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!"#$%&’()$%*+", 基因重组腺病毒的构建及转染 !"# 骨髓间充质干细胞

的表达
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摘 要 构建含有人 <43/’60@:/’9?4- 基因的重组腺病毒，来感染 60@:/’9?4- 基因敲除小鼠 <6O 的骨髓间充质干细胞（I;F）进行

基因修饰，为同种异体基因修饰的干细胞移植治疗 GIG 疾病奠定基础。用 ?(/!酶切含 <43/’60@:/’9?4- 基因的 9X; N̂ISF1T
质粒，获得 <43/’60@:/’9?4- 基因。片段回收后定向插入腺病毒穿梭质粒 9;?.::(2NFI&，获得重组质粒 9;?.::(2NFI&NISF1T。

H4%!线性化重组质粒 9;?.::(2NFI&NISF1T，去磷酸化后回收后与腺病毒骨架质粒 9862,@0N# 共电转化 X+K#L" 感受态细胞。同

源重组后用选择性培养基筛选阳性克隆，提取质粒，用脂质体介导转染 !_" 细胞，通过观察 !_" 细胞病变及 HF1 扩增目的基因

等方法鉴定重组的腺病毒。然后将病毒上清转染 GIG 模型鼠 45I 小鼠的骨髓间充质干细胞，通过 1>NHF1 以及间接免疫荧

光检测 <43/’60@:/’9?4- 的转录及蛋白表达。成功构建了含有 <43/’60@:/’9?4- 基因的重组腺病毒，病毒滴度为 K‘KL a #$#! 59b<Y。

间接免疫荧光检测可见 <43/’60@:/’9?4- 蛋白在 45I 小鼠 I;F@ 中高效表达。该重组腺病毒载体的构建及成功转染到 45I I;F@
内表达为下一步用 <43/’60@:/’9?4- 基因修饰的 45I I;F@ 进行同种异体移植治疗 GIG 疾病奠定了基础。
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QJ#+/,,/ 型 肌 营 养 不 良 症（ QJ#+/,,/
!J(#J0.$&’()$%*+’，QHQ）是一种以骨骼肌进行性变

性、坏死为主要病理特征的致死性的 R:性连锁隐性

遗传性疾病，发病率为男性活婴的 6N85MM。此病发

生的主要原因是 QHQ 基因部分区域的缺失、重复或

点突变，导致肌细胞膜上该基因编码的抗肌萎缩蛋

白 &’()$%*+", 的缺乏或结构变异，引起肌细胞膜的形

态和功能损害，致使肌纤维变性坏死而致，目前尚无

有效的治疗方法［6］。基因治疗和干细胞移植被认为

是治疗该病最有希望的两种途径［B］，但是基因治疗

的方式主要是局部肌肉注射，这极大限制了累及全

身所有骨骼肌包括膈肌和心肌在内的 QHQ 的治疗；

而干细胞移植则存在免疫排斥问题，因此最理想的

方法就是将基因治疗和细胞移植结合起来，进行

QHQ 的治疗。本研究则是基于此想法，利用腺病毒

载体 9&/.(’KH 系统成功构建了含 !"#$%&’()$%*+", 基

因的腺病毒，同时用此病毒转染 QHQ 模型鼠 &’(
鼠的间充质干细胞（HID），证实 !"#$%&’()$%*+", 基因

在 &’( 鼠的 HID( 中得到了表达，此为进一步对

&’( 鼠 HID( 进行基因修饰后对同种异体的 &’( 鼠

做 HID 移植治疗的研究奠定了基础。

) 材料与方法

)*) 主要材料

)*)*) 腺病毒载体和菌株：*I+J))0/:DHS、*9&/.(’:6
S/#)%$，345678、RO:6M T%0& 细胞，BC8 高传代细胞由

华中农业大学农业微生物国家重点实验室保存提

供。BC8 低传代细胞由中山大学肿瘤医院黄文林教

授惠赠。Q?5!菌株由本室保存。

)*)*+ 含 !"#$%&’()$%*+", 基因的质粒 *3IA:HUDFV：

由美国 W.(+",;)%, 大学医学院神经内科 E$%1 2 4 2 I 2
D+.!</$0.", 惠赠。QHQ 模型鼠 !&R 小鼠购自美国

4.#X(%,实验室，饲养并繁殖于中山大学中山医学院

实验动物中心二级动物室。

)*)*, 试剂：限制性内切酶 )#*"、+%,&#及 K.Y
酶、KZ Q[9 连接酶、去磷酸化酶购自宝生物工程有

限公司；-&."、-/""购自 [/- @,;0.,& 生物技术有

限公司，脂质体转染试剂盒（O"*%1/#).!",/ BMMM）购自

U,>")$%;/, 公司；K$"\%0 试剂盒购自美国 G/$!/,).( 公

司；胎牛血清、QH@H 及 FNHU[U:6]ZM 培养基培养基

购自 TU3DV 公司；小鼠抗 Q’()$%*+", 单克隆抗体（氨

基 端 ）及 山 羊 抗 小 鼠 P D^8 U;T 二 抗 均 购 自

D?@HUDV[ 公司。

)*+ 方法

)*+*) 重 组 穿 梭 转 移 质 粒 的 构 建 )#*"单 酶 切

*3IA:HUDFV 质粒，回收 8_‘5X< 的 !"#$%&’()$%*+", 基

因片段，再与用 )#*"酶切后去磷酸化的腺病毒穿

梭质粒 *I+J))0/:DHS6]a连接过夜，连接产物转化新

鲜感受态大肠杆菌 Q?5!，接种卡那霉素平板培养，

挑取阳性克隆扩增培养，碱裂解法提取并纯化质粒，

经 )#*"酶切鉴定和 +%,&#酶切鉴定方向后获得插

入正 向 的 重 组 穿 梭 质 粒 命 名 为 *I+J))0/:DHS :
HUDFV。

)*+*+ 345678 细菌内同源重组产生腺病毒质粒 用

E!/U 线性化重组穿梭质粒 *I+J))0/:DHS:HUDFV，去

磷酸化后回收，取 6_M$; 与腺病毒骨架质粒 *9&/.(’:
6（M_6$;）共电转化 345678 感受态细胞，电转条件为

B_5XS、BMM%、B5$G。转化子涂布于 A., 抗性平板，

碱裂解法提取并纯化质粒，-/""酶切鉴定；同时进

行 EDF 扩增及测序鉴定。EDF 扩增上游引物：5b
TDKTTTKDDT9D99KD8b；下游引物：5b9KTTDKKD99
KTDKD9DK8b，反应条件：C5a 变性 6!",，5Ma 退 火

6!",，‘B a 延 伸 6_5!",，85 次 循 环，扩 增 长 度 为

86C<*，将鉴定正确的重组质粒命名为 *9&/:HUDFV。

用同 样 的 方 法，将 空 载 穿 梭 质 粒 *I+J))0/:DHS 与

*9&/.(’:6 电转空重组腺病毒质粒子 *9&/.(’:DHS，

7B 01%,.2. 3#45,/$ #6 7%#*."1,#$#89 生物工程学报 BMM‘，S%0_B8，[%_6



作为阴性对照。

!"#"$ 重组病毒在 !"# 细胞的包装、病毒纯化：

（$）酚%氯仿%异戊醇法提纯酶切片：将 $&!&! 中

的 ’()*+,-./0 重组质粒氯化钙法转化 12+$3456)
细胞，碱裂解法大量提取重组质粒，用 !"#!酶切后

用酚%氯仿%异戊醇法提纯，即在酶切产物中加入适

量 ))7!0 和等体积酚%氯仿%异戊醇混合液（!8 9 !: 9
$），轻微震荡混匀，$#!33;%<=> 8<=> 离心、分层，将上

层水相小心转移至另一 $&8<2 的 ?’’*>)5;@ 管中同

时加入 ! 倍体积的无水乙醇，$%$3 体积的 #<56%2
AB(C，D !3E放置 #3<=>，$#!33;%<=> 离心 8<=>，弃上

清，沉淀用 F8G乙醇漂洗，空气中自然干燥 $8<=>，

))7!0 溶解回收产物，核酸蛋白测定仪测定其浓度，

D !3E保存备用。

（!）重组病毒的包装：转染前 !:H，用胰酶消化

低传代 !"# 细胞，计数细胞，按 8 I $38 %孔接种细胞

于六孔板中，当细胞生长到 J3G K F3G的时候开始

转染。转染步骤按经 2=’5@*CLB<=>*M, !333 说明书进

行，即在两只无菌离心管中加入无血清培养液，按

脂质体：’()*+,-./0 体积质量比为 # 9 $ 分别加入脂

质体 $8"2，’()*+,-./08"N，轻 柔 混 匀，室 温 孵 育

8<=>，然后将两管混合，室温孵育 !8<=> 后将上述混

合液加入已用无血清培养基 0OM-+,?, 洗涤 ! 次的

六孔板中的 !"# 细胞，JH 后换含 8G 胎牛血清的

P,?,，期间视培养基消耗情况换液 $ K ! 次。F K
$3) 后，!"# 细胞变圆，吹打收集 !"# 细胞。 D Q3E%
R #FE反复冻融 # 次，!333;%<=> 离心 8<=>，收集上

清液重新感染高传代 !"# 细胞。同时取上清 $33"2，

加入蛋白酶 S（!3<N%<2）$"2，8JE$ K !H，再用等体

积酚%氯仿%异戊醇（!8 9 !: 9 $）抽提 ! 次，无水乙醇沉

淀提取病毒 PA(，再用 O./ 鉴定重组病毒，引物及

扩增条件同 $&!&!。用同样的方法，将空载穿梭质

粒 ’()*BTU+.,V 制备重组腺病毒 ()*BTU+.,V，作为

阴性对照。

（#）重组病毒的扩增、纯化和滴度测定：培养高

传代 !"# 细胞，当细胞长到 F3G K Q3G的时候，滴加

（!）收集的病毒上清液，在 8G.0!、#FE恒温箱中培

养，至大多数 !"# 细胞变圆，吹打后 !333;%<=>、8<=>
离心收集 !"# 细胞，溶于 OWX 中，D Q3E% R #FE反

复冻融 # 次，8333;%<=>、:E离心 #3<=>，收集上清液。

当扩增到足够量的病毒（至少需要接种 # I $3Q!"#
细胞）时，用 .T.6 法纯化病毒，在离心管中缓慢加入

$<2 $&:3N%<2 氯化铯，再轻缓地加入 !<2 $&!8N%<2
氯化铯，最后加入 $3<2 上清液，:E、#J333;%<=> 离

心 J3<=>，穿刺吸取白色病毒带转移于另一离心管

中，再加入 $&#8<N%<2 氯化铯至满，:E、J8333;%<=>
离心 #H，穿刺吸取白色病毒带转移于处理过的透析

袋里，在含 $3G 甘油的 OWX 中，:E下透析过夜浓

缩，浓缩液分装转移到 ?’’*>)5;@ 管中，D Q3E保存。

测定病毒颗粒在 !J3>< 处的吸光度（(），以 $ 个 ( 值

相当于 $&$ I $3$!个病毒颗粒计算病毒含量（Y’%<2）。

（:）重 组 病 毒 中 <=C;5)UTL;5’H=> 基 因 在 $%&
,X.T 中的表达：

# $%& 鼠 ,X. 的分离培养参照文献［#］，取 8
K J 周龄 $%& 小鼠，乙醚麻醉后引颈法处死，F8G酒

精中浸泡 8 K $3T，取股骨、胫骨于无菌烧杯中，去除

肌肉，剪刀剪断骨的两端，用 $<2 注射器从一端骨

骺开口处，推入 P+7B>ZT 液冲出骨髓，置于另一无菌

烧杯中。全部冲出后，用吸管吹吸，至骨髓分散为

止，再加入 ! 倍 P+7B>ZT 液以上的 P,?,（含胎牛血

清 $8G，青霉素 $33[%<2、链霉素 $33[%<2）的培养

液，均分入 ! 块 J 孔培养板培养，放入 8G.0!、#FE、

饱和湿度的二氧化碳培养箱内，静置培养 #) 后换

液，待长满后传代培养。

$ 病毒液转染 $%& 鼠 ,X. 取生长良好的第五

代细胞进行实验，将浓缩的病毒液用 OWX 稀释成 $
I $38、$ I $3J、$ I $3F、$ I $3Q、$ I $3" Y’%<2 的病毒

液，感染长满至 Q3G K "3G的 ,X. 细胞，#FE感染

!H 后，添加含 8G小牛血清的 P,?, 继续培养 :QH，

用细胞免疫组化法检测 <=C;5)UTL;5’H=> 基因的表达，

计算各个浓度 <=C;5)UTL;5’H=> 的表达效率（阳性细胞

数量%总细胞数量），同时镜下观察细胞形态和死亡

情况，确定最佳范围的病毒感染量。免疫组化方法

如下：首先 OWX 冲洗 # 次，每次 8<=> 后，用 :G多聚

甲醛固定 #3<=>，再用 OWX 冲洗 # 次，每次 8<=> 后，

用 #G7!0! 于室温封闭内源性过氧化氢酶 $3<=>；然

后用 OWX 冲洗 # 次，每次 8<=> 后，用 #G M;=L5>+$33
室温 #3 K :8<=>，再 OWX 冲洗 # 次，每次 8<=> 后用正

常山羊血清封闭 !3<=>，甩去多余的液体后加入抗

<=C;5)UTL;5’H=> 一抗（$ 9#3）:E湿盒中过夜；次日拿出

室温放置 #3<=> 后，用 OWX 冲洗 # 次，每次 8<=> 后

加入 .\# 标 记 的 山 羊 抗 小 鼠 -N4（$ 9 !33）孵 育

:8<=>，OWX 冲洗 # 次，每次 8<=> 后置于荧光倒置显

微镜观察。

% /M+O./ 检 测 转 染 后 $%& ,X. 中 <=C;5)U+
TL;5’H=> 基因的表达：取病毒上清，OWX 稀释成由$确

定的最佳感染病毒粒子数（$ I $3FY’%<2），感染长满至

Q3G K "3G的 ,X.T 细胞，#FE感染 !H 后，添加含 8G

"!熊 符等：,=C;5)UTL;5’H=> 基因重组腺病毒的构建及转染 $%& 骨髓间充质干细胞的表达



小牛血清的 !"#" 继续培养 $%&，离心收集细胞。细

胞沉淀用 ’()*+, 试剂盒提取总 -./，加入无 -.012 的

!.012!，345孵育 678)9 后，于 475 6:8)9 灭活。用获

得的 -./ 进行逆转录；取 ;"< =!./ 产物为模板，用

6>;>; 所 述 的 引 物 及 反 应 条 件 进 行 目 的 基 因

8)=(+?@1A(+B&)9 的 CD- 扩增。同法，获得空载腺病毒

/?201@ED"F 的 =!./ 产 物 作 为 阴 性 对 照，进 行

8)=(+?@1A(+B&)9 的 CD- 扩增，同时扩增内参#E肌动蛋

白，上 游 引 物：:G ’DH’/DD/D/HHD/’’H’H/’HH3G；
下游引物：:GHD’/’HDD’HHH’/D/’HH’HH3G，扩增

产物用 6>:I 琼脂糖凝胶进行电泳检测。

$ 免疫组化检测转染后的 !"# "JD1 中 8)=(E
+?@1A(+B&)9 基因表达用上述同样的方法感染接种于

硅化处理的盖玻片上的 !"# 鼠 "JD 细胞，$%& 后，

进行 8)=(+?@1A(+B&)9 免疫组化检测，检测方法同%，

最后用 !/CK 复染细胞核。同时做阴性对照用空载

腺病毒 /?201@ED"F 转染的 !"# "JD 和空白对照用

CLJ 代替一抗。并随机选取 : 个视野，计数阳性细

胞 数 量，用 阳 性 细 胞 数 量M总 细 胞 数 量 计 算 出

8)=(+?@1A(+B&)9 的表达效率。

! 结果

!"# 重组穿梭转移质粒 $%&’()*+,- 的鉴定

BLJNE"KD-O 质粒经 $%&!单酶切获得 3>4:PQ
和 3>7PQ 片段，回收 3>4:PQ 的片段连接到长 4>:PQ
的 BJ&RAA,2 穿梭质粒中，用 $%&!和 ’()?&进行鉴

定。$%&!切出 3>4:PQ 的目的带，’()?&则切出正

向插入的 S>S:PQ 和 6>37PQ 片段（图 6）。

图 6 重组质粒 B/?E"KD-O 的酶切鉴定

T)UV6 -V #V )?29A)W)=0A)+9 +W A&2 B,018)? B/?E"KD-O
"：!./ "0(P2(（!<E67777）；6：B/?2E"KD-OM$%&!；;：B/?2E"KD-OM

’()?& V

!"! $./0()*+,- 的鉴定

酶切鉴定：用 *+,!酶切 B/?2E"KD-O 得到约 37PQ

和 $>:PQ 两个片段（图 ;）。CD- 鉴定：分别以 B/?201@
和 B/?2E"KD-O 为模板，以目的基因 8)=(+?@1A(+B&)9 中

部分片段合成的上下游引物进行 CD- 扩增，产物用

6>:I琼脂糖凝胶电泳，得到大约 36SQB 的片段。测序

鉴定：测序结果与 H29L09P 报道一致。

!"1 重组病毒的鉴定

用重组病毒 /?E"KD-O 基因组 !./ 以及阳性

质粒、阴性为模板，用前面合成的上下游引物进行

CD- 扩增，产物用 6>:I琼脂糖凝胶电泳，得到大约

36SQB 的片段。

图 ; 重组质粒 B/?2E"KD-O 的酶切鉴定

T)UV; ->#V )?29A)W)=0A)+9 +W A&2 B,018)? B/?2E"KD-O
"：!./ "0(P2(（!<E6:777）；6，;：B/?2E"KD-OM -+,! V

图 3 重组质粒 B/?2E"KD-O 的 CD- 鉴定

T)UV3 K?29A)W)=0A)+9 +W A&2 B,018)? B/?2E"KD-O Q@ CD-
"：!./ "0(P2(（!<EX77）；6，;：")=?@1A(+B&@ U292（36SQB）；3：C+1)A)Y2

=+9A(+,；$：.2U0A)Y2 =+9A(+, V

!"2 ,3(4+, 检测目的基因的转录

用 ’()*+, 试剂盒提取 /?E"KD-O 感染的 "JD1 细

胞总 -./，经逆转录后进行 -’ECD-，并用和 /?201@E
D"F 感染 "JD1 细胞的 -’ECD- 作为阴性对照。结

果 可 见，/?E"KD-O 感 染 的 "JD1 细 胞 有

8)=(+?@1A(+B&)9 片段的扩增，而阴性对照无特异性条

带产 生，表 明 插 入 的 目 的 基 因 8)=(+?@1A(+B&)9 在

8-./ 水平能有效转录（图 $）。
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图 ! "#$%&" 检测 ’()*+,-./*+01(2
在 34&. 细胞中的转录

5(67! 89/9)/(+2 +: ’()*+,-./*+01(2
/*;2.)*(0/(+2 (2 34&. )9<<. =- "#$%&"

3：8>? ’;*@9*（8A$BCC）；D：’(),-./*+01- 6929（EDF=0）；G：296;/(H9

)+2/*+< 7

!"# 目的蛋白在 !"# 鼠 $%&’ 中的表达

确定了 D I DCJH0K’A 为最佳感染量后，用 D I
DCJH0K’A 的 ?,$3L&"M 感 染 34&. 细 胞，用 抗

8-./*+01(2单克隆抗体对表达产物进行免疫组化检

测，结果在 !"# 鼠 34& 的细胞核和膜中均可见有

’()*+,-./*+01(2 蛋白表达，而阴性对照组（未转染组）

34& 未见有 ’()*+,-./*+01(2 蛋白表达（图 N），计算阳性

细胞数K总细胞数，得到 ’()*+,-./*+01(2 的表达效率约

NCO P BCO，说明 ’()*+,-./*+01(2 基因成功转入 !"#
鼠 34& 中并有效地实现了目的基因 ’()*+,-./*+01(2
的高效表达。

图 N 免疫组化检测 3()*+,-./*+01(2
蛋白在 !"# 鼠 34& 中的表达

5(67N L,92/(:();/(+2 +: /19 9Q0*9..(+2 +: ’()*+,-./*+01(2
/*;2.:9)/9, 3,Q 34& =- (’’R2+)-/+)19’(./*-

?：296;/(H9 )+2/*+<；S：?,$3L&"M (2:9)/9, 3,Q 3.).7

( 讨论

838 主 要 是 由 于 表 达 抗 肌 萎 缩 蛋 白 的 基 因

,-./*+01(2 缺失、突变所致，而对此病的治疗主要在

于纠正 ,-./*+01(2 基因，让其如何得到正确有效地表

达。而全长 ,-./*+01(2 基因 )8>? 长 D!@=，由于基因

太大，致使其操纵困难。因此，诸多学者致力于在

,-./*+01(2 功能改变不大的情况下删减一些对功能

无甚影响的区段构建出一系列功能小基因［!］，本实

验采用的 ’()*+,-./*+01(2 就是保留了 > 端区，E 个杆

状重复区（"D、"G、"G!），E 个铰链区（TD，TG，T!）的

一段长 EUJ@= 的微小基因。实验已证实在表达该微

小基因 的 转 基 因 鼠 中，肌 纤 维 不 像 838 模 型 鼠

!"#，没有出现核中心移位及单核细胞浸润现象，也

未有肌肉的坏死和重建，膈肌的结构和功能也表现

正常。用 ??V 表达该微小基因注射 B P J 周龄 !"#
鼠，可观看到 !"# 鼠腓肠肌、膈肌等病理改变明显

好转，核中心移位明显下降，还能有效保护外界给予

!"# 鼠肌肉的损伤性刺激，由此可见该微小基因对

于 838 疾病的基因治疗有很好的前景［N，B］。

本实验所使用腺病毒载体为腺病毒 ?,W;.-#3系

统，其骨架质粒 0?,W;.-$D（氨苄青霉素抗性）包含

腺病毒除 WD 和 WE 外的大部分 8>? 以及人工创建

的酶切位点稀有 $%&!，穿梭质粒 041R//<9$&3V（卡

那霉素抗性）具有与 0?,W;.-$D 同源的左右臂区和

多克隆位点及稀有酶切位点 $!’!，将经 $!’!线

性化的带目的基因的 041R//<9$&3V 与 0?,W;.-$D 两

种质粒以适当的比例（质量比 X DC Y D）共电转化 )+<(
SZND[E，借助 ( 7 &)*+ SZND[E 细菌内高效的同源重组

机制并进行抗生素筛选，可以在很短的时间内得到

重组腺病毒质粒，再用 $%&!酶切去掉重组质粒上

的卡那霉素抗性基因和 +*( 区段，暴露其反向末端重

复序列 L#".，即可用来转染、包装细胞，得到表达外

源基因的重组腺病毒，该方法较以前方法简单，腺病

毒质粒重组效率高、出毒快，大大缩短了实验时间和

周期。但是应用本系统也存在一定的缺陷，因为两

种质粒在细菌中发生重组，可能导致基因的突变。

在实验中，我们就发现在挑取的同源重组克隆子中

有一株在 GFE 包装细胞中不发生病变，不能正确包

装出我们所需的腺病毒。因此在利用本系统包装腺

病毒时，应尽量多挑取几个克隆子，以免由于基因的

突变而包装不出病毒或包装出的病毒的滴度很低，

不能达到我们实验的要求。

骨髓干细胞移植被认为是治疗遗传病极有希望

的一条途径，本实验室利用骨髓基质干细胞治疗

838 模型鼠 !"#、,@+ 鼠就取得了很好的疗效，不仅

改善 了 它 们 的 肌 肉 状 况，还 延 长 了 ,@+ 鼠 的 寿

命［J，[］。但在临床上应用该项技术时由于免疫排斥

的原因较难找到合适的供体，同时需放疗或化疗破

坏体内的免疫系统，而使受体易发生并发症感染给

其移植带来了较大的困难。而许多研究已证实腺病

DE熊 符等：3()*+,-./*+01(2 基因重组腺病毒的构建及转染 !"# 骨髓间充质干细胞的表达



毒可高效感染骨髓间充质干细胞［!］，而现在用于基

因治疗较热的病毒载体腺相关病毒却对骨髓间充质

干细胞的感染率很低［"#，""］，本研究则利用腺病毒对

骨髓间充质干细胞高感染性的特点成功构建了含

$%&’()*+,’(-.%/ 的腺病毒并在 !"# 鼠骨髓间充质干

细胞中得到了高效表达（约 0#1 2 3#1），为进一步

利用修饰的 454 基因缺陷的 !"# 鼠骨髓间充质干

细胞，进行同种异体的干细胞移植来治疗 454 奠定

了基础。
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