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携带人野生型ＰＫＧⅠα基因的重组腺病毒载体的构建及鉴定

易　斌１，陆俊羽２，白　莉２，王关嵩２，钱桂生２

１．第三军医大学西南医院麻醉科，重庆４０００３８

２．第三军医大学新桥医院呼吸科，重庆４０００３７

［摘要］　目的：克隆人 ＰＫＧⅠａ基因，构建其重组腺病毒载体。方法：用 ＲＴＰＣＲ方法从人肺动脉平滑肌组织中扩增

ＰＫＧⅠａ基因全长，经Ｔ／Ａ克隆后，亚克隆至腺病毒穿梭质粒ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ上，构建穿梭质粒ｐＡｄＴｒａｃｋＰＫＧⅠα。ＰｍｅⅠ
酶切ｐＡｄＴｒａｃｋＰＫＧⅠα，然后分别将腺病毒骨架质粒ｐＡｄＥａｓｙ１和穿梭质粒ｐＡｄＴｒａｃｋＰＫＧⅠα转化至ＢＪ５１８３感受态细菌

中进行同源重组，ＰａｃⅠ酶切线性化重组质粒 ＡｄＣＭＶＰＫＧⅠα后转染Ａｄ２９３细胞进行病毒包装和扩增。检测ＰＫＧⅠα基因

的表达，并用绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）法测定其滴度。结果：用ＲＴＰＣＲ方法，从人肺动脉中层扩增出ＰＫＧⅠα，测序证实为人

ＰＫＧⅠα基因。构建了ＰＫＧⅠα基因的重组腺病毒载体并制备出高滴度重组病毒保存液。结论：成功地克隆了人ＰＫＧⅠα基

因，并构建其重组腺病毒载体，为进一步研究ＰＫＧⅠα基因在低氧肺血管重建中的作用提供了有效的基因转移载体。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（１）：６９７２］

　　近年来的研究［１３］显示ＰＫＧⅠα对肺动脉平滑
肌细胞 （ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，

ＰＡＳＭＣ）表型有调控作用，提示激活后的ＰＫＧⅠα
可以促使ＰＡＳＭＣ由收缩型向合成型转换，从而在
低氧肺血管重建中起到重要的调控作用。为了验证
这一可能性，本研究构建携带野生型人ＰＫＧⅠα基

因的重组腺病毒载体，并进行体外表达和鉴定，为下
一步研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料　人肺动脉来自于第三军医大学西南医

院的肺叶切除术患者，排除生殖、内分泌系统相关疾
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病，标本经过病理切片光镜下检查证实为正常肺动

脉组织。腺病毒载体系统质粒ｐＡｄＥａｓｙ１及大肠杆

菌ＢＪ５１８３购自Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司。大肠杆菌 ＤＨ５α
及Ａｄ２９３细胞由本实验室保存。载体ｐＧＥＭＴ购

自Ｐｒｏｍｅｇａ公司。ＲＴＰＣＲ试剂盒、各种限制性内

切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶均购自ＴａＫａＲａ公司。ＰｍｅⅠ
及ＰａｃⅠ购自ＮＥＢ公司。质粒提取试剂盒、胶回收

试剂盒及ＰＣＲ产物回收试剂盒均购自 Ｑｉａｇｅｎ公

司。ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００脂质体转染试剂盒购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＤＭＥＭ 及 ＴＲＩｚｏｌ购自 Ｇｉｂｃｏ公

司。兔抗人蛋白激酶Ｇ（ＰＫＧ）Ⅰａ多克隆抗体购自

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．２　人ＰＫＧⅠα的克隆及序列测定　以常规方法

从人肺动脉组织中提取总 ＲＮＡ，并进行 ＲＴＰＣＲ。

以寡脱氧胸苷酸（ｏｌｉｇｏｄＴ）为引物进行逆转录，反应

条件为：７０℃５ｍｉｎ，５５℃６０ｍｉｎ；产物进行定量后，

取２μｇ进行ＰＣＲ扩增。ＰＫＧⅠα的引物序列为：上

游５′ＣＣＴＡＣＡＧＡＧＴＣＧＧＣＴＡＣＴＡＴＧＧＣＧ

Ｃ３′；下游 ５′ＡＴＣ ＡＧＧ ＣＣＧ ＣＧＡ ＡＡＧ ＴＣＣ

ＴＧＴＴＡＴＣ３′。上游引物含ＳａｌⅠ酶切位点，下游

引物含ＳｐｈⅠ酶切位点。ＰＣＲ反应条件为：９８℃

２ｍｉｎ，９７℃６０ｓ、５６℃６０ｓ、７２℃９０ｓ共３５个循环，

再７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电

泳证实后，用ＳａｌⅠ和ＳｐｈⅠ酶切，胶回收目的基因

片段。回收的片段经多聚腺苷加尾（ＡＴａｉｌｉｎｇ）反应

后，与载体ｐＧＥＭＴ 连接，对重组质粒ｐＧＥＭＴ

ＰＫＧⅠα进行ＰＣＲ及酶切鉴定，并测序分析。

１．３　腺病毒穿梭质粒ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＰＫＧⅠα的

构建　重组质粒 ｐＧＥＭＴＰＫＧⅠα及穿梭质粒

ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ经ＳａｌⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切后，纯化

酶切产物，用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接ＰＫＧⅠα及线性

化的ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ（３７℃１８ｈ），转化ＤＨ５α感受

态细菌，在含有卡那霉素抗性的平板上培养过夜，筛

选转化的菌落，进行酶切鉴定。

１．４　重组腺病毒质粒ｐＡｄＣＭＶＰＫＧⅠα的构建　
腺病 毒 骨 架 质 粒 ｐＡｄＥａｓｙ１ 经 氯 化 钙 法 转 化

ＢＪ５１８３细菌，通过氨苄西林抗性的ＬＢ平板筛选，鉴

定正确的克隆即为ｐＡｄＥａｓｙ１转化细菌。小量抽提

质粒ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＰＫＧⅠα，经ＰｍｅⅠ酶切线性

化后，取５μｌ转化 ＡｄＥａｓｙ１的感受态细菌，转化菌

用含有卡那霉素抗性的平板筛选，１６ｈ后挑取平板

上较小的菌落，抽取质粒，根据电泳的结果初步筛选

出阳性重组子ｐＡｄＣＭＶＰＫＧⅠα，并经ＰａｃⅠ酶切

鉴定。重组病毒质粒转化ＤＨ５α感受态细菌，获得

高拷贝数的质粒备用。

１．５　重组腺病毒 ＡｄＣＭＶＰＫＧⅠα的包装和扩增

　ＰａｃⅠ酶切重组腺病毒质粒ｐＡｄＣＭＶＰＫＧⅠα，

暴露其反转末端重复序列（ＩＴＲ）。用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ

ｎｅＴＭ２０００将线性化的ｐＡｄＣＭＶＰＫＧⅠα转染至

７０％～８０％融合的 Ａｄ２９３细胞中，培养８ｈ后更换

含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ，２４ｈ后观察细胞形态变

化及绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）表达情况。３～４ｄ后当

９０％以上细胞出现病理征时（细胞呈现葡萄样串珠

状改变，部分细胞漂浮）；收集细胞，－２０℃和３７℃反

复快速冻融４次。每次冻融后在微量震荡器中震荡

１５ｓ，使细胞破裂释放出病毒。然后１２０００×ｇ离心

１０ｍｉｎ，将上清液转移至新Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中。上清

液中含有大量扩增的重组腺病毒载体，此时获得的

病毒液尚未纯化，称为粗制病毒液（ｃｒｕｄｅｖｉｒｕｓｌｉｑ

ｕｉｄ，ＣＶＬ）。

１．６　重组腺病毒 ＡｄＣＭＶＰＫＧⅠα的鉴定　病毒

上清感染ＰＡＳＭＣｓ后进行以下检测：取约５×１０６个

ＰＡＳＭＣｓ细胞，用ＲＴＰＣＲ检测 ＡｄＰＫＧⅠα转染

后的转录水平，引物及反应条件同１．２；用蛋白裂解

液裂解后进行蛋白质印迹检测。未转染ＡｄＰＫＧⅠ

α组为对照组，ＧＡＰＤＨ作为内参照。

１．７　重组腺病毒滴度测定　采用 ＧＦＰ法进行测

定。在９６孔板上接种Ａｄ２９３细胞，设定４个复孔，

细胞数４×１０４。培养２４～４８ｈ后，待细胞达到９０％
以上融合后加入拟测病毒液。病毒液使用ＤＭＥＭ
高糖培养液进行稀释，达到１０－２、１０－３、１０－４、１０－５、

１０－６、１０－７、１０－８、１０－９、１０－１０不同的稀释倍数。吸取

上清后，分别加入每个稀释度的病毒载体，每孔１００

μｌ。每孔设３个复孔，剩下１孔加入ＤＭＥＭ 高糖培

养液作为对照（不含腺病毒）。２４ｈ后在倒置荧光显

微镜下观察并计数，根据如下公式计算病毒滴度：

　　滴度（ｐｆｕ／ｍｌ）＝ＧＦＰ
阳性细胞数×病毒稀释度
病毒稀释液体积

２　结　果

２．１　ＰＫＧⅠα基因的克隆　ＲＴＰＣＲ产物进行琼

脂糖凝胶电泳后，回收片段克隆入载体ｐＧＥＭＴ获

得重组质粒ｐＧＥＭＴＰＫＧⅠα，重组质粒经ＳａｌⅠ、

ＳｐｈⅠ双酶切后可见２．２ｋｂ条带。测序证实为全长

的人ＰＫＧⅠα基因。用ＳａｌⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切重组
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质粒ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＰＫＧⅠα，得到约９．２ｋｂ和

２．２ｋｂ的２个片段，分别代表穿梭载体ｐＡｄＴｒａｃｋ

ＣＭＶ和ＰＫＧⅠα基因片段，证明穿梭质粒构建成

功。

２．２　重组腺病毒质粒ｐＡｄＣＭＶＰＫＧⅠα的鉴定　
ＰｍｅⅠ酶切线性化ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶＰＫＧⅠα后，转

入含有腺病毒基因组质粒ＡｄＥａｓｙ１的ＢＪ５１８３感受

态细菌中，进行同源重组获得重组腺病毒质粒ｐＡｄ

ＣＭＶＰＫＧⅠα。ＰａｃⅠ酶切重组质粒后见３０ｋｂ和

４．５ｋｂ的特征性的电泳条带，证明同源重组成功。

２．３　重组病毒感染Ａｄ２９３细胞后的鉴定

２．３．１　重组病毒感染Ａｄ２９３细胞后ＧＦＰ的表达　
含有ＡｄＰＫＧⅠα病毒的上清液感染 Ａｄ２９３细胞，

培养４８ｈ后细胞出现较为明显的完全ＣＰＥ征（图

１）。离心后细胞沉淀呈现强绿色，表明胞内含有大

量的病毒，提示 ＡｄＰＫＧⅠα能够在 Ａｄ２９３细胞中

大量扩增。反复冻融／震荡后裂解离心，上清液呈现

较明显的绿色，为ＣＶＬ液；而离心下来的细胞碎片

沉淀绿色消失，表现为白色。说明细胞裂解后，病毒

释放出来存在于上清液中，该上清液为ＣＶＬ液。多

次进行扩增后，－７０℃保存约２ｍｌ的 ＡｄＰＫＧⅠα
ＣＶＬ液。

图１　同一个视野的普通光镜图和荧光光镜图

Ｆｉｇ１　Ｔｈｅｓａｍｅｖｉｓｕａｌｆｉｅｌｄｕｎｄｅｒｌｉｇｈｔ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ａ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ：ｍｏｓｔＡｄ２９３ｃｅｌｌｓｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｒｉｇｈｔ

ｇｒｅｅｎｃｏｌｏｒ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔＡｄＰＫＧⅠαｉｎｔｒｕｄｅｄｉｎｔｏＡｄ２９３ａｎｄｄｕ

ｐｌｉｃａｔｅｄａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ；Ｂ：Ｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ：ｃｏｍｐｌｅｔｅＣＰＥ

ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎｉｎｄｉｃａｔｅｄｓｔｒｏｎｇｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＡｄＰＫＧⅠα．Ｏ

ｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．３．２　病毒感染Ａｄ２９３细胞后目的基因转录及蛋

白的表达　ＡｄＰＫＧⅠα转染 Ａｄ２９３细胞后，ＲＴ

ＰＣＲ检测ＰＫＧⅠαｍＲＮＡ表达水平明显高于转染

前，证实该病毒载体中携带有ＰＫＧⅠα基因并进行

了转录（图２Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测结果显示，转染

ＡｄＰＫＧⅠα后ＰＡＳＭＣｓ中ＰＫＧⅠα的磷酸化蛋白

含量明显增高（图２Ｂ）。

图２　ＡｄＰＫＧⅠα转染前后ＰＫＧⅠα的转录和表达

Ｆｉｇ２　ＣｈａｎｇｅｏｆＰＫＧⅠαｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｂｅｆｏｒｅ／ａｆｔｅｒＡｄＰＫＧⅠαｉｎｔｒｕｄｅｄｉｎｔｏＡｄ２９３ｃｅｌｌｓ
Ａ：ＥｌｅｃｔｏｒｐｈｅｒｏｇｒａｍｏｆＲＴＰＣＲ．ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｌｅｖｅｌｏｆＰＫＧⅠα

ｏｂｖｉｏｕｓｌｙｒｉｓｅｄａｆｔｅｒＡｄＰＫＧⅠαｉｎｔｒｕｄｅｄｉｎｔｏＡｄ２９３ｃｅｌｌｓ．Ｂ：Ｅｌｅｃ

ｔｏｒｐｈｅｒｏｇｒａｍｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＰｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＰＫＧⅠαｏｂｖｉｏｕｓｌｙ

ｒｉｓｅｄａｆｔｅｒＡｄＰＫＧⅠαｉｎｔｒｕｄｅｄｉｎｔｏＡｄ２９３ｃｅｌｌｓ

２．４　病毒滴度的测定　足量携带ＧＦＰ的ＡｄＰＫＧ

Ⅰα进入Ａｄ２９３细胞后，光镜下观察到Ａｄ２９３细胞

呈现完全ＣＰＥ状态，由于ＧＦＰ表达，在蓝色荧光下

呈现亮绿色。在１０－２稀释度下，观察到细胞亮绿色

强度很高，随着稀释度的增大，亮绿色的强度逐渐减

弱，表明亮绿色的强度与进入细胞的ＡｄＰＫＧⅠα量

有较好的相关性。由于１０－６孔荧光亮点过于密集，

而１０－８过于稀少，因此选择稀释度为１０－７孔计算。

３孔的阳性细胞数为（１０＋１４＋７）／３＝１０．３，算得滴

度为１０．３×１０７／０．１＝１．０３×１０９。

３　讨　论

　　ＰＫＧ分为胞质可溶性Ⅰ型和膜结合性Ⅱ型，其

中Ⅰ型相对分子质量７６０００，又分为α和β２个亚

型，是由相同的基因两种不同的结合而形成。近年

来的研究显示ＰＫＧⅠα途径对ＰＡＳＭＣ表型起重要

的调节作用［１２］。激活后的ＰＫＧⅠα作用于多种底

物，包括血管扩张刺激磷蛋白（ＶＡＳＰ）、肌球蛋白轻

链激酶（ｍｙｏｓｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＬＣＫ）、Ｒｈｏ家

族、ＨＳＰ２７、Ｍａｘｉｋ通路、ＭＡＰＫ等，通过调节细胞
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内磷酸化和去磷酸化的平衡、Ｇ蛋白功能、骨架蛋白

系统等来调控ＰＡＳＭＣ的表型。转染ＰＫＧⅠα后，

可使体外培养的合成型细胞转化为收缩表型，不但

细胞形态学明显发生变化，而且一些表型标志基因

的表达也产生相应的变化，如ＳＭＭＨＣ、ＳＭαａｃｔｉｎ
和ｃａｌｐｏｎｉｎ等基因表达上调，同时伴有骨桥蛋白和

ＰＤＧＦ受体表达水平下降；抑制ＰＫＧⅠα的表达，则

ＰＡＳＭＣ可转化为合成型［３５］。而转化为合成型的

ＰＡＳＭＣ能够进行增殖、迁移，也是低氧肺血管重建

的主要病理变化。这些研究结果显示ＰＫＧⅠα基因

可能在低氧肺血管重建中起到重要的调控作用，可

能为今后低氧肺血管重建的基因治疗提供一个作用

靶点，值得进行深入的研究。

　　由于ＰＫＧⅠα是一种细胞内固有表达的非分泌

型蛋白，因此对其研究手段主要是基因敲除、转基因

动物和外源基因的转（感）染［６］。对于肺动脉平滑肌

细胞而言，用腺病毒作为载体进行外源性ＰＫＧⅠα
基因的导入手段，更为经济、简便和有效。本研究构

建了携带有ＰＫＧⅠα基因的腺病毒载体，并进行包

装和扩增，以及滴度测定过程。构建方法基本上根

据文献［７８］报道的方法进行，同时进行了如下的调

整，即用菌液进行ＰＣＲ初步筛选阳性菌落。通过此

方法可以同时进行广泛的菌落筛选；在此粗筛的基

础上再选择阳性菌落进行质粒提取和酶切，减少了

烦琐的质粒提取过程以及大量的酶切鉴定；用化学

方法转化ＢＪ５１８３实现同源重组，操作较电转法更加

简便；在缩短ＤＮＡ脂质体复合物与接受转染Ａｄ２９３
细胞的孵育时间方面，部分文献推荐在ＤＮＡ脂质体

复合物加入待转染 Ａｄ２９３细胞后，３７℃、体积分数

５％ＣＯ２孵箱内孵育２４～４８ｈ再补加完全培养液，但

是由于脂质体的细胞毒性作用，会造成大量细胞死

亡；本研究在此过程中参照于林君等［９］用２～３ｈ的

孵育时间，细胞死亡较少，转染效果也能够达到实验

要求。

　　综上所述，所构建的携带野生型ＰＫＧⅠα重组

腺病毒能够高效地在靶细胞中表达目的基因，可以

用于下一步实验研究。
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