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人!"#$% 基因重组腺病毒的构建与鉴定

方针强!$叶)钢!$欧阳一辛&$刘永亮!$贾维胜!$冯嘉瑜!))"第三军医大学新桥医院!!泌尿外科$全军肾脏病中心$&检
验科$重庆 %"""(*#

))摘)要! 目的)构建含有人骨形态发生蛋白#*"+,-./,012,3.-.45610,4.5-#*$ 789#*#基因的重组腺病毒载体$并对其
相关指标进行鉴定$观察其对肾小管上皮细胞株":;<#细胞的转染情况% 方法)用基因工程技术将人789#* 基因6=>?
亚克隆至穿梭质粒 1=<(!@ 上$利用脂质体介导的方法将?A8BC腺病毒包装系统的骨架质粒 17:DE,CFG!$(<0.和穿梭质
粒 1=<(!@#789#* 转染入:G;&H( 细胞$进行同源重组$得到腺病毒重组质粒 ?A$#789#*$并在其中包装扩增病毒% 采用
9<I方法对重组腺病毒进行鉴定$ 利用穿梭质粒中所带绿色荧光蛋白 DJ9报告基因$进行病毒滴度的测定和对 :;<细
胞感染效率的检测% 结果)酶切鉴定及 9<I结果证明 789#* 基因重组腺病毒载体构建成功$病毒滴度达 !K&$ L!"!"

9JMN/E$对:;<有较强感染能力% 结论)应用细胞内同源重组方法成功构建了含人789#* 基因的重组腺病毒载体%
))关键词! 腺病毒&骨形成蛋白#*&同源重组
))中图法分类号! I(*(&I(H%#(( 文献标识码! ?

&’()*+,-*.’(/(0.01(*.2.-/*.’(’23,4/(!"#$% 51(1+1-’46.(/(*/01(’7.+,)
J?>DO2.-#P5B-3!$ QGDB-3!$ RMQ?>DQ5#C5-&$ STMQ,-3#E5B-3!$ UT?V.5#W2.-3!$ JG>DU5B#XY! " !I.-BE=5W.BW.W
I.W.B062 <.-4.0$ =.1B04/.-4,ZM05-B0X[Y03.0X$ &=.1B04/.-4,ZSB+,0B4,0X8.A565-.$\5-P5B,:,W154BE$]250A 85E54B0X8.A56BEM-5̂.0W54X$
<2,-3P5-3%"""(*$ <25-B#

))86)*+/-*! !"#$%&’($)],6,-W40Y64B-A 5A.-45ZX42.0.6,/+5-B-4BA.-,̂50YW.-6,A5-32Y/B- 789#* 3.-.
B-A ,+W.0̂.54WB+5E54X4,5-Z.64:;<6.EEWK)$&*+,-)]2.2Y/B- 789#* 3.-.Z0B3/.-4_BW6E,-.A 5-4,42.
W2Y44E.1EBW/5A 1=<(!@ 4,Z,0/1=<(!@#789#*K]2.- 1=<(!@#789#* B-A 42.Z0B/._,0‘ 1EBW/5A 17:DE,CF
G!$(<0._.0.40B-WZ.64.A 5-4,:G;&H( 6.EEWZ,02,/,3.-,YW0.6,/+5-B45,- 5- 6.EEW_542 S51,Z.64B/5-.&"""K
]2.4B03.43.-._BWA.4.64.A +X1,EX/.0BW.62B5- 0.B645,- "9<I#K]2.454.0B-A 54W5-Z.645,- 0B4._.0.A.4.0#
/5-.A YW5-342.30..- ZEY,0.W6.-410,4.5- "DJ9# .C10.WW5,- 5- 42.W2Y44E.1EBW/5AK.$-/0&-)I.W405645,- .-A,#
-Y6E.BW.B-A 9<IB-BEXW5W6,-Z50/.A 42B442.2Y/B- 789#* 3.-._BWWY66.WWZYEEX5-W.04.A 5-4,42.BA.-,̂50YW
.̂64,0K]2.454.0,Z42.0.6,/+5-B-4BA.-,̂50YW_BW!K&$ L!"!" 9JMN/EK]2.BA.-,̂50YW2BWBW40,-3.ZZ.64,-
2Y/B- :;<6.EEWK1+2%0/-’+2)]2.0.6,/+5-B-4BA.-,̂50YW6,-4B5-5-32Y/B- 789#* 3.-._BWWY66.WWZYEEX
6,-W40Y64.A +X42./.42,A ,Z2,/,3.-,YW0.6,/+5-B45,- 5- 6.EEWK
))91: ;’+0)! BA.-,̂50YW& 789#* 3.-.& 2,/,3.-,YW0.6,/+5-B45,-

))骨形态发生蛋白#*"+,-./,012,3.-.45610,4.5-#*$
789#*#是骨形态发生蛋白家族中的一种$属于 ]DJ#!
细胞因子超家族$不仅在肾脏发育中具有重要作用$而
且与多种肾脏疾病关系密切$包括急性缺血性肾损害’
肾小管间质纤维化’糖尿病肾病和狼疮性肾炎等(! a() %
目前789#* 在肾脏中的作用机制尚未明确$利用转基
因技术对肾脏疾病的干预和治疗虽然尚处于研究阶

))作者简介!方针强$男$湖北省嘉鱼县人$博士研究生$主治医师$主要从事肾

脏疾病及肾脏移植方面的研究$发表论文 H 篇% 电话! ""&(#

@’**%@&%$ G#/B5E! ZB-3b2.-P5B-3!&(cW5-BK6,/

))通信作者!叶)钢$电话!""&(#@’**%@&%

))收稿日期!&""*#"H#"!&修回日期!&""*#!"#!!

段$但已成为肾脏发育和肾脏疾病研究中的一个热点%
因此$我们利用基因工程技术和另一种腺病毒包装系
统?A8BC$体外构建表达人789#* 基因的重组腺病毒
载体$旨在提高转染效率和效果$为进一步研究789#*
在肾脏发育和肾脏疾病中的分子作用机制及治疗作用

奠定基础%

<=材料与方法

!K!)材料
!K!K!)质粒和菌株))含人 789#* 基因的质粒 1]*#789#*
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验室保存#&肾小管上皮细胞株 :;<"本院全军肾脏病中心张
静波博士惠赠#&穿梭质粒 1=<(!@ 和腺病毒基因组质粒 17:#
DE,CFG!$(<0."加拿大8560,+5C75,WXW4./WT-6K公司#%
!K!K&)酶类及主要生化试剂))限制性内切酶’连接酶购自
基因公司$质粒=>?提取试剂盒和=>?胶回收试剂盒购自杭
州维特洁公司$脂质体 S51,Z.64B/5-.]8 &""" 购自 T- 5̂40,3.- 公
司$9<I引物由上海生物工程公司合成%
!K&)方法
!K&K!)质粒提取’酶切’连接及转化))参照文献(%)的方法
进行%
!K&K&)9<I引物设计))参照已在 D.-7B-‘ 上发表的人
789#* 序列$应用905/.0905/.0$K" 程序设计特异性人789#*
基因上游引物!$e#D<<D?<]]<?D<<]DD?<??#(e$下游引物!
$e#<D<<??<]]DDDD]]D?]D<#(e%
!K&K()腺病毒穿梭质粒 1=<(!@#789#* 的构建及鉴定))用
!"##酶切腺病毒穿梭质粒 1=<(!@ 和 1]*#789#*$琼脂糖凝胶
电泳回收 % """ +1 左右大小的 1=<(!@ 质粒酶切片段和约
! $"" +1 的789#* 目的片段$用]%连接酶将二者连接起来$热
休克法转化入感受态大肠埃希菌 =:$"$提取质粒 1=<(!@#
789#*$$%&#酶切初步鉴定重组质粒$并送 ]B;BIB公司测序
鉴定%
!K&K%)重组腺病毒质粒载体?A$#789#* 的构建与鉴定))按
照S51,Z.64B/5-.]8&""" 脂质体的说明书$利用脂质体介导的方
法将?A8BC腺病毒包装系统的骨架质粒 17:DE,CFG!$(<0.和
鉴定正确的穿梭质粒 1=<(!@#789#* 转染入 :G;&H( 细胞$进
行同源重组$大量扩增克隆$得到腺病毒重组质粒 ?A$#789#*%
9<I鉴定! 分别以 17:DE,CFG!$(<0."阴性对照#’1]*#789#*
"阳性对照#和 ?A$#789#* 为模板&用前面合成的人 789#* 基
因的特异性引物进行 9<I扩增% 扩增反应的条件为!变性
H% f L$ /5-$然后 H% f L(" W$退火 $@ f L%$ W$延伸 *& f L
@" W$共 (" 个循环$最后 *& f L$ /5-% 9<I产物进行琼脂糖
凝胶电泳分析%
!K&K$)人789#* 基因重组腺病毒包装’扩增及鉴定))$重
组腺病毒质粒转染:G;&H( 细胞!同 !K&K% 法利用脂质体介导
的方法将骨架质粒 17:DE,CFG!$(<0.和鉴定正确的穿梭质粒
1=<(!@#789#* 转染:G;&H( 包装细胞进行同源重组$每天观
察细胞出毒迹象% 待细胞大部分出现明显噬斑并从底部脱落
后回收病毒$将其加入 :G;&H( 细胞中继续培养$直至扩增出
足量的腺病毒% %重组腺病毒的鉴定!用前面合成的人 789#*
基因的特异性引物进行 9<I鉴定$取 $" &E供试病毒样品
"?A$#789#*#加入 & &E蛋白酶;"!" /3N/E#$$$ f ! 2$煮沸
!" /5-$冰水浴$用 9<I缓冲液进行 !"’!"" 倍稀释$和原液作
为模板% 设立阴性对照"AA:&R#’阳性对照!1]*#789#*% 人
789#* 特异性引物9<I扩增条件同前% 9<I产物进行琼脂糖
凝胶电泳分析%
!K&K@)病毒滴度和感染效率的测定))$病毒滴度的测定!
参照文献($)方法进行$按下面公式计算病毒滴度!病毒滴度
"9JMN/E# gDJ9阳性细胞数 L病毒稀释倍数N"K"! /E% %
病毒感染效率的测定!在 @ 孔板上按照 & L!"$ N孔接种:;<细
胞$待融合至 ’"h时$用感染复数病毒N细胞"/YE451EX,Z5-Z.6#
45,-$8RT#为 &$’$"’*$’!"" 的腺病毒感染 :;<细胞% %’ 2 后

在荧光显微镜下计数DJ9阳性细胞率%

>=结果

&K!)腺病毒穿梭质粒 1=<(!@#789#* 的鉴定
))由于789#* 基因靠近上游区域引入了$%&#位点$1=<(!@
质粒中也有$%&#位点$可以用此酶切鉴定插入方向$正向获得
% ’"" +1和 %(& +1的片段$反向插入获得 ( H"" +1和 ! %"" +1
的条带% 电泳结果如图 !所示$从电泳图可以看到$泳道 ! 和 &
为反向插入$泳道 (为正向插入% 测序鉴定!经]B;BIB公司测
序的结果与D.-7B-‘公布的序列完全一致%
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8!!=>?标准"=S!$"""#&8&!=>?标准"=S&"""#&! a(!$%&#
单酶切 1=<(!@#789#* 质粒

图 <=质粒酶切电泳图

&K&)重组腺病毒质粒载体?A$#789#* 的鉴定
))以人 789#* 基因的特异性引物对质粒 ?A$#789#* 进行
9<I扩增$可得到大小约 *"" +1的片段"图 &#% 从电泳图中看
出泳道 ! 和 ’扩增条带大小与预期结果相同$为阳性克隆%

! " # $ % & ’ ( ) !* !! !" +

’!# ,-!
! *** ,-"’%* ,-%** ,-""%* ,-!** ,-

8!=>?标准"=S&"""#& ! a!"! ?A$#789#* 质粒模板&
!!! 1]*#789#*"阳性对照#& !&! 17:DE,CFG!$(<0."阴性对照#

图 >=#&?检测重组腺病毒质粒

&K()人789#* 基因重组腺病毒的鉴定
))重组腺病毒质粒转染:G;&H( 包装细胞$培养 &% 2后可见
绿色荧光蛋白DJ9的表达"图 (#$’ A后细胞逐渐呈悬浮生长$
并出现细胞病变效应"6X4,1B4256.ZZ.64$<9G#"图 %#% 将提取的
重组腺病毒以人 789#* 基因的特异性引物进行 9<I扩增$人
789#* 基因重组腺病毒得到约 *"" +1的特异性目的条带$阴性
对照未见目的条带"图 $#%
&K%)病毒滴度和感染效率的测定
))根据DJ9计数法进行滴度测定$测得重组腺病毒?A$#789#
* 的滴度为 !K&$ L!"!" 9JMN/E$阴性对照腺病毒的滴度为 ’ L
!"!" 9JMN/E% 用不同 8RT的 ?A$#789#* 感染 :;<细胞$当
8RT为 *$时$%’ 2后 ’"h的细胞出现荧光"图 @#$表明所构建
的腺病毒?A$#789#*对:;<细胞具有较高的感染能力%
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第 &期) 方针强$等K人789#* 基因重组腺病毒的构建与鉴定)

图 @=腺病毒转染AB9>C@ 细胞 >D 3后EF#的表达=
"荧光显微镜L&""#

图 D=腺病毒转染AB9>C@ 细胞 G 0后出现的细胞
病变效应="倒置相差显微镜L!""#

! " # $

%&’ ()!
&’’ ()!
#&’ ()!
"’’ ()!

"%’’ ()

!! 阴性对照& (!阳性对照"以 1]*#789#* 为模板所得9<I产物#&
&! 以?A$#789#* 为模板所得9<I产物& 8! =>?标准"=S&"""#
图 H=#&?检测人!"#$% 基因重组腺病毒IJ8

图 K=重组腺病毒转染A9&细胞后 DG 3绿色荧光蛋白
的表达="荧光显微镜L!""#

@=讨论

))789#* 也称为骨调素#! ",W4.,3.-5610,4.5-#!$
R9#!# $最初从骨基质中分离纯化得到$其功能是调控
骨和软骨的发生(@) % 最近几年研究表明此蛋白与肾脏
关系密切% 在哺乳动物胎肾和成年肾脏中$789#* 含量
最丰富$而肾脏也是机体中789#* 产生较多的部位(*) %
研究证实肾脏表达789#*$也存在789#* 受体(’) $提示
789#*可能通过自分泌和旁分泌途径来调节肾脏功能%
=B̂5.W等(H)检测了小鼠胚胎后肾中789#* /I>?及其
蛋白的表达’分布情况$证实789#* 对小鼠肾脏的发育
和功能具有重要调节作用% =YAE.X等(!")制备了789#*
基因缺陷小鼠模型$发现基因缺陷小鼠除了骨骼发育存
在缺陷外$肾脏和眼的发育也受到明显影响$尤其是肾
脏的发育% 体外肾脏细胞培养研究的结果也均提示
789#*能调节肾脏细胞的增生’分化以及凋亡(!!$!& ) %
近年来研究表明$789#* 还与肾脏疾病的发生’发展’
转归有着密切联系% ;EB20等(&)研究组发现 789#* 能
延缓大鼠输尿管梗阻后慢性肾功能不全的进展$其作
用机制目前尚不清楚$有待进一步研究% ;EB20等(()的

研究表明789#* 能维持和恢复糖尿病肾病的肾脏功
能和结构$在糖尿病肾病早期阶段$789#* 有潜在的应
用价值% S5Y等(!)研究证实789#* 能够减轻大鼠肾脏
缺血性损伤$防止肾功能丧失%
))总之$近年来研究表明789#* 不仅在肾脏发育中
具有重要作用$还与多种肾脏疾病关系密切$ 已成为
肾脏发育和肾脏疾病研究中的一个热点% 因此有必要
对789#* 进行深入研究$进一步探讨并明确789#* 的
分子作用机制及治疗作用$故本实验构建人 789#* 基
因重组腺病毒%
))本实验所用腺病毒?A8BC包装系统$其骨架质粒
17:DE,CFG!$(<0.带有病毒的大部分基因组$可以与
克隆了外源基因并带有 E,C9位点的腺病毒穿梭质粒
1=<(!@ 配合$通过 <0.#E,C9$使转染进 :G;#&H( 细胞
的穿梭质粒和骨架质粒发生定点重组$产生带有外源
基因的重组腺病毒"?A$#% 其发生定点重组的原理!
穿梭质粒和骨架质粒各含有 ! 个同向排列的 E,C9位
点$将穿梭质粒和骨架质粒共转染包装细胞株 :G;#
&H( 细胞$骨架质粒所携带的 <0.基因开始表达$介导
& 个E,C9位点之间的重组% <0.剪切掉骨架质粒上的
细菌内复制元件’抗性基因以及<0.基因$同时完成目
的基因的插入% 通过这种方法转染 * i!" A 后就能观
察到病毒噬菌斑$比一般细胞内同源重组获得重组腺
病毒的效率要高约 !"" 倍$而且只要插入的外源基因
不大于 ’ """ +1$那么几乎 !""h的重组腺病毒都携带
有目的基因(!() % 通过<0.基因介导 & 个E,C9位点"分

$$!))



别位于穿梭质粒和骨架质粒#之间的重组从而获得重
组病毒$这个过程发生在 :G;#&H( 细胞中$从而避免
在细菌中重组(!%$!$) % 这个系统有多种优势$包括操作
简便’出毒快’重组效率高’稳定性好’获得的病毒产率
高’目的基因的表达水平高"因为/<8d启动子比 2<#
8d启动子强若干倍#等%
))本实验利用腺病毒 ?A8BC包装系统成功构建了
携带人789#* 基因的重组腺病毒 ?A$#789#*$简化了
实验步骤$缩短了构建周期$并获得了较高的病毒滴
度$对:;<细胞具有较高的感染能力$这对利用所构
建的重组腺病毒转染:;<细胞及肾脏其他细胞$进一
步研究789#* 在肾脏发育和肾脏疾病中的分子作用
机制及治疗作用奠定了基础%
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<78<分泌的 TS#%’TS#!"’TJ>#’均低于 978<$其中 TS#!" 和
TJ>#’显著低于978<"+k"K"$$+k"K"!#%

@=讨论

))有研究表明$母亲#胎盘#胎儿环境中的细胞因子在调节母
体对胎儿同种异体抗原的反应中扮演了重要角色$其中]2& 类
细胞因子TS#% 和TS#!" 有利于妊娠的继续$故妊娠期间母体的
免疫系统和母胎界面的细胞因子微环境是偏向于 ]2& 型体液
免疫反应的(!) $推测新生儿]细胞可能有向]2& 细胞发育的潜
能% 近年来$研究表明在 ]2!N]2& 分化过程中$ T<R[’]#+.4’
D?]?#( 和J,C1( 均位于]2!N]2& 分化的上游% 对]细胞的激
活’分化起着非常重要的作用%
))本组对新生儿脐血的研究资料显示!培养前新生儿 <78<
<=( lT<R[l细胞阳性率明显高于成人 978<$且 ]#+.4/I>?
的表达显著低于978<$进一步提示在出生时新生儿<=( l]细
胞本身可能存在]2& 分化发育的优势趋向% 我们的研究表明$
培养前<78<J,C1( /I>?与978<无显著性差异$而经 9:?
刺激后<78<J,C1( /I>?表达明显高于978<$表明新生儿]
细胞经活化后具备向<=% l<=&$ l调节性]细胞方向分化的能
力% 我们的研究结果还显示经9:?刺激后<78<的细胞因子
TJ>#’’TS#% 与TS#!" 水平均较978<低下$其中TS#!"’TJ>#’两
者具有显著性差异% 有研究表明$新生儿期 ]2 细胞功能明显

低下$产生各种细胞因子的能力普遍不足$可能与新生儿脐血
]淋巴细胞较原始且又缺乏 ]淋巴细胞活化N生长因子有关$
抗原表达既弱又不充分% 但 ]2! 类细胞因子 TJ>#’水平低下
更显著$呈现低水平的 ]2& 优势状态(&) $此为胚胎期免疫发育
特性的延续(() %
))总之$通过对新生儿 ]2!N]2& 分化上游阶段 T<R[’]#+.4’
D?]?#( 和J,C1( 研究$我们进一步证实<78<]细胞有向]2&
发育的倾向$经活化后向 ]2& 分化的能力更强$并且具备向
<=% l<=&$ l调节性 ]细胞分化的能力$同时$与健康成人相
比$新生儿时期]细胞功能明显低下%
))关键词! T<R[&转录因子&新生儿&]细胞亚群
))中图法分类号! I(H&K!& &I(H&K!!)文献标识码! 7
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