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应用 AdEasy腺病毒载体系统构建人 GST．，rr基因的重组腺病毒 

罗小辑，金先庆，陈 瑾 

(重庆医科大学附属儿童医院外科 ， 重庆 400014) 

【摘 要 】目的：利用AdEasy腺病毒载体系统构建人谷胱甘肽转移酶 一丌(GST一丌)基因重组腺病毒并在HEK293细胞中扩增 

制备重组病毒。方法：从质粒中通过 PCR的方法扩增出目的基因GST一丌并带有适宜的酶切位点，双酶切后连pAdtrackCMV中 

构建成腺病毒穿梭质粒 pAdtrack—GST一丌，经酶切线性化后 ，采用电穿孔转化到含腺病毒骨架质粒 AdEasyl的 BJ5l83大肠杆 

菌电感受态细菌中，挑选同源重组质粒 AdEasy—GST一丌，酶切线性化重组质粒并转染 HEK293细胞包装成重组病毒颗粒，荧光 

显微镜观察绿色荧光表达。重组病毒上清乒乓交互感染 HEK293细胞，荧光显微镜观察绿色荧光表达。结果：经限制性内切酶 

检测和GFP表达证实成功地构建了携带 GST一丌基因的重组腺病毒载体并制备出高滴度重组病毒。结论：成功地构建了携带 

GST一丌基因的重组腺病毒载体，为利用 GST一丌基因转染造血干细胞的基因治疗奠定了基础。 
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Construction of recombinant adenovirus plasmid containing GST-1rr gene 

LUO Xiaoji,et al 

(Department ofSurgery,the Children’5 Hospital,ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To constuct recombinant adenovirus vector carrying the human glutathione transferase丌(GST一"rr)gene and am— 

plify the adenovirus vector in HEK293celIs Methods：GST一丌 gene with the suitable enzyme site are amplified from the original plasmid 

through PCR，then subcloned into the shuttle plsmid pAdtrackCMV after digested by the same enzyme．The recombinant plasmid pAd— 

track—GST-丌 l ineafized by PmeI．plasmid pAdtrack-GST-丌 WaS electroporated into E． coli BJ5 1 83 cells that had been electroporated 

adenovirus backbone plasmid pAdEasy-1． Picking up the homologous re~combant plasmid AdEasy—GST一丌，then it was digested with 

PacI and tran sfected into HEK293 cells to package the adenovirus，followed by identification of the recombinant adenovirus by means of 

observation of green fluorescence protein expression under fluorescent microscope． Recombinant virus supematant infected HEK293 cells 

repeatedly，and the green fluorescence protein expression Was detected．Results：Thmugh the restriction enzyme digestion and expression 

of GFP．recombinant adenoviral vector GST一丌 gene was constructed successfully． Conclusions： The recombinant adenoviral vector 

containing GST一丌 gene was successfully constructed．and based for the gene therapy of GST一丌 transferring the hematopoietic stem 

cells． 

【Key words】Adenovirus；GST一丌；Gene engineering 

化疗实施中所致的肿瘤细胞对化疗药物产生 

耐药和化疗药物引起的骨髓抑制是化疗成功最大 

的障碍，临床上对肿瘤的治疗多采用联合化疗。因 

此将具有不同耐药谱的多种耐药基因导人造血干 

祖细胞回输体内，可防止骨髓造血系统受化疗药物 

抑制，甚至在提高药物剂量的情况下耐受化疗毒 

性，使化疗得以顺利实施，具有重要的临床意义。 

GST一1T基因编码的谷胱甘肽转移酶 1T是一种多 

作者介绍：罗小辑(1977一 )，男，博士研究生， 

主要研究方向：基因治疗。 

基金项目：国家自然科学基金重点项目(No．30330590)。 

功能药物代谢酶，是除 mdrl基因以外的一种常见 

耐药相关基因。目前 GST一 转染造血干细胞仅采 

用逆转录病毒体系，其潜在的危险和不足限制了临 

床应用，而腺病毒载体具有高效、低毒 、不整合与基 

因组 、转染效率高的特点，已经广泛应用于基因治 

疗的基础研究与临床试验。本研究利用腺病毒载 

体，构建 GST一 基因的腺病毒转染体系，从而为 

GST一 基因转染人造血干细胞抗化疗药物的研究 

打下基础。 

1 材料和方法 
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1．1 主要材料和试 剂 

质粒 pDNR—LIB—GST一耵fEcoRI，XbaI)购 自美 国 ATCC 

公司；腺病毒穿梭质粒 pAdtrack—CMV和腺病毒骨架质粒 

pAdEasy一1由美国芝加哥 Tc．He教授惠赠，HEK293和大肠 

杆菌 BJ5183由重庆医科大学感染病研究所惠赠；大肠杆菌 

XL一1购自美 国 stratagene公司 ；限制性 内切酶 SalI，XbaI， 

KpnI，PacI、PmeI来 自纽英伦公司；DMDM—F12培养基、新生 

胎牛血清 f杭州 TBD公司)和转染试剂 Polyfect Transfeetion 

Reagent购 自德国Qiagene公司；质粒小量抽提试剂盒为 QI— 

AGENE产品与凝胶回收试剂盒来 自大连 Takara公司；电穿 

孑L仪为美国 Bio—Rad Micropulser；DNA序列的测定由上海生 

物工程有限公司完成。LB培养基及 LB agarose培养基为上海 

生物工程有限公司产品，其他试剂均为进口或国产分析纯。 

1．2 实验技 术路 线与 方法 

1．2．1 扩增带有 Sall和 XbaI接头的目的基因片段 上游引 

物 ：ccg—gtcgac—atgggc—atgc cgccctacac cgtggtct；下游 引物 ： 

gcc—tctaga—tcactgttt cccgttgcca ttg。PCR条件为 92~C变性 30s， 

复性温度 61℃20s，72℃延伸 1min，循环数为 25个。1．2％琼 

脂糖凝胶电泳扩增片断大小为 701bp，与理论片断大小相 

同。 

1．2,2 腺病毒穿梭质粒载体 pAdtrack—GST一耵的构建 ① 

GST一耵基因扩增片段经 Sall和 Xbal双酶切。1．2％的琼脂糖 

凝胶电泳，凝胶回收试剂盒回收 701bp目的基因 GST一耵片 

段 ；腺病毒穿梭质粒 pAdtrack—CMV经 Sall和 XbaI双酶 切， 

0．8％的琼脂 糖凝胶 电泳 ，凝 胶 回收 试剂盒 回收 pAd— 

track—CMV fSall、Xba1)。回收的载体片断和 目的基因片断 

16℃过夜进行酶连反应，终产物直接转化 DH5a感受态细 

菌，卡那霉素 LB培养基平板过夜培养，次 日筛选出 10个克 

隆，在卡那霉素 LB培养基中培养过 夜 ，质粒小量抽提试剂 

盒抽提质粒后，利用上述引物扩增 目的基因片段 ，1％琼脂糖 

凝胶电泳鉴定质粒，挑取正确克隆菌液送上海生物工程技术 

有限公司测序，与 Genebank上的序列比较两序列的相似性 

达 100％，无启始密码子与终止密码子的突变正确克隆命名 

pAdtrack—GST一耵质粒。②BJ—AdEasey一1电感受态细菌的制 

备：取 AdEasey一1质粒与感受态 BJ5183大肠杆菌 20 l混 

和均匀 ，冰上预冷操作，电穿孑L条件为：1．8kV，200ohm。取 

0．5ml的 LB培养基洗出cuvvet中的细菌，37℃孵育 30min， 

涂布于 LB培养基平板(氨苄霉素 50 g／m1)过夜筛选，挑出 

10个克隆，质粒小量抽提试 剂盒抽提质粒后，0．8％琼脂糖 

凝胶电泳鉴定质粒，挑取正确克隆即为含 AdEasey一1质粒的 

大肠杆细菌 BJ—Adeasy。挑取单克隆过夜培养后继种于 

100ml含卡拉霉素的LB培养基中制备电穿孑L感受态细菌。 

1．2．3 重组腺病毒载体的构建及鉴定 pAdtrack—GST一耵质 

粒约 200ng，PmeI酶切线性化后 SeeDNA沉淀纯化，溶于 

10 LL l纯水中，2，5kV电穿孑L转化 BJ—AdEasey电感受态细菌， 

取 0．5ml的 LB培养基 洗 出 euvvet中的细 菌 ，37~C孵 育 

30min，分别取 20 l和 200 l涂布卡那霉素 LB培养基平板 

(50 g／m1)筛选，挑取较小的克隆菌落，卡那霉素 LB培养 

基中培养过夜 ，质粒小量抽提试剂盒抽提质粒后，0．8％琼脂 

糖凝胶电泳鉴定质粒，选择大于与 BJ—AdEasy质粒的克隆， 

PacI酶切鉴定出现 4．5kb片段 ，同时采用上述引物扩增出 

701bp的 目的条带者 ，说 明质粒重组成功 ，标记为质粒 

Ad—GST一耵，将该质粒通过电穿孑L转化电感受态细菌 XL一1， 

大 量扩增 出在 BJ5183中产 量不 足 的重组 腺病毒 质粒 

Ad—GST一耵，使用 QIAGEN公司的去内毒素大抽试剂盒抽提 

质粒，以提高真核细胞感染效率。 

1．2．4 重组腺病毒的转染及乒乓交互感染提高病毒滴度 Ad 

— GST一耵质粒经 PacI酶切，酒精沉淀法纯化酶切产物后溶 

于 30 l纯水中。转染前 HEK293E细胞融合度调整为 40％ 

～ 80％(IMDM培养基置 C02孵箱于 37℃，体积分数为 5％的 

CO 及饱和湿度下培养 ，10％的胎牛血清)，HEK293E细胞接 

种后 24 h，使用 QIAGEN公司的专用试剂盒 Polyfect Trans— 

feetion Reagent进行转染 ，质粒 Ad—GST一耵量为 4 g，转染 

试剂 40 l，与无血清及抗生素培养基 120 l在 22℃孵育 

8min。转染后 1天连续观察 GFP的表达。14～21天后，收取 

第一轮病毒上清 ，离心沉淀后溶于 lmlPBS中，在 37~C和液 

氮条件下反复冻融 3次，每次 10min，收取病毒上清后再次 

感染 293细胞提高滴度。 

1．3 重组体腺病毒滴度测定 

将 293细胞按 2×1()5细胞 ／孑L接种 6孑L板中，待 24h 

后感染病毒 。取病毒原液作不同比例稀 释 (1：103～1： 

1010)，每种浓度做 3个复孑L。按每孑L 400 l加病毒稀释液 

至 293细胞培养板中，放置 37℃，吸附 4～6h。换新鲜培养 

基，继续培养 24h，于荧光显微镜下计数 GFP阳性细胞数。按 

下列公式分别计算两种重组腺病毒的滴度： 

病毒滴度(pfu／m])： 塑堕 笪 碧 墅照 上fu U
．otml 

1．4 病毒感染靶细胞感染效率测定 

将 HEK293细胞，按 2×1()5细胞 ／孑L接种 6孑L板中，待 

24h后感染病毒。分别用 1、10、20、50、100MOI的腺病毒感染 

细胞，48h后在荧光显微镜下计数 GFP阳性细胞数。分别计 

算各种细胞对两种重组腺病毒的 MOI值。 

1．5 将转染组和未转染组的 HEK293细胞洗脱后涂片，免 

疫组织化学染色观察有无 GST一耵蛋白，步骤按说明书操作 

进行。 

2 结 果 

2．1 含酶切接头的 GST一1T基 因片断的扩增 

通过设计带有 SalI、XbaI的引物及翻译启动 

盒 ，成功扩增 出总长为 701bp的 目的片断 ，经 

1．2％的琼脂糖凝胶电泳鉴定 ，可见到扩增片断。 

见图 1 
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凰 2 重组 质粒 I-I ■IL 的 鉴定 

2 4 重组昧嫡 摹的转 染 I K293知胞测 定 

将 绢腙病 毒 ^I—f，sT_ 质粒经 l 1 化 

转 HEK29"~I 细胞 481- 在荧j 显馓镜下即可见 

(；FI一的 达，IIjfilbl川n 延K表逸增慢 约5～7天后 

圳_胞⋯觇病每感 的痫业． 胞 脱肿胀．弯旧l和 

出现宅脚 取病毒 清PCR 增IIIll】现特肄的目的 

荩㈧竹 l 1 僻 ㈣函毒{ ≈1监为30 x l帆 ／ 

『 ．‘．气 ’．．、 ， 一  
圉3 茔光显微镜蹰察重组腺病毒转染 HEK293细胞的表谜 

2．5 免疰组 化检测 

腺病毒 A【】一l，s F- 感 的 lIEK293细胞感染 

{̈J绷胞 龟疫 化i5-包m性．而来 々 染组的 

NIH3I’3 胞木犄．洲刊GS ]-- 蛋f J的太达 见闹 
4 

囤4 免疫组化检测 {；ST— 在 IIEK293细胞中的表选 

3 讨 论 

I I是一种多l ☆＆曲物代谢舳， 仪ur雕化亲 

电 物埙‘j谷II~tl‘肽(Glul IIhi⋯TI ．1；SII)结合，而 

舡身·I儿I 亲 药物结台增JIll其水?}=f件，促进 

代 ．{，解 f降低抗j 物n々细胞在作用 r sT根据 

化特性 I；5q’Ill为 “ 3种ln】功酶 ．脚已表明 

(i；74 I--" 过度 挺达 顺铟 氯 拌 环麟酰 胺 、荚尔法兰 

幢 ItI乙贰、烷化剂等耐药明显午H妥．(； r_ 主赞 

存任 』’胞浆 体内 药 验表n玎通Ⅱ逆转录病毒将 

I；ST 转柴免疫缺l粕鼠骨髓十细胞，进行l司种 

骨髓1=#舳 然 后进行环磷眦胺化疗；结粜显示． 

【；ST— 墓 能f 护骨髓细胞．碱轷环磷酰腱所致的 

骨髓抑制作用『i『木川，耐药试验显 ．CSIl_ 基因转 

几外周血CD34 细胞能增强其对4 HC受剐霉 
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素的耐药性I2．3 ；以上资料直接或间接表明，GST一百 

基因与抗肿瘤药物的耐药性有关。从而证实了将 

GST一百基因导人造血干细胞回输骨髓保护化疗中 

的造血功能切实可行。已有研究表明，细胞对铂类 

耐药性除与 GST一 基因有关外，还与硫铁蛋白、多 

药耐药相关蛋白、核酸剪除修复基因及错配修复基 

因等的表达有关 。 

以往将外源性基因导人造血干细胞 ，多采用鼠 

白血病病毒 MLV为基础的逆转录病毒载体，虽然 

体外实验取得似乎满意的转染效率，但是对造血干 

细胞亚群的分析及多数基因治疗的效果来看，大多 

数造血干细胞对逆转录病毒载体具有一定的抵抗 

性15．9】，可能与造血干细胞多处于静止期有关。由于逆 

转录病毒载体存在的固有缺陷，病毒滴度低，携带 

外源基因容量有限，仅感染分裂细胞 ，表达不稳定 

并难以控制；随机整合可能导致突变，具有遗传毒 

性，导致白血病的可能，限制了临床应用。重组病毒 

因其具有体内外转染效率高，感染细胞范围广，可 

感染静止期和分裂期细胞，同时又不整合到宿主细 

胞基因组中，因此常用于多种疾病的基因治疗。由 

于重组腺病毒具有很高的体内外转染效率，使得更 

易表达目的基因的功能，越来越多地用于基因功能 

的研究。1998年 HeI州等建 立的 AdEasy系统，将线 

性化的穿梭质粒与骨架质粒 共同电转化大肠杆菌 

BJ5183进行细菌内同源重组，所得重组腺病毒质粒 

可以通过卡那霉素筛选出，并通过 质粒大小和限制 

性内切酶分析鉴定。最后，Pac!酶切 后的重组腺病 

毒质粒转染 293细胞包装产生重组腺病毒。这种细 

菌内同源重组法，较之以前的细胞内同源重组法， 

同源重组效率有了较大提高，方法简便 、快速、实验 

周期短。同时载体自身能同时表达绿色荧光蛋白， 

因此大大简化了对转染细胞的判断和筛选。 

研究显示，腺病毒过表面受体 CAR(科萨奇 一 

腺病毒表面受体)感染造血干细胞，造血干细胞和多 

种原始的造血系统肿瘤细胞的 CAR表达丰度较 

低，如在骨髓 CD34 细胞中只有 10％～15％的细胞 

表达 CAR，CAR的的低表达是造成腺病毒转染造血 

细胞低下的主要原因⋯l。在无相关细胞因子的前提 

下重组腺病毒感染造血干细胞能力较差，实验中加 

大 MOI值的同时对细胞的毒性也大 ，MacKenzie等 

在腺病毒转染过程中，加入 FL，KL，IL一1，IL一3因子 

预处理造血干细胞后，明显起到保护细胞免于腺病 

毒的细胞毒性作用，从而大幅度提高转染效率，单 

纯使用含荧光标记的腺病毒感染造血干细胞效率 

达到45％～79％『l2】。其他研究也证实通过细胞因子的 

组合，GM—CSF，G—CSF，TNF—at．，等处理可以调节腺 

病毒对造血干细胞的基因转染，并能维持造血干细 

胞的功能【13．141。 

腺病毒的众多优点是其他载体无法比拟的，以 

上研究证明，通过对腺病毒转染条件的优化 ，可显 

著提高腺病毒的转染效率，从而证实通过腺病毒将 

GST一百基因导人造血干细胞是切实可行的 ，为 

GST一百基因转染造血干细胞后会输保护化疗状况 

下的骨髓造血机制的研究提供了实验依据。 

(通讯作者：金先庆．重庆医科大学附属儿童医院外科 ) 
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显高于 x线，参数 MRI扫描能较清楚的显示椎板 

切除后硬膜周围软组织的变化及脊髓受压情况，可 

提高复发性椎间盘脱出与纤维化鉴别诊断的准确 

率 。 

在动物实验中，MRI技术也广泛采用。梁裕 等 

采用 MRI扫描观察，以兔子为实验对象来研究不同 

剂量非甾类消炎药双氯芬酸钠在预防椎板切除术 

后硬膜外瘢痕形成中的作用。Ross，JS[s】等指出 MRI 

可以半定量评估硬膜外纤维瘢痕的粘连程度。本实 

验采用 MRI检测出24周时实验节段椎管形态保持 

完好，人工椎板位置无移位，材料前方椎管侧有 

2—3mm厚骨组织信号影，椎管矢状径比对照节段有 

扩大，未见材料断裂塌陷、突入椎管，硬膜无粘连受 

压。对照组椎板缺损处软组织信号影，突入椎管与 

硬膜粘连，硬膜有受压征象 ，原因在于瘢痕形成及 

肌肉突入而非复发性椎间盘的脱出。同时组织学也 

证实人工椎板材料 一组织界面有大量成骨细胞、成 

熟骨小梁、板层骨出现，n—HA／PA66碎块被纤维包 

裹，未见硬膜受牵拉。对照组椎板缺损处由纤维瘢 

痕组织填塞，硬膜粘连受压。所以采用 MRI作为椎 

板 切 除后 纤 维 粘 连 、狭 窄 的 检 查 方 法 ，为 

n—HA／PA66复合材料的临床应用及预后的检测提 

供一条行之有效的途经。 
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