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研究简报                                                              

表达分泌型脑源性神经营养因子的腺相关病毒载体的构

建及其表达的检测 

李惠明1, 裘玮1, 王丰1, 韦芳1, 陈霞芳1, 吴小兵2, 黄倩1

1 上海交通大学附属第一人民医院中心实验室, 上海 200080  
2 中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所, 北京 100050 

摘  要: 采用 PCR 和体外连接的方法构建了带有信号肽的脑源性神经营养因子(BDNF)的融合基因, 将此基因插入到腺

相关病毒载体穿梭质粒 pSNAV, 然后用重组质粒 pSNAV-Ig-BDNF 转染包装细胞, 筛选出永久细胞株后, 用携带腺相关

病毒 rep 及 cap 基因的单纯疱疹病毒超感染包装细胞, 成功包装出含有目的基因的一型血清型腺相关病毒。经 PCR 鉴

定该病毒含有目的基因片段, 被该病毒感染的细胞裂解液经 Western blotting 证实有 BDNF 表达, 其培养液经 ELISA 检

测证实含有高水平的 BDNF 蛋白。该病毒与小量的非复制型腺病毒 Ad-null 联合应用时, 其 BDNF 蛋白的表达水平显著

提高。可弥补腺相关病毒起效慢、对细胞转导效率低的弱点, 为今后应用 AAV 作基因治疗提供了实验证据。 
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Abstract: A fusion gene called Ig-BDNF, in which brain-derived neurotrophic factor cDNA fused to the 3’ end of signal peptide of 
Ig coding sequence, was constructed by PCR, digested and subcloned into shuttle plasmid pSNAV to obtain a recombinant plasmid 
pSNAV-Ig-BDNF. Then the plasmid encoding fusion protein was transfected into 293 cell lines and the stably transfected clones were 
selected with neomycin. AAV1 containing Ig-BDNF fusion gene vectors were obtained by super-infection by Herpes virus. The re-
sultant adeno-associated virus vectors AAV-Ig-BDNF were confirmed by PCR, Western blotting and a sandwich enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA) after infection of 293 cell lines. The results indicated that AAV-Ig-BDNF contained the target gene, and 
infected cells and produced the fusion protein into the supernatant. The content of BDNF in medium per 5×104 cells over a 24 h in-
cubation period reached 1000 pg/mL. With the help of non-replicative adenovirus during AAV-Ig-BDNF infection, the expression of 
BDNF increased 7~8 fold, and the enhancement of BDNF gene expression was observed in a concentration-dependent manner. These 
results suggested that a functional AAV-Ig-BDNF was successfully constructed and it offers basis for further study for gene therapy 
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of neural degeneration diseases. 
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腺相关病毒(简称AAV)作为基因治疗载体的优

势表现在: (1) AAV是作为腺病毒的伴随病毒发现的, 

迄今尚未发现对人体致病。与腺病毒不同, AAV几乎

不引起免疫反应; (2) 野生型AAV可定点整合至人

的 19 号染色体的q13-qter[1], 重组AAV又称rAAV虽

不能整合至人的染色体内, 但仍然能够以核外DNA

的形式较长时期存在, 避免了逆转录病毒随机插入

染色体引起突变的危险, 并能长期稳定表达外源基

因 [2]; (3)AAV的宿主范围很广 , 可感染分裂期和非

分裂期的多种细胞; (4)AAV具有较好的热稳定性、

抗酸碱(pH 3.0∼9.0)性以及抗有机溶剂处理的特点, 

便于制备和储存。但是, 很多研究都表明, AAV对细

胞的转导效率较低, 这在很大程度上限制了AAV的

实际应用[1−6]。 

鉴于AAV是一种安全的载体系统 , 以及BDNF

在治疗神经损伤方面具有潜在应用前景[7,8], 为了使

BDNF能够应用到神经系统损伤修复的基因治疗中, 

我们构建了带有信号肽的脑源性神经营养因子重组

AAV载体。为了提高rAAV的转导效率, 我们尝试模

仿AAV的裂解性生活周期或称产毒性感染, 采用小

量腺病毒作为辅助病毒与rAAV联合使用 , 以增加

AAV细胞的转导效率, 为今后实际应用AAV作基因

治疗提供实验证据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  试剂 

腺相关病毒的构建及包装采用本元正阳基因技 

术有限公司的系统, 穿梭质粒为 pSNAV; BDNF 表 

达质粒pCRII-BDNF由Eric M. shooter赠送[9]。限制 

性内切酶, T4 连接酶为 TaKaRa 公司产品; Lipofec- 

tamine 2000 转染试剂盒购自 Invitrogen公司, 胎牛 

血清及新生牛血清, DMEM、Opti-MEM I 和 DMEM 

培养基购自 Gibcol 公司。BDNF 的多克隆抗体 

(SC-546), 购自 SantaCruz 公司, HRP 标记的山羊抗 

兔二抗(DC03L)为 Oncogene 公司产品, 小鼠 BDNF 

的 ELISA 检测试剂盒购自上海森雄科技实业有限 

公司。 

1.1.2  细胞株及病毒 

细胞株为人胚肾细胞 AD-293, 购自 Stratagen

公司, 采用含 10%小牛血清的 DMEM培养基培养。

非复制型腺病毒 Ad-null 由本元正阳基因技术有限

公司提供毒种, 本实验室扩增并浓缩保存。 

1.2  分泌型重组 rAAV 的构建与包装 
1.2.1  含信号肽的 mBDNF融合基因的构建 

BDNF表达质粒pCRII-BDNF-Cmyc以CMV为启

动子调控BDNF表达。为了使BDNF能够更好地发挥

作用, 我们拟构建分泌型BDNF。为此我们以含有免

疫球蛋白IgG信号肽序列的质粒pHOOK-2 为模板, 

分别用引物 1: 5′- ggggtaccatggagacagacacactc- 3′(下

划线为Kpn  I切点 )和引物 2 :  5 ′ - g ta a g g a a a ag - 

gatggtcatggccggctgggccccagcata-3′(红线部分为与Pcr 

Ⅱ-BDNF-Cmyc互补的序列), 首先 PCR扩增含免疫 

球蛋白信号肽序列以及 HA-tag 的 DNA 片段, 此产 

物长 133 bp。再以此产物作为 5′引物作第二轮 PCR, 

3′引物顺序如下gaagatctgaattcggcttggatccctac(下划线 

为 Bgl II和 EcoR I切点), 以 pCRII-BDNF-Cmyc为

模板 , 扩增 3′端带有 h-Cmyc多肽编码顺序的全长  

BDNF 基因 cDNA。因此, 最终的 PCR 产物编码的 

蛋白其 5′端加入了免疫球蛋白信号肽和 HA 多肽, 

中间为BDNF, 3′端带有 h-Cmyc多肽, 能自行穿过细 

胞膜分泌到细胞外, 并很容易被抗 HA和 h-Cmyc的 

抗体检测并分离、纯化。 

上述 PCR产物经限制性内切酶 Kpn I和 EcoR I 

消化后, 插入到腺相关病毒穿梭质粒 pSNAV中, 得 

到重组质粒 pSNAV-Ig-HA-BDNF-Cmyc。该质粒经 

限制性内切酶酶切鉴定后, 采用本元正阳基因技术 

有限公司的 AAV 包装系统包装 rAAV。包装方法简 

述如下: 先用重组质粒 pSNAV-mBDNF转染包装细 

胞, 筛选出永久细胞株后, 用携带腺相关病毒 rep及 
cap 基因的单纯疱疹病毒超感染包装细胞, 最后成 

功包装出含有目的基因的一型血清型腺相关病毒。 

1.2.2  融合基因 Ig-HA-BDNF-Cmyc 蛋白表达的检

测 

穿梭质粒 pSNAV-Ig-HA-BDNF-Cmyc表达的鉴 

定: 采用脂质体 Lipofectamine 2000 将穿梭质粒 
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pSNAV-Ig-HA-BDNF-Cmyc 转染入 AD-293 细胞,  

转染方法如下 :  于转染前一天将细胞接种在直径 

6 cm 的细胞培养盘中, 转染当天达到 80%左右密 

度 ,  转染后 24 h, 改换 2%血清的培养基 ,  24 h 

后收集上清, 并同时收集细胞。 

rAAV1-BDNF表达的鉴定 : 将 1×109 rAAV1- 

BDNF病毒颗粒加入培养在 24 孔板中的 1×105细胞

后, 于感染后 48 h收集细胞培养液和细胞。 

然后分别采用 ELISA和Western blot鉴定 BDNF

表达。Western blot 鉴定方法如下: 用蛋白抽提液
(Tris-HCl 5 mmol, pH 7.5, EDTA 5 mmol, NP-40 1%, 
PMSF 2 μmol)抽提细胞总蛋白, 紫外分光光度计测

定蛋白含量。采用 50 μg 总蛋白作 SDS-聚丙烯酰胺

凝胶电泳, 电转移至硝酸纤维素膜上。用抗 BDNF的

多克隆抗体(Santa Cruz 公司)及相应的二抗孵育后, 

采用 ECL试剂盒(Roche公司)在暗室中作自显影。 

采用上海森雄科技实业有限公司进口分装的

BDNF ELISA 检测试剂盒测定培养液中 BDNF的含

量, 以未感染病毒的 AD293细胞的培养液作为阴性

对照。 

1.3  非复制型腺病毒提高腺相关病毒的转导效率 
将AD293 细胞按照 1×105/孔铺于 24 孔板中, 

在 1mL培养液中培养过夜。24 h后将 1×109 rAAV1- 

BDNF病毒颗粒加入 1×105细胞后, 同时加入不同剂

量 的 非 复 制 型 腺 病 毒 Ad-null, 与 单 独 加

rAAV1-BDNF作为对照, 于 37℃含 5% CO2的培养

箱中培养 24 h, 然后更换为 2%血清的新鲜培养基, 

继续培养 24 h。同时收集各孔的上清。采用上海森

雄科技实业有限公司的BDNF ELISA 检测试剂盒测

定培养液中BDNF的含量。 

2  结果 

2.1  重组质粒 pSNAV-Ig-HA-BDNF-Cmyc 的酶

切与 PCR 鉴定结果 
经两次 PCR获得的 BDNF表达质粒 pSNAV-Ig- 

HA-BDNF-Cmyc经限制性内切酶 Kpn I和 EcoR I酶
切消化后获得 7015 bp和 750 bp左右两个片段, 符
合酶切后理论片段大小, PCR 扩增能得到特异性的 
909 bp左右的条带。 

2.2  重组目的蛋白表达的鉴定 
携带目的基因的穿梭质粒 pSNAV-Ig-HA- 

BDNF-Cmyc在脂质体 Lipofectamine 2000辅助下转
染 AD-293 细胞后, 以及纯化的 rAAV1-BDNF 病毒
颗粒感染 AD-293细胞后, Western blot检测, 二者在
约 13 kD和 17~28 kD之间处均出现两条蛋白条带, 与
文献报告的完整的 BDNF 蛋白含 113 氨基酸, 分子量
约 13 kD,前体含 252个氨基酸基本一致。进一步经抗
HA tag的抗体检测也为阳性。为了确定细胞能被感染
及感染效率, 我们同时以 rAAV2-EGFP作为对照。 

我们还进一步采用ELISA方法检测经 rAAV1- 
BDNF 感染的AD293 细胞培养液中BDNF含量, 与
阴性对照相比 , 被感染的细胞培养液中BDNF的含
量明显增加, 在 5×104被感染细胞中 24 h BDNF的
分泌量达 1000 pg/mL。 

 

 

图 1  重组质粒 pSNAV-Ig-HA-BDNF-cmyc 酶切鉴定图谱(a)和 PCR 产物电泳图谱(b) 
Fig. 1  Electrophoresis of clones transformed with recombinant plasmid pSNAV-Ig-HA-BDNF-Cmyc and digested with 

different restriction enzymes(a)and PCR product of BDNF(b) 
a: the map of recombinant plasmid digested by restriction enzymes. 1: clone1 digested by hind III; 2: digested by Kpn I and EcoR I; 3: clone2 
digested by hind III; 4: clone2 digested by Kpn I and EcoR I; 5,6: negtive plasmid digested by Hind III or Kpn I and EcoR I respectively; 7,8: 

control shuttle plasmid digested by Hind III or Kpn I and EcoR I respectively; 9: DNA marker DL15000 
b: PCR analysis of recombinant plasmid pSNAV-Ig-HA- BDNF-cmyc and the packaged adeno-associated virus rAAV1-BDNF. Lane1: PCR 

product of pSNAV-Ig-HA-BDNF-cmyc; lane 2: PCR product of rAAV1-BDNF; 
lane 3: PCR product of negative control shuttle plasmid pSNAV 
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图 2  包装的腺相关病毒感染细胞后 Western blot 分析 
Fig. 2  Western blot of BDNF expression in 293 cells in-

fected with rAAV1-BDNF or rAAV2-EGFP 
Protein marker; 1: the 293 cell lines infected with rAAV1- 

BDNF showed positive signal with MW 13kD or 17~28 kD; 2: 
the 293 cell lines infected with rAAV2-EGFP showed no signal 

 
2.3  非复制型腺病毒 Ad-null 显著提高 rAAV- 
BDNF 的表达和分泌量 

将AD293 细胞按每孔 1×105接种在 24 孔细胞培

养板中, 置 37℃ 5% CO2培养箱中培养过夜。以 1×109 

rAAV-BDNF单独或联合不同剂量的非复制型腺病毒

感染细胞, 感染后继续培养 24 h后, 更换为仅含 2%胎

牛血清的培养基, 24 h后收集细胞培养液检测上清中

BDNF的分泌量, 每一种条件重复 3 孔。结果显示随着

所加入的腺病毒的数量增加, 分泌到培养液中的BDNF

的含量逐渐增加, 与单独用rAAV-BDNF病毒感染的细

胞比较, 分泌量提高了 7~8倍左右, 并显示明显的剂量

效应关系。结果见表 1和图 3。 
 

表 1  小剂量腺病毒增强腺相关病毒感染细胞后目的蛋

白 BDNF 的分泌(培养基中 BDNF 的分泌量) 
Table 1  Improved secretion of rAAV1-BDNF 

enhanced by Ad-null 

Ad-null/MOI 0 0.01 0.1 1 10 

AAV-BDNF/(ng/mL) 0.931 2.531 5.234 5.925 7.537

 

 
图 3  Ad-null 增强 rAAV1-BDNF 感染Ad293细胞后的分泌 

Fig. 3  Improved secretion of rAAV1-BDNF 
enhanced by Ad-null 

The secretion of target protein BDNF in mediums of 293 cell lines 
was enhanced significantly combined with low dose Ad-null after 
rAAV1-BDNF infection; the enhancement of protein expression 

was observed in a concentration-dependent manner 

3  讨论 

腺相关病毒是一种微小病毒 , 直径大约

20~26 nm[10], 至今尚未发现该病毒是任何疾病的致

病因素。根据AAV基因组序列和凝血特征不同, 分

不同的血清型 , 目前已发现有八种血清型 , 称

AAV1-8, 不同的血清型可能通过不同的受体感染宿

主细胞。AAV1和AAV2是基因治疗中最常用的血清

型[11], 很多实验表明AAV1 在体内感染细胞的效率

较高, 虽然其受体目前尚不清楚[11,12]。在本研究中我

们尝试使用 1 型AAV外壳蛋白包装的 2 型AAV基因

组, 成功包装出杂合型病毒颗粒。该重组AAV能够

感染体外培养的细胞, 且感染的细胞能够表达并且

分泌目的蛋白。 

在多数情况下, AAV在正常细胞中不发生产毒
性感染。AAV病毒颗粒进入细胞脱衣壳后, AAV的调
节蛋白发生有限表达, 并抑制病毒基因的进一步表
达和病毒DNA的复制, 这种负调节作用的结果是促
进病毒基因组整合到宿主的基因组中建立潜伏感

染。由于AAV是一种单链DNA病毒, 其携带的基因
必须转变成双链才能有效表达, 由AAV载体介导的
基因转导, 转基因表达开始时间较晚, 表达水平较
低。当有辅助病毒存在时, 或细胞受到DNA损伤因
素影响后, AAV发生产毒感染, 单链AAV或整合到
宿主细胞基因组的病毒DNA被拯救出基因组开始大
量复制[13]。然而, 基因治疗用AAV载体由于缺乏与
AAV复制及包装有关的rep和cap基因 , 即使在有辅
助病毒存在的情况下, 出现单链到双链的转变, 但
仍然不能包装出新的AAV病毒颗粒, 因此是安全的
[5,6,11]。 

目前腺病毒载体包括复制型和非复制型, 已广
泛应用于肿瘤的基因治疗研究和临床实验, 实践证
明腺病毒载体是安全的 , 但是存在免疫原性较强 , 
表达时间短等缺点[4]。为了利用AAV能够介导外源
基因较长时间表达的优势, 克服AAV转导效率较低
的缺点, 我们在使用AAV感染细胞时联合使用少量
腺病毒, 实验证明低剂量的腺病毒可以弥补腺相关
病毒起效慢、转导效率低的弱点。我们的初步实验

结果表明, 非复制型腺病毒可显著增强腺相关病毒
感染 293 细胞株后目的蛋白的表达和分泌, 并且存
在明显的剂量效应关系。有此基础, 可期待更好利
用AAV作基因治疗。 
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