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携带 KGF基因重组腺病毒载体的构建与鉴定 
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【摘 要】目的：构建携带角化细胞生长因子(Keratinocyte growthfactor，KGF)的腺病毒载体并观察其在细胞中的表达。方法：通 

过 PCR从 pcDNA3一KGFpIRES2一EGFP—KGF质粒中扩增出目的片段 KGF，定 向克隆至穿梭质粒载体 pShuttle—CMV中，构建 

pShuttle—KGF。经酶切及测序鉴定后，再将 KGF定向克隆至重组腺病毒骨架载体 pAdxsi，构建携带 KGF的重组腺病毒载体 

(pAdxsi—GFP—KGF)。酶切鉴定正确后 ，转染人胚肾细胞系 HEK293细胞，进行重组腺病毒的包装、生产及纯化，半数组织感染量 

法(50％tissue culture infective dose，TCID50)~定重组腺病毒滴度。用重组腺病毒及空病毒 Ad—null(作为阴性对照)转染人肺腺 

癌细胞 A549，荧光显微镜下观察细胞绿色荧光蛋白的表达，ELISA鉴定 KGF的表达。结果：成功构建了携带 KGF的重组腺病 

毒，纯化后病毒滴度达 1．6×10 pfu／ml。Ad—KGF转染 A549细胞后 24h在荧光显微镜下即可观察到绿色荧光蛋白，48 h表达更 

强，ELISA实验证实细胞表达 KGF。结论：成功构建了携带 KGF的重组腺病毒，为下一步研究 KGF用于肺纤维化治疗研究奠定 

了实验基础。 
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胞生长时明显受到抑制，结果显示 rAd—CTGF作用胰腺癌细 

胞后呈时间依赖性抑制其生长。胰腺癌细胞迁移实验和集落 

形成实验显示感染 rAd—CTGF后人胰腺癌细胞迁移能力和 

集落形成能力明显较对照组减弱，CTGF表达水平与胰腺癌 

发生、恶性程度、转移及预后密切相关，具体机制有待进一步 

研究。总之，本研究认为 CTGF在胰腺癌细胞中的高表达与 

癌细胞转移和恶性程度呈负相关 ，CTGF可能成为一种新的 

胰腺癌治疗靶向基因，通过提高 CTGF的生物学活性，从而 

抑制肿瘤的生长和淋巴结转移。 
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Construction and identification of recombinant adenovirus vector of keratinocyte 

growth factor 
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【Abstract】Objective：To construct and identify a recombinant adenovirus vector expressing keratinocyte growth factor(KGF)gene． 

Methods：KGF gene was amplified from the plasmid pIRES2一EGFP—KGF by polymerase chain reaction(PCR)and then inserted into the 

plasmid pShuttle-CMV to construct pShuttle-KGF．After being confirmed by restriction enzyme digestion and DNA sequencing，the DNA 

encoding KGF in the new structure was inserted into the vector of recombinant plasmid adenovirus and confirmed by restriction enzyme 

digestion．Then the human embryonic kidney cell line 293 was transfeeted with correctly identified pAdxsi—KGF，and the recombinant 

adenovirus were amplified and purified．and the virus titer was detected using 50％ tissue culture infective dose (TCID50)assay．The 

expression of the green fluorescent protein and KGF were detected by fluorescent microscope and ELISA after the recombinant adenovinls 

transfeeted human lung can cer A549 cell line．Results：The recombinant adenovirus pAdxsi-KGF was constructed and amplified with titer 

of 1．6 x 10 。pfu／ml；the green fluorescence proteins could be observed under fluorescent microscope in A549 24 h after transfeetion and 

with a stronger degree after 48 h，and KGF expression was detected by ELISA．Conclusion：The recombinant adenovirus pAdxsi—KGF 

was constructed successfully，which will be a good foundation for the research on the therapy of KGF for pulmonary fibrosis． 

【Key words】keratinocyte growth factor(KGF)；adenovirus；construct；expression 

角化细胞生长因子(Keratinoeyte growth factor，KGF)又称 

KGF一7，主要表达于成纤维细胞，是由间质细胞分泌的介导 

间质与上皮之间相互作用的一种生长因子，可以特异性地促 

进上皮细胞的增殖和分化。大量研究表明在肺损伤的情况 

下，KGF可以促进肺泡 Ⅱ型细胞增生，并促进肺泡 Ⅱ型细胞 

的表型标志肺泡表面活性物质蛋白c的 mRNA的表达}1．21。 

肺纤维化是一种以肺泡结构破坏、大量纤维组织增生为基本 

病理改变的疾病，目前肺纤维化几乎是不可逆性疾病，KGF 

治疗肺纤维化的研究相对较少。本研究旨在构建携带 KGF 

基因的腺病毒载体 ，并制备病毒 ，转染细胞后实现细胞内 

KGF胞内区的表达 ，为研究 KGF对肺纤维化治疗的机制提供 

相关依据。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 载体质粒和细胞 pIRES2一EGFP—KGF质粒；pShut— 

tie—CMV重组穿梭载体和 pAdxsi重组腺病毒骨架载体(诺赛 

基因组研究中心有限公司提供)；293细胞系(ATCC)。 

1．1．2 主要试剂和工具酶 限制性内切酶 BamH I、 o 

I、j—Ceu I和 —Sce I(Biolab)(New England Biolabs公 

司)；T4 DNA ligase(晶美生物公司的 MBI(Fermentas)产品)； 

CIP酶(promega公司)；pfx DNA ploymerase(invitrogen公司)； 

dNTPs(10mmol／L each)(上海生工生物工程技术服务有限公 

司)；感受态为 自制的 DH5a，菌株超级化学感受态。人 KGF 

ELISA试剂盒(R&D公司) 

1．2 方法 

1．2．1 携带 KGF基因的重组穿梭质粒的构建 (pShuttle～CMV 

— KGF)及鉴定 用 BamH I， 0R I酶切重组穿梭载体 pShut 

tle—CMV—KGF，CIP去磷酸化处理，切胶回收载体片段。以 

plRES2一EGFP—KGF质粒为模板，用高保真酶 (pfx DNA ploy 

merase)扩增 KGF目的基因，引物序列：KGF—BamH I—F：CG 

CGGATcCAcCATGAGCTATGATrAcATG(一F戈0线音I汾加 珊nH 

I限制性核酸内切酶的酶切位点)，KGF—EcoR I—R：CCG 

GAATTcTcAAGTGATTGccATAGGcA(下戈U线部分为 EcoR 

I限制性核酸内切酶的酶切位点)。PCR产物经 1％琼脂糖凝 

胶电泳，切胶回收约0．4Kb的目的片段(KGF cDNA，440bp)。 

将 KGF cDNA克隆至 pAdxsi载体的 BamH I和 o I位 

点之间，获得重组穿梭质粒(pShuttle—CMV—KGF)。用该质粒 

转化化学感受态细胞 DH5a菌株 ，筛选出阳性单克隆菌落， 

提取质粒后用 BamH I／EcoR’I酶切并测序进行双向鉴定。 

1．2．2 携带 KGF基因的重组腺病毒载体的构建(pAdxsi 

— KGF)及鉴定 用 ，一 M I和 I—Sce I酶切处理 pAdxsi载 

体，跑胶回收含 目的基因片段(KGF cDNA)，将 KGF cDNA克 

隆至 pAdxsi重组腺病毒骨架载体的 ，一 u I和 J一＆e I位 

点之间，获得重组腺病毒(pAdxsi—KGF)载体。用该质粒转化 

化学感受态细胞 DH5a菌株，利用氨卞抗性筛选出阳性单克 

隆菌落 ，提取质粒后用Xho I酶切鉴定。 

1．2．3 重组腺病毒的生产 、纯化及滴度检测 大量繁殖处于 

对数生长期的成功转化有 pAdxsi—KGF的 DH5a菌 ，实现重 

组质粒 pAdxsi—KGF大量制备。将鉴定正确的腺病毒质粒 

pAdxsi—KGF用 Pac I限制性内切酶线性化。于 6孑L板中接种 

HEK293细胞(5 x 10 个／孔 )，用 DMEM+10％FBS，置 37℃、 

5％CO 的培养箱中培养。待细胞生长至底面积的 80％一90％ 

时，按照 Lipofectamine 2000使用说明书进行转染。每天观察 

细胞出毒迹象。待细胞大部分病变并从底部脱落时进行收 






