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【摘* 要】目的：利用细菌内同源重组快速构建携带 QS0U#!!
C0V- 重组腺 病 毒 质 粒 和 制 备 表 达 QS0U#!! 重 组 腺 病 毒3
方法：制备感受态 .1’!)(，将 B-M79H<#! 转化 .1’!)(，制备含

B-M79H<#! 的 .1’!)( 感受态，将线性化的 BSQIEE65#7ZUN#QS#
0U#!! 转化含 B-M79H<#! 的 .1’!)( 感受态菌3 采用细菌中同

源重组法构建重组腺病毒质粒 B-M#7ZUN#QS0U#!!3 B-M#7Z#
UN#QS0U#!! 用 42= G 线性化后，再用 [:BD\5C 介导其转染至

-0$&( 细胞内包装扩增出重组腺病毒颗粒，采用 KHK6 密度梯

度离心法纯化重组腺病毒 -M#7ZUN#QS0U#!!3 采用荧光显微

镜下观察 [:BD\5C 介导的重组腺病毒质粒的转染效果及病毒

包装 情 况3 结 果：BSQIEE65#7ZUN#QS0U#!! 成 功 地 转 化 了 含

B-M79H<#! 的 .1’!)(，并在其内发生了同源重组3 荧光显微镜

下观察证实了 B-M#7ZUN#QS0U#!! 转染 -0$&( 后，产生了重

组腺病毒 -M#7ZUN#QS0U#!!3 病毒滴度为 +3 ! ] !"!’ BJI ^ [3
结论：用细菌内同源重组法可快速、高效制备表达 QS0U#!! 的

高滴度重组腺病毒3 为研究 QS0U#!! 在动员骨髓源干细胞迁

移到组织损伤部位修复组织损伤的研究奠定了基础3
【关键词】同源重组；人基质细胞源衍生因子#!；腺病毒；基因

治疗

【中图号】/%)+* * * 【文献标识码】-

IJ 引言

基质细胞源衍生因子#!（ HE;D896 M5;:A5M J9CED;#!，

S0U#!）属 K2K 型趋化因子3 同基因编码两种蛋白：

S0U#!! 和 S0U#!"，其受体 K2K 型趋化因子受体 +
（K2K CQ58DX:?5 ;5C5BED; +，K2K_+）是一个具有 %

个跨膜结构域的 Z 蛋白耦联的受体［!］3 研究发现

S0U#!! 是 K0(+ ‘ 造血干细胞的趋化因子，K0(+ ‘ 造

血干细胞能沿 S0U#! 浓度梯度向骨髓迁移实现归

巢［! a (］3 同时，S0U#! 在骨髓动员中也发挥了重要作

用［+ a ,］3 而已知骨髓内除了含有造血干细胞外，至少
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还含有内皮祖细胞、间充质干细胞! 近来研究表明移

植的内皮祖细胞、间充质干细胞通过参与或促进血管

新生和心肌再生而明显改善了受损心脏的功能! 但

是国内外关于 "#$%&’! 动员骨髓源内皮祖细胞、间

充质干细胞的作用研究很少，尤其 "#$%&’! 在心肌

梗死后动员骨髓源间充质干细胞靶向迁移到心梗部

位的作用研究更是甚少! 因此，为进一步探索 "#$%&
’! 在骨髓动员、迁移中的作用，非常有必要制备表达

"#$%&’! 的重组腺病毒!

!" 材料和方法

!! !" 材料( " 质粒与菌株：)*+%&"#$%&’! 质粒、脂

质体 ,-)./01 购自 234-4.503 公司；腺病毒骨架质粒

)67089:&’，穿梭质粒 )#";<<=0&2+>#&"?@%A&B，6$BCD，

EFG’HD 和 I,’J&5.=7 购 自 #<?8<85030 公 司；)@>K&L
>89: 401<.? 购自 A?.M058 公司；$NG8 由郧阳医学院

临床医学研究所保存；# 限制性内切酶：!"#+ /，

$%# 2，&’" 2 和 &() 2 购自 O0P >35=837 E-.=8Q9 公司；

$$O6 *+,7 % M8?R0?，BJJ Q) $O6 =8770?，7OLA，

L8S 酶、LT $O6 连接酶购自华美生物工程公司；"#&
$%&’! 1$O6 扩增引物：上游引物为 GU @6L 6LV 6L@
66V @VV 66@ @LV @L@ @LV DU，下游引物为 GU VLV
@6@ LL6 VLL @LL L66 6@V LLL VLV DU由北京赛百

盛生物公司设计合成，上游、下游引物 GU端分别带有

!"#+ /，$%# 2 位点；& 仪器：高速冷冻离心机（WO2&
/>+#6, DB+，德 国 ），超 速 冷 冻 离 心 机（ N-<81"-，
VAH*KI，日 本 ），倒 置 相 差 荧 光 显 微 镜（ O-R.3，

L>BJJJ&W，日本），AV+ 仪（E-.M0<?8，德国），紫外 X 可
见光分光光度计（V01-=，V>BJT’，英国），台式高速冷

冻离心机、水浴摇床等!
!! #" 方法

’! B! ’ ( "#$%&’!1$O6 的 扩 增 ( 以 )*+%&"#$%&’!
为模板，BJ MM.= X , 的上下游引物各 G ’,，)Y; $O6
聚合酶 ’ ’,，’J Z Q;YY0? G ’,，’J Z 7OLA G ’,，加双

蒸水至总反应体积 GJ ’,! 进行聚合酶链（).=:M0?890
1"8-3 ?081<-.3，AV+）反应：起始变性 CT[ G M-3，然后

执行 CT[ DJ 9，GG[ DJ 9，\B[ DJ 9，DJ 次循环，最

后 \B[延伸 ’J M-3!
’! B! B ( “ L”连 接 反 应 ( 参 照 本 所 已 建 立 的 方

法［\ ] H］，将回收纯化的 B\C Q) AV+ 产物，加入 ’J Z
AV+ Q;YY0? G ’,，’J Z K5V=B G ’,，B MM.= X , 76LA B
’,，L8S 酶 B ’,，加双蒸水至总反应体积 GJ ’,，

\B[孵育 DJ M-3! 回收纯化加“6”后的 "#$%&’! 1$&
O6 片断（BH’ Q)），加 ’J Z LT $O6 连接 Q;YY0? G ’,，

)@>K&L >89: 401<.? J! G ’,，LT $O6 连接酶 ’ ’,，加

双蒸水至总反应体积 ’J ’,，室温连接 D "! 将连接产

物转化 $NG!，涂布含氨苄青霉素（’JJ M5 X ,）的 ,E
琼脂培养基上培养 ’B "，蓝白筛选，挑选白色单菌落

接种于含氨苄青霉素（’JJ M5 X ,）的 LE 培养基中培

养 ’B "，提取质粒 !"#+ / 和 $%# 2 酶切鉴定! 重组质

粒命名为 )@>K&L&"#$%&’!!
’! B! D ( 穿梭质粒 )#";<<=0&>@%A&"#$%&’! 的构建 (
将 )#";<<=0&2+>#&N?@%A&B 和 )@>K&"#$%&’! 分别用

!"#+ / X $%# 2 双酶切后，低熔点琼脂糖凝胶电泳，分

别回收 H! H RQ 的穿梭质粒片段和 B\C Q) 的 "#$%&’!
1$O6，用 LT 连 接 酶 连 接 过 夜! 然 后 转 化 感 受 态

$NG8，小量培养，经酶切鉴定正确后大量培养，抽提

质粒 $O6 备用!
’! B! T( )67&>@%A&"#$%&’! 重组腺病毒质粒的制备

( 取 ’! J ’5 的腺病毒骨架质粒 )67089:&’ 转化感受

态 EFG’HD，挑取含 )67089:&’ 的 EFG’HD 菌，大量扩增

后制备含 )67089:&’ 的超感受态 EFG’HD! )#";<<=0&
>@%A&"#$%&’! 经 &() 2 酶切 BT " 后，直接用无水乙

醇沉淀 $O6，再用碱性磷酸酶（V26A）GJ[，DJ M-3
去磷酸化，经 \ 5 X , 低熔点琼脂糖凝胶电泳，回收线

性化去磷酸化的 )#";<<=0&>@%A&"#$%&’!，经酚、氯仿

抽提后转化含 )67089:&’ 的超感受态 EFG’HD! 挑 D 个

单克隆菌落，小量培养，碱裂解法小量提取质粒，经

&’"2 酶切，\ 5 X , 琼脂糖凝胶电泳，若出现一大于 BD
RQ 和 T! G RQ 或 D! J RQ 的特征性条带，即为阳性质

粒! 将重组的 )67&>@%A&"#$%&’! 在 I,’J&5.=7 中大

量扩增!
’! B! G( 重组腺病毒的包装、扩增、纯化、滴度测定及

鉴定( 重组腺病毒质粒 )67&>@%A&"#$%&’! 经 &’"2
酶切后，采用脂质体 ,-)./01 介导转染 67BCD 细胞!
于转染后不同时间用普通倒置相差显微镜和荧光显

微镜分别观察细胞的病理变化及是否出现绿色荧光!
若出现绿色荧光及细胞变圆，说明已有病毒包装! 当

出现 CJ^细胞病变时，将 BCD 细胞自培养瓶中刮下，

]HJ[ _D\[反复冻融 D 次裂解细胞，离心取含病毒

的上清，重新感染 BCD 细胞，大量扩增病毒! 重组腺

病毒的纯化参照王家宁等［C］的方法! 将透析纯化后

的腺病毒采用紫外分光光度计进行滴度测定! 取纯

化后的病毒液 ’JJ ’,，’J 5 X , #$# BJ ’,，AE# HHJ
’,，测定病毒基因组 $O6 的 -B‘J 3M和 -BHJ 3M，据此计

算病毒的颗粒数和纯度，’ -B‘J 3M a ’J’G )Y; X ,，)Y; X ,
a -B‘J 3M Z 7-=;<-.3 Z ’J，-B‘J 3M X -BHJ 3M b ’! D 表明病毒

纯度较高! 重组腺病毒 67&>@%A&"#$%&’! 的 AV+ 鉴

定：自病毒上清液中提取重组腺病毒基因组 $O6 作

为模板，扩增目的基因，若出现 B\C Q) 的预期片段，
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说明携带 !"#$%&! 的重组腺病毒’

!" 结果

!# $" %&’()$!*’+, 的扩增 " ( ) * + 琼脂糖凝胶电

泳可见特异性 (,- ./ 扩增片断（图 &）’

&：(00 ./ #12 345675；(：!"#$%&! 8#12 扩增产物（(,- ./）’

图 &9 !"#$%&! 8#12 扩增产物电泳结果

!# !" -./0)1)%&’()$! 的酶切鉴定及测序结果 "
/:;<%=%!"#$%&! 经 !"#> ? 和 $%# @ 双酶切，( ) * +
琼脂糖凝胶电泳可见 (,- ./ 片断（图 (），说明 !"#$%
&! 8#12 已 经 成 功 地 插 入 = 载 体 上’ 将 构 建 的

/:;<%=%!"#$%&! 重组质粒送北京华大生物科技发

展有限公司进行测序，其序列与 !"#$%&! 基因供应

商 @ABCBD)7A 公司提供的序列完全一致’

&：(00 ./ #12 345675；(：/:;<%=%!"#$%&!（!"#> ? E $%# @；(,- ./，

F 6.）’

图 (9 /:;<%=%!"#$%&! 酶切鉴定

!# 2 " 穿梭质粒 -&%34456)/.(7)%&’()$! 的鉴定 "
!"#$%&!8#12 自 /:;<%=%!"#$%&! 中经 !"#> ? 和

$%# @ 双 酶 切，亚 克 隆 入 经 同 样 酶 切 的 穿 梭 质 粒

/"!GHHI7%@>;"%J5:$K%( 中，形 成 穿 梭 质 粒 /"!GHHI7%

;:$K%"#$%&!’ 经 !"#> ? 和 $%# @ 酶切后获得 L’ L
6. 和 (,- ./ 两条带，证明目的基因已成功插入到穿

梭质粒 /"!GHHI7%@>;"%J5:$K%(（图 F）’

&：(00 ./ #12 345675；(：/"!GHHI7%;:$K%!"#$%&!（!"#> ? E $%# @；

(,- ./，L’ L 6.）’

图 F9 /"!GHHI7%;:$K%!"#$%&! 的酶切鉴定

!# 8 " 重组腺病毒质粒（-,9)/.(7)%&’()$!）的酶

切鉴定 " /"!GHHI7%;:$K%!"#$%&! 和 /2M74NO%& 转化

PQR&LF 细菌后，含有重组质粒的细菌可在含卡那霉

素的培养基中生长形成克隆’ 挑取克隆，小量抽提质

粒 #12’ 用 &’" @ 酶切，重组腺病毒质粒出现一大于

(F 6. 和 S’ R 6. 的片段，说明 /2M74NO%& 与 /"!GHHI7%
;:$K%!"#$%&! 在复制起始位点与右臂之间发生了

同源重组（图 S）’

&：(00 ./ #12 345675；(：/2M%;:$K%!"#$%&!（&’" @；S’ R 6.，T (F

6.）’

图 S9 /2M%;:$K%!"#$%&! 的酶切鉴定

!# :" -,9)/.(7)%&’()$! 转染的 ,’!;2 细胞的荧

光显微镜镜下观察" 正常的 2#(-F 细胞呈多角形，
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界限清晰，分布均匀! 在 "#$%&’( 介导的 !"# ) 酶切

的 $*+,-./0,123/,4! 转 染 *3567 细 胞 48 + 后，

$*+,-./0,123/,4! 转染的 *3567 细胞 48 + 后在倒

置显微镜下可见细胞肿胀，变圆，聚集成团，呈典型葡

萄串样改变等典型的腺病毒感染 *3567 细胞后的病

变情况! 荧光显微镜镜下观察，可见大量的克隆呈绿

色荧光，说明 "#$%&’( 可有效介导重组病毒质粒的转

染，也说明在 *3567 细胞中有重组腺病毒的包装，并

能表达 123/,4!（图 9）!

*：$*+,-./0,123/,4! 转染 *3567 细胞 5 :; 时的细胞病变效应；<：

$*+,-./0,123/,4! 转染 *3567 细胞 5 :; 时表达绿色荧光蛋白!

图 9= $*+,-./0,123/,4! 转染的 *3567 细胞的显微镜观察

= > 4??

!! "# 重组腺病毒滴度测定# 重组腺病毒经包装、扩

增、纯化后经紫外分光光度计测定，病毒滴度为8! 4 >
4?49 $@A B "，$5C? DE B $5F? DE G 4! 894 H 4! 7，说明病毒滴度

较高，可满足在体基因治疗的需要，且纯度较高!
!$ % # 重组腺病毒 &’()*+,(-./+(0! 的 ,12 鉴定

# 以提取的病毒 3I* 为模板进行 0JK 反应，5 L B "
琼脂糖凝胶电泳，结果出现了 5M6 N$ 的特异性片段，

说明病毒 *+,-./0,123/,4! 包装成功（图 C）!

3# 讨论

已知 23/,4 及其受体 JOJK8 是骨髓源干细胞迁

4：5?? N$ 3I* EPQ;’Q；5：*+,-./0,123/,4!（5M6 N$）!

图 C= *+,-./0,123/,4! 的 0JK 鉴定

移归巢到骨髓、肝脏、脑等组织损伤部位所必需信号

分子［4? R 44］! 我们为探索 123/,4! 在动员骨髓源干细

胞迁移到心肌梗死部位的作用，急需制备表达 123/,
4! 的重组腺病毒! 重组腺病毒是基因转移和基因表

达的有效工具，腺病毒既可感染静止期细胞又可感染

分裂期细胞，并能获得高滴度病毒和高效基因表达，

用于基因治疗的腺病毒一般都是 -4 和 -7 区基因的

复制缺陷性 5 型或 9 型重组腺病毒，此复制缺陷性病

毒的复制、扩增需要 567 细胞，567 细胞是一种转化

了 -4 区的人胚肾细胞，能编码腺病毒的 -4 区! 在

567 细胞中产生的复制缺陷性腺病毒颗粒能感染许

多类型的细胞，并表达所插人的外源基因，但不能在

感染的细胞中复制! 这种 -4 区缺失的腺病毒既能避

免本身对宿主细胞的损害，同时又达到基因治疗的目

的! 重组腺病毒介导的基因转移并不插人到宿主细

胞染色体中，故无激活致癌基因或插入突变的危险等

优点! 腺病毒是目前基因治疗和临床研究中使用较

广泛的载体之一［45 R 47］!
我们用 0JK 的方法获得 123/,4! 的 (3I* 片

段，并在它两端添加匹配的限制性内切酶位点以便于

3I* 重组的操作! 由于 SPT 酶在 0JK 时有一定的误

掺率，本实验目的基因扩增中我们采用了高保真的

$@A 酶代替 SPT 酶进行 0JK 扩增，保证了 0JK 扩增的

123/,4! (3I* 片段的准确性，在 0JK 完成后利用

SPT 酶非模板依赖性末端转移酶特性对 0JK 产物进

行加“*”反应，选用了 7U末端带单个“S”的 S 载体作

为中间载体，利用了 S B * 高效互补，成功构建了含两

端带有特定酶切位点的 123/,4!(3I* 的重组质粒

$.-V,S,123/,4!!
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我们构建腺病毒载体的穿梭质粒 !"#$%%&’()*+"(
,-./0(1 中构建元件已插入增强性 ./0 表达盒，因

此重组腺病毒载体在 123 细胞的包装过程中很容易

通过荧光显微镜观察是否已包装入细胞；在重组腺病

毒介导 #"4/(5! 基因感染细胞时，易观察到 #"4/(5!
基因是否已转入细胞，及是否表达 #"4/(5!6

重组腺病毒制备的技术关键是同源重组和对重

组体的筛选、鉴定［2］6 传统的细胞内同源重组法是将

腺病毒骨架质粒和携带目的基因的穿梭质粒共转染

123 细胞，这一方法要求两种质粒同时转移至同一

123 细胞中，并在该细胞中发生同源重组6 由于两种

质粒转染同一 123 细胞的可能性很小，发生同源重组

的机率就更小6 提高同源重组率是制备腺病毒一直

致力要解决的首要问题6 本研究我们采用了细菌内

同源重组法快速构建重组腺病毒质粒，与传统方法不

同的是两种质粒的转染和同源重组都是在 7895:3 菌

中完成［5;］6 由于质粒转化细菌的效率极高，细菌繁

殖速度快，7895:3 菌中的 *’<= 具有很强的重组活

性，因此细菌中同源重组法克服了细胞内质粒共转染

效率低和同源重组率低的缺点6 本研究我们采用

!=>+?@A(5 先转入 7895:3 菌中，制备含 !=>+?@A(5 的

感受态 7895:3，再将线性化的 !"#$%%&’(+./0(#"4/(
5! 转入该菌，同源重组后 !"#$%%&’(+./0(#"4/(5! 的

耐卡那抗性基因被重组进去，而 !=>+?@A(5 的耐氨苄

抗性被重组除去，发生了同源重组的细菌在 B?C D 平

板上能生长，而未发生同源重组的细菌不能在 B?C D
平板上生长6 成功重组的腺病毒质粒在 EF5G(HI&> 菌

中扩增、提取后，用 !"# ) 酶切，除去 B?C 和 J-K 载体

构件，暴露反向末段重复序列，回收目的片断，用阳离

子脂质体 FK!IL’< 转染 =4123 细胞，包装产生重组腺

病毒 =>(+./0(#"4/(5!，这样就省却了细胞内同源

重组法对所产生的重组腺病毒必须进行的多轮费时、

费力的筛选鉴定，大大缩短了实验周期，且显著提高

了成功率6
重组腺病毒 =>(+./0(#"4/(5! 经浓缩纯化后，

滴度达到了 ;6 5 M 5G59 !N$ O F，$1PG O $1:G CQ R 56 36 说明

采用此方法制备的重组腺病毒，滴度较高，纯度较好，

可满足在体基因转移的需要6 为今后 #"4/(5! 基因

在组织损伤部位高表达动员骨髓源干细胞治疗心肌

梗死等人类疾病的研究奠定了基础6
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