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研究报告                                                              

人 Sef基因重组腺病毒载体的构建与鉴定 

李智勇, 任永明, 荣知立, 李颖华, 程龙, 王银银, 常智杰 
清华大学医学院, 清华大学生物科学与技术系, 生物膜与膜生物技术国家重点实验室, 北京 100084 

摘  要: 构建人 Sef-L 和 Sef-S 基因的复制缺陷型重组腺病毒表达载体, 为研究 Sef 的功能和作用机制以及 Sef 的基因

治疗奠定基础。通过 PCR 方法以 hSef 的表达质粒为模板扩增得到 hSef 的编码序列, 亚克隆到穿梭载体 pAdTrack-CMV

中, 经测序验证之后, 将穿梭载体使用 Pme I酶切线性化, 然后与腺病毒基因组质粒 pAdEasy-1 共转化大肠杆菌 BJ5183, 

得到重组的 Ad-hSef-L 和 Ad-hSef-S 质粒, 最后将 Ad-hSef-L 和 Ad-hSef-S 质粒使用 Pac I 线性化, 转染到 HEK293 细胞

中, 包装收获病毒颗粒, 免疫印迹实验鉴定表达, 荧光素酶报告实验验证其功能。成功构建了人 Sef 基因的复制缺陷型

重组腺病毒表达载体, 获得了有功能的 Ad-hSef-L 和 Ad-hSef-S 病毒重组子。 
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Adenoviral Vectors 
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Abstract: Sef (similar expression to fgf genes) was identified as a feedback antagonist of FGF signaling in zerbrafish, mouse and 
human. To construct recombinant adenoviral vectors expressing hSef-L and hSef-S, the coding sequences of the two isoforms were 
amplified and ligated into pAdTrack-CMV, forming shuttle vectors pAdTrack-CMV/hSef-L-Myc and pAdTrack-CMV/hSef-S-Myc. 
After sequence confirmation, these two shuttle vector plasmids were linearized by Pme I and then co-transformed respectively with 
the adenoviral genome vector pAdEasy-1 into E. coli BJ5183. The successful recombinants were selected by Kanamycin and    
confirmed by Pac I digestion. The recombinant vectors Ad-hSef-L-Myc and Ad-hSef-S-Myc were finally digested with Pac I and 
transfected into HEK293 cells to pack into viral particles. The virus were amplified in 293 cells and used to infect MEF cells.   
Western blotting analysis was used to demonstrate the expression of hSef-L-Myc and hSef-S-Myc proteins. The inhibitory effects of 
the adenovirus mediated Sef expression on FGF signaling was further evaluated by Elk luciferase reporter assay. Our results 
indicated the constructed virus could produce effectively the proteins and then inhibit FGF signaling in MEF cells. 

Keywords: FGF, MAPK, PI3K, Sef, adenovirus 



194    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech                 February 25, 2008  Vol.24  No.2 

  

Journals.im.ac.cn 

成纤维细胞生长因子(fibroblast growth factor)

是一类具有多种生物学功能的细胞因子。FGF 在乙

酰肝素硫酸盐化的蛋白多糖[1]或者其他的辅助因子

如 klotho[2]的辅助下与细胞膜上的 FGF 受体(FGFR)

结合, 使其形成二聚体并发生自体磷酸化, 活化后

的 FGFR 通过募集接头蛋白 FRS2[3]和 Shc[4]激活

PI3K 和 Ras/MAPK 系列激酶[5], 或者直接活化其他

的下游底物如 PLC-γ [6], 最终通过改变一系列下游

基因的表达从而调控细胞的增殖、分化、迁移和凋

亡。FGF信号通路在体内受到严密的调控[7], 这一信

号通路的紊乱通常会导致严重的疾病诸如致死性侏

儒症, 颅缝早闭或者前列腺癌[8]。 

Sef(similar expression to fgf genes)是近年新发

现的一个 FGF 信号通路的负调控因子[9,10]。我们前

期的研究发现，Sef可以通过和 FGFR[11]或者 Ras[12]

相结合来下调 FGF对 MAPK的活化, hSef的过表达

可以抑制 FGF 和 NGF 诱导引起的大鼠神经瘤细胞

PC-12的分化[11]。同时我们还发现, 在小鼠和人体中, 

Sef 基因还存在着另一种短的剪切形式 (Sef-S)。

hSef-S 的过表达可以通过某种不依赖于 Ras/MAPK

的途径抑制 FGF引起的 NIH3T3细胞的增殖[13]。为

了进一步了解 Sef 的功能 , 本实验中我们构建了

hSef 基因的重组腺病毒载体, 利用腺病毒载体的高

侵染特性研究了 Sef基因对 FGF下游转录因子 Elk1

的转录活性的影响。 

1  材料与方法 

1.1  限制性内切酶、质粒、引物、菌种、抗体和

细胞系 
各种细胞系, 质粒 pcDNA3.1/hSef-L-Myc[11]、

pcDNA3.1/hSef-S-Myc[13]、pAdTrack-CMV、pAdEasy-1[14], 

大肠杆菌 BJ5183、DH5α均由本实验室保存。限制

性内切酶 Pac I 和 Pme I 购自 NEB 公司, Kpn I 和

EcoR V购自 TaKaRa公司。HEK293和 MEF等细胞

系用含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基在 37℃, 5% 

CO2 条件下培养。本实验中所用到的引物由上海生

工合成。 

1.2  重组腺病毒载体的构建 
首先通过 PCR 方法以质粒 pcDNA3.1/hSef-L- 

Myc、 pcDNA3.1/hSef-S-Myc 为模板 , 扩增得到

hSef-L-Myc和 hSef-S-Myc的编码序列, 将其亚克隆

到穿梭载体 pAdTrack-CMV 中, 然后将穿梭载体使

用限制性内切酶 Pme I 消化处理使其线性化, 与病

毒基因组质粒 pAdEasy-1共同转化大肠杆菌BJ5183, 

重组得到 Ad-hSef-L-Myc 和 Ad-hSef-S-Myc 质粒。

PCR反应使用如下的一对引物: 
PAD31U: 5'-TACGGTACCAAGCTGGCTAGTT 

AAG-3' 
PAD31D: 5'-CGTGATATCAAACTCAATGGTG 

ATG-3' 
1.3  病毒颗粒的包装、扩增与滴定 

将重组得到的病毒质粒使用限制性内切酶 Pac I

消化处理, 乙醇沉淀线性化的 DNA, 使用 ddH2O溶

解并放置於−84℃冷冻过夜灭菌。然后使用 1.4描述

的方法将其转染到HEK293细胞中, 培养 10 d, 此时

大部分细胞已经变圆并与培养皿脱离接触。将细胞

用枪头吹下, 500 r/min室温离心 5 min, 去除培养基, 

使用 3 mL/10 cm培养皿的 PBS溶液重悬细胞, 然后

在液氮和 37℃水浴中反复冻融细胞悬液 4 次,  4℃ 

6000 g离心 6 min, 将上清保存至−84℃冰箱或者取

少量体积上清侵染 HEK293细胞进行扩增。 

由于 AdEasy 系统中包含有一个绿色荧光蛋白

(GFP)的表达框 , 我们可以通过直接在荧光显微镜

下观察绿色荧光蛋白的表达来确定病毒的滴度。将

Ad-hSef-L-Myc 和 Ad-hSef-S-Myc 以及对照的病毒

颗粒分别以 2的倍数做 5个梯度的稀释, 按照 1.5描

述的方法侵染 MEF细胞, 24 h后检查各个梯度稀释

的病毒的侵染效率, 然后选择可以达到较高的侵染

效率(70%~80%)所需要的最大稀释倍数, 作为后续

使用的病毒滴度。 

1.4  细胞转染 
采用威格拉斯(Vigorus)公司的Vigofect转染试剂

转染 HEK293和 MEF细胞。转染前 1 h, 当细胞生长

到 60%~70%时, 更换新鲜培养基。同时将 DNA 和

Vigofect 转染试剂分别用 0.9%生理盐水溶解, 静置 5

分钟后, 将转染试剂稀释液逐滴加入到 DNA 溶液中

轻微震荡混匀。室温静置 15 min后, 将混合液逐滴加

入到细胞培养液中。3 h后为细胞更换全新的培养基。 

1.5  病毒侵染 
当细胞生长到 60%~70%时, 去除培养皿中含有

血清的培养基, 换上含有病毒颗粒的无血清培养基, 

37℃, 5% CO2条件下培养, 每半小时轻微摇晃数次。

1.5 h 后更换含有 10%胎牛血清的 DMEM培养基继
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续培养。 

1.6  免疫印迹 
等量的 MEF 细胞培养在 6 孔板中, 在病毒侵染

24 h后, 去除培养基, 用冰冷的 PBS溶液润洗 1遍, 使

用细胞刮刀收获细胞。每孔细胞使用 40 μL 细胞裂  

解液(50 mmol/L Tris-HCl, pH 7.4, 150 mmol/L NaCl,  
1 mmol/L EDTA, 10 mmol/L MgCl2, 1 mmol/L DTT,   
1 mmol/L phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 μg/mL leu-
peptin, 2 μg/mL aprotinin, 1.4 μg/mL pepstatin A and 
0.5% (V/V) NP-40)在冰上裂解 30 min, 4℃ 16000 g离

心 10 min。取适量体积的细胞裂解液经过 SDS-PAGE

胶分离后进行免疫印迹实验, 具体的操作参照文献

[12,13]进行。 

1.7  荧光素酶报告分析(luciferase reporter assay) 
依照 1.4 描述的方法, 将能够响应 FGF 信号刺

激的报告质粒 pFR-Luc、 pFA-Elk1 和内参质粒
pRL-TK-Luc转染 24孔板 MEF细胞。转染 12 h后, 
依照 1.5描述的方法分别用Ad-GFP, Ad-hSef-L- Myc, 
Ad-hSef-S-Myc病毒侵染不同组别的细胞。侵染 24 h
后, 使用含有 0.1%胎牛血清的 DMEM 培养基饥饿

细胞 18 h。然后依照实验设计, 每组细胞使用含有
或者不含有 10ng/mL 的 bFGF 的无血清培养基继续
培养 6 h后收获细胞。每孔细胞加入 100 μL的裂解
液, 室温轻微震荡 15 min。在荧光素酶报告分析仪
(Top Count)专用检测板的每个孔中加入 30 μL荧光
素酶催化底物, 再加入 30 μL的上述细胞裂解液, 混
匀, 测定荧光素酶活性。每次实验都重复 3次, 并经
过 Promega双报告系统的内参(pRL- TK-Luc)校正后

进行统计学分析。 

2  结  果 

2.1  Ad-hSef-L-Myc和Ad-hSef-S-Myc质粒的构建 
PCR 扩增产物大小分别为 2.3 kb、1.8 kb 的

hSef-L-Myc和 hSef-S-Myc融合基因片段，克隆到穿

梭载体中 , 得到重组质粒 pAdTrack-CMV/hSef-L- 

Myc 和 pAdTrack-CMV/hSef-S-Myc。经限制性内切

酶 Kpn I和 EcoR V消化处理后得到预期大小分别为

2.3 kb和 1.8 kb的片段(图 1-A)。进一步测序证实以

后, 将穿梭载体与病毒基因组质粒 pAdEasy-1 在大

肠杆菌中同源重组。挑选阳性菌落, 小提质粒后依

据质粒大小初步鉴定, 然后各取两个可能正确的克

隆转化 DH5α大肠杆菌, 小提质粒后经 Pac I酶切消

化鉴定确认 , 成功重组的病毒质粒出现两个条带 , 

一条大小为 30 kb, 另一条取决于重组的方式, 大小

为 4.5 kb或者 3 kb(图 1-B)。 

2.2  病毒颗粒的包装, 扩增和滴定。 
Ad-hSef-L-Myc和 Ad-hSef-S-Myc经过 Pac I线

性化之后, 转染HEK293细胞, 培养 10 d后, 收获病
毒, 进行两轮扩增。将每个 10CM 培养皿的细胞所

产生的病毒用 3mL的 PBS悬浮, 分装保存于−84℃冰
箱。使用无血清的 DMEM培养基分别将原始病毒悬
液稀释 25、50、100、200、400 倍，然后分别加入
到 12 孔板的各个孔中侵染 MEF 细胞。24 h 后荧   
光显微镜下观测 GFP 的表达, 发现使用稀释 50 倍 
的病毒悬液侵染已经可以达到较高的侵染效率 

 

图 1  Ad-hSef-L-Myc 和 Ad-hSef-S-Myc 质粒的构建 
Fig. 1 Construction of Ad-hSef-L-Myc and Ad-hSef-S-Myc 

Panel A: EcoR V and Kpn I digestion of the shuttle plasmids pAdTrack-CMV/hSef-L-Myc (hSef-L) and pAdTrack-CMV/hSef-S-Myc (hSef-S) 
as indicated; Panel B: Pac I digestion of Ad-hSef-L-Myc and Ad-hSef-S-Myc plasmids as indicated, 1 pAdTrack-CMV, 2 Ad-hSef-L-Myc-1, 

3 Ad-hSef-L-Myc-2, 4 Ad-hSef-S-Myc-1, 5 Ad-hSef-S-Myc-2 
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(图 2)。所得到的病毒分别记为 Ad-hSef-L-Myc 和

Ad-hSef-S-Myc。 

 

图 2  荧光显微镜下观察 Ad-hSef-L-Myc 侵染的 MEF 细胞 
Fig. 2  Photograph of Ad-hSef-L-Myc infected MEF cells 

Color picture was converted to white-black style. White area stands 
for the expression of GFP, and its brightness stands for the expres-

sion level of this protein 
 

2.3  hSef 表达的免疫印迹检测 
用 Ad-hSef-L-Myc 和 Ad-hSef-S-Myc 病毒分别

侵染 MEF 细胞, 免疫印迹实验显示, 细胞裂解液中

出现了针对 Myc 的特异性条带, 对应的分子量分别

为大约 100 和 78 kD(图 3), 其为 hSef-L-Myc 和

hSef-S-Myc 蛋白, 和以前的文献报道[13,15]相符合。

以上荧光照相和免疫印迹实验显示, 腺病毒载体介

导的 hSef可以在MEF细胞中很好的表达, 并有较高

的侵染效率。 

 

图 3  免疫印迹实验验证 Ad-hSef 的表达 
Fig. 3  Expression of hSef-L-Myc and hSef-S-Myc demon-

strated by western-blotting assay 
Upper panel: Expression of hSef-L-Myc and hSef-S-Myc, detected 

by mono-clone antibody against Myc epitope 
Lower panel: Expression of the GFP, detected by poly-clone anti-

body against full length GFP protein 

2.4  hSef 过表达对 FGF 刺激诱导的 Elk1 转录活

性的影响 
前期研究发现，在 HEK293T等细胞系中过量表

达 hSef-L可以影响 FGF下游基因的表达[16]。为了证

明腺病毒介导的 hSef-L-Myc 和 hSef-S-Myc 的活性, 
我们用所产生的病毒侵染MEF细胞, 然后观测 FGF
下游转录因子的转录活性。我们选用 Elk1依赖的荧
光素酶报告质粒, 在过量表达 hSef 的条件下观察
FGF所诱导的 Elk1的转录活性的变化。图 4结果显
示, 在 Ad-GFP侵染的条件下, FGF可以明显地开启
下游荧光素酶基因的表达, 活性较对照组提高了约
200倍, 而在 Ad-hSef-L-Myc侵染的条件下, FGF对
下游荧光素酶基因的激活效应明显降低(仅约 70倍), 
Ad-hSef-S-Myc 的侵染则具有比较微弱的抑制作用
(150倍)。此结果说明了 hSef-L对 FGF/MAPK信号
通路具有明显的抑制作用。 

 
图 4  Ad-hSef 的表达对 FGF 下游转录因子 Elk1 转录活

性的影响 
Fig. 4  Adenoviral vector mediated overexpression of hSef 

inhibits bFGF induced Elk1 dependent transcription 
 

3  讨论 

近年来, 重组腺病毒载体被广泛的应用于动物
基因的转染[17]。腺病毒侵染细胞范围广, 可以侵染
原代细胞以及那些处于静止期的细胞, 与逆转录病
毒等其他的病毒载体不同, 腺病毒载体侵染之后并
不会整合到宿主细胞的基因组中, 从而可以避免引
发新的基因突变等风险。此外, 腺病毒载体可以承
载较长的外源基因片段, 容易通过体外扩增得到很
高的滴度等特点都使得它与其他的基因转染工具相

比具有独特的优势[18]。基于以上的考虑, 我们构建
了人 Sef 的两个腺病毒载体, 以进一步研究其在体
内和体外的功能和作用机制。 

Sef 自 2002 被报道以来, 包括我们实验室在内
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的研究人员对其进行了广泛的研究。目前的研究主要

集中在 Sef对 FGF/MAPK信号通路的调节及其分子机

制, 采用的实验手段主要是瞬时转染 HEK293T 等细

胞或者稳定表达 Sef 的 NIH3T3 细胞系。原代培养的

小鼠胚胎成纤维细胞 MEF 作为一个经典的细胞模型, 

广泛地应用于对 FGF 信号通路的各个信号传递或者

调节分子如FRS2[19], Gab1[20]和Sprouty[21]等的研究中。

在这一细胞模型中, FGF 因子的刺激除了可以激活

MAPK 信号之外, 还可以很好地激活其他的下游信号

通路如 PI3K[20]。但是到目前为此, 这一细胞模型还没

有应用到对 Sef 的研究之中。我们构建的 Sef 重组腺

病毒载体被实验验证可以以较高的效率侵染 MEF 细

胞(图 2, 3)并在其中表达有功能的 Sef 蛋白(图 4)。我

们的工作为下一步在 MEF 细胞中深入研究 Sef 对

FGF/PI3k信号通路的调节作用及其机制奠定了基础。 

此外, 有报道Sef表达水平的降低可能和某些疾病

的发生或者恶化有关[22,23]。FGF信号在体内可以促进大

多数细胞的增殖和分化, 因此受到了严格的调控。Sef

作为一个 FGF 信号通路的负调控因子, 其表达水平  

的降低被认为有可能会导致某些疾病如前列腺癌等  

的发生, 目前的研究结果证实了这一推测。接下来的 

想法就是通过恢复Sef的表达来抑制这些肿瘤和癌症的

进一步恶化。Sef 重组腺病毒载体的构建为我们下一  

步利用Sef进行基因治疗方面的研究工作奠定了基础。 
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