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13-catenin腺病毒载体的构建及鉴定 
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【摘 要】目的：构建人13-catenin基因的重组腺病毒载体，为进一步研究Wnt／Wingless信号通路在肿瘤发生发展中的作用机制 

奠定重要基础。方法：以含有 13-catenin的 pcmv一13NS—FC质粒为模板 PCR获得目的基因，将目的基因定向克隆至腺病毒穿梭质 

粒构建阳性重组 pAd track一13-catenin，并经 PmeI线性化后在 BJ5183细菌中与腺病毒骨架质粒 pAd Easy一1同源重组获得 B— 

catenin重组腺病毒载体，再将 PacI线性化的腺病毒质粒转染 HEK293细胞包装重组腺病毒。结果：PCR及酶切鉴定证实目的基 

因正确克隆至腺病毒质粒中，目的基因序列与 GENEBANK报道一致，荧光显微镜可观察到 GFP的表达。结论：成功构建 pAd— 

B—catenin腺病毒质粒载体 ，并在 HEK293细胞中包装出重组腺病毒。 
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Construction and identification of recombinant adenovirus vector containing 

human 13-catenin 
BI Yang，et al 
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t Abstract】Objective：To construct the recombinant adenovirus vector containing human13一catenin gene by homogenous recombi— 

nation in E．coli for later research of the mechanism of Wnt／Wingless signal pathway in tumorigenesis．Methods：The target 

gene Wa$amplified from pemv一13NS-FC plasmid by PCR，then cutted by two endonucleases and directional cloned to the pAd 

track—emv vector．Afterward，the correct recombinant was linearized by PmeI，following co—transformation with the backbone 

vector pAd Easy一1 in E．coli BJ5183．The homologous recombinant was linearized by PacI，and then transfected into HEK293 

cell line to pack the adenovirus．．~ ．．~a／ts：Th rough PCR，endonuclease cutting and gene sequencing，the target gene was verified 

to be correctly cloned in adenovirus vector．Th e high expression of green fluorescence protein in 293 cell line was found un—— 

der fluorescent microscope．Conclusion：The recombinant adenovirus vector containing human 13-eatenin gene was successfully 

constructed and the adenovirus was packaged in HEK293 cell line． 
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Wnt／Wingless信号传导途径在胚胎发育和肿瘤 

发生过程中都起着重要作用，B—catenin是该途径中 

的一个重要成员，它通过与T一细胞因子(TCF)和淋 

巴样增强因子家族(LEF)形成异源二聚体而激活基 

因转录，调节细胞的增殖分化；还可结合钙粘蛋白 

和膜受体(如表皮生长因子受体)蛋白，介导细胞间 

的粘附作用【1．z1。13--catenin量的改变以及基因突变等， 

都可能导致错误激活 Wnt信号途径，引起食道癌、 

胃癌、前列腺癌、肝癌和结肠癌的发生[31。本研究采 
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用细菌内同源重组法，构建了 13-catenin基因重组 

腺病毒质粒，并在 HEK293细胞中包装出腺病毒， 

为进一步研究以 13-catenin为核心的 Wnt／Wingless 

信号通路在肿瘤发生发展中的作用机制奠定了重 

要基础。 

1 材料与方法 

1．1 主要材料 

携带有 B—catenin目的基因的 pcmv—B NS—FC质粒 由 

本校周兰教授构建并测序鉴定正确；腺病毒骨架质粒 pAd 

Easy一1、腺病毒穿梭质粒 pAd track—emv由芝加哥大学何通 

川教授馈赠；大肠杆菌BJ5183、ToplO及细胞株 HEK293均为 
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2．3 重组腺病毒质粒在293细胞中包装及滴度测定 

PacI酶切 DAd一13-catenin，脂质体转染 HEK293 

细胞，24h后可观察到约 10％细胞有 GFP的表达， 

继续培养至第 7天，GFP大量表达，并可见细胞变 

圆呈串珠样聚集，收集病毒液 ，反复感染 293细胞 

获得大量病毒，最终得到滴度约为 1．0x10Spfu／ml的 

重组腺病毒(图5)。 

3 讨 论 

Wnt／Wingless途径是一个经典的信号传导通 

路，在胚胎发育中参与相关基因的转录调控 ，而一 

些原癌基因，凋亡因子和细胞周期调控因子的基因 

也是该途径激活的靶基因。3-catenin作为该信号途 

径的核心分子 ，主要参与细胞间的粘附和 Wnt／ 

Wingless信号传递过程[41：B—catenin可与 E—cad— 

herin形成环连蛋白复合体，发挥细胞黏附分子的作 

用，还直接或间接参与细胞核及细胞骨架的信号传 

导；游离的 B—catenin分子能够与转录因子 TCF4(T 

cell factor一4)／LEF结合形成具有转录激活的复合 

物，并转移至细胞核激活下游 Wnt靶基因的转录。 

在动物研究中发现，该基因的同源缺失对胚胎具有 

致死性；目前的研究也认为 3-catenin参与调节细 

胞的增殖分化，在肿瘤的发生发展中起着重要作用[51。 

各种信号传导途径在不同肿瘤发生中的作用是相 

互交织的，许多信号分子作用于 Wnt信号途径都是 

通过抑制 B—catenin胞质内降解，促进核内累积或 

引起基因突变，错误激活下游一系列靶基因如：C— 

myc，Cyclin D1，Cox一2等的转录而导致肿瘤的发 

生；另外 ，B—catenin在核内的异常积聚可能下调 

E—cadherin的表达，使其失去维持上皮细胞正常极 

性和细胞粘附的功能，这与肿瘤细胞的侵袭 、移动 

及远处转移的能力密切相关[61。因此了解这条通路 

在肿瘤发生发展中的具体分子机制有助于为肿瘤 

早期诊断提供理论依据，并为肿瘤的基因治疗提供 

重要靶点。 

研究信号传导通路具体分子机制的一个重要 

方法就是基因的过表达 ，在目前许多可供选择的基 

因转移载体中，使用最广泛的是重组腺病毒载体。 

传统的构建重组腺病毒的方法是在 293细胞内进 

行质粒间同源重组，时间长 ，重组效率低；而 H Tc 

等叫勾建的 Ad Easv腺病毒载体系统利用 BJ5183大 

肠杆菌进行同源重组，生长周期短、操作方便，重组 

效率高；所构建的腺病毒为复制缺陷型病毒 ，只在 

提供其缺失的 El，E3功能区的 293或 911细胞中 

复制，不整合人细胞基因组，更安全；重组腺病毒滴 

度高，感染效率高，感染范围广。我们在此基础上： 

①选用 pAd track—cmv作为穿梭载体，可直接观察 

GFP的表达来判断转染效率，不需病毒空斑筛选 ， 

更直观；②用传统氯化钙化学感受态转化代替电 

转，转化效率高且方便 ：等量质粒按两种方法转化 

人同批次等量感受态细菌后涂板，化转的菌落明显 

多于电转，且化转不需使用电穿孔仪及摸索电转条 

件 ，操作步骤简单 ；③两步法同源重组 ：骨架质粒 

pAd Easy-1先转化感受态大肠杆菌 BJ5 1 83，得到 

pAd Easy-1 BJ5183，再将线性化的重组穿梭质粒 

转化人感受态 pAd Easy-1 BJ5183内同源重组，经 

两次抗性筛选，重组效率高，特异性好；④将脂质体 

用量较一般转染细胞用量减半 ，细胞贴壁时间更 

长，能坚持到 7天以后收集。本试验采用细菌内同 

源重组法，经 PCR、酶切鉴定及基因测序证实 B— 

catenin重组腺病毒质粒构建成功，并在 HEK293细 

胞中包装出 B—catenin重组腺病毒；为进一步研究 

当 B—catenin过表达时，异常激活的 Wnt／Wingless 

信号通路在肿瘤发生发展中的作用机制奠定重要 

基础。 

(通讯作者：冯 涛(1963一 )，男，教授．博士生导师，主 

要研 究方向：肿瘤发 生机制及基 因治疗。 ) 
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