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!摘要"
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目的
!

包装人
-AJCF!

$

T%"!i

%突变型的腺病毒后感染原代
5?

乳鼠心肌细胞#构建细胞模型&

方法
!

首先

通过
Z\

及
VT

重组获得人
-AJCF!

$

T%"!i

%突变型的腺病毒表达载体#将其线性化转染
!F%

细胞进行腺病毒包装和扩增&

收集纯化腺病毒液感染原代
5?

乳鼠心肌细胞后进行蛋白质印迹法检测&

结果
!

-AJCF!

$

T%"!i

%突变型的腺病毒载体经

测序验证插入序列正确#腺病毒感染乳鼠心肌细胞后蛋白质印迹法检测其过表达明显$

-

$
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结论
!

包装人
-AJCF!

$

T%"!i

%突变型基因的腺病毒并成功感染
5?

乳鼠心肌细胞#为进一步研究基因
-AJCF!

$

T%"!i

%突变体的功能奠定了基础&
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心脏综合征是一种罕见的常染色体

显性遗传病#是由于编码单磷酸腺苷$

)*+2/;-2+
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'6\

%激活蛋白激酶 $
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%

,
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亚 基 的

-AJCF!

基因遗传性缺陷#从而导致不同临床表现

度的多种心脏表型#典型表现为心室预激'进展性传

导系统疾病和心脏肥大)

#

*

&目前研究认为#

-AJCF!

心脏综合征是一种由于
'6\c

活性紊乱

导致糖原沉积的心脏代谢性疾病)

!

*

&本研究通过包

装人
-AJCF!

$

T%"!i

%突变型的腺病毒并感染乳

鼠心肌细胞#为进一步研究基因
-AJCF!

$

T%"!i

%

突变的功能以及
-AJCF!

心脏综合征的发病机制

奠定基础&

?

!

材料和方法

#<#

!

主要材料与试剂
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!F%

细胞由本实验室自行

+

H%

+
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人
-AJCF!

$

T%"!i

%突变型
5?

乳鼠心肌细胞模型的建立及检测

保存#大肠杆菌
?YD

(

感受态细胞由本实验室自行

制备#突变型人
-AJCF!

$

T%"!i

%的真核表达载体

I

\Tc'X!

$

T%"!i

%

EATN5!ENXK\

由笔者自行构

建(腺病毒重组及表达质粒
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和
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=DE?N5P

$
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O
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公司%(
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4G

聚合酶'重组酶'脂质体
3-

I
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$

A2:-71/

O

+2

公司%(

=&

I

聚合酶)生工生物工程$上海%股份有限公司*(

限制性内切酶
-&+

&

$

>NZ

公司%(普通质粒小抽试

剂盒'琼脂糖凝胶
?>'

回收试剂盒和
\LT

清洁试

剂盒$

'G

8O

+2

公司%(

PTAb/3

试剂$

A2:-71/

O

+2

公

司%(反转录酶$

\1/,+

O

)

公司%#

?6N6

培养基及血

清$

X-J(/

公司%#链霉素"青霉素$

5-

O
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抗体$

'J(),

公司%&

#<!

!
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重组引物设计与合成
!

设计含重组位点的

Z\

重组引物&上游引物!

K#

#
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(下游引
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#
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&以上引物由生工生物工程$上海%股

份有限公司合成&
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$突变型腺病毒载体的
Z\

重组及鉴定
!

以
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$
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%突变型的真核

表达载体
I
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$
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%

EATN5!ENXK\

为模

板#采用
Z\

重组引物
K#

"

T#

扩增目标序列&

\LT

体系如下!模板质粒
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)

V
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#
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"

V 6
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#

)

V

#

#"_Z044+1D

)

V

#无菌双蒸水加至
D"

)

V

&反应体

系在冰上配制#混匀#瞬时离心后置
\LT

仪#

FDk

预

变性
%,-2

(

FDk

变性
%";

#

DBk

退火
%";

#

$Bk

延伸

#B";

#进行
%"

个循环(最后
$Bk

延伸
#",-2

&琼脂

糖凝胶电泳分离
\LT

产物#并用
'G

8O

+2

胶回收试

剂盒回收目的片段&

使用
A2:-71/

O

+2

的
Z\

重组系统将扩增得到的

目的片段
\Tc'X!

$

T%"!i

%

EATN5ENXK\

重组到

中间载体
I

?@>T!!#

上#

Z\

重组反应体系!

Z\

重

组
\LT

产物
!

)

V

#

I

?@>T!!#:+(7/1#

)

V

#

Z\

(3/2);+

$

+2b

8

,+,-G!

)

V

#无菌双蒸水加至

#"

)

V

#

!Dk

反应过夜后加入
#

)

V

蛋白酶
c

#

%&k

反

应
#",-2

&

取
D<"

)

V

重组反应液转化大肠杆菌
?YD

(

感

受态细胞&次日挑取单菌落#置于
!"

)

V

无菌水中

溶解#取
#

)

V

菌液作为模板#

K#

"

T#

为引物进行菌

落
\LT

#

\LT

体系如下!模板
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V
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的
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V
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V

#无菌双蒸水加至
#D

)

V

&反应体系在冰上

配制#混匀#瞬时离心后置
\LT

仪#

FDk

预变性

%,-2

(

FDk

变性
%";

#

DBk

退火
%";

#

&!k

延伸
#B"

;

#进行
%"

个循环(最后
&!k

延伸
#",-2

&将
\LT

鉴定呈阳性的克隆接到
VZ

培养液中#摇菌过夜#次

日抽提质粒送测&

#<H

!

突变型
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#
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$腺病毒载体的
VT

重组及鉴定
!

使用
A2:-71/

O

+2

的
VT

重组系统将

I

?@>T!!#ET%"!iEATN5ENXK\

中间载体上携带的

目的片段重组到腺病毒载体
I

'*

"

L6=

"

=DE?N5P

#

VT

重组反应体系!

I

?@>T!!#ET%"!iEATN5ENXK\

质粒
#

)

V

#

I

'*

"
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质粒
#

)

V

#

VT
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$

+2b

8

,+,-G!

)

V

#无菌双蒸水加至

#"

)

V

&

!Dk

反应过夜后加入
#

)

V

蛋白酶
c

#

%&k

反应
#",-2

&

取
D<"

)

V

重组反应液转化大肠杆菌
?YD

(

感

受态细胞&次日#挑取单菌落#置于
!"

)

V

无菌水中

溶解#取
#

)

V

菌液作为模板#

K#

"

T#

为引物进行菌

落
\LT

#

\LT

体系如下!模板
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V

#
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V

的
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和
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V

#
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#<D

)

V

#无菌双蒸水加至
#D

)

V

&反应体系在冰上

配制#混匀#瞬时离心后置
\LT

仪#

FDk

预变性
%

,-2

(

FDk

变性
%";

#

DBk

退火
%";

#

&!k

延伸
#B";

#

进行
%"

个循环(最后
&!k

延伸
#",-2

&将
\LT

鉴

定呈阳性的克隆接到
VZ

培养液中#摇菌过夜#次日

抽提质粒送测&

#<D

!

突变型
-AJCF!

#

T%"!i

$腺病毒包装"扩增

及检测
!

将
D_#"

D的
!F%

细胞接种至
$

孔板#培养

条件为
?6N6Q#"S

胎牛血清$

KZ5

%

Q#S

链霉

素"青霉素#

DS L@

!

'

FDS

湿润空气'

%&k

培养&第

!

天 细 胞 融 合 度 约
D"S

&

-&+

&

酶 将
I

'?E

\Tc'X!

$

T%"!i

%

EATN5!ENXK\

质粒线性化后#

采用脂质体
3-

I

/!"""

转染
!F%

细胞&转染
BM

后#

换新鲜完全培养液继续培养#

HBM

后观察细胞状态#

+

D%

+
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用胰酶消化细胞传至
#"(,

细胞培养板#每
!*

换

新鲜培养液#

&*

可看到明显的病毒斑出现&

至大量细胞崩解脱落#将细胞培养上清及细胞

碎片收集于离心管中放于超低温冰箱冷冻#

!M

后取

出至
%&k

融解#如此反复冻融两次裂解细胞&将反

复冻融的病毒液
#D""_

2

离心
#D,-2

后#每

#""

)

V

感染
#"(,

皿
!F%

细胞
#

皿#共计感染
!D

皿#将初始得到的腺病毒继续扩增#至细胞崩解后收

集病毒液过滤#于
HkD""""_

2

离心
!M

#浓缩液按

照
D"

)

V

小量分装保存于超低温冰箱&

采用
PLA?

D"

法检测病毒滴度#将浓缩获得的病

毒液梯度稀释至
#"

a$

"

#"

a#%共
B

个梯度#准备
F$

孔板
!F%

细胞一板#每个梯度稀释
#"

孔细胞#培养
B

*

后观察细胞病变率#计算病毒滴度&

#<$

!

原代
5?

乳鼠心肌细胞的分离和培养
!

用

&DS

乙醇对乳鼠)

5LUc

$沪%

!""&E"""%

*胸部消毒
!

次#用
#

把无菌剪刀剪开左侧胸部皮肤#用第
!

把无

菌剪刀剪开胸腔并剪断动脉等#取出心脏并去除心

室以外的心脏组织#低温条件下用
?EY)2̂

/

;

液清

洗
%

遍#以去除血凝块等杂质&将心肌剪碎为约
#

,,_#,,_#,,

大小的组织块#加入预先配好的

$,V

消化液#混匀#将液体及组织块转入锥形瓶#置

入
%&k

水浴摇床中消化
H,-2

#用无菌塑料吸管轻

轻吹打
#,-2

#转入离心管#离心
#,-2

$

&"_

2

%(弃

上清液#沉淀的组织中加入
$,V

消化液再次
%&k

水浴消化
$,-2

#轻轻吹打#离心
#,-2

$

&"_

2

%(收

集上清液$含心肌细胞%#沉淀的心肌组织继续进行

消化&如此反复
D

次#分别收集含有心肌细胞的上

清液#每次收集的上清液中加入
#,VKZ5

终止消

化#离心
$,-2

$

%""_

2

%#弃上清#试管底部沉淀即

为实验所需的
5?

乳鼠心肌细胞&

用
?6N6

"

K#!Q#"SKZ5Q

双抗配制的培养

液将非心肌细胞的杂物用重悬的方法沉淀#吸取上

层细胞悬液$为心肌细胞%#将其转入细胞培养皿#置

入细胞培养箱$

DSL@

!

'

%&k

%进行培养&收集
D

次

消化后的重悬液体#用
!""

目筛网过滤#除去未消化

完的组织块#将过滤的液体移入培养瓶#培养
#<DM

#

利用差速贴壁的方法将心肌细胞和成纤维细胞分

离&将上层的液体$含心肌细胞%吸出#放于试管中

$等待种植%#用细胞计数板计算细胞数量#调整心肌

细胞的密度为
D_#"

D

"

,V

#将其种植于
$

孔板中#

HB

M

后更换培养液#其后每
!H

小时更换培养液
#

次#

至第
&!

小时#心肌细胞连接成片'同步化有序波动

后#可进行腺病毒感染&

#<&

!

-AJCF!

#

T%"!i

$突变型腺病毒感染
5?

乳

鼠心肌细胞后的蛋白质印迹法检测
!

将
-AJCF!

$

T%"!i

%突变型及阴性对照腺病毒按照感染复数

$

6@A

%为
!"

感染
$

孔板
D<"_#"

D

"

,V

密度乳鼠心

肌细胞#培养条件为
?6N6

"

K#!Q#"SKZ5Q#S

链霉素"青霉素'

DS L@

!

'

FDS

湿润空气'

%&k

&并

于
&!M

收样#经蛋白裂解及定量#取
!"

)

O

上样电

泳#电转
\=?K

膜后进行蛋白质印迹法检测&

DS

脱脂奶粉室温封闭
#<DM

#

\Tc'X!

兔多抗按稀释

比
#j!D"

于
Hk

孵育过夜(

\Z5P

洗膜
D,-2

(羊抗

兔二抗稀释比
#jD"""

室温孵育
#M

#

\Z5P

洗膜
D

,-2_H

次#与增强化学发光试剂$

NLV

%反应
!,-2

#

U

线胶片压片曝光
#,-2

&

#<B

!

统计学处理
!

采用
5\55#H<"

统计软件对实

验数据进行分析#所有数据均以
&

.R(

表示#采用
"

检

验#检验水准$

(

%为
"<"D

&

@

!

结
!

果

!<#

!

人突变型基因
-AJCF!

#

T%"!i

$的
Z\

重

组鉴 定
!

经
Z\

重 组 扩 增 得 到 的 阳 性 片 段

\Tc'X!

$

T%"!i

%

EATN5!ENXK\

与 中 间 载 体

I

?@>T!!#

进行
Z\

重组#将重组反应液转化大

肠杆菌
?YD

(

感受态细胞#进行菌落
\LT

鉴定#

结果如图
#

#阳性克隆送测结果经比对与原序列

完全一致&

图
?

!

中间载体
&

I9M<@@?EP<>8J@

$

<BR@

Y

%

E

C<!OE!JAP

的
P=<

鉴定

A'

1

?

!

=*$*+

%

P=<6.#','(")'*+*,

&

I9M<@@?E

P<>8J@

!

<BR@

Y

"

EC<!OE!JAP

6

!

?>' ,)1̂+1

(

#

!

>+

O

)7-:+(/271/3

$

**Y

!

@);7+,

I

3)7+

%(

!

!

\/;-7-:+(/271/3

#

I

\Tc'X!

$

T%"!i

%

EATN5!ENXK\);7+,

I

3)7+

(

%EB

!

5-G(3/2+;

#

3)2+%

#

D

#

)2*B)1+

I

/;-7-:+(3/2+;

+

$%

+
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第
#

期
<

陈
!

挺#等
<

人
-AJCF!

$

T%"!i

%突变型
5?

乳鼠心肌细胞模型的建立及检测

!<!

!

腺病毒载体
I

'?ET%"!iEATN5!ENXK\

的

\LT

鉴定
!

VT

重组系统将
I

?@>T!!#E\Tc'X!

$

T%"!i

%

EATN5!ENXK\

中间载体上携带的目的片

段重组到腺病毒载体
I

'*

"

L6=

"

=DE?N5P

#将重组

反应液转化大肠杆菌
?YD

(

感受态细胞#进行菌落

\LT

鉴定#结果如图
!

#阳性克隆送测结果经比对与

原序列完全一致&

图
@

!

腺病毒载体
&

8IEP<>8J@

$

<BR@

Y

%

E

C<!O@E!JAP

的菌落
P=<

鉴定

A'

1

@

!

=*$*+

%

P=<6.#','(")'*+*,

&

8IE

P<>8J@

$

<BR@

Y

%

EC<!O@E!JAP

6

!

?>' ,)1̂+1

(

#

!

>+

O

)7-:+(/271/3

$

**Y

!

@);7+,

I

3)7+

%(

!

!

\/;-7-:+(/271/3

#

I

\Tc'X!

$

T%"!i

%

EATN5!ENXK\);7+,

I

3)7+

(

%E&

!

'33/44-:+(3/2+;)1+

I

/;-7-:+(3/2+;

!<%

!

原代
5?

乳鼠心肌细胞的培养
!

#!M

时细胞多

数贴于培养皿上#仅仅少数心肌细胞有偶尔跳动&

HB

M

后观察细胞#其互相融合接触形成网格形状$图

%'

%#跳动增强#搏动有力&

F$M

后观察#整片培养皿

的细胞融成一片$图
%Z

%#跳动速率
B"

"

#""

次"
,-2

&

图
B

!

乳鼠心肌细胞的原代分离培养

A'

1

B

!

=3$)3#.*,)4.+.*+")"$#")("#-'*/

%

*(

%

).0

'

!

HBM

(

Z

!

F$M<@1-

O

-2)3,)

O

2-4-()7-/2

!

_#""

!<H

!

'?E\Tc'X!

#

T%"!i

$

EATN5!ENXK\

腺病毒

包装及感染
5?

乳鼠心肌细胞结果
!

经检测
'?E

\Tc'X!

$

T%"!i

%

EATN5!ENXK\

腺病毒的滴度为

$<D_#"

##

A9

"

,V

&按照
6@À %"

感染
5?

乳鼠心

肌细胞感染率可达到
B"S

以上#白光及荧光照片见

图
H

&

!<D

!

'?E\Tc'X!

#

T%"!i

$

EATN5!ENXK\

腺病毒

感染
5?

乳鼠心肌细胞蛋白质印迹法检测结果
!

检

测发现#

'?E\Tc'X!

$

T%"!i

%

EATN5!ENXK\

腺病

毒感染组相对乳鼠心肌细胞和阴性对照病毒感染

组#

\Tc'X!

表达量增高$腺病毒感染组!

#<D!R

"<"H

#乳鼠心肌细胞!

#<"BR"<"B

#阴性对照组!

#<#%R"<"!

%#差异有统计学意义$

-

$

"<"D

%#见图
D

&

图
L

!

腺病毒
8IEP<>8J@

$

<BR@

Y

%

EC<!O@E

!JAP

感染乳鼠心肌细胞

A'

1

L

!

M.*+")"$#")("#-'*/

%

*(

%

).0'+,.()'*+2')4

8IEP<>8J@

$

<BR@

Y

%

EC<!O@E!JAP

'

!

WM-7+3-

O

M7

(

Z

!

K3/01+;(+2(+<@1-

O

-2)3,)

O

2-4-()7-/2

!

_#""

图
S

!

腺病毒
8IEP<>8J@

$

<BR@

Y

%

EC<!O@E

!JAP

感染乳鼠心肌细胞的蛋白质印迹法检测

A'

1

S

!

Z.0).#+7$*))'+

1

"+"$

%

0'06.#',

%

'+

1

8IE

P<>8J@

$

<BR@

Y

%

EC<!O@E!JAP'+,.()'*+

*,+.*+")"$#")("#-'*/

%

*(

%

).0

#

!

>+/2)7)31)7()1*-/,

8

/(

8

7+;);J3)2̂ (/271/3

(

!

!

>+/2)7)31)7

()1*-/,

8

/(

8

7+;-24+(7+* ]-7M '?ENXK\ );2+

O

)7-:+(/271/3

(

%

!

>+/2)7)31)7()1*-/,

8

/(

8

7+;-24+(7+*]-7M'?E\Tc'X!

$

T%"!i

%

E

ATN5!ENXK\

B

!

讨
!

论

-AJCF!

基因是
'6\c

,

!

亚基的编码基因#

其突变可使
'6\c

活性紊乱#导致糖原沉积的心脏

代谢性疾病#调节
'6\c

活性可使心脏获益)

%

*

&

LM+02

O

等)

H

*首 先 确 定 并 克 隆 了
-AJCF!

的

(?>'

#该基因包括
#$

个外显子并且至少包含
%"

万

个碱基&另一种不同转录起始于第
H

个内含子#其

转录产物与外显子
D

"

#$

相对应#转录产物的全长

及 截 短 部 分 则 分 别 代 表 了
\Tc'X!)

及

\Tc'X!J

#它们均在心脏组织高度表达)

DE$

*

&

D

个

错义突变及
#

个移码突变已经在
\Tc'X!

的密码

序列中被发现#在
&

个家系的研究中发现最常见的

+

&%

+
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!

!"#$

年
#

月#第
%&

卷

突变是
%"!

位的精氨酸被谷胺酰胺所代替

$

T%"!i

%#不同的临床表现可能与特异性的突变相

对应)

&

*

&另外
6/M02

等)

B

*研究发现#钠"葡萄糖协

同转运蛋白
#

$

5XVP#

%在糖原累积过程中也会升

高#将其敲低可减弱
-AJCF!

心脏综合征症状#其

作用仅次于
-AJCF!

突变&

-AJCF!

心脏综合征的患者均被证实有

-AJCF!

基因突变&迄今为止#已发现的突变已有

数十种之多#不排除在后续的研究中发现新的突变&

所有这些突变都是形成
-AJCF!

心脏综合征的重

要因素#所以对于这些基因突变进行研究#进而阐述

其发病机制及药物靶点显得尤为重要&

本实验室前期研究发现#突变位点
X#""5

区别

于之前发现的所有突变位点#位于非
LZ5

区域#对

X#""5

突变进行体外细胞功能研究#明确了这一突

变位点在汉族人
-AJCF!

心脏综合征家系心律失

常发病中的作用通路)

F

*

&

6-(M)+3

等)

#"

*在过表达

-AJCF!

$

>HBBA

%突变的转基因鼠上发现了与具有

该突变的人相似的心肌病和电生理表型&

c-,

等)

##

*则在
-AJCF!

$

>HBBA

%突变的转基因鼠上发

现不依赖于糖原累积的心肌疾病#即
-AJCF!

基因

突变 的 疾 病 新 机 制&

Z)2+1

C

++

等)

#!

*构 建 了

-AJCF!

$

PH"">

%突变的转基因鼠模型#观察到过

度的糖原沉积'心脏肥大'预激等表型#同时他们发

现
-AJCF!

$

PH"">

%转基因鼠的心脏
'6\c

活性

存在双相变化#早期激活#随后受到抑制#最后又恢

复到野生型水平&

针对
-AJCF!

$

T%"!i

%突变位点#

5-*M0

等)

#%

*

成功构建了
-AJCF!

$

T%"!i

%突变型小鼠#该转基

因小鼠表现出与人类相似的家系型
W\W

预激综合

征#为心脏传导系统和通路的研究提供了基础&

P)2

等)

#H

*研究发现了
-AJCF!

$

T%"!i

%预激综合

征与马海姆纤维之间的联系#这些发现支持了

\Tc'X!

可能参与心脏传导系统的新观点&刘湘

玮等)

#D

*发现#

-AJCF!

基因
T%"!i

突变导致同胞

兄弟出现不同的临床表现#即使在同一家系中

T%"!i

突变也会引起
-AJCF!

心脏综合征#显示

其具有显著的异质性&最新研究中#张亚平等)

#$

*利

用
-AJCF!

$

T%"!i

%腺病毒感染
YFL!

大鼠心肌

细胞#发现
T%"!i

突变导致心肌细胞内糖原贮积#

而钙离子稳态并未受到影响#无钙超载现象发生&

\0

等)

#&

*通过全外显子测序和
\LT

测序确认#一个

中国疾病家系的突变位点为
-AJCF!

$

T%"!i

%#此

突变位点与心肌肥大和
W\W

预激综合征有关#该

项工作为探索心肌肥大的原因以及临床诊断和预后

评估提供了理论基础&

本研究选取突变型
-AJCF!

$

T%"!i

%作为研

究对象#包装可表达突变型
-AJCF!

$

T%"!i

%的腺

病毒#将其感染乳鼠心肌细胞后#经蛋白质印迹法检

测#发现突变型
-AJCF!

$

T%"!i

%过表达明显#从

而为进一步的细胞水平研究以及后续的动物水平研

究提供了良好的工作基础&
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