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编码小鼠PGc1 0【基因的重组腺病毒载体构建及鉴定 
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【摘 要】目的：构建编码小鼠PGc1 基因的重组腺病毒载体，为进一步研究其蛋白功能提供工具。方法：穿梭质粒pAd，I1rack—cMV— 

PGc1 线性化后与骨架质粒 pAdeasy一1在 BJ5183菌中完成同源重组，筛选并提取重组正确的腺病毒质粒， I线性化，脂质 

体转染 293细胞包装出成熟的具有感染活力的腺病毒颗粒，TcID5o法测定病毒滴度，westem bloting检测PGc1 d蛋白在293 

细胞的表达。结果：测序及酶切鉴定表明目的基因正确插入穿梭质粒，读码框未发生移位。重组腺病毒扩增后滴度约 3×l0m 

TcID ／ml，能在 293细胞中表达 PGc1 蛋白。结论：利用细菌内同源重组的方法成功构建了编码小鼠PGcl 基因的重组腺 

病毒载体，并观察到其蛋白表达。 
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【Abstract】O龟 c玩 ： rn constmct an adenovims vector encoding m0use PGc 1 gene f0r nl1er study on its nction． d ： 

Recombinant shuttle plasmid pAdTr爿ck—CMV—PGC 1 was linearized by e I and tmnsfbrmed into Esche chia c0li BJ5 1 83 caITying 

backbone plasmid pAdeasy一1 to obtain aden0Vinl plasmid through h0m0l0g0us rec0mhination．The rec0mbinant adenovims plasmid was 

digested by I and trans cted int0 HEK293 ceUs t0 fnrm adenvims panic1es．T vi兀】s titer was determined by TCID50 method．The 

expr℃ssion 0f PGC 1仅 in 293 celIs was detected by Westem b1ot． 矗!船 ￡招：The packaging cell sh0wed typical CPE，and the vims titer was 

about 3×l0m TCID5o，Tnl after amplification．The expr ssi0n of PGC 1 0【mediated by the recombinant adenovims vector was verified by 

Westem bl0t．C0伽  s 0 ：The aden0vims vect0r en∞ding m0use PGC 1 gene was successfI】lly constmcted，and the pr(】tein was 

observed in 293 cel1． 

【Key w0rds】PGc l ；Adenovims vector；Homol0g0us recombination 

适应性产热是维持机体能量平衡的一个重要 

方面，也是机体对抗肥胖的一种防御措施。研究发 

现．过氧化物酶增殖体激活受体辅激动子一1仅(Pe卜 

oxisome proliflerat0r—activated receptor一一y c0activat0r， 

PGC1仅)在适应性产热中发挥了重要作用。PGC1仅 

是一种新的核受体转录辅激动子，是由Puigserver等 

在 1998年首先从小鼠棕色脂肪组织的 eDNA文库 

中克隆得到，并发现在寒冷刺激下，小鼠的棕色脂 

肪、骨骼肌等产热组织中PGC1 oL的 mRNA表达明 

显升高Ⅲ。进一步研究发现PGCl 之所以能够引起 

适应性产热，是因为其能够有效增强PPAR 和甲状 

腺激素受体等核受体对解偶联蛋白一1(Uncoupling 
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protein 1，UCP1)的转录激活作用，而 uCP1是棕色脂 

肪产热的关键蛋 白。此外，PCC1仅还能通过诱导 

UCP2表达和调节核呼吸因子，促进骨骼肌线粒体生 

物合成 ，增强呼吸链功能 ；而 PGCl o【在 白色脂肪 

细胞的异位表达 ，能激活 UCP1和线粒体呼吸相关酶 

的表达 ，使白色脂肪细胞具有棕色脂肪细胞 的产热 

功能l 3I。本研究拟构建编码小鼠PGC1 基因的重组 

腺病毒，为进一步研究其功能及其在肥胖基因治疗 

方面的应用奠定一定基础。 

l 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 质粒和菌株 AdEasy系统由重庆医科大学基础医学 

院毕杨博士惠赠，穿梭质粒pAd—Track—cMV—PGc1 为自行 

构建 ，E．co DH5 由重庆医科大学儿童医院王永明博士惠 



重 庆 医 科大 学学报 2 0 0 9 年 第 3 4 卷 第 1 期 (J o u r n a l o f C h o n g q in g M e d ic a l U n iv e r s it y 2 0 0 9 ． V 0 1． 3 4 N o ． 1 ) 一 7 一

赠 。 2 9 3 细胞 为重 庆 医 科大学感染性 疾 病分子 生 物学 重 点 实

验室 保存 。

1 ． 1 ． 2 主 要 试 剂 内切 酶 m e I 和 P a c I 为 N e w E n g l a n d

公 司产 品 ， D N A 多 聚酶 为 T a k a r a 公 司产 品 ， 质 粒 抽 提 试 剂 盒

为 O m e g a 公 司产 品 ， L i p o f e c t a m i n e 2 0 0 0 购 自 I n v i t r o g e n 公 司 ，

L B 培 养 基 、 R P M I 一 1 6 4 0 培 养 基 为 美 国 G I B C O 公 司 产 品 ， 由

重 庆 医 科 大 学 感 染性 疾 病分 子 生 物 学 实验 室 配 制 。

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 B J 5 1 8 3 感 受 态 制 备 取 冻 存 菌 液 以 1 ： 2 0 加 入 L B

液 体培 养基 ， 3 7 ℃ ， 3 0 0 r ／m i n 剧 烈 振 摇 约 3 h ， 注 意 监 测 0 D 。

值 ， 以 不 超 过 0 ． 6 为 宜 ， 冰 浴 3 0 m i n ， 4 ℃ ， 3 9 0 0 r ／m i n 离 心 3 0

m i n ， 弃尽 上 清 。 立 即加 入 0 ． 1 m 0 1] l C a C l ， ／10 ％ 甘 油 混 合 物 ， 彻

底重 悬 菌体 ， 以 5 0 ¨ l 每管分装 ，

一 8 0 ℃ 保存 备用 。

1 ． 2 ． 2 B J E a s y 获 取 O m e g a 小 抽 提 取 骨 架 质 粒 p A d E a s y
一 1 ，

氯化钙 法 转化 感 受 态 B J 5 1 8 3 ， 次 日挑 取 单 克 隆菌落 ， 液 体 L B

( 含 氨 苄 青 霉 素 ) 培 养 ， 抽 提 质 粒 ， 电 泳 观 察 其 大 小 ， H i n d Ⅲ

酶 切 鉴 定 其 结 构 是 否 发 生 改 变 。 选 择 正 确 的 克 隆 ， 命 名 为

B J E a s y ， 制备化学感 受 态 备用 。

1 ． 2 ． 3 细 菌 内 同源 重 组 穿 梭 质 粒 p A d T r a k — C M V — P G C l 仪

经 限制性 内切酶 尸m e I 过夜酶切线性化后 ，转化感受态 B J E a s y 。

卡那 抗 性 筛选 阳性 克 隆 ， 提 取 质 粒 ， 电 泳 观 察 其 大 小 ， P a c I

酶切 鉴 定 。 将 鉴 定 正 确 的 质粒 转 入 D H 5 d 。

1 ． 2 ． 5 2 9 3 细胞 培养及 病 毒包 装 2 9 3 细 胞 生 长 于 R P M 16 4 0

加 1 0 ％ 胎 牛 血 清 中 ， 孵 箱温 度 3 7 ℃ ， C O ： 含量 5 ％ 。 细胞 融 合

度达 9 0 ％ 时进 行 转染 ， P a c I 线性 化重 组 腺病 毒 质 粒 ， 胶 回 收

试剂盒直接纯 化 ， 紫外分 光光度计定量 。 以 4 Ix g 转染 2 5 m l 培

养瓶 中 的 2 9 3 细 胞 。 2 4 h 后 ， 可 在荧 光 显 微 镜 下 观 测 绿 色荧

光 表 达 情 况 并将 细胞传代培 养 。

1 ． 2 ． 6 病毒 收 获及 扩 增 7 d 后 ， 绝 大部 分细 胞 出现 病 变效

应 ， 离 心 收 集细 胞 ， 保 留管底 约 1 m l 培 养 基 ，
一 8 0 ％ ／3 7 ％ 三 冻

三 融 ， 裂解 细 胞 ， 离 心 ， 上 清 即 为病 毒原 液 。 分装 ，

一 2 0 ℃ 冻存 。

以 少 量 原 液感染 8 0 ％ 融合度 的 2 9 3 细 胞 ， 待细 胞 出现 完全 病

变效 应 后 ， 以 同样方 法 收 获病 毒 ， 如 此 反 复 3 到 5 个 循 环 ， 病

毒不 断扩增 。

1 ． 2 ． 7 病 毒 滴 度 测 定 将 2 9 3 细胞 以 1 × 1 0
。 个 ／孑L 的 密 度

接 种 9 6 孑L板 ， 培养 2 4 h 后 ， 加 入 从 1 0 。 个 ／孑L到 1 0 “ 。 个 ／孔

梯度 稀 释 的病 毒 液 ， 每种 浓 度 1 0 个 复孔 ， 余两 孔 为 空 白对

照 。 T C I D 。 法 测 定病 毒滴度 。

1 ． 2 ． 8 W e s t e r n b l o t t i n g 检测 目的基 因表 达 将 重 组 病 毒 和 对

照病 毒按 M O I = 1 0 0 分 别感 染 生 长状 态 良好 的 2 9 3 细 胞 ， 4 8 h

后 裂解 细 胞提取 蛋 白 ， 按 《分 子 克 隆 》( 第二 版 )操 作 说 明进 行

S D S 聚丙 烯酰胺凝胶 电泳 ， 转膜 ， 5 ％脱脂 奶粉封 闭 ， 3 7 ℃ 孵 育

一 抗 和辣 根 过 氧化 酶标 记 的二 抗 ， 最 后 化学 发 光 法 显 色 。

2 结 果

2 ． 1 重 组 穿梭 质 粒 测 序 鉴 定

测 序结 果 经 B L A S T 比对 ， 与 G e n B a n k 报 道 序 列

一 致 ， 未 发 生 碱 基 突 变 ， 质 粒 与 插 入 片 断 连 接 处 的

测 序 结 果 ( 见 图 1 ) ， 显 示 读 码 框 正 确 。

图 l 插 入 片 断 与 质 粒 连 接 处 的测 序 图

2 ． 2 B J E a s v 质 粒 鉴 定

从 B J E a s y 提 取 的 骨 架 质 粒 与 D H 5 a 来 源 的 骨

架 质 粒 ， 大 小 相 同 ， 两 者 经 H i n d llI 酶 切 后 5 条 带 的

大 小 位 置 一 致 ， 提 示 p A d E a s y
一 1 转 入 B J 5 1 8 3 后 未

发 生 异 常 重 组 。

2 -3 重 组 腺 病 毒 质 粒 鉴 定

经 P a c I 酶 切 ， 重 组 病 毒 与 对 照 病 毒 酶 切 产 物

均 为 约 3 5 k h 和 4 ． 5 k b 两 条 带 ( 见 图 2 ) ， 说 明 同 源

重 组 发 生 在 右 臂 和 复 制 起 始 点 。

N A B

一

一

3 5 k b

4 ． 5 k b

M ． H i n d Ⅲ D N A M a r k e r ：A ． 重 组 腺病 毒 质 粒 ；B ． 对 照 腺 病 毒 质 粒

图 2 腺 病 毒质 粒 心 c I 酶切 鉴定

2 -4 腺 病 毒 包装 扩 增 及 滴 度 测 定

重 组 病 毒 质 粒 转 染 2 9 3 细 胞 2 4 h 后 ， 倒 置 荧 光

显 微 镜 下 观 察 ， 可 见 少 量 散 在 的绿 色 荧 光 表 达 ， 此 后 ，

荧 光 逐 渐 增 多 ， 至 第 5 d 时 可 见 荧 光 成 片 出 现 ， 第 7 d

时 绝 大 部 分 细 胞 胞 体 变 圆 ， 脱 离 培 养 瓶 底 部 ， 聚 集

成 簇 ( 见 图 3 ) 。 经 过 扩 增 的 病 毒 按 ~ T C I D 卯 ， 根 据 公

式 T ( t i t e r ) = 1 0
h 哪 ’’( d 为 稀 释 度 的 常 用 对 数 ， 在 此 为

1
，

S 为 包 括 l O
。

和 1 0
≈

在 内 的 每 种 稀 释 度 阳 性 率 )

计 算 得 出 ， 重 组 病 毒 滴 度 约 为 3 x l O
”

T C I D ∞ ／m l 。

2 ． 6 W e s t e r n b l o t t i n g 结 果

重 组 腺 病 毒 感 染 2 9 3 细 胞 P G C I 仅 表 达 量 明 显

高 于 对 照 空 病 毒 感 染 2 9 3 细 胞 ( 见 图 4 ) 。

3 讨 论

人 类 P G C l 基 因 定 位 于 4 P 1 5 ． 1 ， 包 括 1 3 个 外 显

子 ， 编码 一 段 含 7 9 8 个 氨 基 酸 分子 量 为 9 1 k D 的蛋 白

质 ， 人 和 小 鼠 的 同源 性 为 9 4 ％ 。 心 脏 、 骨 骼 肌 和 肾脏
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