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应用ＡｄＥａｓｙ１腺病毒载体系统构建人ＧＤＦ５基因重组腺病毒

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（南充市中心医院／川北医学院第二临床医学院组织工程与干细胞研究所，四川南充６３７０００）

　　摘　要：目的　应用ＡｄＥａｓｙ１腺病毒载体系统构建人生长分化因子５（ＧＤＦ５）基因重组腺病毒载体，并在 ＨＥＫ２９３细胞中

扩增制备重组腺病毒。方法　将ＰＣＲ获取的ＧＤＦ５基因插入到质粒ｐＭＤ１９Ｔ中，基因测序鉴定后将目的基因克隆至腺病毒穿

梭质粒ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ，ＨｉｎｄⅢ 酶切鉴定。重组质粒经ＰｍｅⅠ酶切使之线性化并去磷酸化处理，电转化含腺病毒骨架质粒

ｐＡｄＥａｓｙ１的感受态大肠埃希菌ＢＪ５１８３，使其在细菌内发生同源重组，卡那霉素筛选，ＨｉｎｄⅢ 酶切鉴定阳性克隆，扩增重组腺病

毒质粒，并转染 ＨＥＫ２９３细胞，包装成重组腺病毒ＡｄＧＤＦ５，分别采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＴＣＩＤ５０法对ＡｄＧＤＦ５进行蛋白鉴定和滴

度测定。结果　经ＰＣＲ扩增得到的ＧＤＦ５大小约为１．７ｋｂ，基因测序结果证实该基因与ＧＥＮＢＡＮＫ中人ＧＤＦ５基因序列相

同。ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＧＤＦ５、ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＧＤＦ５ＡｄＥａｓｙ１经 ＨｉｎｄⅢ 酶切后均得到大小约为１．７ｋｂ的片段，与ＧＤＦ５大小相

符。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证实ＡｄＧＤＦ５感染 ＨＥＫ２９３细胞后大量表达成熟ＧＤＦ５蛋白。研究结果表明成功地构建了携带人ＧＤＦ５

基因的重组腺病毒载体，并制备出５．６×１０９ＰＦＵ／ｍＬ的重组腺病毒。结论　利用ＡｄＥａｓｙ１腺病毒载体系统成功构建了携带人

ＧＤＦ５基因的重组腺病毒载体，并制备出高滴度值的重组腺病毒ＡｄＧＤＦ５，为进一步研究ＧＤＦ５的生物学功能及其相关疾病的

基因治疗奠定了基础。
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　　生长分化因子５（ＧＤＦ５）亦称软骨源性形态发生蛋白１

（ＣＤＭＰ１）或骨形态发生蛋白１４（ＢＭＰ１４），是转化生长因子

β（ＴＧＦβ）超家族骨形态发生蛋白（ＢＭＰｓ）家族中的特殊成

员，是骨骼正常发生和发育必需的生长因子。ＧＤＦ５除了可
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促进软骨发生、软骨成骨、长骨发育、关节形成和修复骨、软骨、

关节损伤外，在修复受损的肌腱、韧带、神经、血管、牙组织等方

面也显示了良好的应用前景［１５］。因此，对ＧＤＦ５基因表达及

其相关疾病基因治疗的研究具有重要价值，但如何构建高效的

病毒载体将该基因转移至体内并进行正常表达是基因治疗需

要攻克的难点。作为转基因研究主要手段的 ＡｄＥａｓｙ１重组

腺病毒载体具有高转染率、高病毒滴度和广泛感染性，能感染

分裂和非分裂期细胞，且可插入外源基因片段达７．５ｋｂ等优

点。本研究拟利用该腺病毒载体系统的基因同源重组技术，构

建携带人ＧＤＦ５基因的复制缺陷型重组腺病毒，为进一步研

究ＧＤＦ５的生物学功能及其相关疾病的基因治疗奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　腺病毒穿梭质粒ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ、腺病毒骨架质粒

ｐＡｄＥａｓｙ１、大肠埃希菌 ＤＨ５ａ、ＢＪ５１８３、ＸＬ１０Ｇｏｌｄ及 ＨＥＫ２９３

购自 Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司，质粒 ｐＭＤ１９Ｔ 试剂盒、碱性磷酸酶

（ＣＩＡＰ）购自Ｔａｋａｒａ公司，质粒提取试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ公司，

ＰｍｅⅠ酶、ＰａｃⅠ酶、ＨｉｎｄⅢ 酶、脂质体购自ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏ

ｌａｄｓ公司，Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自上海生物工程公司，ＧＤＦ５单

克隆抗体购自Ｂｉｏｐｈａｍ公司，ＦＢＳ、ＤＭＥＭ 购自 Ｈｙｃｌｏｎ公司，

ＰＣＲ试剂盒购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，ＰＣＲ引物合成与基因测序

由南京金思特科技有限公司完成。

１．２　方法

１．２．１　ＧＤＦ５基因克隆到穿梭质粒ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ　根据

ＧＥＮＥＢＡＮＫ上人 ＧＤＦ５的基因序列（ＮＭ０００５５７．２），利用

Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计上游引物：５′ＡＴＧＧＧＡＣＴＧＧＡＴＡＣＡ

ＡＡＣＡＣＡ ＣＡＣＣ３′，下游引物：５′ＧＧＴ ＧＴＧ ＴＧＴ ＴＴＧ

ＴＡＴＣＣＡＧＴＣＣＣＡＴ３′。以人关节软骨ＲＮＡ为模板逆转

录成ｃＤＮＡ，做ＰＣＲ扩增反应。反应条件为：９５℃预变性５

ｍｉｎ，９４℃变性１ｍｉｎ，５９℃退火２ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３５个

循环后，７２℃延伸１０ｍｉｎ。电泳回收ＧＤＦ５ＤＮＡ并插入到质

粒ｐＭＤ１９Ｔ，抽提质粒ＤＮＡ行基因测序鉴定。质粒ＤＮＡ和

穿梭质粒ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ经 ＨｉｎｄⅢ 酶切后 Ｔ４ＤＮＡ连接酶

１６℃水浴连接过夜，产物转化大肠埃希菌ＤＨ５ａ，挑取阳性单

个菌落扩增，抽提重组质粒ＤＮＡ，ＨｉｎｄⅢ酶切鉴定，得到的重

组质粒命名为ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＧＤＦ５。

１．２．２　重组腺病毒质粒的构建和鉴定　腺病毒骨架质粒

ｐＡｄＥａｓｙ１（３３．５ｋｂ）电转化ＣａＣｌ２ 制备的ＢＪ５１８３感受态细菌

备用（电压２５ｋＶ，电容２５μＦ，电阻２００Ω）。ＰｍｅⅠ酶切

ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＧＤＦ５使其线性化，电泳回收酶切产物，加入

ＣＩＡＰ使之去磷酸化后电转化含ｐＡｄＥａｓｙ１的ＢＪ５１８３感受态

细菌。挑取阳性单个菌落，抽提质粒 ＤＮＡ，ＨｉｎｄⅢ 酶切鉴

定，得到的重组子命名为ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＧＤＦ５ＡｄＥａｓｙ１。将

重组腺病毒质粒转入ＸＬ１０Ｇｏｌｄ超感受态细胞扩增，大量提

取质粒备用。

１．２．３　重组腺病毒的包装、鉴定、扩增、纯化和滴度测定　

ＨＥＫ２９３细胞按５×１０５ 个／孔接种于无菌６孔板，第２天Ｐａｃ

Ⅰ酶切重组质粒，脂质体包裹并转染 ＨＥＫ２９３细胞，５～７ｄ出

现细胞病变反应（ＣＰＥ）后，收集病毒上清液行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴

定病毒蛋白，收集ＣＰＥ阳性孔病毒上清液，命名为ＡｄＧＤＦ５。

大量扩增重组腺病毒，采用ＣｓＣｌ梯度离心法纯化（４℃，３２０００

ｒ／ｍｉｎ离心２０ｈ）。最后，在９６孔板中应用半数组织培养感染

量（ＴＣＩＤ５０）法测定并计算病毒滴度。

２　结　　果

２．１　质粒ｐＭＤ１９ＴＧＤＦ５基因测序　ＧＤＦ５全长ｃＤＮＡ经

过ＰＣＲ扩增、琼脂糖凝胶电泳后，可得到大小约为１．７ｋｂ的

片段，与ＧＤＦ５大小一致，见图１。基因测序结果证实所整合

的目的基因与ＧＥＮＢＡＮＫ中的人ＧＤＦ５基因序列一致，为包

含有编码５０１个氨基酸的碱基序列，证实质粒ｐＭＤ１９ＴＧＤＦ

５构建成功。

图１　　ＧＤＦ５全长ｃＤＮＡ扩增

２．２　重组质粒 ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＧＤＦ５的鉴定　重组质粒

ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＧＤＦ５经过 ＨｉｎｄⅢ 酶切，１％琼脂糖凝胶电泳

后，可得到与预期结果一致的１．７ｋｂ（ＧＤＦ５）和７．５ｋｂ

（ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ）两个片段，未经ＨｉｎｄⅢ 酶切的重组质粒电泳

得到与预计大小相符的单个片段，约为９．２ｋｂ，证明质粒

ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＧＤＦ５内整合有 ＧＤＦ５ＤＮＡ，表明ｐＳｈｕｔｔｌｅ

ＣＭＶＧＤＦ５构建成功，见图２。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１：ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＧＤＦ５；２：ＧＤＦ５／ＨｉｎｄⅢ。

图２　　重组质粒ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＧＤＦ５的酶切鉴定

２．３　重组腺病毒质粒ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＧＤＦ５ＡｄＥａｓｙ１的鉴

定　挑选卡那霉素抗性克隆，提取重组腺病毒质粒 ＤＮＡ，经

ＨｉｎｄⅢ 酶切、琼脂糖凝胶电泳得到大小约为１．７ｋｂ的片段，

与ＧＤＦ５大小相符；未经 ＨｉｎｄⅢ 酶切的重组腺病毒质粒与

预计大小相符，约为３５．５ｋｂ，经酶切鉴定结果表明，重组腺病

毒质粒 ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＧＤＦ５ＡｄＥａｓｙ１ 构建成功，结果见

图３。

２．４　目的基因产物的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定　吸取重组腺病毒转

染 ＨＥＫ２９３细胞３ｄ后的病毒上清液进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，

凝胶成像出现大小约为５５×１０３、１５×１０３ 的两条蛋白条带，分

别为ＧＤＦ５前体蛋白及其裂解后的成熟单体，与Ｆｅｎｇ等
［６］的报

道一致，表明病毒上清液中存在ＧＤＦ５蛋白，且ＡｄＧＤＦ５感染

ＨＥＫ２９３细胞后大量表达成熟ＧＤＦ５蛋白，见图４。
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　　Ｍ：ＤＮＡ 标记物；１：ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＧＤＦ５ＡｄＥａｓｙ１；２：ＧＤＦ５／

ＨｉｎｄⅢ。

图３　　重组腺病毒质粒ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＧＤＦ５Ａｄ

Ｅａｓｙ１的酶切鉴定

图４　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＤＦ５蛋白表达

图５　　ＡｄＧＤＦ５感染 ＨＥＫ２９３细胞４８ｈ（×２００）

２．５　重组腺病毒的包装及滴度测定　取５μｇ重组腺病毒质

粒经ＰａｃⅠ酶切线性化、脂质体包裹后，转染 ＨＥＫ２９３细胞，第

５～７天出现了明显的ＣＰＥ：细胞变圆、间隙增宽、聚集成团，呈

串珠状样改变并部分从培养瓶壁上脱落、死亡等典型病毒细胞

病变，表明重组腺病毒ＡｄＧＤＦ５在ＨＥＫ２９３细胞中已包装成

功（图５）。反复感染－收集－冻融数次后，收集大量病毒上清

液，ＣｓＣｌ梯度离心纯化ＡｄＧＤＦ５，经ＴＣＩＤ５０法两次重复试验

得到病毒滴度值为５．６×１０９ＰＦＵ／ｍＬ。

３　讨　　论

基因转移载体的选择是影响基因治疗疗效的重要因素，腺

病毒是目前基因治疗中研究最多、应用最广的一种基因转移载

体，是长度约为３０～３５ｋｂ的双链ＤＮＡ病毒。由于腺病毒载

体介导的目的基因具有感染细胞谱广、转染效率高、病毒滴度

高且易于浓缩和储存等特点，因而在基因治疗领域具有广阔的

应用前景和研究价值［７８］。１９９８年 Ｈｅ等
［９］建立了 ＡｄＥａｓｙ系

统后，该技术得到进一步完善和发展。本研究所选择的

ＡｄＥａｓｙ１腺病毒载体系统属于第１代Ｅ１区（１～３５３３）和Ｅ３

区（２８１３０～３０８２０）双缺失型人血清５型腺病毒（Ａｄ５）载体系

统，是较为成熟、高效的腺病毒载体系统。Ｅ１区缺失的腺病

毒，丧失其自我复制能力，ＨＥＫ２９３细胞可以弥补Ｅ１区缺失。

该载体系统可感染广泛的哺乳动物细胞，并已成功地用于表达

人类和非人类蛋白质；具有高转染率、高病毒滴度，重组腺病毒

经纯化后可以达到１０１２ＰＦＵ／ｍＬ；其宿主细胞广泛，能感染分

裂和非分裂期细胞；并且容量大，可插入外源基因片段达７．５

ｋｂ。另外，安全性较好，携带的外源基因不整合到宿主细胞基

因组中，插入突变风险极低，且插入的目的基因表达相对持久

稳定；而且制备简单，可以通过超速离心得到高滴度的重组腺

病毒。

ＧＤＦ５作为骨骼正常形态发生和发育必需的软骨内成骨

诱导因子，具有特异的软骨诱导能力，能促进软骨发生、长骨发

育和关节形成。然而，该基因的缺失、突变或表达异常均会引

起多种骨与关节疾病，常染色体隐性遗传疾病已被体内外实验

所证实，主要表现为短指畸形或缺如、四肢骨短小、骨端发育不

良、软骨发育不全、关节缺失、关节错位、关节融合等［１０１１］。此

外，国内外研究还发现ＧＤＦ５基因的突变与骨关节炎（ＯＡ）、

椎间盘退行性变（ＩＤＤ）等疾病的发生发展密切相关，且应用

ＧＤＦ５修复退变的关节或椎间盘已有了初步的成果
［１２１６］。为

了进一步研究ＧＤＦ５的生物学功能及其在ＯＡ、ＩＤＤ等相关疾

病基因治疗中的应用，本研究构建了携带人 ＧＤＦ５的重组腺

病毒载体并制备出高滴度值的重组腺病毒。

本研究利用 ＡｄＥａｓｙ１系统将线性化的重组质粒ｐＳｈｕｔ

ｔｌｅＣＭＶＧＤＦ５电转化含腺病毒骨架质粒ｐＡｄＥａｓｙ１的大肠

埃希菌ＢＪ５１８３感受态细菌，进行菌内高效同源重组，卡那霉素

筛选挑取阳性菌落，ＨｉｎｄⅢ 酶切鉴定，将得到的重组腺病毒

质粒ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＧＤＦ５ＡｄＥａｓｙ１转入ＸＬ１０Ｇｏｌｄ超感受

态细胞进行扩增，质粒ＤＮＡ经ＰａｃⅠ酶切线性化、脂质体包裹

后，转染ＨＥＫ２９３细胞，对ＡｄＧＤＦ５进行包装、鉴定、扩增、纯

化和滴度测定。这种细菌内同源重组法重组腺病毒阳性率较

高，重组腺病毒生长快速，且方法简便，实验周期短，更易得到

高滴度值的重组腺病毒，是基因转移的有效手段。

本研究利用ＡｄＥａｓｙ１载体系统成功构建了携带人ＧＤＦ

５基因的腺病毒载体，并经包装、扩增和纯化后得到高滴度值

（５．６×１０９ＰＦＵ／ｍＬ）的重组腺病毒，从而为进一步深入研究
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ＧＤＦ５的生物学功能及其相关疾病的基因治疗奠定坚实的

基础。
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