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摘 要 : 【目的】构建人神经营养素-3 (neurotrophin-3,NT-3)受体 (即酪氨酸蛋白激酶受体 C, tyrosine

protein kinase C, TrkC)基因重组的腺病毒表达载体。【方法】从人脑组织 mRNA中扩增 TrkC基因全长 cDNA,

定向克隆于穿梭质粒 pShuttle 中 , 获得一个带有 CMV 启动子的表达盒。 再将表达盒与腺病毒骨架 DNA

(Adeno-X viral DNA)体外连接 , 形成重组腺病毒质粒(pAd-TrkC)。用 pAd-TrkC转染人胚肾 293 细胞后包装成

有感染能力的重组腺病毒颗粒(Adeno-TrkC)。【结果】TrkC基因 RT-PCR 扩增产物为 2 478 bp。 Adeno-TrkC

经 PCR 鉴定为正确重组子。【结论】应用体外连接法已构建了人 TrkC 重组腺病毒表达载体, 这为进一步应用

NT-3 进行基因治疗中枢神经损伤奠定了基础。

关键词 : 酪氨酸蛋白激酶受体 C; 基因克隆; 重组腺病毒

中图分类号 : R322.85 文献识别码 : A 文章编号 : 1672-3554(2005)05-0493-05

Amplification of Human Neurotrophin-3 Recepter Gene and Construction of Recombinant
Adenovirus Expression Vector for TrkC

WANG Jun-mei 1, ZENG Yuan-shan 1 , LIU Ran-yi 2,WU Li-zhi 2, XUE Gang2, HUANG Jia-ling2,

HUANG Bi-jun2, HUANG Wen-lin2

(1.Division of Neuroscience, Department of Histology and Embryology, Zhongshan Medical College; 2.Cancer Center, SUN Yat-sen

University, Guangzhou 510080, China)

Abstract:【Objective】To construct a recombinant adenovirus expression vector carrying human neurotrophin-3

(NT-3) receptor TrkC gene. 【Methods】 The mRNA were extracted from human brain tissue and the full-length

cDNA of human TrkC gene was amplified by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). Firstly, an

expression cassette with CMV promoter was made by cloning NT-3 into pShuttle vector. Secondly, the expression

cassette was ligated to Adeno-X viral DNA to form a recombinant adenoviral plasmid (pAd-TrkC), which was

packaged into infectious recombinant adenoviral particles (Adeno-TrkC) by transfecting human embryonic kidney

293 cells.【Results】The amplified TrkC gene was 2 478 bp in length; Adeno-TrkC was proved to be correct by

PCR. 【Conclusion】 A recombinant adenovirus carrying TrkC was constructed successfully by in vitro ligation

reaction, which may provide the basis for using NT-3 in gene therapy.
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用基因修饰细胞移植治疗中枢神经损伤是目

前研究的热点之一 , 但所运用的多是神经生长因

子(NGF)和脑源性神经营养因子 ( BDNF)等基因。
现已证明 NGF 主要作用于感觉神经元 , 对运动神

经元作用不明显 , 而 BDNF 作用的神经元类型范

围较为窄小。许多研究认为, 神经营养素-3 (neu-

rotrophin-3, NT-3)对神经元的发育和分化以及对损

伤的中枢神经元存活及其轴突再生有促进作用[1,2]。

有研究表明, NT-3 对脊髓损伤处皮质脊髓束神经

纤维的再生有明显促进作用。本研究组先前的研

究也显示, NT-3 基因修饰的施万细胞和神经干细

胞联合移植能促进脊髓全横断损伤结构与功能的

修复; 并见脊髓移植处的神经干细胞更多地分化

为神经元样细胞 [3～5]。 据认为 , 这是 NT-3 基因修
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饰的施万细胞过量分泌 NT-3 的缘故。已知 NT-3
可以特异激活其分布在神经元细胞膜上的 NT-3
受体 TrkC, 发挥其生物效应作用[6]。Takahashi 等 [7]

已发现, 神经营养因子能使带有 TrkC的神经干细

胞更多地分化为神经元。 因此 , 本研究试图通过

构建人 NT-3 受体 TrkC 基因重组腺病毒表达载

体, 为下一步应用人 TrkC基因修饰的神经干细胞

移植到脊髓损伤处, 让含有更多 NT-3 受体的神经

干细胞在 NT-3 的作用下分化为神经元, 更好地实

现治疗脊髓损伤的目的。

1 材料和方法

1.1 主要仪器

PCR仪 ( Gene Amp PCR system 9700)、低温离

心机 ( 美国 Beckman)、超高速离心机 ( 美国

Beckman)、CO2 孵箱 ( NAPCO)、PRISM377DNA 测

序仪 (美国 ABI)、高速台式离心机 5415D (德国

eppendorf) 和 BeckmanDV640 型紫外分光光度仪

(美国 Beckman)。

1.2 载体与菌株

Adeno-XTM Expressien System 试 剂 盒 为

Clontech公司产品 , HEK293 细胞株与大肠杆菌

DH5α为中山大学肿瘤防治中心黄文林教授实验

室惠赠。

1.3 主要试剂

RT-PCR 试剂盒为 Promege 公司产品 , 限制性

内 切 酶 XbaI、KpnI、DNA Marker DL2000、DNA

Ligation Kit Ver.2 为大连 Takara 公司产品 , DNA

Marker 1kb Ladder 为申能博采生物公司产品 , 人

脑 mRNA为深圳市君轩生物技术有限公司产品 ,
质粒提取试剂盒、QIAquick (R) Gel Extraction Kit
为 QIAGEN公司产品。Agarose Gel 为 Biowest 公司

产品 , LipofectamineTM 2000 购自 Invitrogen 公司。

1.4 方 法

1.4.1 引物设计合成 从 GenBank 检索人 TrkC
基因 , 针对基因全长 , 设计两端引物(引物由上海

申弓生物技术有限公司合成 )。上游引物 : 5′

TGTCTAGAAGCAGCGATCGGAGATG3′; 下游引

物 : 5′ACGGTACCACTAGCCAAGAATGTC 3′。上、
下游引物 5′端分别包含 XbaI 和 KpnI 限制性内切

酶酶切位点 ,扩增产物为 2 478 bp。

1.4.2 RT-PCR 取人脑 mRNA进行反转录 , 反应

体系参照 Promege 公司 Reverse trancription system
试剂盒说明。42 ℃ 60 min 反转录 , 95 ℃ 5 min 灭

活反转录酶 AMV; 然后做 PCR: 94℃ 1 min、50 ℃

1.5 min、72 ℃ 3.5 min, 35 个循环 , 最后 72 ℃ 10

min。另设一阴性对照 , 以双蒸水代替 cDNA, 余相

同。反应结束后 , 取反应液 5 mL于 8 g/L琼脂糖

凝胶电泳 ,凝胶成像系统观察结果。

1.4.3 克隆穿梭载体 pShuttle-TrkC 的 构建及鉴

定 取 RT-PCR 反应液 , 8 g/L琼脂糖凝胶电泳后 ,
用 QLAquik(R) Gel Extraction Kit 试剂盒 , 割胶纯

化目的基因片段。分别用 XbaI 和 KpnI 双酶切目

的基因及载体 pShuttle 用 Gel Extraction Kit 试剂

盒切胶 , 按 DNA Ligation Kit Ver.2 试剂盒说明配

制连接反应体系 , 16℃温育过夜。连接纯化 TrkC
基因和线性化的 pShuttle, 产物按常规方法转化

DH5α菌惑受态 , 将转化菌涂布于含 20 mg/mL卡

那霉素的 LB琼糖平板 , 37℃培养过夜。挑取存活

的菌落 , 扩增并提取质粒 , PCR 鉴定及 XbaI 和

KpnI 双酶切鉴定后 , 再测序鉴定质粒中目的基因

的序列。

1.4.4 重组腺病毒载体 pAdeno-TrkC的构建及鉴

定 将 pShuttle-TrkC用 I-CeuⅠ和 PI-SceⅠ双酶切

后 , 与 Adeno-XTM Expression System试剂盒中的腺

病毒骨架质粒 (已用 I-CeuⅠ和 PI-SceⅠ切开 )连

接 , 常规方法转化后 , 将转化菌涂布于含 50 mg/

mL氨苄的 LB琼脂糖平板 , 37℃过夜培养。挑取菌

落 , PCR 鉴定 , 选阳性克隆扩增并提取质粒 , I-Ceu

Ⅰ和 PI-SceⅠ双酶切及 Hind Ⅲ和 XhoⅠ单酶切鉴

定 ,并测序鉴定。

1.4.5 293 细胞包装 pAdeno-TrkC用 PacⅠ酶切

成线性后 , 用脂质体介导在 24 孔板内转染

HEK293 细胞 , 细胞长满后 , 转入 25 m2 培养瓶内

继续培养 , 转染后第 10 天出现 293 细胞病变 CPE

(cytopathic effect)。收集病变细胞于- 80℃/37℃反复

冻融 3 次获得病毒粗裂解液 , 并反复感染 293 细

胞扩增病毒。

1.4.6 重组腺病毒的鉴定 ( 1) PCR 鉴定 :抽提病

毒 DNA为模板,以目的基因内的一段 112 bp 序列

设计两端引物 (引物由上海申弓生物技术有限公

司 合 成 ) 进 行 PCR 鉴 定 。 上 游 引 物 为 : 5′

TTGGATCCTCACCACTGATGACAG3′; 下游引物

为 : 5′TTGCTGCTTTTGCCTGTGTCCTG 3′。反应条

件为: 94℃ 50 s、55℃ 50 s、72℃ 1 min, 35 个循环 ,
最后 72℃ 7 min。阳性对照以 pAdeno-TrkC 为模

板 ,阴性对照以水为模板 ,余相同。

2 结 果

2.1 RT-PCR
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将 RT-PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳 , 可见

一约 2 500 bp的特异性条带,与理论预期值( 2 478

bp)一致 ,阴性对照无片断扩出(图 1)。

2.2 克隆载体 pShuttle-TrkC 鉴定

挑取菌落扩增 , 提取质粒后 , 用 XbaⅠ加 Kpn

Ⅰ、SacⅠ和 SalⅠ酶切 , 琼脂糖凝胶电泳后观察结

果。可见 4 kb 和 2.5 kb、6.2 kb 和 0.32 kb、6.5 kb
的条带(图 2)。

测序结果表明插入的人 TrkC 基因序列与

Genbank 登录的 cDNA序列只相差 4 个碱基 , 翻译

后的氨基酸序列完全相同。测序结果如下:

2.3 重组腺病毒载体 pAd-TrkC 的鉴定

经氨苄青霉素筛选后 , 扩增存活菌落提取质

粒 , XhoI 和 Hind Ⅲ酶切 , 电泳后观察结果。可见

14 502 bp, 8 057 bp, 9 222 bp, 2802 bp, 2 466 bp,

1 445 bp, 595 bp 和 8 010 bp, 7 634 bp, 5 324

bp, 4 597 bp, 3 825 bp, 3 064 bp, 2 937 bp, 2

565 bp, 2 081 bp, 75 bp。I-CeuⅠ和 PI-SceⅠ双酶

切 , 结果为 32 kb 的腺病毒骨架和 3.8 kb 的表达

盒(图 3)。

2.4 293细胞包装

脂质体转染 pAd-NT-3 入 293 细胞后第 4～5
天 , 293 细胞出现收缩、变圆等病理改变 , 第 9～10
天细胞出现噬斑 , 噬斑周围病变细胞呈圆形 , 聚集

成葡萄状(图 4),第 12 天有部分细胞剥离。

2.5 Adeno-TrkC 的鉴定

PCR 结果扩增出 112 bp 的特异性条带 , 与阳

性对照相符。阴性对照无片段扩出(图 5)。

图 1 RT-PCR 结果

Fig.1 Result of RT-PCR

M: 1kb ladder DNA marker; 1: product of RT-PCR; 2: nega-

tive control

图 2 pShuttle-TrkC 的酶切鉴定

Fig.2 Idetification of pShuttle-TrkC by enzyme digestion

M: 1 kb ladder DNA marker; 1: pShuttle-TrkC; 2: pShuttle-

TrkC/XbaI+KpnⅠ; 3: pShuttle-TrkC/SacⅠ; 4: pShuttle-TrkC/SalⅠ;

5: pShuttle

图 3 pAd-TrkC 酶切鉴定

Fig.3 Identification of pAd-TrkC by enzyme digestion

M: 1 kb ladder DNA marker; 1: pAd-TrkC; 2: I-CeuⅠ+PI-Sce

Ⅰ; 3: HindⅢ; 4: XhoⅠ
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图 4 转染 pAd-TrkC 的 293 细胞出现 CPE

Fig.4 CPE of 293 cells transfected by pAd-TrkC

(↑) showed 293 cells with CPE becoming round and

collecting in grape-like

3 讨 论

本研究所用的 Adeno-X全长 32.6 kb, 它是将

5 型腺病毒 (Ad5)E1 区 ( 342～3 528 bp) 和 E3 区

( 27 865～30 995 bp)缺失 , 本研究将人 TrkC 表达

盒替代腺病毒基因组 DNA的 E1 区 , 因此 TrkC基

因由 CMV启动子控制 , 由此得到的是 E1 区缺失

的复制缺陷型腺病毒。由于人胚肾 293 细胞基因

组上有整合 Ad5E1 区的基因 , 因而 Adeno-TrkC需

通过感染方式进入 293 细胞内大量复制。但对非

293 细胞(普通细胞)仅可一次性感染而不能复制 ,
这是重组腺病毒用于基因治疗的安全性保证。腺

病毒作为神经营养素-3(NT-3)受体 TrkC基因的表

达载体具有一些优点: 如具有较广的敏感谱 , 既能

感染分裂细胞, 也能感染分化后非分裂状态的细

胞, 这比用逆转录病毒作为表达载体更具应用性 ;

能获得较高的感染率 ;能容纳大片段的外源基因 ;

无外源基因插入靶细胞基因组引起基因突变的危

险。由于腺病毒携带的基因组主要是以游离附加

体形式存在于细胞质中,不能整合到靶细胞的基因

组, 因此认为腺病毒携带的目的基因只能表达一

段时间。

构建带有目的基因的表达载体往往是整个过

程的难点 , 本研究借助体外连接法已构建了人

TrkC重组腺病毒表达载体 Adeno-TrkC。这与其它

构建重组腺病毒表达载体的方法相比, 较为简易,
成功机会较高。此外, 本研究应用 Adeno-X表达系

统 , 将腺病毒作为基因转移载体 ( Adeno-X) , 借助

体外连接法用于重组腺病毒的构建。因此只需将

携带的目的基因表达盒与腺病毒骨架 DNA连接,
就能形成重组腺病毒质粒 pAd-TrkC [8], 这可避免

在重组过程中目的基因产生突变 , 因而显得更为

安全可靠。

TrkC是 Trk 受体的一种 , 它们由胞外一个大

的糖基化的配体结合区、跨膜区和胞内区组成, 其

中胞外区含亮氨酸富集结构和免疫球蛋白域。Trk
受体是通过其免疫球蛋白域和配体相互作用 [9], 这

种配体结合域为晶体结构[10]。高亲和力的 Trk 受体

与神经营养因子 ( NTFs)结合后, 形成二聚体并被

激活, 通过 Trk 受体的磷酸化过程进行细胞内信

号传导 ,产生生物效应。在没有 NTFs 的情况下 ,高

密度表达的 Trk 受体还可通过相互作用引发自动

磷酸化而被激活 [11]。Trk 受体介导的信号转导有

Ras 信号途径、PI3K 信号途径和 PLC-γ1 信号途

径。在大多数神经元内 , NTFs 与 Trk 受体结合能提

高神经元的存活[12,13]。

Trk 受体分 TrkA、TrkB和 TrkC三种。一般认

为 , NGF 与 TrkA结合 , BDNF 和 NT-4/5 与 TrkB结

合 , 而只有 NT-3 能与 TrkC结合 [14]。 Castellanos
等 [15] 将 TrkC基因逆转录病毒感染的神经干细胞

移植到正常大鼠脊髓内 , 发现移植前在体外用

NT-3 预处理的神经干细胞可过量表达 TrkC, 结果

这种神经干细胞移植到脊髓后其存活率可达到

100%。如果缺少 NT-3 或 TrkC任何一个因素时 ,
神经干细胞的存活率只有 30%～50%。且两者联合

应用可减少神经干细胞向星形胶质细胞分化 , 促

进其更多地向神经元分化。因此认为, TrkC过量

表达促进移植的神经干细胞在脊髓内存活和迁

移 , 这提示 TrkC基因修饰神经干细胞与神经营养

因子联合应用可能是脊髓损伤后神经环路修复的

有效治疗策略。

在成年哺乳动物中枢神经中 , 受损伤的神经

图 5 Ad-TrkC 的 PCR 鉴定

Fig.5 Identification of Ad-TrkC by PCR

M: DL 2000 DNA marker; 1: positive control; 2: product of

PCR; 3: negative control
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[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

纤维之所以不能再生的另一个重要的原因是中枢

神经微环境缺乏神经营养因子。如果将 NT-3 受体

TrkC基因的重组腺病毒在体外感染神经干细胞后

再移植到中枢神经损伤处 , 同时联合移植 NT-3 基

因重组腺病毒感染的施万细胞, 目的是通过 NT-3
在损伤处过量表达更好地促进神经纤维再生 [3]; 同

时诱导带有 NT-3 受体(TrkC)的神经干细胞更好地

向神经元分化 , 生长出轴突 , 建立突触联系 ,在损

伤处形成神经元网络, 起传导神经冲动的桥梁作

用。这是本研究组治疗脊髓全横断损伤的主要策

略。本研究虽然已构建了带有人 TrkC基因的表达

载体,为实现基因治疗脊髓全横断损伤的策略打下

良好基础, 但是下一步还要对此表达载体进行功

能方面的检测。
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