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重组 Ａｋｔ腺病毒的构建及其在肝硬化大鼠
肝脏中的表达
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（中南大学湘雅三医院 １．普外一科 ２．烧伤外科，湖南 长沙 ４１００１３，３．美国纽约州立大学 Ｂｕｆｆｌｏａ分校，
ＲｏｓｗｅｌｌＰａｒｋ肿瘤研究所，Ｂｕｆｆａｌｏ１４２２２）

　　摘要：目的　探讨持续活化 Ａｋｔ且带有 ＨＡ标签（ｍｙｒＨＡＡｋｔ）基因的重组腺病毒在肝硬化大鼠
肝脏中的表达特性。方法　酶切正向插入目的基因的真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１ｍｙｒＨＡＡｋｔ，获得 ｍｙｒ

ＨＡＡｋｔｃＤＮＡ后，将其定向克隆到穿梭质粒 ｐＤＣ３１６中，然后将重组质粒与病毒骨架质粒 ｐＢＨＧｌｏｘΔＥ１，

３Ｃｒｅ共转染 ２９３细胞，获得复制缺陷型重组腺病毒 ＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ，并进行扩增、纯化。通过观察腺病

毒感染 ２９３细胞后是否出现细胞病变效应；ＰＣＲ和基因测序方法对所构建病毒进行鉴定，并采用

ＴＣＩＤ５０法检测病毒滴度。自尾静脉注射重组腺病毒 ＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ感染肝硬化模型大鼠。免疫印迹

法检测大鼠肝组织内 Ａｋｔ和 ｐＡｋｔ蛋白的表达。结果　感染的 ２９３细胞出现明显的细胞病变效应，

ＰＣＲ产物电泳证实重组腺病毒的存在，基因测序证实 ｍｙｒＨＡＡｋｔ的 ｃＤＮＡ正确插入穿梭质粒且与

ｐＢＨＧｌｏｘΔＥ１，３Ｃｒｅ正确同源重组；病毒滴度为５．５×１０１１ｖｐ／ｍＬ。从蛋白水平证实感染病毒的肝硬化模

型大鼠有外源性 Ａｋｔ基因的表达。结论　构建的重组腺病毒 ＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ能有效地感染肝硬化模

型大鼠，并可在模型大鼠中正确转录和翻译，为进一步研究腺病毒介导的 Ａｋｔ基因对肝硬化的治疗奠

定了实验基础。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（７）：６８７－６９１］
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　　为研究 Ａｋｔ基因治疗肝硬化门静脉高压症的
可行性，笔者采用细胞内同源重组的方法，将连接

有持续活化 Ａｋｔ且带有 ＨＡ标签（ｍｙｒＨＡＡｋｔ）基
因的 腺 病 毒 穿 梭 质 粒 与 腺 病 毒 骨 架 质 粒

ｐＢＨＧｌｏｘΔＥ１，３Ｃｒｅ质粒共转染 ２９３细胞，获得复
制缺陷型重组腺病毒，并研究其在肝硬化大鼠肝

脏中的表达，为进一步研究腺病毒介导的 Ａｋｔ基
因对肝硬化的治疗作用奠定实验基础。

１　材料和方法

１．１　材料及动物
ｐｃＤＮＡ３．１ｍｙｒＨＡＡｋｔ由美国纽约州立大学

Ｂｕｆｆｌｏａ分校 ＲｏｓｗｅｌｌＰａｒｋ肿瘤研究所郭立武博士构
建。重组腺病毒穿梭质粒 ｐＤＣ３１６，ｐＢＨＧｌｏｘΔＥ１，
３Ｃｒｅ质粒为加拿大 ＭｉｃｒｏｂｉｘＢｉｏｓｙｓｔｅｍ公司产品。
ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂质体购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｇｅｎ公司。
２９３细胞为人胚肾细胞，购自本原正阳基因有限
公司。限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡ分子
量 Ｍａｒｋｅｒ，蛋白质 Ｍａｋｅｒ购自晶美生物公司。免
疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）所用试剂：蛋白提取试剂盒
购 自 Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ公 司；一 抗 ａｎｔｉＡｋｔ，ａｎｔｉｐｈｏｓｐｈｏ
ＡｋｔＳｅｒ４７３（ＰＡｋｔ）均购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ公 司；ａｎｔｉＨＡ购 自 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公 司；二 抗 为
ＨＲＰ标记羊抗兔 ＩｇＧ购自 ＫＰＬ公司；ＬｕｍｉＧＬＯ化
学发光底物购自 ＫＰＬ公司；ＰＶＤＦ膜购自 Ｒｏｃｈｅ公
司；内参 ａｃｔｉｎ（ＮｅｏＭａｒｋｅｒｓ公司）。

雄性 ＳＤ大鼠 ３０只，体重（２２０±２０）ｇ（湖南
农业大学实验动物中心提供），１２ｈ光照和 １２ｈ
黑暗交替饲养。

１．２　方法
１．２．１　穿梭质粒的构建　用 ＥｃｏＲＩ／ＢａｍＨＩ双酶
切已构建好的 ｐｃＤＮＡ３．１ｍｙｒＨＡＡｋｔ质粒，回收
小片段 ｍｙｒＨＡＡｋｔ；同时用 ＥｃｏＲＩ／ＢｇｌＩＩ双酶切商
品化穿梭质粒 ｐＤＣ３１６并回收载体，利用 ＢａｍＨＩ／
ＢｇｌＩＩ为同尾酶的特性将所得的小片段与回收的载
体分别用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，即构建成穿梭载
体 ｐＤＣ３１６ｍｙｒＨＡＡｋｔ。以 ＥｃｏＲＩ／ＳａｌＩ双酶切进
行鉴定。

１．２．２　复制缺陷型腺病毒 ＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ的重
组　转染前 １ｄ，将 ２９３细胞接种于 ６孔板中。待
细胞生长至底面积的 ８０％ ～９０％时，每一转染孔
取 ｐＢＨＧｌｏｘΔＥ１，３Ｃｒｅ质粒 ４μｇ，ｐＤＣ３１６ｍｙｒＨＡ
Ａｋｔ质粒 １μｇ，混匀。取 １０μＬｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
脂质体以 ３００μＬ的 ＤＭＥＭ培养液进行稀释，室温
放置 ５ｍｉｎ。将 上述两者 混和，室 温避 光放置
３０ｍｉｎ。然后将混合物加入到细胞中。转染后第
２天，将长满的细胞传代于 ２５ｃｍ２细胞培养瓶中，
每天观察细胞病变反应（ＣＰＥ）。ＣＰＥ为细胞变大
变圆，呈葡萄状，并开始出现明显噬斑。待细胞大

部分病变后从底部脱落进行收毒。将出毒的细胞

培养瓶先后置于 －７０℃冰箱和 ３７℃水浴锅中反
复冻融３次，离心，收集含病毒的上清液。该上清
液即作为随后病毒扩增的毒种。

１．２．３　重组腺病毒 ＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ扩增、纯化及
鉴定　（１）在方瓶中接种 ２９３细胞，培养过夜。
待细胞生长至 ９０％满时，取 ２ｍＬ上述毒种接种
于培养瓶内 ２４ｈ，显微镜下观察细胞病变。（２）
待细胞完全病变后，收获病变细胞混悬液，冻融 ３
次，离心，取上清液，按同样方法接种于另外方瓶

中，收获病毒，接种转瓶。（３）在每个转瓶中接种
１．８×１０８个 ２９３细胞，待细胞生长至 ９０％融合
时，接种第 ２步收获的病毒上清液，染毒后 ７０ｈ
收获病变细胞混悬液。将混悬液 ３０００ｒ／ｍｉｎ离
心 １０ｍｉｎ，弃上清，细胞沉淀用 Ｔｒｉｓ缓冲液重悬，
反复冻融；６０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取上清液，用
ＤＮａｓｅ酶消化后，用 ０．４５μｍ的滤膜过滤，然后进
行柱纯化。用 ＳＯＵＲＳＥ１５Ｑ进行离子交换纯化，
然后用分子筛进一步纯化；将纯化后的病毒保存

于腺病毒保存液中，经除盐处理后用 ０．２２μｍ一
次性滤器过滤出菌，获得无菌的纯化病毒。

鉴定包括 ３方面：（１）腺病毒感染 ２９３细胞后
出现细胞病变效应：用待鉴定的腺病毒感染 ２９３
细胞，在感染后 ５～６ｄ出现典型的 ＣＰＥ，即可初
步判断为腺病毒。（２）ＰＣＲ扩增外源基因片段的
鉴定：扩增 ｍｙｒＨＡＡｋｔ片段，根据 Ａｋｔ上游前导肽
的编码序列及 Ａｋｔ之 ＣＤＳ下游序列合成上、下游引
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物（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成）：ｍｙｒＨＡＡｋｔＵＰ：５′ＧＧ
ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＧＡＴＧＣＧＴＧＴＧＴＡＧＣ３′； Ａｋｔ Ｄｏｗｎ：
５′ＧＧＧＧＡＴＣＣＴＣＡＧＧＣＣＧＴＧＣＣＧＣＴＧＧＣＣＧＡＧＴＡ３′。
ＰＣＲ条件：９４℃预变性 ５ｍｉｎ后，９４℃ ３０ｓ，５８℃
３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，７２℃ ５ｍｉｎ，共 ３０个循环。（３）
ＰＣＲ鉴定阳性克隆，送交测序。
１．２．４　重组腺病毒的滴度测定　采用 ＴＣＩＤ５０
法测定：２９３细胞按 １×１０４／孔接种于 ９６孔板
中，接种 ２４ｈ后将系列稀释的病毒液加入孔中，
每个稀释度接种 １０孔，设置 ２孔为阴性对照。
３７℃，５％ ＣＯ２细胞培养箱培养 １０ｄ，观察每个稀
释度 ＣＰＥ出现的百分率，按照 Ａｄｍａｘ操作手册中
的公式［Ｔ＝１０１＋ｄ（ｓ－０．５）］计算病毒的滴度（ｄ为稀
释度的对数值，ｓ为阳性比例之和），计算出重组
腺病毒的滴度。

１．２．５　动物模型制备及分组　随机取 ５只正常
大鼠作为正常对照组，自由进食标准颗粒饲料及

饮水。其余 ２５只按照动物实验方法学［１］，采用四

氯化碳复合法制备动物模型。大鼠皮下注射

４０％四氯化碳 －花生油溶液 ０．３ｍＬ／１００ｇ（体
重），每周 ２次。第 ２周开始，以 １０％乙醇作为惟
一饮料，自由饮用。饲以混有 ０．５％胆固醇存玉
米粉饲料，８周成模。随机挑选 ３只肝硬化成模
大鼠取肝组织右叶约 １０ｇ，采用 ＨＥ常规染色和
标准 ＶａｎＧｉｅｓｏｎ（ＶＧ）胶原染色，光镜下观察肝细
胞变性、坏死、炎症细胞浸润及胶原沉积情况。另

取１５只肝硬化大鼠随机分成３组：（１）肝硬化未处
理组（肝硬化组）；（２）Ａｋｔ重组腺病毒治疗组（Ａｋｔ
组）；（３）生理盐水治疗组。肝硬化形成 １周后，
Ａｋｔ组和生理盐水组分别自尾静脉注射 ３．０×１０１１

ｖｐ的 Ａｋｔ重组腺病毒［２］或等容积的生理盐水。

１．２．６　 免 疫 印 迹 （Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法 检 测 Ａｋｔ，
ｐＡｋｔ，ＨＡ蛋白的表达　取适量肝组织按体积比
１∶５加 入 组 织 细 胞 裂 解 液，电 动 匀 浆 后 冰 置
３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心 ４０ｍｉｎ，取上清液，
Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测蛋白浓度；根据目的蛋白分子质量配
制 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶，调整上样量统一为 ４０μｇ进行
电泳。常规湿转转膜操作。

２　结　果

２．１　穿梭质粒的构建
构建的穿梭质粒 ｐＤＣ３１６ｍｙｒＨＡＡｋｔ经 ＥｃｏＲ

Ⅰ／ＳａｌⅠ双酶切后，然后行 １．２％琼脂糖凝胶电
泳，电泳图显示有预期大小的特异性目的条带

（ｐＤＣ３１６质粒 ３９１３ｂｐ，ｍｙｒＨＡＡｋｔ１５０６ｂｐ）出现
（图 １）。

!""""""""""""""""""#

图 １　含有 ｍｙｒＨＡＡｋｔ片段的 ｐＤＣ３１６酶切鉴定
１：ｐＤＣ３１６ｍｙｒＨＡＡｋｔ经 ＥｃｏＲＩ／ＨｉｎｄＩＩＩ双酶切
后产生的条带；２：Ｍａｒｋｅｒ４５００（４．５ｋｂ，３ｋｂ，
２ｋｂ，１．２ｋｂ，８００ｂｐ，５００ｂｐ，２００ｂｐ）

２．２　重组腺病毒 ＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ的鉴定
２．２．１　感染性鉴定　用含目的片段的穿梭质粒
和 ｐＢＨＧｌｏｘΔＥ１，３Ｃｒｅ质粒共转染 ７ｄ后，培养板
内 ２９３细胞出现典型 ＣＰＥ（图 ２）。
２．２．２　ＰＣＲ扩增外源基因片段的鉴定　在所包
装的病毒 ＤＮＡ中均扩增出与理论大小相同的目
的片段（１５０６ｂｐ）（图 ３）。
２．２．３　ＰＣＲ鉴定阳性克隆全自动测序分析结果
　经测序鉴定目的片段与 ＧｅｎＢａｎｋ（基因库）提供
的 Ａｋｔ全长 ｃＤＮＡ序列（ｂｐ）完全一致（图 ４）。
２．３　重组腺病毒的滴度测定

ＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ扩增后，经 ＴＣＩＤ５０法测定滴
度为 ５．５×１０１１ｖｐ／ｍＬ。
２．４　各组大鼠肝脏病理形态学

正常组肝小叶形态无异常，未见肝细胞变

性、坏死及炎症细胞浸润；ＶＧ染色亦未见纤维间
隔形成。肝硬化组肝小叶正常结构消失，有大量

炎症细胞浸润，可见肝细胞变性、坏死；ＶＧ染色
可见纤维间隔，假小叶形成（图 ５）。
２．５　蛋白质印迹检测

在肝硬化大鼠 Ａｋｔ磷酸化水平降低，经尾静
脉注射途径将编码持续活化 Ａｋｔ且带有 ＨＡ标签
（ｍｙｒＨＡＡｋｔ）的基因导入肝硬化大鼠体内，能明
显恢复 Ａｋｔ磷酸化；而生理盐水组，Ａｋｔ磷酸化不
能恢复。ＨＡ蛋白表达说明外源性基因在大鼠肝
脏内成功表达（图 ６）。
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图２　ＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ重组腺病毒感染２９３细胞形态改变（×２００）Ａ：正常２９３细胞；Ｂ：病毒感染后的２９３细胞

!"""""""""""""""""""""""""#""""""""""""""""""""""""""$

图３　ｍｙｒＨＡＡｋｔ的ＰＣＲ鉴定　１：ＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ；２：阴性对
照；Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ（２０００，１０００，７５０，５００，２５０，１００
ｂｐ）

图４　ＰＣＲ鉴定阳性克隆全自动测序分析结果

图５　肝硬化大鼠肝脏病理形态学改变　Ａ：正常组（ＨＥ×１００）；Ｂ：肝硬化组（ＨＥ×１００）；Ｃ：正常组（ＶＧ×１００）；Ｄ：肝硬化组
（ＶＧ×１００）
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图６　免疫印迹法检测各组大鼠肝组织内 Ａｋｔ，ｐＡｋｔ蛋白

的表达

３　讨　论

细胞凋亡是肝硬化的始动因素，中心环节；

肝细胞的过度凋亡导致肝星形细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌ
ｌａｔｅｃｅｌｌｓ，ＨＳＣ）的活化，从而引起胶原生成增加，
肝纤维化形成［３］。Ｓｏｎｇ等［４］设计抑制 Ｆａｓ表达的
ｓｉＲＮＡ，在造模的第 ２周开始，经静脉注射导入刀
豆蛋白（ＣｏｎＡ）致肝纤维化小鼠体内，发现对照组
小鼠肝脏出现不同程度的桥状纤维化，而 ＦａｓｓｉＲ
ＮＡ治疗组无一出现肝纤维化或肝组织坏死；血
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清羟脯氨酸和 ＩＩＩ型胶原氨基肽分别下降 ７５％和
８７．５％。研究还发现，在肝损伤后期，ＦａｓｓｉＲＮＡ
仍具有保护肝细胞的作用。由此，Ｓｏｎｇ等［４］认为

通过抑制介导肝细胞凋亡的 Ｆａｓ途径，能成功地
抑制肝纤维化的形成。提示，如能在肝纤维化形

成初期通过抑制肝细胞的过度凋亡，则能抑制肝

纤维化的形成，进而阻断肝硬化［５－７］。

Ａｋｔ具有多重作用，其中很重要的是通过抑制
介导细胞凋亡的 Ｆａｓ途径而拮抗细胞凋亡［８－９］。

本研究发现，肝硬化大鼠肝内 Ａｋｔ活性降低，而在
导入 ＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ后，能够恢复 Ａｋｔ活性（表现
为 Ａｋｔ磷酸化水平得以恢复）的事实，笔者推测，
可能正是由于 Ａｋｔ活性降低，肝硬化大鼠肝内拮
抗细胞凋亡的作用大大减弱，导致肝细胞过度凋

亡，从而大量激活 ＨＳＣ。本研究构建重组腺病毒
ＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ，是为了要达到如下目的：通过抑
制 Ｆａｓ途径而抑制肝细胞的过度凋亡，从而阻断
肝硬化的形成。

另外，本研究之所以选用 ＡｄＭａｘ包装系统构
建重组腺病毒，是因为它除了具有感染高和插入

外源基因容量大等各种腺病毒系统共有的优点

外，与目前使用最普及的 ＡｄＥａｓｙ系统相比，还有
其他一些特点，如 ＡｄＭａｘ包装系统只需要 ２～４
周就能完成从质粒构建到重组出病毒，成功率大

于 ９８％；在真核细胞内重组出病毒，保持了对腺
病毒的生存压力，有助于重组腺病毒的基因组的

完整性；可以明显提高病毒产出率［１０－１３］。

本研究构建的携带 Ａｋｔ基因的腺病毒载体经
感染 ２９３细胞、ＰＣＲ扩增外源基因片段和 ＤＮＡ测
序分析，均证实 Ａｋｔ基因成功克隆入重组腺病毒
基因组中。经尾静脉将 Ａｋｔ重组腺病毒导入肝硬
化大鼠体内，通过 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法不仅检测到 ＨＡ
标记的蛋白质表达，同时还发现能使肝内受损的

Ａｋｔ活性恢复。此结论为进一步研究 Ａｋｔ基因在
肝硬化门静脉高压症的治疗提供了实验基础。
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