
文章编号:1000-5404(2004)23-2165-03　 技术方法

大鼠反义 p38αMAPK腺病毒载体的构建

Construction of recombinant adenovirus vector from the antisense P38αMAPK gene of rats
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　　提　要:目的　构建大鼠反义 p38αMAPK腺病毒载体。方法　用 RT-PCR法扩增大鼠 p38αcDNA 片段 , 连接到 T载体

进行测序 ,经测序正确后与 pAdtrack-cmv vector重组 , 最后转入 AdEasy(tm)XL Adenoviral Vector System 系统中 , 得到 p38α基

因腺病毒载体。结果　成功构建大鼠 p38α腺病毒载体。结论　为在基因水平研究 p38α的作用提供了良好工具。

　　p38MAPK 激酶属丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-
activated protein kinase , MAPK)超家族成员 ,包括 p38α,
p38β1 ,p38β2 ,p38γ和 p38δ5种亚型 。p38α与炎症 、凋

亡等反应密切相关 ,介导烧伤及其它损伤中的炎症和
凋亡等反应 ,参与心肌等多种组织细胞炎症反应的调

控 ,抑制 p38αMAPK(以下简称 p38α)激酶的合成 、分泌

及其活性 ,是抗炎抗损伤的优选途径
[ 1]
。但至今缺乏

该亚型特异性抑制剂 ,鉴于此 ,本研究采用基因工程的

方法 ,扩增和克隆大鼠 p38α基因 cDNA片段 ,构建反
义p38α腺病毒载体 ,为深入研究 p38α激酶的作用机

制及对烧伤和其它损伤中炎症 、凋亡等反应的调控奠
定重要基础。

1　材料与方法

1.1　菌种
　　大肠杆菌 DH5α由烧伤研究所分子生物室保存 , BJ5183 购

自美国 Stratagene公司。

1.2　质粒
　　InsT AcloneTM PCR Product Cloning Kit(T 载体试剂盒)购自

MBI公司;pAdtrack-CMV vector , pAdEasy-1 Vector 购自美国 Strat-

agene公司 。

1.3　细胞株
　　293细胞为腺病毒 E1 基因转化的人胚肾细胞系 , 购自美国

ATCC 公司。

1.4　主要试剂
　　限制性内切酶 Kpn Ⅰ 、Hind Ⅲ购自 TaKaRa 公司 , Pme Ⅰ 、
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PacⅠ 、Pae Ⅰ购自 New England 公司 , T4 Ligase 购自 MBI 公司 、

CIAP 购自 TAKARA 公司 ,质粒提取试剂盒 、凝胶 DNA片段回收

试剂盒 、PCR回收试剂盒购自美国 Omega 公司;DOTAP 脂质体

转染试剂盒购自美国 Roche公司;细胞培养基 DMEM 购自 GIB-

CO公司。

1.5　主要仪器
　　CO2 细胞培养箱(Heraeus 公司 ,德国);Biofuge 28RS 低温高

速离心机(德国);PAC500 电泳仪(美国);超净工作台(苏州安泰

空气技术有限公司);PE9600PCR扩增仪(Perkin Elmer , USA)。

1.6　p38α目的基因片段的扩增
　　引物由上海申友生物工程公司合成 , PAGE 纯化。上游引

物P1:5′TGGCTGAGCTGTTGACC 3′, 下游引物 P2:5′CAGGCTCT-

TCCATTCGT 3′。以正常大鼠的心肌细胞总 RNA 为模板 , 先用

OligodT进行逆转录 ,再以设计引物进行 PCR扩增 , 反应体系:10

×PCR Reaction buffer 5μl , MgCl2 和 dnTP各 0.2 mmol L ,上下游

引物各 0.5 pmol μl , cDNA5 μl , Taq 聚合酶 1 U。 dH2O 将总体积

加至 50μl , 置 PCR仪 , 循环条件:95 ℃预变性 3 min;95 ℃ 1

min、56 ℃1 min、72 ℃ 1 min , 30 个循环;72 ℃ 10 min。取 5 μl

PCR产物在 1.0%琼脂糖凝胶上(含 0.5 μg ml溴化乙锭 , 以下

同)电泳。

1.7　反义 p38α腺病毒载体的构建
1.7.1　pT-p38α载体构建及筛选 、鉴定　　自上述 PCR产物中

回收 0.38 kb 大小基因片段 ,与 T载体(记为 pT)连接 , 反应体系

(30μl):T载体 DNA 3 μl , PCR回收纯化产物 4 μl , 10×ligation

buffer 3 μl , PEG 4000 solution 3 μl , T4 DNA ligase 1 μl(5 U), BSA

0.75μl(500 μg ml), dH2O 补充至 30μl。 22 ℃连接过夜 ,钙转法

转入感受态 DH5α大肠杆菌 , 取 100 μl菌液涂布于含 60 μg ml

氨苄青霉素 、表层涂有 40 μl x-gal(20 ng ml)和 4 μl IPTG(200

ng ml)的 LB蓝白斑筛选固体培养基上 , 37 ℃孵箱过夜培养。

挑取白色单克隆菌落 ,加入 1 ml无抗生素 LB 液体培养基中 , 振

摇3 ～ 4 h , 取 4 μl 菌液行 PCR筛选(扩增体系及反应条件同

前)。将经 PCR筛选为阳性克隆(重组体命名为 pT-p38α)的菌

液于 37 ℃、200 r min条件下振摇过夜 ,用质粒提取试剂盒提取

质粒。重组质粒用 KpnⅠ和 HindⅢ内切酶进行双酶切鉴定 , 应

有0.38 kb 目的片段。阳性克隆送上海申友公司测序 , 同时用

Pae Ⅰ酶切鉴定反义。

1.7.2　pAdtrack-cmv-p38α载体构建及筛选 、鉴定　　首先使用
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KpnⅠ和 HindⅢ双酶切 pAdtrack-cmv vector获得 pAdtrack-cmv 片

段并经 CIAP去磷酸化 ,同时用这两种酶双切 pT-p38α反义基因

(以下简称 p38α), 而后将两者用 T4 连接酶连接 , 获得 pAdtrack-

cmv-p38α载体 ,转化至感受态 DH5α细菌中扩增 , 取 100 μl涂含

50 μg ml卡那霉素的 LB(以下简称卡那 LB)平板。用 PCR法初

筛阳性克隆(扩增体系及反应条件同前), 将阳性克隆接种至 5

ml卡那 LB培养液中振摇过夜 , 提取质粒后再用上述两种酶进

行酶切鉴定 ,应有 0.38 kb目的片段。

1.7.3 　pAd-p38α腺病毒载体构建及转染 293 细胞 　　将

pAdtrack-cmv-p38α载体用 Pme Ⅰ 酶切线性化后 , 回收片段与

pAdEasy-1 载体在 BJ5183-AD-1 细胞中进行同源重组得到线性

化的 pAd-p38α载体 , 该重组体用 PacⅠ 单酶切鉴定 , 应有大小

分别为 33.3 kb 和 4.5 kb 片段。将 pAd-p38α在 DOTAP 介导下

转染 293包装细胞(按 Stratagene 及 Roche 公司操作说明书进

行),形成空斑后 , 提取空斑内容物经 PCR法检测正确后 , 将阳

性空斑内的提取物继续感染 293 细胞 , 进行第二次空斑纯化和

筛选 ,得到具有感染能力的 pAd-p38α腺病毒载体。

2　结果

2.1　心肌细胞总 RNA RT-PCR产物电泳分析
　　以正常大鼠心肌细胞总 RNA 为模板进行 p38α扩增 , PCR

产物在 1.0%琼脂糖凝胶上电泳 ,在 0.38 kb左右可见一清晰条

带 ,与预计片段相符(图 1)。

M:DL2000 marker;1 、2 、3:p38α基因扩增结果

图 1　p38α基因 PCR扩增结果

2.2　pT-p38α载体的鉴定及反义鉴定
　　经申友公司测序确定 pT-p38α中目的基因核苷酸序列与基

因库公布的序列完全一致 ,序列如下:

　　tgg ctgagctgtt gaccggaaga acgttgtttc ctggtacaga ccatattaac cagcttcagc

agataatgcg tctgacgggg acaccccctg cttatctcat taacaggatg ccaagccatg ag-

gcaagaaa ctacattcag tctctggccc agatgccgaa gatgaacttc gcaaatgtat ttattggtgc

caatcccctg gctgtcgacc tgctggaaaa gatgctggtt ttggactcgg ataagaggat cacag-

cagcc caagctcttg cgcatgccta ctttgctcag taccacgacc ctgatgatga gccagtggct

gacccttatg accagtcctt tgaaagcagg gacctcctta tagacgaatg gaagagcctg

　　将测序正确的 pT-p38α载体用 Pae Ⅰ单酶切鉴定出反义目

的基因 , 取反义 p38α重组质粒用 Kpn Ⅰ和 Hind Ⅲ双酶切鉴定 ,

得到 0.38 kb 片段。

2.3　pAdtrack-cmv-p38α载体的鉴定
　　KpnⅠ和 HindⅢ双酶切 pAdtrack-cmv-p38α重组载体 , 1%琼

脂糖凝胶电泳 ,可见大小为 0.38 kb 和 8.3 kb 片段。其中 0.38

kb 片段为 p38α, 8.3 kb 片段为 pAdtrack-cmv vector, p38α片段经

核苷酸序列测定法检测与预测结果完全相符(图2)。

M:λ Hind Ⅲ marker;1:pAdtrack-cmv-p38α质粒;2、3:pAdtrack-cmv-

p38α经 Kpn Ⅰ和 Hind Ⅲ双酶切后的图谱;4:DL2000marker

图 2　重组质粒 pAdtrack-cmv-p38α经 Kpn Ⅰ和 Hind Ⅲ双酶切鉴定

2.4　pAd-p38α腺病毒载体的鉴定
　　Pac Ⅰ单酶切 pAd-p38α重组腺病毒载体 , 0.6%琼脂糖凝胶

电泳可见大小分别为 33.3 kb 和 4.5 kb 片段 , 与预测结果完全

相符(图 3)。将 pAd-p38α腺病毒载体转染 293细胞后 , 7 d可观

察到空斑的产生 ,提取内容物 , 经 PCR检测得到大小为 0.38 kb

的目的片段 ,用 p38αcDNA阳性空斑冻融悬液感染 293 细胞 , 4 d

后均可观察到细胞肿胀 ,变圆及蚀斑出现。

M:λ Hind Ⅲmarker;1、2 、3、4 、5:pAd-p38α经 PacⅠ单酶切后的图谱

图 3　重组体 pAd-p38α经 PacⅠ酶切鉴定

3　讨论

　　丝裂原活化蛋白激酶(Mitogen-Activated Protein Ki-

nase , MAPK),属丝氨酸 苏氨酸蛋白激酶 ,是将细胞外

刺激信号转导到细胞内并引起细胞核内反应 、最终影

响基因转录和调控的通路 ,也是真核细胞转导胞外信

号到胞内引起细胞反应的 4 大信号系统之一
[ 2]
,参与

细胞形成 、生长 、发育 、增殖 、分化 、转化及运动 、凋亡等

多种生理过程。其中 p38MAPK是 Brewster 等 1993年

在研究高渗环境对真菌的影响时发现的一类MAPK通

路 ,属“应激激活”的蛋白激酶 ,许多细胞外刺激如紫外

线 、脂多糖 、缺血缺氧和细胞因子 、生长因子 、高渗透压

等 ,均可通过细胞内信号传递通路激活 p38MAPK
[ 3, 4]
。

p38MAPK参与炎症反应 、细胞凋亡 、肿瘤形成 、异常造

血等多种调控 。其中 ,炎症 、凋亡等反应主要由 p38α

亚型介导。许多研究表明 ,p38α激酶途径参与了细胞

多种促炎因子的生成调控 ,是已知信号途径中与炎症

关系最为密切的细胞信号转导通路 。当细胞受到缺血

缺氧 、牵张 、内毒素 、炎症因子等因素刺激后 , p38α激
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酶可迅速活化 ,引发多种促炎因子表达 ,加剧炎症反应

和组织损伤 。文献[ 5]报道 ,p38α激酶在烧伤后 1 h即

可迅速激活且长时间保持活化 ,在烧伤后炎症反应和

心肌损伤中起重要作用。

由于 p38α激酶在介导炎症 、凋亡反应及组织损伤

中的重要作用 ,抑制其合成 、分泌及其活性从而减缓此

类不良反应和组织损伤显得尤为必要 。然而 ,国内外

至今缺乏针对 p38α激酶的特异抑制剂 。现有的 SB类

化合物(如 SB203580 、SB202190等)是目前使用最多的

p38激酶抑制剂 ,虽能抑制α亚型 ,但特异性都不高。

鉴于此 ,本研究拟用基因工程技术 ,克隆 p38α激酶基

因 cDNA片段 ,构建反义 p38α腺病毒载体 ,以导入细

胞特异性靶向抑制 p38α激酶。目前 ,有关基因转染研

究最多的载体为腺病毒载体 ,和其他基因载体相比 ,腺

病毒载体具有宿主范围广 、感染率高 、理化性质较稳

定 、遗传毒性较低等特点 ,被广泛用于基因治疗
[ 6]
。加

之本研究后续实验拟将 p38α基因导入终末分化性的

心肌细胞 ,要求载体具有很高的转染能力和较小的细

胞毒性 ,故采用该载体。首先 ,根据基因库中提供的基

因序列用 RT-PCR 法扩增出 p38αcDNA。随后 , 将

p38αcDNA与 T载体连接并扩增 ,测序及反义鉴定正确

后电转法转入 pAdtrack-cmv载体进行重组。重组成功

的pAdtrack-cmv-p38α与 pAdEasy-1载体在 BJ5183-AD-1

细胞中进行同源重组得到线性化的 pAd-p38α,但由于

pAdEasy-1载体 , 缺失了 E1和 E3 区称为复制缺陷病

毒 ,故必须在经 E1A转化的人胚肾细胞293细胞中 ,利

用其产生的 E1A蛋白 ,反式作用于重组体 DNA ,使重

组体得到有效的复制并包装成具有感染性的缺陷型腺

病毒
[ 7]
。本实验利用同源重组的方法 ,在 293细胞中

成功地构建了具有感染能力的大鼠反义 p38α腺病毒

载体 ,将为从 p38α信号转导水平进行干预 ,在信号通

路水平阻断和调控 p38α的表达和活性 ,防止细胞凋

亡 、下调促炎因子的过度表达 、减轻炎症反应和组织损

伤以及深入研究 p38α激酶作用机制提供有力武器和

开辟新的治疗途径。
　　关键词:p38αMAPK;重组腺病毒;基因

　　中图法分类号:R394-33　　　文献标识码:B
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　　(上接 2164页)
截面形状正好与投射方向病灶的形状吻合 , 经过等中心照射 ,

在病人体内形成一高剂量区 ,且空间形状与病灶体积一致。 靶

区获得最大的照射剂量 ,同时尽量减低周围正常组织的照射剂

量 ,以达到精确的适形放疗。采用手动多野光栏 , 在使用上应

注意以下几个方面。

3.1　MLC与直线加速器小机头旋转的配合使用
　　手动 MLC 存在叶片不能过中线的问题 , 限制了射野在其

纵轴方向上的使用 ,通过旋转小机头 90°或 270°, 则可以以 MLC

横轴方向的射野形式满足纵向布野。

3.2　模板制作的注意事项
　　模板制作应严格按照三维治疗计划系统所给出的有效照

射野 ,采用有机玻璃制成模板。 首次治疗时 , 应将其确定好的

MLC 射野轮廓在模拟机对照验证 , 避免方向错误和前后颠倒引

起的治疗失误。

3.3　注意 MLC的局限性
　　由于 MLC 对侧叶片不能过中线 , 有时不能满足需要过中

线遮挡的部分;相邻叶片之间由于平面相接 , 存在漏射问题;叶

片前端为直面 ,存在透射半影等。这些都需要在野的设计时充

分考虑 ,如确实无法克服 , 仍以采用低熔点铅挡块为好。

　　三维适形放射治疗具有照射精度高 , 剂量分布好 , 肿瘤靶

区可以得到高剂量照射 ,同时周围组织能够得到良好保护的特

点 ,是放射治疗的前沿技术 , 高质量的治疗实施是实现上述优

点的关键。总之我们在实践中总结出的治疗实施中的重要环

节 ,我们体会只要把握好上述的 3 个环节 ,就能够保证摆位的

准确性和良好重复 , 能够保证照射野与靶区形状的高度适合 ,

取得较好的治疗效果。

　　关键词:三维适形放射;多叶准直器

　　中图法分类号:R730.55　　　文献标识码:B
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