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携带神经营养因子．3基因的重组腺病毒的构建和鉴定 

范 迟 ，高 下 ，徐 琳 ，朱光洁 ，陈 杰 ，麻晓峰 ，丁小琼 ，陆 玲 ，周 函 

[摘要]目的：构建含人神经营养因子一3(neurotrophin一3，NT一3)的重组腺病毒载体，为初步研究 NT一3的在体功能做准备。方法： 

酶切法从已构建好的真核表达载体 NT一3一pIRES2一DsRed2质粒中切下含有 NT一3和 DsRed2(包括连接区域 plRES2)的目的片 

段，将其插入到腺病毒骨架质粒 pAdShuttle—CMV的多克隆位点中，电穿孔法将腺病毒骨架载体 pAdShuttle—CMV·NT-3-DsRed2 

和预转入人肠杆菌 BJ5183的穿梭载体 pAdEasy一1进行细菌内同源重组。Pac I酶切线性化鉴定正确的同源重组载体，脂质体 

法转染293T细胞，包装形成表达 NT一3目的蛋白和红色荧光的腺病毒。通过 293T细胞 3轮扩增病毒，氯化铯密度梯度离心， 

获得高滴度的纯化腺病毒。Western blot方法检测蛋白表达情况。结果：同源重组质粒载体的DNA测序证实腺病毒载体中含 

有 NT．3的目的片段，Western blot证实感染重组腺病毒的293T细胞中有相应的 NT·3蛋白表达；病毒滴度为 10 PFU／ml。结 

论：利用细菌内同源重组的方法可以成功构建同时表达 NT一3蛋白和红色荧光的重组腺病毒。 
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Construction and identification of recombinant adenovirus with NT-3 gene 
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[Abstract]0bjective：To construct the recombinant adenovirus vector carrying neurotrophin一3(NT一3)gene．Methods：NT一3 and 

DsRed2(including the ligation region plRES2)fragment which had been digested by proper enzyme from NT一3一pIRES2：DsRed2 

plasmid were cloned into adenovirus pAdShuttle—CMV plasmid．Adenovirus vector pAdShuttle—CMV—NT·3-DsRed2 were electroporated 

into BJ5183 which had been transformed into pAdEasy—l previously to have the recombination with pAdEasy一1．Recombinant AdEasy 

plasmid DNA was analyzed and linearized by Pac I．then transfeeted into 293A cells with liposome method．The adenovirus that 

expressed NT一3 ptotein and red fluorescence was successfully constructed．The adenovirus was amplified in 293A cells three times。and 

high quality adenovirus was obtained by cesium chloride density gradient eentrifugation．Western blot confirmed the expresseion of the 

NT一3 protein in 293T cells．Results：With the system of Adshuttle，a recombinant adenovirus expressing NT-3 protein and red 

fluorescence was successfully constructed．Conclusions：The recombinant adenovirus carrying NT一3 gene can be constructed with the 

system of Adeasy． 

[Key words]recombinant adenovirus，human；neurotrophin一3；red fluroreseenee protein；cochlea round window 

现代耳神经生物学研究发现，外周听觉神经系 

统的生长发育与神经营养因子间有着密切的关 

系⋯。神经营养因子(NGF)是指一组能支持神经 

元发育与存活的小分子多肽，与外周听觉系统关系 

密切的神经营养因子主要包括脑源性神经营养因子 

(BDNF)、神经营养因子一3(neurotrophin一3，NT一3)、神 

经营养 因子 4／5、胶质细胞源性神经营养 闪子 

(GDNF)等。NT一3、BDNF可由耳蜗感觉上皮的已分 

化或前体细胞合成，并以自分泌或旁分泌的形式作 
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用于听觉神经系统，是发育中和(或)哺乳动物内耳 

感觉上皮中最重要的存活因子 -̈2j。BDNF和 NT．3 

在听觉神经元的正常发育及其功能维持中发挥重要 

作用。NT一3基因突变可以导致 I型听神经元缺失， 

BDNF基因突变可以导致Ⅱ型听神经元缺失 J。基 

于以上观点，我们通过构建含 NT一3基因的重组腺病 

毒来为研究 NT一3基因的载体功能做准备。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 载体 pIRES2．DsRed2(Clontech公 

司)，腺病毒载体系统(美国 Q．biogene公司)，大肠 

埃希菌 DH5c~，人肠杆菌 BJ5183，人胚肾293T细胞 

系为本实验室保存，DMEM(Gibco公司)，胎牛血清 

(Hyclone公司)，DNA聚合酶、T4DNA连接酶，限制 

性内切酶 EcoR I、BamH I、Bgl U、Not I，入一ECoT14 

DNA Marker(Takara公司)，Pac I，Pme I(NEB公 

司)，琼脂糖(Sunshine公司)，LB培养基(Oxoid公 
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司)，羊抗人 NT一3多克隆抗体 (Santa Cruz公司)， 

Lipofectamine” 2000(Invitrogen公 司 )，Purelink 

Quick Plasmid Miniprep Kit(Invitrogen公司)，凝胶回 

收试剂盒(U—gene公司)，引物由上海生工生物工程 

技术服务有限公司合成，其他试剂为分析纯。 

1．2 方 法 

1．2．1 质粒 NT-3一pIRES2一DsRed2和腺病毒穿梭载 

体 pAdShuttle—CMV扩增及鉴定 将带有 pIRES2一 

DsRed2一NT．3质粒的菌液和带有 pAdShuttle—CMV的 

菌液各 1 tx1分别加入 50 ml LB培养液中(卡那霉素 

50 m1)，37 ℃，200 r／rain摇 床 培 养 过 夜， 

Purelink Quick Plasmid Miniprep Kit提 取质粒， 

pIRES2一DsRed2一NT一3质粒用 Bgl 1I单酶切鉴定 J。 

1．2．2 目的基因的获取及穿梭载体的构建 根据 

质粒 pIRES2一DsRed2一NT一3和穿梭载体 pAdShuttle— 

CMV的酶切位点图谱，用限制性 内切酶 BglⅡ和 

Not I对质粒进行双酶切，路z 1I／Not I各 0．25 1， 

加灭菌双蒸水至 20 l，37℃，酶切 2 h。质粒 

pIRES2一DsRed2一NT一3经 Bgl 1I／Not I双酶切 出约 

2 096 bp的目的基因片段 NT一3一DsRed2，穿梭载体 

pAdShuttle CMV则切出约7 445 bp的长片断，1％的 

琼脂糖凝胶电泳，凝胶回收试剂盒回收目的片段。 

T DNA连接酶 16℃过夜连接上述 目的片段。将 

DNA连接产物转化至 KCM感受态细胞，具体方法 

为，将转化产物涂于卡那抗性的琼脂糖平板，37℃ 

培养，次日挑选 14个克隆，各于3 ml LB培养基(卡 

那霉素50 m1)中扩增，碱裂解法鉴定阳性克隆。 

阳性 克 隆经 BglⅡ／Not I双酶切 鉴 定，酶切 出 

2 096 bp和 7 445 bp的 目的片段 。 

1．2．3 细菌内同源重组、腺病毒质粒的鉴定及扩增 

取 1 g重 组穿梭质 粒 pAdShuttle—CMV—NT一3一 

DsRed2经 Pme I酶 切 线 性 化，酶 切 体 系 为 

pAdShuttle—CMV—NT一3一DsRed 2 1 l，Pme 1 0．5 l， 

补水至20 t*l，1％琼脂糖凝胶电泳，回收线性化重 

组穿梭载体片段，与超螺旋骨架载体 pAdEasy一1共 

转 B．I 5183高效感受态细胞，进行二者的同源重组。 

将电转后的感受态细胞涂于抗性的琼脂糖平板， 

37℃培养，次日挑选阳性克隆，提抽质粒，初步鉴定 

后将质粒用电转法转入 DH5u菌中，扩增质粒。用 

Pac I对同源重组病毒质粒 pAdShuttle—CMV—NT一3一 

DsRed2进行酶切。 

1．2．4 重组腺病毒的包装及大量扩增 提取鉴定 

正确的重组病毒质粒，用 Pac I酶切使之线性化后 

醋酸钠、乙醇沉淀、回收。取培养达对数生长期的 

293T细胞，经胰 蛋 白酶 消化，计数后铺 细胞 于 

100 Inm培养皿，用含5％胎牛血清的 DMEM培养液 

培养(5％CO ，饱和湿度，37 cc)至 20％ ～30％丰 

度，用脂质体法将 Pac I线性化的重组腺病毒载体 

20 g转染 293T细胞，48 h后用荧光显微镜进行观 

察，将细胞 1：3进行分盘，以增加原代病毒产量，病 

毒包装过程中，观察培养基颜色，如变黄，则补 1 ml 

5％DMEM，14天后 80％ ～90％细胞漂起，收取细胞 

及上清，在液氮／37℃条件下反复冻融及振荡器振 

荡4次，离 fl,收取原代病毒上清。取部分原代病毒 

上清感染293T细胞得到二代病毒，同上法收取病毒 

上清，以扩增三代病毒。为达到足够的病毒量，用 

150 mm培养皿按 1：5分盘培养50盘细胞以扩增病 

毒。3天后用 50 ml离心管收取细胞及病毒悬液， 

1 000 r／min离心5 rain，吸去上清，用移液管将细胞 

收集到50 ml离心管中，加入 10 mI无血清 DMEM， 

液氮／37℃条件下反复冻融及振荡器振荡 4次， 

4℃ 12 000×g离心 20 min，吸取上清于离心管中 

冻存于 一80℃。 

1．2．5 重组腺病毒的纯化及滴度测定 4℃超速 

离 fl,机23 000 g，2 h CsC1梯度离心纯化病毒上清， 

加样顺序为6 ml密度 1．2 CsC1，将加样枪轻轻伸人 

管底将8 ml密度 1．4 CsC1加入管内，将病毒上清缓 

缓加入 CsC1之上，离心后，射器针头刺人管壁收取 

病毒悬液约 1 ml装入透析袋中，于透析液中4℃透 

析3次，前两次 1 h，最后一次透析过夜。透析完毕 

后20 1一管分装病毒，冻存于 一80℃冰箱。取 

5 l病毒用病毒裂解液 1：20稀释至 100 ml，56℃ 

剧烈振荡 10 rain，测 OD26(】为0．547A，根据 0．1OD= 

1．1×10 ，初步推算病毒的VP值为 6．0 X 10 ml。 

进一步测病毒的 PFU：用 0．25％胰蛋白酶消化处于 

对数生长期的293T细胞，计数后接种于 6孔板，用 

含 10％胎牛血清的DMEM培养液培养(5％CO：，饱 

和湿度，37 oC)至细胞全部长满，此时认定每孔细胞 

数量为 1 X 10。；弃培养液，用纯化的包装病毒颗粒 

按感染复数 1：1、1：10、1：20、1：50、1：100分别感染 

293T细胞，观察培养 3 h时哪个孔的细胞全部漂 

起，则认定此孑L病毒的 MOI值为 1：10，观察结果为 

1：100孔的细胞 3天全部漂起，而其余各孔细胞则 

部分或大部分漂起。根据上述结果计算得出，病毒 

的实际VP值为6．0 X 10“／ml，PFU为6．0 X 10 ／ml。 

1．2．6 Western blot鉴定 将 10 I．rg NT一3质粒转入 

50％融合的293T细胞中，将 1 1纯化腺病毒转入 

90％融合的293T细胞中，1盘 50％融合的293T细 

胞作为空白对照，36 h后提取细胞蛋白，冻存于 一 

80 oC。BCA法测蛋白浓度。将 100 蛋白加入泳 

道中，电转移，SDS—PAGE结束，取下凝胶，将分离胶 

浸泡于转移缓冲液(25 mmol／L Tris—cl，192 mmol／L 
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甘氨酸，20％甲醇，pH 8．3)中30 rain。30％小牛血 

清封闭30 min。一抗二抗孵育后 DAB显色。 

2 结果 

2．1 重组质粒 pIRES2一DsRed2一NT一3的鉴定 用 

Bgl I1单酶切鉴定的pIRES2一DsRed2一NT一3线性化质 

粒长度与实际长度符合，约为6．0 kbp(见图 1)。 

2．2 穿梭质粒 pShuttle．CMV—DsRed2一NT一3的酶切 
1 M 2 1 M 

鉴定 用 B Ⅱ和 Not I双酶切鉴定的 pShuttle— 

CMV—DsRed2一NT 3产生两个条带，分别为7．5 kbp 

(pShutt1e—CMV)和2．1 kbp(DsRed2一NT-3)。酶切产 

物条带大小与实际长度符合(见图2)。 

2．3 重组腺病毒质粒PShuttle．NT-3-RFP的酶切鉴 

定 用 Pac I酶切鉴定 的 Ad—DsRed2一NT-3，Ad— 

DsRed2产生两个特征性条带，分别为35 kbp和3．5 

kbp或者4．5 kbp(见图3)。 

图 3： M： DL一2000 
Marker：l： 尸a I 

酶 切 Ad—DSRed2一 
NT一3(质 粒 0．2 u1) 
2：PaCI酶切 
A d—D SR e d 2一NT一3 

(质粒0．1 u 1) 

图 1 质粒pI RES2一DsRed2 NT 3酶切 电泳 图 图 2 BgllI~'lNot I~ pShuttl e CMV—D sRed2一NT一3电泳 图 

图3 Pac[酶切Ad DsRed2 NT一3、Ad DsRed2电泳 图 

2．4 重组腺病毒的包装和扩增 转染 48 h后，倒 

置荧光显微镜下显示 HEK 293A细胞中有红色荧光 

蛋白 DsRed2表达，后逐渐增多，呈“彗星状灶性”分 

布，10天时细胞呈现 CPE现象，细胞变圆，脱壁，呈 

葡萄串状(见图4)。 

7天 7天 1 4天 

图 4 Ad D SRed2 Hath1腺病 毒感染HEK293T细 胞图片 

2．5 重组腺病毒的鉴定和滴度测定 条带 1、2均 

出现相同大小的蛋 白条带，说明我们 白行构建 的 

Ad—DsRed2一NT-3腺病毒完全正确；条带 3未出现条 

带，说明293T细胞不表达 NT一3蛋白，排除了假阳性 

的结果。NT·3蛋白的基因编码区为 774 bp，编码蛋 

白为257 aa，蛋白分子量为 28．27 kDa，由于蛋白糖 

基化等原因，蛋白分子量可达35 kDa，与图中条带 

大小基本一致(见图5)。 

3 讨论 

听觉的建立与维持依赖于听觉通路解剖形态的 

完整及生理机能的正常_8 J。在临床实践中，各种原 

因(耳毒性药物、缺氧、感染、噪声、爆震及 自身免疫 

性疾病)导致的后天性感音神经性耳聋十分常见。 

鉴于感音神经性耳聋的发病机制目前尚不明显，其 

l 4天 

l： 自行构 建 的Ad DSRed2一NT一3病毒 (10 1-t 1病毒 转 
染6 Cm培养皿，培养36 h)，293T细胞中提取蛋白； 
2：1 0 u g pShutt1 e—CMV—DSRed2一NT一3线性化质粒 
(1 0 ug质粒转染 6 cm培养皿，培养 36 h，293T细 
胞中提取蛋 白)；3：阴性对照 组(6 cm培 养皿，培养 
36 h)，293T细胞中提取蛋白(排除细胞表达NT-3) 

5 We Stern blOt检测Ad—DSRed2一NT一3蛋 白表达 

治病因素和临床表现形式的多样性使得治疗上始终 

难以获得确实有效的方法。因此，感音神经性耳聋 

的预防和治疗始终是耳科学临床与基础研究的重点 

课题。近年来，随着发育神经生物学研究的深入和 

0 0 一) L 

C  C 、．I 一 ．
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．  
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基因工程技术的发展，已开始出现某种具有重要意 

义的进展。随着对多肽类营养因子与听觉神经系统 

问相互关系的研究深入，为最终解决这类问题带来 

了希望 。 

神经营养因子是一组与神经结构和功能密切相 

关的家族蛋白，它包括 NGF、BDNF、GDNF、NT一3、 

NT-4、NT一5、NT一6等 。NGF是中枢和周围神经 

系统中最重要的内源性蛋白，调控着神经元的的发 

育、生长、分化和生存，对维持神经系统的正常功能 

起着正常的作用。NGF也是听觉神经系统的重要 

营养因子，其中BDNF和NT．3是内耳发育最重要的 

营养因子。NT一3基因敲除小鼠模型显示传人耳蜗 

支配神经轴突减少和明显的螺旋神经节细胞丢失。 

NT一3的 mRNA主要在柯替氏器，其受体 TrKC的 

mRNA在大鼠的螺旋神经节和前庭神经节被检测 

到，说明NT一3对耳蜗螺旋神经节的结构和功能维持 

起到了重要的作用  ̈”。。 

在目前基因治疗的常用载体中(脂质体 、逆转 

录病毒载体和细菌载体)，腺病毒以其显著的优点 

而成为基因治疗相关研究中重要的 工具之一。其优 

点有 J：(1)宿主范围广。腺病毒可感染一系列宿 

主细胞和组织，而在相应的细胞和组织中表达重组 

蛋白。(2)可以感染增殖和非增殖细胞，除了一些 

抗腺病毒的淋巴瘤细胞。(3)能有效进行增殖，病 

毒滴度高，因而对组织和细胞的感染率相 当高。 

(4)El和 E3区的缺失使得腺病毒载体能够容纳多 

达 7．5 kbp的目的基因，为基因插人提供了相当大 

的克隆空间。(5)与人类基因同源，可高效表达人 

类蛋白。(6)不整合到宿主染色体中，不会干扰宿 

主基因。(7)能同时表达两个或两个以上基因。 

本实验利用基因工程技术构建了重组腺病毒 

PShuttle—NT一3一RFP，经抗性菌落筛选、酶切片段分 

析、DNA序列测定等方法证明重组腺病毒完全符合 

设计要求。将重组腺病毒载体转染293T细胞，经荧 

光监测、Western blot方法检测蛋 白 pShuttle—NT一3一 

RFP可在增殖细胞中正常表达，证实重组腺病毒可 

用于转染真核细胞，并在较长时间内表达目的基因。 

以上结果为进一步研究 NT一3基因治疗毛细胞受损 

奠定了基础。 
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