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小鼠神经生长因子前导肽和人内吗啡肽２融合基因重组腺病毒载体的
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［摘要］　目的：制备并鉴定携带小鼠神经生长因子前导肽（ＰＮ）和人内吗啡肽２（ＥＭ２）融合基因的重组非增殖型腺病毒。方

法：ＰＮＥＭ２目的基因经酶切插入ｐＡｘＣＡｗｔ载体，构建ＰＮＥＭ２ｐＡｘＣＡｗｔ重组黏粒，脂质体转染２９３细胞获取重组腺病

毒。ＰＣＲ鉴定后扩增不含野生型病毒的阳性克隆并纯化，采用ＴＣＩＤ５０法测定病毒滴度；体外感染 ＮＩＨ３Ｔ３细胞观察转基因

的表达，酶联免疫反应（ＥＩＡ）法测定表达产物浓度。结果：融合基因序列正确，ＰＣＲ可检测到４０１ｂｐ的融合基因条带并排除

野生病毒株，腺病毒ＡｄＰＮＥＭ２滴度为２．０３×１０１０ｐｆｕ／ｍｌ。ＮＩＨ３Ｔ３细胞转染病毒后，细胞培养液内可检测到ＥＭ２的表

达，明显高于空转染及未转染细胞（Ｐ＜０．０５），且随时间的延长，表达水平逐渐上升。结论：成功构建能够在非神经内分泌细

胞内转基因表达成熟人ＥＭ２的非增殖型腺病毒，为进一步将其应用于慢性疼痛的基因治疗奠定了基础。
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　　目前发现的５种内源性阿片肽，包括β内啡肽、脑啡肽、

强啡肽、孤啡肽和内吗啡肽中，以内吗啡肽镇痛作用最强［１］。

Ｚａｄｉｎａ等［２］１９９７年从牛前脑皮层中分离纯化出一种四肽，是

μ阿片受体高亲和力和高选择性的内源性配体，命名为“内

吗啡肽”，其镇痛效能与吗啡相近，且对于吗啡无效的神经源

性疼痛仍有镇痛作用。但外源性内吗啡肽也存在心血管等

副作用，同样具有耐受性和成瘾性，而且在体内的降解速度

较快［３］。这些缺点限制了外源性内吗啡肽的直接应用，但作

为体内的内源性物质，内吗啡肽的发现仍为临床医师提供了

一种新的镇痛治疗思路，即基因治疗方案。转基因表达的内

吗啡肽可由靶控的器官或相邻组织定向、持续地以可诱导的

方式合成和分泌，直接作用于细胞本身或邻近细胞，解决了

临床上常规药物半衰期短的问题；而且这种持续分泌的方式

可以避免临床上因药物高剂量带来的不良反应，有效地避免

或减少了耐受现象的发生。

　　前期研究［４５］发现以小鼠神经生长因子前导肽（ＰＮ）为外

分泌肽，以β内啡肽为目的基因，分泌产物能够缓解大鼠神经

病理性疼痛。为了取得更好的镇痛效果，本研究拟构建携带

小鼠神经生长因子前导肽（ＰＮ）和人内吗啡肽２（ＥＭ２）融合

基因的重组非增殖型腺病毒，体外转染细胞，观察ＥＭ２的表

达情况，为进一步将其应用于慢性疼痛动物模型奠定基础。

１　材料和方法

１．１　仪器和试剂　质粒和细胞株：ｐＵＣ１９质粒、大肠杆菌

ＴＧ１菌株由复旦大学遗传学研究所提供；质粒ｐＴＣＮＥ（含

ＰＮ、ＥＭ２序列）为本实验室前期构建［４］；黏粒载体ｐＡｘＣＡｗｔ
及菌株ＬＥ３９２为日本ＴａＫａＲａ公司腺病毒表达载体试剂盒所

带。人胚肾细胞株２９３（ＡＴＣＣＣＲＬｌ５７３），ＮＩＨ３Ｔ３细胞为中

国科学院上海细胞生物学研究所提供。ＰＣＲ试剂盒、限制性

内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶等为美国ＢｉｏＬａｂｓ公司产品；ＤＮＡ分

子量标准品为上海皓嘉科技发展有限公司产品；腺病毒表达

载体试剂盒为日本ＴａＫａＲａ公司产品；质粒纯化试剂盒为德国

Ｑｉａｇｅｎ公司产品；ＤＮＡ包装蛋白为美国 Ｎｏｖａｇｅｎ公司产品。

ＥＭ２酶联免疫反应（ｅｎｚｙｍｅｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＥＩＡ）试剂盒购自

北京康肽生物科技有限公司。

　　ＨＨＷ２１６００型电热恒温水浴箱购自上海医用恒温设

备厂；５８０４／５８０４Ｒ型台式高速离心机购自德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公

司；ＰＣ７０７０２型ＰＣＲ仪购自日本ＳＴＥＬ公司；ＣＫ４０Ｆ２００
型倒置显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；ＨＷＯ３０１ＶＢＡ 型

ＣＯ２培养箱购自美国Ｈａｒｒｉｓ公司。ＤＭＥＭ、胎牛血清为Ｇｉｂ

ｃｏ公司产品；胰蛋白胨、酵母提取物购自美国Ｏｘｏｉｄ公司；琼

脂糖、琼脂粉购自美国Ｄｉｆｃｏ公司。

１．２　目的基因的获取与鉴定　ＰＣＲ方法从质粒ｐＴＣＮＥ中扩

增出４０１ｂｐ的融合基因ＰＮＥＭ２。将ＰＮＥＭ２及ｐＵＣ１９质

粒分别由ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨⅠ双酶切后，胶回收，纯化后用 Ｔ４

ＤＮＡ连接酶１６℃连接过夜，命名为ｐＵＣ１９ＰＮＥＭ２，转化

Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞，表达产物进行测序鉴定。

１．３　重组腺病毒黏粒的构建及鉴定　ｐＡｘＣＡｗｔ黏粒用

ＳｗａⅠ酶切，ｐＵＣ１９ＰＮＥＭ２质粒用ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨⅠ双酶

切后用Ｋｌｅｎｏｗ两端补平，再用Ｔ４ＤＮＡ连接酶１６℃过夜将

两者连接。酚氯仿抽提、纯化后用ＤＮＡ包装蛋白包装，转染

ＬＥ３９２细菌，挑取菌落培养抽提黏粒。ＰＣＲ扩增出阳性且

ＳｗａⅠ酶切未被切断的黏粒判断为重组阳性克隆。用ＰＣＲ
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方法进行正、反向鉴定，后进一步用ＳａｌⅠ酶切，自连后转染

ＴＧ感受态菌，抽提质粒后用ＢａｍＨⅠ酶切电泳再次证实。

１．４　重组腺病毒的制备、鉴定及滴度测定　用脂质体转染

法将８μｇ黏粒ＤＮＡ与５μｌＤＮＡＴＰＣ转染２９３细胞。观察

细胞死亡和病毒扩增情况，收集细胞发生死亡的样孔中培养

液，反复冻融数次，上清保存于－８０℃。重组腺病毒的鉴定

用上述上清液感染２９３细胞及 ＨｅＬａ细胞，２９３细胞受病毒

感染而 ＨｅＬａ细胞无明显病毒感染现象的克隆初步判断为

重组腺病毒株，丢弃 ＨｅＬａ细胞出现病态反应的克隆，选取

上述复制缺陷型腺病毒再用ＰＣＲ鉴定。用５０％组织培养感

染剂量（ＴＣＩＤ５０）法测定病毒滴度，重复３次，取平均值。

１．５　重组腺病毒的体外转染及ＥＭ２蛋白的表达　用六孔

板常规培养ＮＩＨ３Ｔ３细胞，２×１０５细胞／孔。按 ＭＯＩ＝１０进

行病毒感染试验，对照组分别为带绿色荧光增强蛋白 Ａｄ

ＥＧＦＰ组和无病毒感染组。感染后第１、３、７天吸取细胞培

养液，ＥＩＡ（ｅｎｚｙｍｅｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）方法测定其内ＥＭ２蛋白

的浓度。

１．６　统计学处理　计量资料以珚ｘ±ｓ表示，用ＳＡＳ８．２统计

软件进行分析，组间和组内比较均采用近似Ｆ 检验（ＳＮＫ

ｑ），Ｐ＜０．０５具有显著差异。

２ 结　果

２．１　融合基因的鉴定　酶切鉴定结果显示，小鼠ＰＮ和人

ＥＭ２融合基因片段为４０１ｂｐ（图１），与预期结果一致。测

序结果亦与预期一致（图未列出）。

图１　目的基因的鉴定

１：ＤＬ２０００；２，３：ＰＮＥＭ２融合基因

２．２　ＰＮＥＭ２ｐＡｘＣＡｗｔ重组黏粒的鉴定　ＰＣＲ扩增出阳

性且ＳｗａⅠ酶切未被切断的黏粒判断为重组阳性克隆。在

阳性克隆中进一步行ＰＣＲ（上游引物），扩增出５０８ｂｐ条带

的为正向插入序列，未扩增出条带的为反向插入序列（图

２Ａ）。取扩增出条带的克隆进一步用ＳａｌⅠ酶切，得到５７７５

ｂｐ大小的片段，自连后转染ＴＧ感受态菌，ＬＢ培养挑取阳性

克隆，抽提质粒后用ＢａｍＨⅠ酶切电泳，２５９２ｂｐ和３１８３ｂｐ
的片段被进一步证实为正向插入序列。

２．３　腺病毒阳性克隆及重组腺病毒株的筛选　阳性克隆可

以扩增出４０１ｂｐ大小的融合基因条带（图２Ｂ）。野生型病毒

的鉴定时，２９３细胞受病毒感染而 ＨｅＬａ细胞无明显病毒感

染现象的克隆初步判断为重组腺病毒株，而后进一步用ＰＣＲ
法鉴定野生病毒，野生病毒可扩增出大小为８８０ｂｐ的目的

片段，而重组病毒为复制缺陷型，不能扩增出目的片段，故扩

增出目的片段的加以去除（图２Ｃ）。

图２　ＰＣＲ法鉴定黏粒（Ａ）、ＡｄＰＮＥＭ２（Ｂ）和野生病毒（Ｃ）
上图：１，６：反向插入序列；２５，７：正向插入序列；８：ＤＬ２０００．中图：

１：阳性对照；２：阴性对照；３６：ＡｄＰＮＥＭ２；７：ＤＬ２０００．下图：１：

１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ；２，３：阴性对照；４：阳性对照；５，６：重组病毒；７：野

生型病毒

２．４　病毒滴度的测定结果　经扩增及纯化，ＴＣＩＤ５０方法测

定病毒滴度为２．０３×１０１０ｐｆｕ／ｍｌ。

２．５　转基因的体外表达　ＥＩＡ方法测定转染后上清内啡

肽２蛋白浓度，结果说明：插入到病毒基因组内表达 ＥＭ２
的ＤＮＡ序列是正确的，能够正确翻译出蛋白质；且随着时间

的延长，转基因的表达呈上升趋势（图３）。

图３　感染后细胞培养液内ＥＭ２蛋白的浓度
Ｐ＜０．０５与ＡｄＥＧＦＰ组和无病毒感染组相比．ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　慢性疼痛是目前最常见也最缺乏有效治疗手段的疾病，

是一个世界性难题。静脉或口服阿片类药物是目前缓解疼
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痛的最佳方法，但会带来很多不良反应，“内源性吗啡”———

内吗啡肽的发现为疼痛的治疗开辟了一条新的途径。但是

如果将腺病毒直接转染这些神经元进行基因治疗，并不能分

泌成熟的内吗啡肽。因此，在应用ＥＭ２作为目的基因进行

转染表达时需要考虑未成熟肽的水解和成熟肽的分泌机

制。　　　　　

　　Ｂｅｕｔｌｅｒ等［６］将小鼠神经生长因子前导肽与人β内啡肽

编码基因融合，用这种融合基因重组的逆转录病毒转染

ＮＩＨ３Ｔ３细胞，培养基中可检测到高浓度的β内啡肽，而对

照组并未检测到表达。这就提示可以利用旁分泌的机制在

细胞内转染目的基因载体，利用信号肽酶或相应的蛋白水解

酶的水解，使目的基因与信号肽或前导肽分离，并分泌至细

胞外［７８］。国内尤圣武等［４］、徐学武等［５］分别成功构建了携

带神经生长因子前导肽β内啡肽融合基因的重组腺病毒，以

及携带神经生长因子前导肽β内啡肽融合基因的腺病毒腺

相关病毒杂合病毒，这两套系统在体外转染 Ａ４３１细胞后可

检测到β内啡肽的大量表达。大部分分泌性蛋白从翻译到

转运进入核糖体都需要６０～８０个氨基酸长度，小于这个长

度可能很快被降解而不能产生足量的分泌蛋白［４］。而神经

生长因子的第二前导肽有１２１个氨基酸，与内吗啡肽２基因

构成的目的基因，能够满足分泌条件。研究［９１０］表明，只要

ＰＮ中的两个主要信息编码盒存在，就能产生和分泌稳定的

成熟蛋白，而采用信号肽分析软件分析它的断裂部位与实际

断裂部位并不相同，但是如果在前导肽尾部连接一个ｆｕｒｉｎｓ
酶的酶切位点，就可以产生成熟的内吗啡肽２。

　　本研究中采用的目的基因序列是根据ＧｅｎＢａｎｋ登录的

小鼠ＰＮ和人内吗啡肽２序列拼接而成的，并且对ＰＮ末端

的一个碱基行点突变，使其能够识别内吗啡肽２的第１个氨

基酸Ｔｙｒ，从而由ｆｕｒｉｎｓ酶将其剪切并分泌至细胞外。本实

验在体外转染ＮＩＨ３Ｔ３细胞后，检测到较高浓度的ＥＭ２的

表达（Ｐ＜０．０５），但是ＥＭ２作为四肽的短肽，其多克隆抗体

的抗原性不够强，而且容易受到其他小片段肽或氨基酸的影

响，导致背景表达量较高。在转染细胞后的第１、３、７天内随

着时间的延长ＥＭ２表达水平呈现明显的上升趋势，但是由

于体外细胞培养时细胞生长、培养液等的局限，使蛋白表达

的长期观察受限，因此还需要动物实验的进一步验证。

　　腺病毒载体和其他基因载体系统相比，具有宿主范围

广、感染率高；靶细胞内多拷贝高效表达；理化性质稳定；遗

传毒性较低等优点，是目前研究最多的载体［１１］。以往的重

组腺病毒产生步骤为首先将所获目的基因插入穿梭质粒，构

建成转移质粒，然后将转移质粒与腺病毒空病毒ＤＮＡ共转

染２９３细胞，筛选得到重组腺病毒。该方法虽然具有穿梭质

粒较小，目的基因易于插入的优点，但所产生的腺病毒中野

生型腺病毒占了相当大的比例，故重组腺病毒产生效率不高

且筛选困难［１１］。而用基因组ＤＮＡ末端蛋白复合物和重组

黏粒共同转染２９３细胞的方法使重组腺病毒阳性提高了几

十倍到几百倍［１２］，该系统较其他腺病毒系统在重组腺病毒

的产生方面更为稳定可靠。但由于所用的黏粒较大，所以使

用ＤＮＡ包装蛋白对提高转染率起到了至关重要的作用。同

样，在鉴定黏粒载体中是否有目的基因插入及插入方向时，

直接用酶切鉴定几乎是不可能的。因此，本研究在用ＰＣＲ
粗筛后，用ＳａｌⅠ酶切并自连成为带有目的基因的亚克隆重

组质粒，进一步酶切鉴定是否有插入及插入方向，较好的解

决了片段大的问题。

　　总之，本研究成功构建能够在非神经内分泌细胞内转基

因表达成熟人ＥＭ２的非增殖型腺病毒，为进一步将其应用

于慢性疼痛的基因治疗奠定了基础。
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