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重组人磷脂酶 !"#腺病毒表达载体的构建与表达
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摘 要：将磷脂酶 A0基因及其功能缺陷点突变基因从真核表达载体 >BC.6DEA0亚克隆至带有绿色荧光标记蛋白
的穿梭质粒 >FG4H9@I6BJ&中；再与腺病毒骨架载体一起在大肠杆菌 K*/05"中进行同源重组；阳性重组子经 !"#!
线性化后，转染入病毒组装细胞系 #1"细胞，成功构建磷脂酰胆碱专一性磷脂酶 A0重组腺病毒；并用该病毒颗粒
感染嗜铬细胞瘤细胞 DB0#细胞，高效表达磷脂酶 A0蛋白。证明大蛋白基因，如磷脂酶 A0基因的同源重组腺病毒
表达构建切实可行，为研究其在细胞内的生理功能提供了有力工具。
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磷脂酶 A（D;’=>;’(:>9=- A，DEA）催化细胞膜重
要组成成份———磷脂酰胆碱，生成磷脂酸和胆碱基。

磷脂酶 A的激活是细胞蛋白信号转导系统中重要
的效应体系［0］。目前，对其激活及功能的研究多通

过转染方式向培养细胞系导入外源基因，基因转染

率的高低成为研究瓶颈；更为重要的是，外源性质粒

对未分化细胞，如 DB0#（D;-’@;H’8’@M?’89 嗜铬细胞
瘤）细胞及大部分的原代培养细胞，尤其是免疫细胞

（4细胞、K 细胞、抗原提呈细胞等）的转染效果较
差，大大阻碍了这些重要生理细胞内磷脂酶 A的激
活机制及功能研究。本文利用重组腺病毒技术［#］将

磷脂酶 A亚型之一，磷脂酶 A0 及其功能缺陷点突
变基因［"］构建入腺病毒表达系统，为探索 DEA在感
染发生及细胞信号调节方面的重要作用提供了强有

力的技术工具。

" 材料和方法

"$" 细胞培养、试剂、酶
#1"细胞购自 J:@H’N:O K:’=M=?-8=或 F4BB，DB0#

细胞由埃森医科大学 P@;8:G?博士赠送。所有细胞
传代培养条件为：含 0$Q 小牛血清（R,S:?H’T-,），0$/

+,:?=UE 青霉素，0$$"TU8E的 AJ7JUV0#培养基（C:N6
@’），"2W /Q BX# 孵箱（Y-H-9+=）。限制性内切酶均
购于 .-Z 7,T(9,G K:’E9N=。E:>’[-@?98:,-试剂盒购于
DH’8-T9。

"$% 质粒
人磷脂酶 A0 真核表达质粒 >BC.6;DEA0 及其

功能缺陷点突变株 ;DEA0（\515]）由 J’HH:=博士和
VH’;89,博士赠送；腺病毒骨架载体 >FG79=M60和腺
病毒穿梭载体 >FG4H9@I6BJ&由德国海德堡大学医
学院药理研究所 ^:-(9,G博士赠送。>FG79=M60包含
除早期 70、7"基因外的所有腺病毒血清型 /（FG/）
基因序列； >FG4H9@I6BJ& 带有绿色荧光蛋白
（CVD）、BJ&启动子及多聚腺嘌呤（>’(M F）位点。
"$& 电感受态细胞准备和电转化
大肠杆菌 AY0$K及 K*/05" 在 0$$$8E EK培养

基（P:T89）中振荡生长至 $%%$$值 $_5；菌体经离心
收获后，冰浴 0;、用 0$$8E冰冷的 0$Q（体积比）甘
油洗涤两次，悬浮于 /8E 冰冷的 0$Q（体积比）甘
油中，分装贮存于液氮中（每管 #$"E）。电转化过
程：!$"E 电转化感受态细胞与 /$ ‘ "$$,T 待转化
A.F冰浴条件下混合，移至电转化小杯中。电转化
器（K:’6]9G C-,- D+(=-H 7(-@?H’>’H9?’H）工作条件为
#$$#U#/"VU#_/\&。电转化后，向小杯中加入 08E
PXB培养基（R,S:?H’T-,），"2W振荡培养 0;后涂布抗
生素琼脂平板，筛选阳性克隆。

"$’ 克隆 ()*+,-./0123!"
2_/ ‘ 0$"T >BC.6;DEA0 质粒用 &’"!，()"!

逐一酶解消化后，经电泳分离、苯酚U氯仿抽提回收
并测定浓度。同时，将 >FG4H9@I6BJ& 穿梭质粒用



!"#!!、$%&"逐一酶解消化，分离回收（条件同
上）。线性化的 "#$%&’()*+,-穿梭质粒经碱性磷酸
酶（!.(/0 ,.10(21’& 34.(/054(’16，789"5.1 :;末端）去
磷酸化处理，与 /<=>7基因片段以摩尔比 7 ?@混合，
加水补至一定体积于 A:B温育 :54C。然后加入 :8
%A >D#连接酶及缓冲液于 AB连接过夜。次日涂
布于 7E: 2C4F69=青霉素琼脂平板，以筛选可能阳性
克隆。以碱性裂解法小提可能阳性克隆的质粒

>D#，经 ’()#限制性内切酶消化后，电泳分析。阳
性克隆直接接种培养，用 G4’H0C ,’I4*"&0"试剂盒大
量纯化 "#$%&’()*/<=>7。
!"# 同源重组［$］

7$H "#$%&’()*/<=>7 质粒经限制性内切酶
*+,"消化，苯酚氯仿抽提回收线性化的质粒，并将
其与 :EECH超螺旋腺病毒骨架载体 "#$J’6K*7，AE$=
3L:7M@大肠杆菌混合，进行电转化。向转化后的
3L:7M@大肠杆菌立即加入 75= NO+培养基，@PB 孵
育 A:54C，涂布于含卡那霉素 :E5H9=的琼脂平板上，
@PB培养过夜。次日，挑取小克隆，接种于含卡那霉
素 :E5H9=的 =3培养基中，@PB振荡过夜，以碱性
裂解法小提质粒 >D#。质粒 >D#经 -.,"限制性
内切酶酶切，凝胶电泳分析。阳性克隆直接接种培

养，用 G4’H0C ,’I4*"&0" 试剂盒大量纯化 "#$J’6K*
/<=>7。
!"% 人磷脂酶 &!腺病毒颗粒的产生

@E$H "#$J’6K*/<=>7质粒经 *&"Q消化后，暴露
其倒置终端重复序列。线性化的质粒经苯酚氯仿抽

提、乙醇沉淀纯化后与 RE$= =4".S0(F’54C0 试剂混合
溶于 75=不含小牛血清的 >,J,9T7R培养基中，置
于室温 7:54C。将混合物转移至 7A:55培养皿中的
RU@细胞单层（R V 7EW细胞）上，另补加 A5= 不含小
牛血清的 >,J,9T7R 培养基，@PB +OR 孵箱温育

A/；然后，给细胞更换含 7EX小牛血清的 >,J,9
T7R培养基，继续培养。每天用荧光显微镜（Y0466
#I4.Z0&F N7EE）观察绿色荧光蛋白的产生情况。P$后
刮取收集并离心沉淀细胞，悬浮于 @5=含 7EX小牛
血清的 >,J,9T7R培养基中。将细胞悬浮液置于液
氮中速冻，然后置于 @PB水浴融化，此循环连续 @
次。AB RREE&954C离心 7E54C，取病毒上清分装贮
存或继续感染更多 RU@细胞以获得高滴度病毒。
!"’ 人磷脂酶 &!腺病毒感染 ()!$细胞及 *(+&!
蛋白的表达

取上一步中的病毒上清 R5=，分别感染两个
<+7R细胞单层（WE55培养皿，每个平皿约 R V 7EP细

胞），每天观察绿色荧光蛋白的产生情况并拍照。:$
后，加入 75= 7EX N>N 裂解液，刮取细胞并移至
7[:5= J""0C$.&S管中，置 U:B温度槽内 7E54C，其间
用 75=注射器将细胞悬浮液打匀，进行 <40&(0蛋白
浓度测定（见 <40&(0试剂盒说明）。进行 N>N聚丙烯
酰胺凝胶蛋白电泳及 \06F0&C ]1.F 分析。一抗为免
抗 /<=>7血清；二抗为羊抗免 QH^9过氧化物酶嵌合
蛋白。抗体标记蛋白通过化学荧光反应（\06F0&C
=4H/FC4CH%,，<0&)4CJ150& =4S0 N(40C(06）由 _.$’)胶片捕
获。

$ 结果

$"! ,-./01234*(+&!的克隆
/<=>7基因约 @[:)]，含一个 -.,"限制性内切

酶位点和一个 ’()#内切酶位点，不含 *+,"、
*&""酶切位点（图版"*#）。实验中，尽管经 $%&"
和 !"#!!线性化的腺病毒穿梭载体已经去磷酸化
处理，但 !"#!!产生的载体平端切口及 /+&"产生
的 /<=>7基因平端切口，加上 /<=>7 基因较大，导
致连接效率很低。阳性克隆的 ’()#酶切图谱含一
条约 PEE]"的标志性条带，位于 /<=>7基因的 WM:
’()#位点与 "#$%&’()*+,- R@UM ’()# 位点之间。
$"$ 同源重组 *(+&!腺病毒（,-.51674*(+&!）
用限制性内切酶 -.,"来筛选阳性 "#$J’6K*

/<=>7同源重组子，因为它在巨大腺病毒骨架载体
中的酶切位点较少（仅有 @个）；在含 /<=>7基因的
穿梭质粒 "#$%&’()*/<=>7 中有 A 个切点，7 个在
/<=>7基因内，@ 个位于 "#$%&’()*+,-穿梭质粒自
身内，如果 *+,"线性化的 "#$%&’()*/<=>7与腺病
毒超螺旋骨架载体 "#$J’6K*7 在左右臂同源区（图
版"*#）发生了正确的同源重组，"#$%&’()*/<=>7
的 A个酶切位点会取代位于 "#$ J’6K*7 O&4附近的
-.," 7WP@酶切位点，因此阳性同源重组子含 W个
-.,"位点。其中，/<=>7基因被 -.,"切分为两条
带：一条（也是 W 条带中最小的）大约 7[@)]，位于
/<=>7基因 7ERW位点和 "#$%&’()*+,-穿梭质粒的
RWPE位点之间；另一条大约 @[7)]，位于穿梭质粒
的 7PE:位点与 /<=>7基因的 7ERW位点。
$"8 *(+&!腺病毒颗粒形成及 *(+&!蛋白在细胞
中的表达

编码 /<=>7蛋白的重组腺病毒质粒经 *&""酶
切线性化后，转染 RU@细胞，在细胞内包装形成重组
腺病毒颗粒，并引起细胞生理病变。细胞裂解后，重

组腺病毒颗粒释放于上清液中，该病毒上清可有效
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感染 !"#$ 细胞。$%时在荧光显微镜下可见少量绿
色荧光（图版!&’&(），)%后大量绿色荧光产生（图版

!&’&*）。!"#$细胞的病毒感染病理现象显著，形成
星状的病毒感染斑。另外，抗体免疫杂交显示，

+!,-# 蛋白确实在 !"#$ 细胞中有大量表达（图版

!&’&%）。

! 讨论
重组腺病毒技术被广泛应用于基因转移、疫苗

研制和基因治疗等方面。其具有感染效率高、可转

移细胞谱系宽、基因转移效率高（不取决于细胞分裂

状态）等优点［)］。因此，将 !,- 基因重组入腺病毒
表达载体，利用腺病毒这一有利工具研究 !,-在原
代细胞，尤其是在免疫细胞内的信号激活及功能机

制，为探索 !,-在感染发生及细胞调节方面的重要
作用打下了可靠技术基础。

传统上有两种重组腺病毒技术方案。一是直接

将目的基因片段连接克隆入腺病毒基因组。由于某

腺病毒基因组相对于一般目的基因太大，且可供选

择的稀有位点的限制性内切酶极少，因此连接效率

极低且阳性克隆难以筛选［.］；二是在病毒包装哺乳

动物细胞系内的同源重组。该细胞系可提供病毒载

体所缺陷基因蛋白，阳性重组子由靠逐一筛选细胞

病毒斑获得，工作量极大且阳性率低。#//0 年，一
种新的重组腺病毒技术简化方法由 12等［$］建立起
来。其基本策略是利用细菌的高效重组机制，直接

使用超螺旋化的腺病毒骨架载体与目的基因在细菌

内进行同源重组，并借助绿色荧光蛋白对病毒产生

及数量示踪。

本实验中，目的基因 +!,-#及其功能缺陷占突
变株基因约 34.5(，不含 !"#!、!$%!两个重要的
酶切位点，使其重组腺病毒的构建成为可能；否则，

必须实行限制性内切酶部分消化及重组蛋白 62*7
辅助酶切［8］。超螺旋化的腺病毒骨架载体（直接纯

化后）的应用有效提高了同源重组率。我们发现，

9:;<2=大提试剂盒的质粒纯化效果即可满足同源重
组要求；">"?梯度离心纯化后的超螺旋化腺病毒骨
架载体同源重组的发生率更高（结果未示）。在筛选

@7%A;>B&+!,-#同源重组子时，假阳性克隆主要来自
于 !"#!消化后的 @7%CD;*5&+!,-# 质粒的自我连
接。减低假阳性率的方法是调整同源重组体系中

!"#!线性化的 @7%CD;*5&+!,-#与超螺旋化腺病毒
骨架载体的摩尔比，这与目的基因的大小有关。另

一情况，则错位同源重组，即在 @7%CD;*5&+!,-# 的

ED:区及 @7%A;>B&# 的 ED:区之间发生同源重组。这
种同源重组可能会减少一个 &’#!酶切位点，造成 .
条带的酶切图谱型。这种克隆也可在包装细胞系中

有效地产生重组腺病毒颗粒（结果未示）［$］。

重组 +!,-# 腺病毒不仅可有效感染其包装细
胞系 $/3细胞，而且对不易于转染的 !"#$细胞系的
感染效率也很高，约 /FG，而且 +!,-#蛋白在 !"#$
细胞内高效表达［H］。这为进一步研究 !,- 蛋白在
!"#$细胞中的功能打下了坚实基础。另外，由于
+!,-#功能缺陷株与正常蛋白仅区别一个碱基，因
此尚需对重组 +!,-# 腺病毒的 !,-# 基因区进行
!"6测序，以确保重组 +!,-#腺病毒的准确性和纯
度。1E2D［0］报道腺病毒感染细胞本身也有可能对胞
内 !,-基础活性有增强作用。利用本实验获得的
+!,-#重组腺病毒感染细胞，对细胞生理功能的影
响研究也在进行之中。

利用重组腺病毒进行研究工作的安全性向来是

人们关注的重要问题。目前，常用的做为重组载体

的人类腺病毒亚型（血清五型）为 385(的双链 -I7，
外源基因一般重组入 A#或 A3基因区，已减弱或消
除病毒自身的感染力和侵袭性。本实验构建的重组

+!,-#腺病毒在未来的实验研究中是相当安全的，
因为这里应用的腺病毒骨架载体是 A# 及 A3 基因
缺陷株。A# 基因对腺病毒复制至关重要；A3 基因
则编码病毒对免疫系统的侵袭蛋白。
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