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小鼠角质细胞生长因子重组腺病毒载体的构建 

陈力 张心灵 李银平 王建莉 黎檀 实 

【摘要】 目的 探讨构建表达小鼠角质细胞生长因子(KGF)基因重组腺病毒载体的方法。方法 提取 

小鼠肺组织 RNA，经逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)获得 cDNA后，PCR扩增目的基因片段。将获得的 

KGF基因插入载体质粒 pShuttle—CMV，构建穿梭质粒 pShuttle—CMV—KGF(pKGF)。线性化 pKGF后 ，转 

化人含 AdEasy一1病毒骨架的 BJ5183细菌中。筛选正确的同源重组质粒 pAdEasy～1～pShuttle—CMV— 

KGF(pAd—KGF)，转染 HEK293细胞，产生病毒颗粒AdEasy一1一pShuttle—CMV—KGF(Ad—KGF)。进一 

步大量扩增病毒，氯化铯梯度离心纯化，测定病毒滴度。制备病毒 Ad—GFP为对照，显微镜下观察转染率。 

结果 ①经限制性内切酶酶切和基因测序鉴定，证实 pKGF构建成功；②限制性内切酶酶切确定穿梭质粒重 

组于病毒骨架 ；显微镜下观察 HEK293细胞形态 ，证实病毒包装复制成功；⑧病毒滴度 3．0×10 pfu／ml，达 

到进一步体内、外实验要求。结论 成功构建了重组腺病毒Ad—KGF，为了解KGF在肺部疾病中的作用以及 

进一步的基因治疗肺纤维化方法奠定了基础。 
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[Abstract] Objective To construct a recombinant adenovirus vector expressing keratinocyte growth 

factor(KGF)gene in mouse．Methods KGF gene amplified from mouse cDNA by polymerase chain reaction 

(PCR)．It was reverse transcripted from RNA that had been harvested from C57BL／6 mouse。and then 

inserted into the plasmid pShuttle—CMV to construct the shuttle plasmid pShuttle—CMV —KGF (DKGF)． 

After 1inearized by restriction enzyme，the plasmid was transformed into E．Coli BJ5183 containing adenovirus 

backbone．The homologous recombinant pAdeasy一1一pShuttle—CMV —KGF (DAd～KGF)was identified， 

1inearized． and then transfected into HEK293 cells using the 1ipofectamineTM 2000 to package the 

adenovirus，Adeasy一1一pShuttle—CMV —KGF (Ad—KGF)。followed by further amplification，caesium 

chloride density gradient centrifugation purification and measurement of virus titer．Ad～GFP was used as 

contro1，and its transfection efficacy was observed．Results ①The shuttle plasmid pKGF was proved to be 

successfully constructed by gene sequencing and restriction enzyme。as wel1 as the recombinant adenovirus 

plasmid．② The cytopathic effects of HEK293 cells observed under the microscope suggested that the 

duplication of the virus was successfu1．⑧The plague titration of HEK293 cells showed virus titers were 

3．O×10”pfu／m1，the concentration of which was adequate for future test in vivo or in vitro．Conchsion 

The harvest of recombinant adenovirus vector of Ad—KGF。is the first step for the future test to investigate 

the effects of KGF in pulmonary diseases，and the possible gene therapy to treat pulmonary fibrosis． 
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角质细胞生长因子(KGF)作为一种经典的细 

胞生长因子 ，其对肺泡上皮细胞 (AECs)多途径、多 

水平的保护作用 已被广为认可。既往研究表明， 

KGF对多种因素诱发的急性肺损伤／急性呼吸窘迫 

综合征(ALI／ARDS)“ 以及慢性进展的肺纤维化 

(PF) 均有预防作用。但就其应用而言，主要存在 
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如下问题 ：①KGF蛋 白费用 昂贵，不利于基础研究 

及临床推广；②KGF目前仅限于预防，而无治疗作 

用 ，可能机制与肺损伤后上皮细胞表面KGF受体 

(KGFR)减 少相关 ；⑧KGF参与免疫反应 ，与免 

疫细胞相关，但其作为细胞因子的作用却被忽视 。 

因此，构建KGF、KGFR的重组腺病毒载体，对于探 

讨 KGF和其他生长因子在肺损伤免疫进程中的作 

用及肺部疾病的治疗，都是一个有力的工具。 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

1．1．1 动物、质粒和细菌菌株：C57BL／6小 鼠由上 

海必凯实验动物有限公司提供；重组腺病毒转染包 
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装细胞 HEK293细胞株(人胚肾293细胞)、载体质 

粒 pShuttle—CMV、pShuttle—IRES—hrGFP一1由 

第二军医大学免疫所提供；DH5a感受态细菌菌株、 

XL10感受态细菌菌株、含 AdEasy一1腺病毒骨架 

的 BJ5183细菌菌株、AdEasy一1腺病毒骨架(为氨 

苄西林抗性，无卡那霉毒抗性)均购自上海生物工程 

公司。 

1．1．2 主要试剂：RNA快速抽提试剂盒购自上海 

飞捷生物技术有限公司；逆转录一聚合酶链反应 

(RT—PCR)试剂盒购 自日本 TOYOBO 公司；PCR 

反应试剂盒、Ligation mix DNA连接酶体系、10× 

DNAJJ[I样缓冲液、DNA Marker标志物、核酸内切 

酶 Xho I、Hind噩购 自大连宝生物公 司；核 酸内切 

酶Pme I、Pac I购 自美国New England公司；吸附 

柱式 PCR产物 回收试剂盒、吸附柱式琼脂糖胶 

DNA回收试剂盒、质粒 DNA小量抽提小量抽提试 

剂盒均购自上海博光科技公司；质粒 DNA大量抽 

提小量抽提试剂盒购自美国Invitrogen公司；病毒 

DNA转染 293细胞脂质体 Lipofectamine2000购自 

美 国 Invitrogen公司；胎牛血清 (FBS)、Dulbecco改 

良 Eagle培养基(DMEM)t0购 自美国 PAA公司。 

1．1．3 引物设计：根据GeneBank公布的小鼠KGF 

基 因序列(585 bp)，由 Prime Premier5．0统计软件 

设 计 一对 引 物，上 游 ：5 一GCGGTACCATGGGA 

TTACCGTCCAC一3 ，下 游 ：5 一CGCAAGCTTT 

CATGTTTTAACACTGC一3 ，分另0带有核酸内切 

酶Xho I、Hind噩酶切位点。引物由上海帝增生物 

科技公司合成。 

1．2 方 法 

1．2．1 获得小 鼠肺组织细胞 cDNA：颈部脱 臼处死 

C57BL／6小鼠，取肺，RNA抽提试剂盒提取肺脏组 

织细胞 RNA，RT—PCR试剂盒进行 RT—PCR，获 

得小 鼠cDNA。 

1．2．2 PCR扩增 KGF基因片段：根据 PCR试剂 

盒说明书要求，以获得的 cDNA、PCR反应引物构 

建 PCR反应体 系，95 C 5 min，94 C 30 S，55℃ 

30 S，72℃ 30 S，40个循环，然后 72℃ 10 min。用 

PCR产物 回收试剂盒 回收反应产物 中的 DNA，检 

测浓度后，一20℃下保存备用。同时取部分 PCR纯 

化产物进行琼脂糖凝胶 电泳，初步鉴定结果显示 

DNA片段大小与 KGF一致(585 bp)。 

1．2．3 将 KGF基因插入载体质粒中：核酸内切酶 

Xho I、Hind噩双酶切 PCR纯化产物及载体质粒 

pShuttle—CMV，胶 回收大小为 585 bp(KGF)和 

7．4 kb(质粒)的片段，连接胶回收产物。将连接产物 

转化 DH5a感受态细菌，1：4 000卡那霉素阳性的 

Luria—Bertani培养基 (LB)平板划线涂板 ，37℃过 

夜培养，挑取直径最大菌落，1：2 000卡那霉素阳 

性的 LB培养基，37 C过夜培养，小量抽提质粒 

DNA。Xho I、Hind噩双酶切初步鉴定KGF连于载 

体质粒后，送上海生物工程公司进行基因测序。 

1．2．4 重组腺病毒的包装：核酸内切酶 Pme I充 

分酶切，线性化穿梭质粒 pShuttle—CMV—KGF 

(pKGF)，转化含腺病毒骨架的感受态 BJ5183细 

菌，铺板、挑菌过程同前，挑取直径最小的克隆。小量 

抽提质粒 DNA，Pac I酶切鉴定正确后，转化 XL10 

感受态细菌，大量抽提病毒质粒 pAdEasy一1一 

pShuttle—CMV—KGF(pAd—KGF)的 DNA，测定 

浓度后一20 lC保存备用。转化过程中，均选用卡那霉 

素筛选阳性克隆。 

1．2．5 重组腺病毒的制备、扩增和纯化：以Pac I 

充分酶切 pAd—KGF，暴露末端反转重复序列。酚 

氯仿抽提纯化酶切后的重组腺病毒质粒，取 5 g， 

以脂质体 Lipofectamine2000转染 HEK293细胞 

(25 em 培养瓶) 具体步骤按试剂盒说明书要求严 

格进行。转染后在37 C、体积分数为 5 9／i CO 的培 

养箱中继续培养细胞8～18 d。待细胞出现病理形态 

(>80 )改变后收集细胞，于一80℃和37℃反复冻 

融 3次裂解细胞，离心留取上清，此为初代病毒液。 

病毒再次转染 HEK293细胞，以培养瓶 25、75和 

170 em 递增进行扩增。氯化铯(CsC1)梯度离心法 

进行病毒纯化。 

1．2．6 重组腺病毒滴度的测定：将病毒原液依次稀 

释 10倍，使浓度梯度为 10—1—10—12，将后 4个孔 

的稀释液加入 6孔板，每孔 2 ml。培养 10 d后于显 

微镜下观察出现空斑的孔数。病毒滴度(pfu／m1)一 

(最大稀释病毒液感染时空斑数×稀释倍数)／2 ml。 

1．2．7 制备对照病毒 Ad—GFP：表达绿色荧光蛋 

白(GFP)的 pShuttle～IRES—hrGFP一1质粒转化 

含腺病毒骨架 pAdegsy一1的感受态 BJ5183细菌， 

制备病毒Ad—GFP(基本过程同前)作为对照，显微 

镜下观察转染率。 

2 结 果 

2．1 扩增 KGF基因片段(彩色插页图1)：琼脂糖 

凝胶电泳鉴定证实成功扩增了KGF基因片段。 

2．2 成功构建穿梭质粒 pKGF(彩色插页图 2、 

图3，图 4)：经 Xho I／Hind噩酶切鉴定，3个样本中 

均证实KGF基因片段已经连接于pShuttle—CMV 
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注：箭头标记处为起止位点 

图 4 pKGF测序结果 图 

Figure 4 Gram of pKGF sequencing 

载体质粒 。进一步进行 DNA测序 。仅在 46～48 bp 

处 AGG突变为 AGA，考虑氨基酸翻译 的简并性 ， 

表达上均为精氨酸(Arg)，说明穿梭质粒 pKGF构 

建成功，同时表明引物设计正确。 

2．3 pKGF重组于病毒骨架(彩色插页图 5)：插入 

KGF基因的穿梭质粒与腺病毒骨架在 BJ5183菌中 

进行了有效重组。载体质粒pShuttle—CMV为卡那 

霉素抗性，骨架质粒 pAdEasy一1为氨苄西林抗性， 

用Pac I切同源重组的病毒质粒，质量分数为 0．8 

的琼脂糖凝胶 电泳 ，可见 10 kb和 4．5 kb两个条 

带，由此证实 pKGF重组于病毒骨架。 

2．4 重组腺病毒的产生(彩色插页图6．图 7)：重组 

腺病毒质粒在 HEK293细胞中包装产生重组腺病 

毒。含重组腺病毒的质粒转染包装细胞HEK293在 

24~48 h左右，荧光显微镜下可见重组腺病毒 Ad— 

GFP绿色荧光蛋白表达，表明开始包装病毒。培养 

8 d，显微镜下观察，HEK293细胞 出现病理形态改 

变；10 d出现特征性圆球状及葡萄串样聚合的细胞 

病变，并逐渐肿胀脱落；14 d时病毒大量复制，细胞 

破坏 。经多次“感染一收集一冻融”后 ，纯化，测滴度为 

3．0×10 pfu／ml 

3 讨 论 

KGF是 由 Rubin等∞ 在 胚 胎纤 维 母 细胞 系 

M426中发现的 ，其蛋白纯化物是分子质量为 26～ 

28 ku的单体，cDNA克隆及测序表明 KGF属于成 

纤维母细胞生长 因子家族成员 ，即成纤维细胞生长 

因子一7(FGF一7)。FGF一7和其他 15个FGF家族 

成员一样，具有同肝素结合的能力，是由中胚层来源 

的成纤维母细胞、血管内皮细胞、平滑肌细胞、少量 

炎性细胞，如"T细胞等的产生，并通过旁分泌方式 

作用于上皮细胞表面的 KGFR，刺激上皮 细胞有丝 

分裂 。因为 KGFR特异 性表 达于上 皮细胞 ， 

KGF—KGFR的作用存在上皮特异性，对包括 Ⅱ型 

肺泡上皮细胞(ATⅡ)在内的多种上皮细胞有潜在 

有丝分裂活性，如肝实质细胞、胃肠道细胞、尿道上 

皮细胞、各种鳞状上皮的角化细胞等。 

影响呼吸并最终导致呼吸衰竭的多种疾病常是 

造成对 AECs，尤其是功能性 AT I的损害，直接影 

响换气功能，导致机体供氧。ATⅡ则因为可以分化 

成为 AT I．被认为是肺脏内的祖细胞，在肺损伤修 

复中作用重大。因此，目前对于KGF在肺疾病中的 

地位和作用的认识主要集中于对 ATⅡ的保护，其 
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机制在于能够促进 ATⅡ成熟、增殖、分化，促进肺 

泡表面活性物质(SP)的合成和分泌，加强肺泡内液 

体清除“ ，调节纤维化相关基因的表达，并因此进 

行了大量的基础实验和临床研究。但是，这也恰恰忽 

视了 KGF作为一种细胞 因子在整个细胞因子网络 

中的可能作用。现有的研究虽然报道了 KGF对其 

他炎症因子的影响 ，却鲜有对其机制的深入探 

讨。同时，作为重要的免疫调节细胞， T细胞具有 

分泌 KGF的功能，在多种肺疾病的终末期 PF时发 

挥了重要作用“ 。所以，探讨其在免疫反应中的作 

用将是 KGF以及其他生长因子未来研究的一个方 

向。因此，一种能在分子或细胞水平进行干预观察的 

工具将为实验所需，而重组腺病毒载体就是这样一 

种经济、实用的工具 。 

导入外源性基因的常用载体有逆转录病毒、腺 

病毒、腺相关病毒、单纯疱疹病毒等。腺病毒载体因 

其制备和操作容易、基 因结构和功能得到深入了解 ， 

是目前用途最广泛的表达载体，具有滴度高(纯化后 

可达 10”～10 pfu／m1)、易于插入 大片段、安 全性 

好、感染细胞范围广等优点“钊。鉴于此，本实验采用 

的是 He等“ 建立的 AdEasy腺病毒系统，将线性 

化的穿梭质粒转化含有病毒骨架质粒的大肠杆菌 

BJ5183进行细菌 内同源重组 ，所得重组腺病毒质粒 

可以通过卡那霉素筛选出，并通过质粒大小和限制 

性内切酶分析鉴定 。最后 ，Pac I酶切后的重组腺病 

毒质粒转染 HEK293细胞包装产生重组腺病毒。这 

种细菌内同源重组法与以前的细胞内同源重组法比 

较，同源重组效率有了较大提高，方法简便、快速、实 

验周期短。而感染的病毒能表达绿色荧光蛋白，有助 

于对转染效率的判断。 

结论：本研究克隆的 KGF cDNA大小 585 bp， 

与 GeneBank一致，进一步对质粒的测序表明其序 

列基本正确，不影响正常翻译；Pac I酶切、卡那霉素 

阳性培养基筛选阳性质粒，表明同源重组成功；包装 

细胞的特征性病理形态改变表明病毒复制成功，同 

时测得滴度符合进一步体内、体外实验要求；由此说 

明，在“基因”水平上 KGF重组腺病毒载体构建成 

功，而产生功能性作用则需要进一步的体外细胞实 

验，验证在蛋白质水平上的作用。 
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小鼠角质细胞生长因子重组腺病毒载体的构建 
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图1 PCR后小鼠肺组织cDNA电泳图 
FTgure 1 Electropherogram of 

lung cDNA of mouse after PCR 
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图2 pKGF~酶切后电泳图 
Rgure 2 Electropherogram of 

pKGF cut by enzymes Xho I／Hind 11I 
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图5 Pac I酶切鉴定pAd-KGF电泳图 
F~jure5 E~ gramof 

p／~ -KGF Pac I 

A：转染早期；B：病毒大量复制 

图6 重组腺病毒的产生 
(荧光染色．x200) 

Figure 6 Product of recombinant 

adenovius(LeiCa，x 200) 
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图3 pKGF测序结果与小鼠KGF基因序列的对比 
Figure 3 Constract gram of PKGF gene bank and KGF gene bank of mouse 
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图7 显微镜下HEK293细胞感染重组腺病毒病理形态改变(TEM。x 1 00) 
Figu re 7 PathohistoIogicaI change of HEK293 cell infected by recombinant adenovirus unde r microscope(TEM，x 1 00) 

脓毒症大鼠胸腺细胞凋亡及线粒体的变化 

(正文见625页 ) 

A：CLP后1 2 h；B：CLP后24 h 

图1 CLP~]线粒体超微结构改变(醋酸铀染色，x 1 000) 
Figu re 1 Ultrastructu re change of mitochond rion in CLP g roup(u ranium tetraacetate，x 1 000) 
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