对照病毒
rAAV2 ／ 1-IRES-EGFP 转染组 HepG2 肝细胞均有
少量 SR-BI 蛋白的表达， 而重组病毒 rAAV2 ／ 1-
SR-BI-IRES-EGFP 转染组 SR-BI 蛋白的表达明显
增加，差异有显著性（P ＜ 0．01，图 6）。

3 讨 论

研究报道 HDL 低于 35 mg ／ dl 在男性中的发
生率约为 16％ ～ 18％，女性约为 3％ ～ 6％，大量
的流行病学资料 ［8－9］研究证明低 HDL 水平是冠心
病的独立危险因素，如 Framingham ［9］研究中 43％
～ 44％ 的冠心病事件与 HDL-C 低于 40 mg ／ dL 相
关， HDL-C 低于 35 mg ／ dL 的个体冠心病事件的
风险较 HDL-C 高于 65 mg ／ dL 增高 8 倍 。 但是
HDL 抗动脉粥样硬化的机制尚不清楚。

SR-BI 最早是在从乙酰化 LDL 为配体克隆的
清道夫受体家族中发现的， 属清道夫受体家族 B
亚族 I 型，而人类 SR-BI（hSR-BI）是作为 CD36 膜
蛋白超家族及溶酶体整合膜蛋白相关蛋白被独立

发现的，又称 CLA-I ，1996 年 Acton 等 ［10］发现 SR-

BI 可与 HDL 高亲和性结合，介导 HDL-C 的选择
性摄取，首次提出 SR-BI 是 HDL 的受体，SR-BI 在
体内各种组织如肝脏、肾上腺、卵巢及睾丸等广泛
表达。
研究表明 SR-BI 通过影响 RCT 而具有抗动脉

粥样硬化的功能 ［11］，RCT 指外周组织中游离胆固
醇的流向 HDL，HDL 脂蛋白经 SR-BI 介导转运至
肝脏合成胆汁酸。 如在 LDL 受体缺陷小鼠的肝细
胞中过量表达 SR-BI，喂饲高胆固醇食物后 AS 损
伤明显低于未过量表达 SR－BI 的 LDL 受体缺陷
小鼠［12］；而在载脂蛋白 E 基因（Apo E）敲除小鼠中
再敲除 SR-BI 基因将加速 AS 的发展［13］。 但是 SR-
BI 抗 AS 机制及其在肝脏中的调节过程尚不清
楚， 应用基因工程技术将 SR-BI 基因重组入宿主
细胞基因组中， 使 SR-BI 获得持续的表达进一步
研究其抗动脉粥样硬化的机制是这一领域中重要

研究方向。
重组腺相关病毒载体（rAAV）源于非致病的

野生型腺相关病毒，由于其安全性好、宿主细胞范
围广（分裂和非分裂细胞）、免疫源性低，在体内表
达外源基因时间长等特点， 被视为最有前途的基
因转移载体之一，广泛用于基因功能研究、基因治
疗等方面 ［14］。 目前已发现的 AAV 至少有 8 种血清
型，即 AAV1 ～ AAV8，它们主要区别在衣壳蛋白
的不同，各种血清型 AAV 对不同的组织和细胞有
不同的感染效率。 目前通用的 AAV 载体都基于血
清型 2，但正常人群中有 85％存在 AAV2 的抗体，
而采用其它血清型的 AAV 病毒外壳，可以减少已
有的抗体对 AAV 载体的影响 ［6］。 AAV1 载体在肌
肉组织和肝脏中的转导效率较高 。 用 AAV2 的
ITR，换上血清型 AAV1 的 cap 蛋白，就可以得到
感染特性与 AAV1 一致 rAAV2 ／ 1 杂合载体 ［15］。
本研究首次构建了 BHK ／ SR-BI-IRES-EGFP

载体细胞株， 用携带 AAV 的 rep2-cap1 基因的辅
助病毒 rHsv ／ r2cl 感染己经整合了 ITR-SR-BI-ITR
的 AAV 包装细胞株， 得到了携带 SR-BI 基因的
rAAV2 ／ 1 杂合载体 。 其中 ，rep2-cap1 指来源于
AAV2 的 rep 和来源于 AAV1 的 cap 基因，由于含
有来自 AAV2 的 rep 基因 ， 该辅助病毒 （rHsv ／
r2c1）可以识别并包装来自 AAV2 的 ITR，得到的
rAAV2 ／ 1 杂合载体 ITR 来自 AAV2， 而外壳来自
AAV1， 采用这种方式制备的 rAAV2 ／ 1 杂合载体
具有野生型 AAV1 的感染特性 ［15］。 在人体临床基

图 6 rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP 转染 HepG2 肝细胞
72 h 后 SR-BI 蛋白的表达

Fig．6 The expression of SR-BI protein in HepG2
liver cell after transfection of rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-

EGFP for 72 h
1． negative control； 2． transfection of rAAV2 ／ 1-IRES-EGFP； 3．

transfection of rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP
1） Compared with 1 and 2， P ＜ 0．01； （Western blot）
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因治疗时可能避免已存在的抗 AAV2 抗体产生的
干扰。
本研究将重组腺相关病毒 rAAV2 ／ 1-SR-BI-

IRES-EGFP 杂合载体系统成功转染人 HepG2 肝
细胞， 转染后绿色荧光蛋白表达可以高效稳定表
达，同时 SR-BI 蛋白表达显著增高 ，表明重组腺
相关病毒 rAAV2 ／ 1-SR-BI-IRES-EGFP 杂合载体
能够高效的介导肝细胞的转染，为 SR-BI 在肝细
胞中生物学作用机制及临床应用的深入研究奠

定基础。
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