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人 AQP1基因的重组腺病毒构建及鉴定

杨彦春 ,杨　军 ,周继祥 ,李慧增 ,肖　林　　(第三军医大学西南医院口腔科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　构建人 AQP1(hAQP1)基因的重组腺病毒载体。方法　采用 DNA重组与细菌内同源重组技术 , 构建含

hAQP1的复制缺陷型重组腺病毒载体(pAdEasy-1 hAQP1), 并观察 pAdEasy-1 hAQP1在 ECV-304 中的感染情况。 PCR方法

鉴定重组腺病毒载体 ,利用绿色荧光蛋白 GFP 检测病毒滴度和感染效率。结果　PCR及限制性内切酶酶切鉴定证明

pAdEasy-1 hAQP1 构建成功。结论　应用细菌内同源重组法成功构建了含 hAQP1 基因的重组腺病毒载体。

　　关键词:腺病毒;AQP1;同源重组

　　中图法分类号:R78;R373　　　 文献标识码:A

Construction and identification of human aquaporin 1 gene recombinant adenovirus
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ary Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To construct the recombinant adenovirus of human aquaporin 1(AQP1)gene.Methods

　The replication-deficient recombinant adenovirus encoding hAQP 1(pAdEasy-1 hAQP1)was constructed by the

method of DNA recombination and homogenous recombination in bacteria.The ECV-304 cells were transfected by the

recombinant adenovirus.The target gene was identified by polymerase chain reaction(PCR).The titer and the infec-
tion rate were determined using the green fluorescent protein(GFP)expression in the shuttle plasmid.Results　Re-
striction endonuclease and PCR analyses confirmed that the recombinant adenovirus was successfully constructed.The

infection rate was high.Conclusion　The recombinant adenovirus pAdEasy-1 hAQP1 has been successfully con-
structed by the method of homogenous recombination in bacteria.

　　Key words:adenovirus;AQP1;homogenous recombination

　　水通道蛋白(aquaporin ,AQP)是近 10年来发现的

一族细胞跨膜蛋白。它们的发现从分子水平上揭示了
水跨膜转运调节的基本机制。在哺乳动物 ,目前至少

发现10 种具有组织特异性分布的 AQP 亚型 。其中
AQP1等亚型在涎腺中的表达与唾液的分泌过程密切

相关 ,并在某些涎腺疾病及其病理过程中发挥了重要
作用

[ 1 ～ 3]
。腺病毒载体具有宿主细胞范围广 、高转移

效率 、高滴度 、高表达等优点 ,是目前基因治疗研究中

应用最为广泛的载体
[ 4]
。本实验中应用基因工程技

术 ,构建AQP1基因的重组腺病毒载体 ,为临床基因治

疗涎腺干燥综合征等疾病提供新的依据和思路。

1　材料与方法

1.1　质粒 、菌株和细胞
　　含人AQP1 cDNA(1.1K)质粒 pCHIPVev由美国亚立桑那大
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学Andrea J.Yool 博士赠送 , BJ5183 菌株及其衍生物 Adeasier-1

细胞 、含绿色荧光蛋白(green fluorescent protein , GFP)的穿梭质

粒 pAdTrack-CMV、腺病毒基因组质粒 pAdEasy-1 由美国 Howard

Hughes 医学研究所 Bert Hogelstein 教授赠送。大肠杆菌 DH5α

菌株本室保存 ,腺病毒包装细胞 293T 细胞和人脐静脉血管内

皮细胞株 ECV-304由本校西南医院烧伤研究所馈赠。

1.2　酶类和主要生化试剂
　　限制性内切酶 、T4 连接酶、TaqDNA 聚合酶 、DNA 回收试剂

盒等购自 Takara 公司 、质粒 DNA 提取试剂盒购于 Omiga 公司,

DMEM 培养基购自Hyclone公司 ,脂质体DOTAP 购自Roche公司,

PCR试剂盒购自 Promega公司, PCR引物由上海生工公司合成。

1.3　细菌感受态的制备 、质粒提取 、纯化 、酶切 、连接
及细菌转化

　　参见文献[ 5] 方法。

1.4　转移质粒的构建
　　自 pCHIPev 载体中用KpnⅠ和 NotⅠ双酶切 ,凝胶电泳回收

目的基因 AQP1 片段 , 同样酶切穿梭质粒 pAdTrack-CMV , 回收

pAdTrack-CMV载体骨架 , 用 T4NDA 连接酶连接将两者连接 , 构

建成转移质粒 pAdTrack-CMV AQP1 , 经酶切鉴定正确后 ,抽提质

粒 DNA 备用。

1.5　重组体腺病毒质粒载体的构建及鉴定
　　取 1 μg pAdTrack-CMV AQP1DNA , PmeI 酶切线性化后与
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0.1 μg 的 pAdEasy-1 质粒混匀 , 加至感受态菌 BJ5183 中 ,行电穿

孔法质粒细菌转化。

　　小量抽提转化菌落 , 根据琼脂糖电泳质粒大小 , 选择可疑

重组体腺病毒质粒 DNA , 经 PacⅠ 酶切鉴定正确后 , 抽提重组

体腺病毒质粒 pAdEasy-1 AQP1 NDA 备用。

1.6　重组腺病毒的包装 、扩增和纯化
　　重组体腺病毒质粒 DNA经 PacⅠ酶切后采用脂质体介导转

染293细胞。于转染后不同时间在荧光显微镜下观察GFP 表达

状况 ,了解腺病毒包装过程。待有较明显的病毒克隆斑或蚀斑

形成后 ,将 293细胞自培养瓶内刮下 , -70 ℃ +37 ℃反复冻融 3

次裂解细胞 ,离心取含病毒的上清 ,重新感染 293 细胞大量扩增

病毒[5] 。采用 CsCl密度梯度离心法纯化。 -80 ℃保存备用。

1.7　病毒滴度及感染效率测定
　　将浓缩后的病毒贮存液作不同比例的稀释 ,取 400μl稀释

液加至 293细胞培养瓶中 , 放置 37 ℃吸附 30 min , 换新鲜培养

基继续培养 18～ 24 h ,于荧光显微镜下计数 GFP 阳性细胞数 ,

按下列公式计算病毒滴度:

　　病毒滴度(pfu ml)=GFP阳性细胞数×病毒稀释度 0.4 ml[ 6 ,7] 。

　　病毒感染效率测定:ECV-304 细胞按 2×106 细胞 孔接种

于6 孔板中 , 待长至融合度约 75%时用 0.1、1 、10、100感染复数

(multiplicity of infection , MOI)的腺病毒感染 , 48 h 后在荧光显微

镜下计数GFP阳性细胞百分率。

1.8　重组腺病毒的鉴定
　　抽提重组腺病毒基因组 DNA,进行PCR反应 ,对腺病毒进行鉴

定。引物顺序分别为 p1 5′-CTGGTGCTATGCGTGCTG-3′, p2 5′-CAC-

CCTGGAGTTGATGTCG-3′。PCR扩增条件是 94 ℃变性 60 s , 56 ℃退

火30 s ,72 ℃延伸30 s , 30次循环后 ,72 ℃继续延伸10 min。

2　结果

2.1　含AQP1腺病毒重组载体构建及鉴定
　　将 pCHIPev载体用 KpnⅠ和 NotⅠ双酶切回收 1.1 kb 的 AQP1

基因片段 , 克隆到 pAdTrack-CMV 的多 克隆位点 , 命 名为

pAdTrack-CMV AQP1。 pAdTrack-CMV AQP1经酶切线形化后与骨

架载体 pAdEasy-1在细菌内重组 pAdEasy-1 AQP1 ,经 293T细胞包

装为增殖缺陷性腺病毒。经酶切鉴定(图 1)均与预期结果相符。

1:Marker;2:pCHIPev;3:pCHIPev(Kpn Ⅰ +Not Ⅰ);4:pAdTrack-

CMV;5:pAdTrack-CMV AQP1;6:pAdTrack-CMV AQP1(XhoⅠ);7:

pAdTrack-CMV AQP1(EcoRⅠ+BamHⅠ)

图 1　质粒的酶切鉴定

Fig 1　Electrophoretic map of the plasmid digested by two restriction

endonucleases

　　pAdTrack-CMV AQP1 的酶切鉴定:Xho Ⅰ 在 pAdTrackCMV

2 368 bp有位点 , 在 AQP1 末端有 Xho Ⅰ位点 ,因此用 XhoⅠ 单

酶切 pAdTrackCMVAQP1 后出现约 1.2 和 9.2 kb 片段。 BamHⅠ

在 pAdTrackCMV 6 307 bp 有位点 , AQP1末端有 BamHⅠ位点 , 在

pAdTrackCMV5285有 EcoRⅠ位点 , 因此用 EcoR Ⅰ +BamHⅠ 双

酶切 pAdTrackCMVAQP1 后出现约 4.0、1.1、5.3 kb片段。

2.2　腺病毒的包装和扩增
　　pAdEasy-1 AQP1 经 Pac Ⅰ 酶切后 , 脂质体法转染 293T 细

胞 , 48 h 出现绿荧光(图 2),在荧光显微镜下可见约 10%左右的

293T 细胞有 GFP 的表达 , 逐渐增强。约 6 ～ 8 d 左右出现 CPE

反应 ,并向周围蔓延。并形成蚀斑 , 293细胞出现固缩 、脱落 、裂

解等明显的病理现象。提取感染后的 293 细胞基因组 DNA 进

行PCR测可获得 348 bp 的特异性片段 ,而未感染细胞未能扩增

出此片段(图 3),表明重组腺病毒构建已成功。

图 2　293T细胞转染 48 h后 GFP的表达　(荧光显微镜×200)

Fig 2　GFP expression at 48 h after transfection of 293T cells

(Fluorescence microscope ×200)

1:Marker;2:Uninfected;3:Infected

图 3　PCR检测

Fig 3　PCR analysis

2.3　重组体腺病毒滴度及感染效率的测定
　　根据 GFP 计数法测得的腺病毒滴度为 6×1012 pfu ml。 用

该重组腺病毒通过不同 MOI 感染 ECV-304 , 发现当 MOI为 10 ,

仅少数细胞有荧光 ,当 MOI=100 , 约75%的 ECV-304 出现荧光 ,

表明该重组病毒的生物活性高 ,适用于基因转运载体(图 4)。
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A:Light microscope×200;B:Fluorescence microscope ×200

图 4　重组腺病毒对 ECV-304的感染(48 h)

Fig 4　ECV-304 infected by the recombinant adenovirus(48 h)

3　讨论

　　pAdEasy 系统所采用的细菌内同源重组法
[ 8]
相对

于传统的细胞内同源重组法
[ 9]
更为快速 、高效 、简便。

细胞内同源重组通常对 293细胞的状态要求很高 ,传

代次数不宜太高 ,而重复引进传代次数较低的 293细

胞既费时 , 代价也较为高。本法与细胞内同源重组法

的根本不同之处在于 ,两种质粒共转染和同源重组均

在细菌内完成 ,继而用经筛选鉴定的重组体克隆质粒

DNA转染 293细胞 ,包装和扩增病毒 ,方法简便 ,成功

率较高。

　　AQP 是细胞膜固有蛋白 ,是特异的水通道 ,水分子

可以通过 AQP 向高渗方向跨膜快速转运。它们的发

现标示着水跨膜转运分子机制的研究取得了重大进

展 , 为从分子水平研究涎腺分泌障碍提供了可能。目

前已知表达于涎腺组织细胞的 AQP 种类及分布特点 ,

使学者们相信其在唾液的分泌过程起着重要作用
[ 10]
。

　　本实验中构建了含 hAQP1 基因的重组腺病毒载

体 ,所具备的感染效率为今后研究腺病毒介导的水通

道蛋白的基因转染对干燥综合征涎腺组织的治疗作用

打下了基础。
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