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大鼠血清淀粉样物质 P(SAP)基因的克隆及重组腺病毒制备 
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【摘 要】目的：制备能够表达大鼠血清淀粉样物质P(Serum amyloid P component，SAP)的重组腺病毒。方法：采用 RT—PCR扩 

增的方法获取大鼠 SAP，并将该基因采用定向克隆的方法克隆进入穿梭质粒 pAdTrace—TO4中，进一步采用同源重组的方法将 

该质粒和腺病毒骨架质粒 Adeasy一1在大肠杆菌 BJ5183中同源重组，然后用脂质体介导的方法导入包装细胞 HEK293中，产生 

表达 目的基因的重组腺病毒，扩增病毒后用倍比稀释法测定其滴度。 结果：通过 PCR技术从重组穿梭质粒和重组腺病毒质粒 

中扩增出700 bp左右插入片段，测序结果和基因库中的基因序列一致。扩增后的重组腺病毒滴度为 2．8×10 p~／ml。结论：成功 

构建了携带SAP基因的重组腺病毒载体 Adeasy一1～SAP，为探讨 SAP对肺纤维化的作用及其机制打下基础。 
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Cloning of rat serum amyloid P component gene and preparation of its 

recom bi nant adenovi rus vector 
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【Abstract]Objective：To construct the recombinant adenovirus vector canting rat senlm amyloid P component(SAP)as preparation for 

later use．Methods：Rat SAP was obtained by using RT-PCR amplification and then cloned into the shutter plasmid pAdTrace—TO4． 

Subsequently，this newly constructed plasmid pAdTrace-TO4一SAP was followed by homologous recombination with bone plasmid 

pAdEasy一1 in BJ5183．Recombinant adenovirus was obtained after being packaged in human embryonic kidney cells HEK293 by 

lip0 ctAmineTM2000 mediation．After amplification the recombined adenovirus，we determined its titer by end—point dilution assay． 

Results：In recombinant shuttle plasmid and recombinant adenovirus，a fragment of 700 bp detected by PCR was identical with that 

included in Genbank．The titer of recombinant adenovirus reached 2．8 X 10 pfu／m1．Conclusion：The recombinant adenovirus containing 

SAP gene was constructed successfully．This will provides a good basis for further study about the influence of SAP on lung fibrosis． 
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大鼠血清淀粉样物质P(Serum amyloid P component，SAP) 

是由肝脏分泌入血的一种 27 kDa大小的糖蛋白，并在循环 

中以稳定的 135 kDa大小的五聚体形式存在lll，能够与凋亡 

细胞，DNA以及某些特定微生物相结合并被巨噬样细胞从 

体内清除口1，提高其体内水平对大鼠、人类 、以及小鼠没有毒 

副作用l 3_41。自从被发现能够明显抑制外周血单核细胞向成纤 

维细胞转化以来_5l，SAP对纤维化性疾病的影响越来受到关 

注。SAP能够抑制心脏的纤维化16]，增加大鼠血清 SAP水平能 

够抑制博来霉素诱导的大鼠肺纤维化的发生 。肺纤维化是 

由多种原因引起的慢性肺疾病的共同结局 ，是否 SAP能够抑 
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制各种因素导致的肺纤维化特别是特发性肺纤维化是我们 

关注的焦点。本研究构建针对 SAP重组腺病毒，为探讨 SAP 

对肺纤维化疾病的影响及机制提供重要的研究工具。 

1 材料和方法 

1．1 主要材料与试剂 

腺病毒穿梭质粒 pAdTrace—TO4(携带 mRFP报告基因) 

由重庆医科大学附属儿童医院儿研所肿瘤实验室提供 ，含腺 

病毒骨架质粒 Adeasy—l的 E．coil DH5 d菌由重庆医科大学 

分子生物实验室提供，DH5 大肠杆菌与 BJ5 1 83大肠杆菌 

购 自上海杰美基因公司，包装细胞 293HEK由重庆医科大学 

儿童医院儿研所营养室提供。限制性内切酶Sa!I、Xbn I、 

Pme I、Pac I和 T4 DNA连接酶均购 自New England Biolabs 






