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摘　要:【目的】为探索腺病毒载体在基因治疗中的应用及其表达目的抗原的有效性。【方法】用 BamHⅠ 、 EcoRⅠ双切

质粒 pBluscript KS+-HBs , 回收 S 基因片段 , 定向克隆插入质粒 pACCMVpL 中相应的酶切位点 , 通过快速抽提酶切鉴定筛选

重组质粒。【结果】挑取的 8 个克隆经 BamHⅠ 、 EcoRⅠ酶切鉴定 , 有 950 bp 的目的基因片段 , 证明为重组体。【结论】成功

构建表达 HBsAg 基因的重组腺病毒载体。
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Construction of Recombinant Adenoviral Vector expressing HBsAg
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Abstract:【Objective】To explore the use of adenovi ral vector in gene therapy and the effectiveness of tar-

get antigen expression in it.【Method】S gene w as released f rom pBluscript KS+-HBs by BamH Ⅰ 、EcoR Ⅰ

cut ting , then inserted directionally into plasmid pACCMVpL.The recombinant vector w as identif ied by rest ric-

tion endonuclease analy sis.【Result】All the 8 clones selected were recombinant vector , which release about 950

bp target gene fragment by BamH Ⅰ 、EcoRⅠ digestion.【Conclusion】The adenoviral vector w hich expressed

HBsAg w as constructed successfully.
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　　腺病毒载体作为基因治疗的运载系统具有宿

主范围广 、繁殖滴度高 、不整合 、对静止期细胞也能

感染及相对安全等特点 ,近年来发展很快[ 1] 。本研

究构建 E1区缺失的重组腺病毒载体 ,拟在 293 细

胞中表达 、包装 ,然后纯化病毒 ,用于基因治疗实

验 ,现将结果报道如下。

1　材料和方法

1.1　材　料

1.1.1　质粒 、菌株　pACCMVpL 大小 8.8 kb ,含

5型腺病毒部分 E1区及包装信号 ,氨苄青霉素耐

药(本室保存), pBluscript KS+-HBs ,含 HBV adw

亚型部分 preS 和 S 基因 ,受体菌 x l1-blue ,重庆医

科大学肝炎研究所惠赠。

1.1.2　琼脂糖　加拿大真达公司 。

1.1.3　各种酶来源 　限制性内切酶 BamH Ⅰ 、

EcoRⅠ 、T4 DNA连接酶购于 promega公司 。

1.1.4　试　剂　快速质粒提取试剂盒 、胶回收试

剂盒分别购于宝灵曼公司和 BIO-RAD公司。

1.2　方　法

1.2.1　获取 S 基因片段　pBluscript KS+-HBs划

板后 ,挑取单菌落 ,加入 5 mL LB 中(含氨苄青霉

素100μg/L),振摇过夜 ,按试剂盒说明书操作抽提
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质粒 ,取 48 μL 酶切。multicore buffer 6 μL , EcoR

Ⅰ 3 μL , BamH Ⅰ 3 μL , pBluscript KS+-HBs 48

μL ,37 ℃温浴 2 h ,电泳回收S 基因片段 。

1.2.2　获取载体 pACCMVpL 　质粒提取方法同

上 ,multicore buffer 3 μL , EcoR Ⅰ 1.5 μL , BamH

Ⅰ 1.5 μL ,PACCMVpL 24μL ,37 ℃温浴 2h ,电泳

回收 PACCMVpL 载体片段 。

1.2.3　连接反应　10×T4连接 Buf fer 2 μL , T4

DNA连接酶 1.5 μL ,PACCMVpL 4 μL , pBluscript

KS
+
-HBs 12.5 μL ,15 ℃过夜 。

1.2.4　重组体转化　挑取 XL1-Blue 单菌落振摇

过夜 ,于次日取 100μL 加入 3 mL LB 培养基振摇

3 h ,A值约 0.4 ～ 0.6时 ,收获细菌 ,加 200μL 0.1

mol的 CaCI2 ,冰浴 2 h , 加连接产物 , 再冰浴 30

min ,42 ℃热击 2 min ,再冰浴 2 min ,室温置 5 min ,

加 800 μL LB培养基 ,180 r/min 摇 1 h ,铺板 。

1.2.5　重组克隆筛选 、鉴定　随机挑取 8个克隆 ,

振摇过夜 ,快速抽提 ,然后酶切鉴定 ,重组体应有约

950 bp的片段出现。

2　结　果

2.1　重组载体构建

技术路线从略。

2.2　重组克隆鉴定

图 1　PACCMVpl-HBs重组体的酶切鉴定

Fig.1　Restrict enzyme analysis of PACCMVpl-HBs

1 , 5 DNA maker;2 pBluscript KS+-HBs cut by BamHⅠ 、EcoR

Ⅰ ;3 pACCMVpL-HBs cut by BamHⅠ 、EcoRⅠ ;4 pACCM VpL cut

by BamHⅠ 、 EcoRⅠ

　　如图 1所示 ,重组体经 BamH Ⅰ 、EcoRⅠ酶切

后有 2条带 ,大片段与空载体在同一位置 ,而小片

段与 S基因在同一位置 ,载体约 8.8 kb ,目的基因

约 950 bp ,说明重组体构建成功 。

3　讨　论

近年随着分子生物学的飞速发展 ,乙型肝炎基

因疫苗 、基因治疗的研究 ,给乙型肝炎防治开辟了

一条新途径。腺病毒载体宿主范围广泛 ,繁殖滴度

高 ,不整合 ,对静止期细胞亦能感染 ,并且易于扩增

和制备 ,近年来发展较快 ,已用于体外及临床试验 ,

未见明显毒副作用[ 2 ,3] 。本研究的目的是构建重

组腺病毒载体 ,研究目的抗原表达的有效性 ,以期

用于基因治疗实验 ,消除乙肝免疫耐受 。

已发现人类腺病毒(Ad)49个血清型 ,用于构

建基因转移载体的多为 Ad2 和 Ad5 型。腺病毒基

因组 E1 、E3 及 E4 起始区和右侧端 LTR之间都可

以插入外源基因构建重组体。E1 区载体容量稍

大 ,在体内不能复制 ,但重组病毒产量较低 ,而且只

能在 293细胞中才能复制 、扩增;E3 区载体不影响

病毒复制 ,产量高 ,可口服 ,但该类载体病毒基因删

除少 ,病毒基因产物多 ,免疫原性强。本研究将外

源基因插入 E1 区 ,主要从安全性方面考虑 。该重

组腺病毒载体构建成功 ,为进一步研究腺病毒载体

的包装及在乙型肝炎病毒基因治疗中的作用奠定

基础 。
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