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摘 要：【目的】构建小鼠 ()*+,基因重组腺病毒载体，为 ()*+,基因在支气管哮喘治疗中的作用研究提供有
效的 ()*+,生物表达系统。【方法】采用内切酶从质粒 ()*+, - ./0)12中切获约 !$ 3 4*的小鼠 ()*+,5678片段，与
穿梭质粒 9:;<,,=+连接，再通过稀有酶切位点将含 ()*+,5678的表达盒与 8>+?@)A腺病毒载体骨架连接，构建重
组载体 98>+?@)()*+,，测序鉴定无错配及插入移位等 678顺序改变，并转染 BCD"EF细胞，出现 G0C后取含病毒
上清的细胞培养液抽提病毒 678 行 0G1 鉴定。【结果】0G1 及酶切证实：()*+,5678 正确克隆到穿梭质粒

9:;<,,=+中，带 ()*+,5678的表达盒成功重组到腺病毒载体基因组 C!8缺失区，并在 BCD"EF细胞中成功包装出
具有感染活性的重组腺病毒 98>+?@)()*+,。【结论】本实验成功构建了小鼠 ()*+, 基因重组腺病毒载体，并在

BCD"EF 细胞中成功包装出重组腺病毒。
关键词：小鼠 ()*+,基因；重组腺病毒载体
中图分类号：1%!!$ H 文献标识码：8 文章编号：!’3")F%%I（"&&I）&’)&%I’)&F

&’()%*+,%-’( ’. /+*-($ !"#$% ,012 3$,’4#-(5(% 26$(’7-*+) 8$,%’* 5(6
9%) 96$(%-.-,5%-’(

(87 J+K)9K?L !M BN87. OKP)=K?L "M QRN 1P?)SK "M QR87. T;K);<K "M BN87. UK)V<? "M W8R AKP?)>K !M
BN87. :;P@)=KP?L !M BN87. J+?)=K? "

#!$ 6+9PX,Y+?, @Z 0+>KP,XK5[M (;+ :+5@?> 8ZZK=KP,+> B@[9K,P=M :N7 \P,)[+? N?K]+X[K,SM
.<P?L^;@< %!&!"&M G;K?P_ "$ 6+9PX,Y+?, @Z GP?5+X R?[,K,<,+M :N7 \P,)[+? N?K]+X[K,SM .<P?L^;@< %!&&’&M G;K?P ‘

2#)%*5,%: 【a*V+5,K]+】 (@ 5@?[,X<5, P Y<XK?+ ()*@b +b9X+[[+> K? ( 5+==[ # ()*+, ‘ 5678
X+5@Y*K?P?, P>+?@]KX<[ ]+5,@X Z@X ZP5K=K,P,K?L ,;+ [,<>S @Z L+?+ ,;+XP9S Z@X *X@?5;KP= P[,;YP$
【W+,;@>[】8? P99X@bKYP,+ !$ 3 4* Y<XK?+ ()*+, 5678 [+LY+?, cP[ +b5K[+> ZX@Y 9=P[YK> ()*+, -
./0)12$ ()*+, 5678 cP[ =KLP,+> cK,; 9:;<,,=+ K? <?Kd<+ +?^SY+ [K,+ c;K5; cP[ 5@??+5,+> cK,;
P>+?@]KX<[ *P54*@?+ [+d<+?5+ 8>+?@)AM ?PY+> P[ 98>+?@)()*+,$ R>+?,KZSK?L ,;+ >+[KX+>
X+5@Y*K?P?, P>+?@]KX<[M K, cP[ 9P54PL+> K? BCD"EF 5+==[$ :<9+X?P,P?, @Z P>+?@]KX<[ ZX@Y BCD"EF
5+==[ c;K5; cP[ P99+PX+> P ]K[K*=+ 5S,@9P,;K5 +ZZ+5, #G0C‘ cP[ 5@==+5,+> Z@X +b,XP5,K?L 678 P?> 0G1
PY9=KZK5P,K@? cP[ 9+XZ@XY+> cK,; [9+5KZK5 9XKY+X[$ 【1+[<=,】(;+ X+5@Y*K?P?, 9=P[YK>[ c+X+ K>+?,KZK+>
*S 0G1 PY9=KZK5P,K@? P?> X+[,XK5,K@? +?^SY+ YP9$ (;+ X+5@Y*K?P?, P>+?@]KX<[ 5PXXSK?L ()*+, L+?+
cP[ K>+?,KZK+> *S 0G1 PY9=KZK5P,K@?$ 【G@?5=<[K@?】(;+ Y<XK?+ ()*+, 5678 X+5@Y*K?P?, P>+?@]KX<[
]+5,@X cP[ [<55+[[Z<==S 5@?[,X<5,+> K? ,;K[ +b9+XKY+?,M *S c;K5; Y<XK?+ ()*+, 5678 X+5@Y*K?P?,
P>+?@]KX<[ cP[ ,;+? 9P54PL+> K? BCD"EF 5+==[$

;$< =’*6): Y<XK?+ ()*+, L+?+_ X+5@Y*K?P?, P>+?@]KX<[ ]+5,@X
e O :N7 \P,)[+? N?K] #W+> :5K ‘ M "&&IM "% #’ ‘ f %I’ g %IH，%%F h

收稿日期："&&I)&3)"%
基金项目：广东省科委自然科学基金资助 # &F!’’H8 ‘

作者简介：檀卫平（!E’’ g），女，安徽东至人，博士生，讲师；黄绍良，教授，导师；黄文林，博士，教授，副导师，通讯作者 $ C)YPK=：c+9,P?i

SP;@@$ 5@Y$ 5?

第 "% 卷 第 ’ 期

"&&I 年 !! 月
2@=$ "% 7@$ ’

7@]$ "&&I

中山大学学报 #医学科学版 ‘

OaN178Q a/ :N7 \8():C7 N7R2C1:R(\ #WC6RG8Q :GRC7GC: ‘

DOI:10.13471/j.cnki.j.sun.yat-sen.univ(med.sci).2004.0117



!"#

$%&’( ) $%&*+ ’+,-’..’/ 01 $ 2’33. 4 是 5666 年哈
佛大学 789&*等 : ; <首先从 $淋巴细胞中发现的一个
重要的 $=;特异性转录因子。$%&’(通过上调 >?@%!
基因转录，正调控 $=;的发育，抑制 $=5的发育，最
终决定 $=; A $=5分化方向。最近研究发现 $%&’(基
因的表达低下与支气管哮喘发病密切相关，同时参

与肿瘤等免疫性疾病的发病 : 5 <。增加 $%&’(表达有
望纠正疾病状态的 $=5异常漂移和 $=;不足。为探
讨 $%&’(基因在哮喘治疗中的作用，利用腺病毒载
体感染效率高、宿主范围广及安全性较好等特点B
我们在国外已成功构建小鼠 $%&’(基因真核表达载
体和逆转录病毒载体的基础上 : ; <，首次构建了含小

鼠 $%&’(基因的重组腺病毒载体，为 $%&’(基因的研
究提供有效的生物表达体系。

; 材料和方法

;C ; 材 料
D/’1*%E腺病毒载体表达系统为美国 F3*1(’2=

公司产品，含小鼠 $%&’(基因 2G@D的质粒 $%&’( A
H?I%JK由美国哈佛大学 H30L2=’-教授惠赠，测序
结果证实与 H’1’ M91N 中提供的小鼠 $%&’( 基因
2G@D完全一致。G@D切胶回收试剂盒、质粒纯化
试剂盒购自德国 O09P’1公司，!"#酶、/@$I购自上
海博采生物工程有限公司，限制性内切酶、$" G@D
连接酶购自美国 I-*L’P9 公司，细胞培养基
GQRQ、 胎 牛 血 清 及 脂 质 体 转 染 试 剂
S0,*T’2(9L01’5666 均为美国 H0&2* 公司产品。
GS5666L9-N’-及 ; N& G@D 39//’- L9-N’-购自中日
合资 $9N9-9公司。GU!"大肠杆菌菌种、URV5WX细
胞为本研究组保存。抗生素及其他化学试剂均为进

口分装或国产分析纯产品。

;C 5 方 法
;C 5C ; 构建小鼠 $%&’( 基因穿梭质粒 ,7=Y((3’%
$%&’( #选用内切酶 $%& $和 ’"( $从重组质粒
$%&’( A H?I%JK 中切下约 ;C # N& 的 $%&’( 2G@D 片
段，以 $%& !不完全酶切处理穿梭质粒 ,7=Y((3’B
电泳回收 "C ; N&的 ,7=Y((3’线性片段，分别切胶回
收后，以 $" G@D连接酶，;Z[连接过夜。% $%&’(
2G@D分别非定向克隆入位于 FQK 启动子下游多
克隆酶切位点区 $%& $（W"#）以及卡那霉素抗性区
$%& $（XZ!6）位点。连接产物转化至 GU!"感受态
菌中，用卡那霉素筛选B 并进行 IFJ及酶切鉴定，
选择正向重组入多克隆酶切位点区 $%& $的阳性
重组质粒为 ,7=Y((3’%$%&’(（图 ;）。

;C 5C 5 小 鼠 $%&’( 基 因 重 组 腺 病 毒 载 体
,D/’1*%$%&’(的构建 # I>% ’)* $和$+,*- $酶切
重组 ,7=Y((3’% $%&’(，回收带有 FQK启动子、$%&’(
基因及 MHU I*3\D的约 XC 6 N&的表达盒 X6 &S酶
切总体系中 I> +’)* $和$+,*-$分别为 5 ]和 6^ !
]B 重组 ,7=Y((3’%$%&’(质粒 G@D )! _ ;6‘ 1P A S 4 5
&S，;6 _双消化缓冲液 X &S，;6 _ M7D X &S。X# [
温育 X =。消化后样品中，加入 #6 &S $R MYTT’- ) ,U
‘ 6 4和 ;66 &S酚 a氯仿 a异戊醇 ) 5! a 5" a ; 4抽提，
乙醇沉降后，加 ;6 &S $R溶解。%将表达盒亚克隆
入腺病毒基因组 R;缺失区 ;6 &S体系中 I> +’)*$
和$+,*- $酶切后重组 ,7=Y((3’%$%&’( 质粒 G@D
5&SB 含同样酶切位点的 D/’1*%E病毒 G@D )5 _
;6‘1P A S 4X &SB 以 $" G@D连接酶 ;Z [孵育过夜。
’ ’." $酶切非重组的腺病毒 G@D，连接反应完
成后，产物用 ’." $对非重组的 )如自身连接 4
D/’1*%E G@D 进行酶切线性化，减少了非重组
G@D克隆的可能。(转化 GU!"并用 IFJ及酶切
鉴定 IFJ初步鉴定阳性克隆B 抽提质粒，以 $%&
$及 /01/ )酶切，# P A S琼脂糖凝胶电泳分析酶
切图谱 （图 5），证实 $%&’(基因正确重组入腺病毒
载体，将阳性克隆 )命名为 ,D/’1*%$%&’( 4 在 GU!"
中大量扩增B用试剂盒抽提 ,D/’1*%$%&’(G@D。
;C 5C X 重组腺病毒 ,D/’1*%$%&’( 的获得 #以
; _ ;6! A孔密度接种 URV5WX细胞于 Z 孔板中，在
含体积分数 ;6b胎牛血清 （?F7）、;66 ] A LS青霉
素和 ;66 &P A LS 链霉素的 GQRQ 培养基中，于
X#[、体积分数 !bFc5条件下培养细胞至 ‘6b融
合状态备用。% ,D/’1*%$%&’(G@D用 2")$酶切使
其线性化，" ] 2")$酶切后的腺病毒载体 G@D)5
&P 4，按操作说明书用 S0,*T’2(9L01’5666 转染
URV5WX 细胞。细胞病理表现 ) 2\(*,9(=02 ’TT’2(
FIR4约在转染 # /左右后观察到。当大部分细胞脱
落后B 将细胞悬液转至消毒的 ;! LS锥形离心管
内。仍然贴壁的细胞B轻轻搅动使其分离。室温下离
心B 将透明上清B 转至一清洁、消毒的锥形管内B 此
为低滴度的病毒原种。

;C 5C " 高滴度重组腺病毒的制备 将上一步骤
沉降的细胞加 IM7反复冻融后，离心取上清的 ; A 5
重新感染 URV5WX细胞。如此反复进行 ! d ‘次后
可得到高滴度腺病毒。

;C 5C ! 重组腺病毒的鉴定 用以上收集出现
FIR的病毒上清B感染在 Z孔培养板中培养的 URV
5WX细胞 )设复孔 4。将其中 ;个复孔中的细胞B 进
行目的基因的 IFJ鉴定。收集 IFJ鉴定为阳性的
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图 ! "#$%&&’()*)+(& ,$-!、!"#!酶切鉴定
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图 ? "83(4-)*)+(& 9:8;<= >=? +"@ $%"!及 &’(3 "酶
切鉴定图谱

./01 ? A(B&C/6&/-4 (4DEF( F7" -5 "83(4-)*)+(& 9:8
;<= >=?+"@ $%"!743 &’(3"

$@ %&’ ()* AB4.C-.- +,--./D %@ 0*-.C<676’.4 05,EFG- ()*D

?@ 0*-.C<676’.4 & !"#!D ;@ 0*-.C<676’.4 8 ’()-"

病毒上清，扩大感染 HAI ?J;细胞。
%K ?K L 重组腺病毒滴度的测定 用 HAI?J; 细
胞（每孔 %M"个）种 JL孔板，约 ?" 2，细胞贴壁并形
成均匀单层。准备 %M N ! 6 %M N %; J个稀释度的待测
病毒，每孔加 !M #+病毒，每列一个稀释度，共 J列
病毒。余下 ;列加入培养液，作为空白对照。然后在
;O P，体积分数 !Q RS?培养 %" -。每天显微镜下
观察细胞病变情况。记录病变情况，并按 I,/’./ T E
公式计算病毒的滴度。

? 结 果

?K % 重组腺病毒载体的构建和鉴定
?K %K % 重组质粒 0123445.676’.4 酶切鉴定 经
!"# !、$#%!双酶切，得到约 %U O &’（与插入的目
的片段大小相一致）和 ?K O &’、%K " &’ : 0123445.酶
切两部分 >的 ;个片段 :图 % >。

?K %K ? 0*-.C<676’.4()*酶切鉴定 用 !"# !及
’()- "分别酶切，结果与预计酶切图谱相同 :图
? >。
?K ? 重组腺病毒 "83(4-)*)+(&的获得与鉴定
用线性 0*-.C<76’.4转染 HAI ?J;细胞，培养

% 周后出现 RVA。将出现 RVA的病毒上清再次感染
HAI?J;细胞W 收集细胞裂解上清，抽提病毒 ()*，
分别以 76’.4 基因与 *-.C<6X 病毒基因组 ()* 交
叉引物两对（VY%：!Z6=[=4,,[[=,= 4,,=,444=6;Z V\%：!Z

64[4===4[,[,44= 44==,,6;Z）， : VY?： !Z6[,,[,,[[[[444
=[[,,,=6;Z V\?：!Z6==4[4[= 4,==4[,,==4,=6;Z > 以及
76’.4基因上引物 %对 （VY;：!Z6,,4[4,=,==,4===[,4[
=4==,=[[6;ZV\;：!Z64[[[[[,,=[,=44=,[ ,=46;），分别经
VR\扩增W 出现预计的（%K # &’、%K ; &’、%K M &’）特
异性带，确定为阳性克隆。将重组腺病毒

*-.C<676’.4在 HAI?J;细胞中大量扩增后W收集含
病毒的细胞裂解上清W 反复冻融后分装W 贮存于 N
#M P备用。
?K ; 重组腺病毒的滴度
经以上细胞病变法测定，所制备的病毒滴度最

高可达 %M%% 0]3 8 +。

; 讨 论

我们以往研究表明哮喘患儿体内 72% 8 72? 平
衡失调，表现为 72%不足和 72?异常极化 ^ ; _。最近

研究证实转录因子 76’.4基因的表达低下是导致其
72% 8 72? 失衡的关键。不仅哮喘患者气道内 76’.4
基因的表达显著减少， 72? 特异性转录因子
‘*7*6;的表达增加 ^ " _；完全敲除和部分缺陷 76’.4
基因小鼠可自发表现出类似与过敏原激发所引起
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的哮喘特征性的病理炎症改变 （如气道 UAP和淋
巴细胞浸润，典型的气道重塑）# ! %。因此，[I756基因
的表达低下与哮喘发病具有直接的相关性。

P8<;216M#V %在《新英格兰医学杂志》上回顾以上工作

的基础上，肯定了 [I756基因的发现是哮喘发病机
制研究中的一新进展，并进一步提出 [I756可作为
哮喘治疗的新基因靶点之一。

本实验是在明确 [I756基因表达低下与支气管
哮喘发病密切相关的基础上，将 [I7568Z]Y克隆到
腺病毒 !型 U(区缺失复制缺陷型腺病毒中，进一
步研究 [I756基因在哮喘模型中的作用机制。腺病
毒是目前用于基因转移最广泛的载体之一，重组腺

病毒除感染谱广、安全性高、容量大、体外可操作性

好等优点外，腺病毒载体能利用真核细胞系统表达

加工的蛋白质进行翻译后处理，与天然蛋白质的磷

酸化、折叠、复折叠、二酯键一致，具有很高的生物

活性。且腺病毒感染宿主细胞后，不依赖于宿主细

胞增殖而表达外源基因，绕开了气道上皮细胞复制

慢的问题，为呼吸道疾病的靶向基因治疗中一种高

效载体。本文所用的腺病毒载体勿须同源重组 D 只
在体外连接D 并在穿梭质粒和腺病毒载体上设计稀
有的酶切位点D 避免反向连接及自身环化D 便可保
证重组腺病毒载体正确构建 # $ %。本实验成功构建了

小鼠 [ ^ 756 基因重组腺病毒载体，并在 LUXE’"
细胞中成功包装出重组腺病毒D 为支气管哮喘等呼

吸性疾病的防治研究提供了一种理想的生物载体

表达体系，为以后的进一步研究奠定了基础。
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