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人多药耐药基因l(mdr1)的克隆及重组腺病毒制备 

刘 伟，罗 庆，金先庆 

(重庆医科大学附属儿童医院普外科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：构建表达多药耐药基因I(MDR1)的重组腺病毒表达系统。方法：用基因工程技术将多药耐药基因 1的eDNA亚 

克隆至穿梭质粒 pAdTrack—CMV上 ，然后在细菌内与 pAdEasy同源重组 ，经脂质体转染 293细胞包装、扩增腺病毒颗粒。将重 

组腺病毒Ad5一mdrl感染小鼠单个核细胞，通过荧光显微镜及流式细胞仪进行检测。结果：酶切鉴定及 PCR结果证明多药耐药 

基因重组腺病毒载体构建成功，构建的人多药耐药基因1(mdr1)重组腺病毒载体的效价达到 8．3×10”pfu／ml。对小鼠单个核细 

胞的感染效率可达 10％一15％，转染小鼠单个核细胞细胞 48h后，可检测到 mdrl基因的表达。结论：成功构建了表达多药耐药基 

因 1的重组腺病毒载体 ，为后续对 mdrl的相关研究创造了条件。 
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Cloning of human mdrl gene and preparation of its 

recombinant adenovirus vector 

LlU W et。et ol 

(Department of Surgery，the Children’s Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To construct the recombinant adenovirus expressing human mdrl gene．Methods：The eDNA of mdrl gene 

was subcloned into the shuttle plasmid pAdTrack—CMV and then clone the homologous recombinant adenovims genomie plasmid 

pAdEasy in bacteria．We tranfeeted the DNA of identified recombinant plasmid into 293 ceils via liposome，an d then did the 

package an d amplification of adenovims．Th e mononuelear ceils of mous~were infected with Ad5-mdrl an d the target gene was 

determined by fluorescence microscope and flow eytometry．Results：Restriction endonuelease and PCR analysis confirmed that the 

~ omb inant adenovims vector of mdrl gene was successfully constructed．Th e titer of the recombinant adenovims was 8．3× 

10“pfu／ml，and the infection efficiency to the mononuclear ceil achieve 10％-15％ ．Th e expression of mdrl gene was observed 

at 48h after the transfeetion of the mononuelearceil with Ad5-mdr1．Conclusion：Th e recombinant adenovims expressing mdrl 

gene was successfully constructed ．which paves the way for the following studies related to mdr1． 

【Key words]Multidmg resistance gene 1；Adenovirus；Transfeetion 

化疗在肿瘤的临床治疗中起着不可替代的作 

用，但多药耐药基因在骨髓造血干细胞的低表达导 

致化疗不能顺利进行，严重的骨髓抑制导致化疗失 

败。课题组前期通过逆转录病毒将 mdr1基因转入 

骨髓造血干细胞后回输荷瘤动物体内，在有效的保 

护骨髓的同时，因为加大了化疗的剂量，肿瘤的治 

疗效果明显好于对照组，但考虑到逆转录病毒安全 

性的问题，本研究拟采用腺病毒作为载体进行实 

验，进一步探讨 mdr1基因转染保护骨髓的有效性 

和安全性【l嘲。 

作者介绍：刘 伟(1973- )，男，主治医师，博士生， 

主要研究方向：肿瘤基因治疗。 

基金项目：国家自然科学基金重点项 目资助项目(30330590)。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 质粒 和菌株 含 mdr1基 因的质粒 DTM1一MDR， 

BJ5183菌株及其衍生物 Adeasy一1细胞 、含绿色荧光蛋 白 

(GFP)的穿梭质粒 pAdTraek—CMV、腺病 毒基因组质粒 

pAdeasy一1由美 国芝加哥 大学分 子肿瘤 实验室 TONG— 

CHUAN HE教授惠赠。大肠杆菌 XL—blue菌株，腺病毒包装 

细胞 293细胞由本室保存。 

1．1．2 酶类和主要生化试剂 限制性 内切酶、T4连接酶购 

自NEB公司，LA Taq DNA聚合酶、质粒 DNA提取及 回收 

试剂盒购 自Takara公司，脂质体 Lipofectamine购于 Invitro— 

gen公司，DMEM、1640培养基及胎牛血清为 Hyclone公司产 
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品，PCR引物由 Takara合成。DNA测序委托大连 TakaRa公 

司进行。细胞因子购自R&D公司。 

1．2 方 法 

1．2．1 编码 mdr1基因 cDNA序列 DNA片段的克隆 以含 

mdrl基因的质粒 pMT21为模板进行 PCR反应。上游引物： 

5’一cgcggatccacctacctagaacttc一3’，下游引物 ：5’-gacctcgagagt- 

gaccgcgtttgt-3’(上下游引物 5’端分别引入 BamH I和 Xho I 

酶切位点)；扩增条件：94℃ 30s，55oC lmin，72℃ 5min，共 35 

个循环。扩增完毕后 PCR产物进行纯化及测序鉴定。 

1．2．2 腺病 毒穿 梭质 粒 pAdTrack—CMv，mdrl的构建 用 

BamH I和 Xho 1分别双酶切腺病毒穿梭质粒 pAdTrack— 

CMV和 mdr1PCR产物回收片段 ，DNA酶切后用胶回收试剂 

盒分别回收 mdr1片段和 pAdTrack—CMV载体骨架，用去磷 

酸化酶将酶切后的载体去磷酸化 ，收获载体 ，同时目的基因 

mdrl的DNA进行纯化 ，用 T4连接酶将两者连接，转导感受 

态细菌 xI，-l，挑选转化后中等大小克隆，PCR法筛选克隆后 

酶切鉴定正确后送大连 TakaRa公司进行测序分析旧。 

1．2．3 重组腺病毒 Adeasy-MDR1的构建及鉴定 Pme I酶切 

pAdTrack—MDR1的质粒 DNA过夜使其线性化，电穿孔法转 

导酶切后的质粒 pAdTrack—MDR1入腺病毒同源穿梭质粒 

BJ—Adeasy中，产物涂布于含卡那霉素的 LB平板，置于 

37．0。C，5％CO2孵箱中孵育过夜，在 LB平板上随机挑选 l0 

个偏小的，独立的克隆，接种于 2ml含卡那霉素的 LB培养液 

中，37．0oC振荡过夜；碱裂解法小量抽提质粒，根据琼脂糖凝 

胶电泳质粒大小筛选出筛选已导入 MDR1的质粒 BJ— 

Adeasy—MDR1阳性克隆；转导 BJ—Adeasy—MDR1入感受态 

细胞 xL一1，培养生长腺病毒质粒 Adeasy—MDR1，进一步用 

Pac I酶切鉴定 Adeasy—MDRlt~J。 

1．2．4 重组腺病毒的包装、扩增和纯化将准备好的经 Pac I 

酶切后的 30mlAdeasy—MDR1，151~1脂质体，500ml DMEM培 

养基(不含 FBS，含 I％P／S)混合于一 2ml的微量离心管中， 

室温下放置 l0至 30min；将 12～16h前准备的细胞融合度已 

达到40％～80％的293细胞取出，吸去培养基，加入 2ml不含 

FBS的 DMEM培养基，轻轻洗涤细胞后吸去培养基，再次加 

入 2．5ml不含 FBS的 DMEM培养基，置入 5％CO2，37。C孵箱 

中孵育约 10min；将脂质体混合液加入 293细胞，轻轻地摇晃 

培养瓶后 ，置入 5％CO2，37。C孵箱中孵育；3至 6h后，吸去不 

含 FBS的 DMEM培养基，加入 6．0～8．0ml完全 DMEM培养 

基(含 10％FBS，I％P／S)，置入 5％CO2，37。C孵箱中孵育；48～ 

96h后，观察荧光以检查转染是否成功；转染成功后 l0～l4 

天后，待大部分细胞飘浮，将细胞收集到 50ml离心管中， 

1000r／min离心 5min，移去 DMEM培养基，加入 2ml消毒的 

PBS；干冰 中冰冻 10min，37~C温水中溶解 10min，震荡 ；重复 

冻溶过程 3次；收集含病毒的上清并用以感染准备好的 293 

细胞，将重组腺病毒大量扩增，乒乓交互感染扩增 3轮后用 

CsC1密度梯度离心纯化后，收获高滴度 AdS—MDR1腺病毒， 

保存于负 80％待用嗍。 

1．2．5 重组腺病毒的滴度测定 测定前 12～16h，在 24孔板 

中接种 293细胞(105个，孑L)，第二天依次加入按 l0倍比稀 

释的待检病毒悬液 400ul，37％感染 60rain后，吸去 400I~1上 

清，加入 lml 1640培养基继续培养，24h后在荧光倒置显微 

镜下观察绿色荧光蛋白表达情况，并按下列公式计算病毒滴 

度四，病毒滴度(pfu／m1)=(GFP阳性细胞数×病毒上清稀释倍 

数)／o．4。 

1．2．6 重组腺病毒的鉴定 抽提重组腺病毒基因组 DNA，采 

用 PCR的方法对其进行鉴定．上游引物：5'-CCCATCATrG— 

CAATAGCAGG一3’；下游引物 ：5’一 GTYCAAACTrcTGCTC- 

CTCA一3’；扩增条件 ：94℃5min一94℃ 45s，58℃ 45s，72℃ 

1min，共 35个循环 72℃ 7min。 

1．2．7 病毒感染效率的测定 小鼠单个核细胞的分离 、培 

养，然后将细胞按照 1 x106／~L接种在六孔板上 ，在含 10％胎 

牛血清的 1640培养基中培养，观察细胞融合度达到 70％～ 

80％时，用感染复数(multiplicity of infection MOI)分别为 1、 

l0、50、100、500的腺病毒感染细胞 ，24h、48h后在荧光倒置 

显微镜下计数 GFP阳性细胞率及收集细胞用流式细胞仪计 

数感染效率，选择最佳感染配伍。 

2 结 果 

2．1 质粒的构建及鉴定 

2．1．1 MDR1基因cDNA片段的获得 经 PCR扩增 

后可以获得长度为 3840bp的cDNA片段。见图 1。 

2．1．2 pAdTrack—CMV／mdrl的酶切鉴定和测序结果 

用 BamH I和 Xho I双酶切质粒后琼脂糖电泳检测 

到大小分别为 9kb(质粒骨架)和 3840bp(MDR1基 

因)的 DNA片段，表明构建成功，测序结果证实克 

隆得到的确实是 MDR1基因。见图2。 

2．1．3 pAdeasy一1／MDR1的酶切鉴定 构建成功的 

质粒 pAdTrack—MDR1转入 BJ—Adeasy中，同源重 

组后挑选转化克隆，小量抽提质粒 DNA经 Pac I酶 

切后电泳，可见 30kb和 4．5kb左右的条带各一条， 

证明同源重组成功。 

2．2 重组腺病毒的鉴定 

2．2．1 包装细胞病变和绿色荧光蛋白(GFP)的表达 

pAdeasy一1／MDR1采用脂质体介导转染 293细胞， 

48～96h后即可观察到绿色荧光，并随时间荧光强度 

逐渐增强，同时细胞逐渐由贴壁状态转为悬浮，此 

过程约两周。见图 3。 

2．2．2 PCR鉴定 抽提病毒基因组 DNA，PCR扩 

增，可以检测到 157bp大小的 MDR1基因 DNA片 

段，而未转染组没有扩增出相应的片段 ，至此表明 

腺病毒构建成功。见图4。 
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2．2 3 重 }{腺病毒滴鹰及感槊散牢的删定 Gl'mI汁 

数法删定病毒滴度为 8 3xl0：pfulnd 用不l_j]Mfll 

值的晾墒毒感染小融小鼠单个梭细咆．蕾观随着 

Mtll值的增加感染|效率也lj曲加 VIOl值为 100时可 

以达到 1I 96％，钏胞 }乇状志较好，MOl值灯500 

时u 以丛到 I4 77rA． 细胞受到牧严霞的损伤 

阉 5 

重组晾而毒 功能 的性驯 

2．3 1 培养的小鼠堆个梭细胞．细胞 l乏状态好， 

转染重纽腺病毒后48h J观辑到约 1O％～15％的细 

胞 发H偿 色荧 光 5 

3 讨 论 

性肿一嘀作 为 种 呼性 异质 憔痫．f匕 

杀 局部肌懂癌t1 的H叫 消l凡丁全廿微小转 

移病灶 ，在防止 肿慵的转移 I复发LI 刮艟终 

搬湍恶一 肿嚼的练台冶玎中起荷 一一]皆代自0怍川 

血研究发规多药 药(--， 1rI) 址 豉fU； 小雅 

刊进1T岫重 } 末之 ： 疗 其在帅橱细啦高 

达导数肿哺耐药 ” 方 E庄悄黼低表 导致 

骨髓抑制 小l秉题前圳 链成功J 构建 r身人仝 

酶 切后 得 

IH】基 园 1 

7 v 10【luv l4⋯I H 

图3 pA· — I／ML)RI采用脂质体介导转染 293细胞．48—961·后即可观宾到绿色荧光．井随时间荧光强度递渐增强．同时细 

胞逐渐由贴壁状态转为器浮．此过程约两周 
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端的水平条纹并且有助碱性蛋白质的聚焦。 

在第二向 SDS—PAGE前对胶条进行平衡的目 

的是打开蛋白分子中的二硫键，使分离的蛋白亚基 

充分与 SDS结合。两步平衡是造成蛋白损失的主要 

原因，大约7％～10％ 的蛋白在此过程中损失，其中 

第一步的损失较大，凝胶条中的载体两性电解质可 

以有助于减少蛋白的损失。 

在电泳参数一致的情况下分别比较了 10％，12％ 

分离胶的分离效果，结果显示 10％和 12％的分离胶 

分离效果均较良好，但在凝胶成像时，10％的分离胶 

在转移过程中容易弄碎，因此我们选用了 12％的分 

离胶。 

本研究从 HeLa细胞的蛋白提取、第一向等电 

聚焦和第二向SDS—PAGE、染色和 2-DE图像采集 

处理等几个方面优化了双向凝胶电泳条件 ，提高了 

HeLa细胞 2-DE图谱中蛋白位点的分辨率及重复 

性，获得了比较理想的HeIJa细胞的蛋白质双向电 

泳图谱，该蛋白图谱可用于 HeLa细胞比较蛋白质 

组学研究，为其深入研究奠定了基础。 
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系统而言，它具有操作简单 ，重组成功率较高、重组 

时间较短而被人们广泛应用。并且因为它同时携带 

了GFP，可在包装和扩增的同时直接观察转染和感 

染的效率 ，大大缩短了基因治疗的构建和鉴定过 

程，克服了传统方法步骤周期长，效率低的缺点。 

本实验构建了含有人全长的 MDR1基因的腺病 

毒载体，经酶切鉴定、基因测序、PCR扩增证实重组 

腺病毒构建成功，为下一步实验打下良好的基础。 

(通讯作者：金先庚) 
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