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摘 要 通过同源重组的方法分别构建了在 J+&启动子控制下的带有第一内含子和不带内含子的 KLA .M*I基
因的重组腺病毒。通过感染 JAN细胞表明，构建的重组腺病毒能够介导 KLA基因在 JAN细胞中表达，加入第一内
含子的 KLA .M*I基因的表达效率比不加内含子的提高了 !!9O，这说明 KLA基因的第一内含子有促进该基因在
真核细胞中表达的功能。
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据报道，真核生物基因组的内含子，特别是第一

内含子，存在有 M*I复制、转录的调控元件［! Q 3］，有
的调控元件对基因的转录起促进作用，有的则起抑

制作用。猪生长激素（KLA）基因的第一内含子对基
因的表达有无调节作用，目前国内外尚无这方面的

研究报道。近年来，通过体细胞转生长激素基因以

达到促进动物快速生长目的的研究受到人们的重

视［1，2］，而生长激素在动物体内的高水平表达是促进

动物快速生长的必备条件。为提高 KLA .M*I在动
物体内的表达水平，我们曾对 KLA .M*I进行了改
造，将 KLA基因的第一内含子装入到 KLA .M*I中，
构建出含第一内含子的 KLA .M*I（ KLA.M*I0
<?）［9］。为确定加入第一内含子对 KLA .M*I基因的
表达有无调控作用，本文将以腺病毒为载体，通过同

源重组方法分别构建在 J+&启动子控制下的 KLA
.M*I和 KLA .M*I0<?两种重组腺病毒。通过感染
培养的 JAN细胞，分析两种重组腺病毒介导的 KLA
基因在 JAN细胞中的表达水平，得出第一内含子对
KLA .M*I表达影响的确切结果，以探讨 KLA基因
第一内含子在基因表达调控上的作用。

* 材料与方法

* +* 材料
*,*,* 质粒：KRA!$!、K=7JM0<?、KJ+&STUK 质粒均

为本室构建或保存质粒；K!:GV!I（重组腺病毒穿梭
质粒）、KHAL:%、K7L!3$质粒均购于加拿大 +<.-’W<8
H<’EFE@6;E公司。
*,*,- 菌种和细胞：A:X#4% 细胞由梁国栋教授赠
送，JAN细胞为本室保藏；3 ) 0(,# MA1"和 3 ) 0(,# V%
菌为本室保藏菌种。

*,*,. 主要试剂：限制酶 4#$C#、56+$、78%$、
30(Y$、.+9AZ、5"(Z、!,+Z、7+0Z、:8$Z、53 M*I
V’(F;6-,E6、53 M*I [<T,E6、胰蛋白酶、吐温 #$（V-’0
;6T,）；+:+、M+:+、JAN0G0G7+、小牛血清、胎牛血
清、[<K’U6.@,;<?6 Y6,T6?@E（L<W.’）；KLA 抗血清和
AYV标记的 ZTL（抗 KLA，本室制备）。
* +- 主要实验方法
*,-,* K!:J+&质粒的构建：用 56+Z和 4#$C#双
酶切 K!:!GV!I 质粒，回收大片段；再用 78%Z 和
4#$C#酶切 KJ+&STUK 质粒，回收 23$WK 的 J+& 启
动子小片段，通过 53 M*I连接酶将回收的大、小两
个片段连接，连接液转化感受态 3 ) 0(,#MA1"，并涂
布于含氨苄的琼脂板上，挑取单菌落，摇瓶培养细

菌，提取质粒，酶切鉴定。

*,-,- K!:J+&JM和 K!:J+&JM0<?穿梭质粒的构
建：在 K!:J+&质粒的 J+&启动子下分别插入 KLA
.M*I和带第一内含子的 KLA .M*I0<?。首先用
30(YZ分别单酶切 KRA!$!（带有 KLA .M*I 基因）



和 !"#$%&’(（带有内含子的 !)* +%,-基因）。酶切
结束后，在 ./0 123’(，灭活内切酶。取上述酶切液
1/!4，12 5 678(9: ;<==8> ?!4，;@-（123AB34）2 C /!4，
678(9:酶（D <B!4）1!4，1397B4 E,FG 1!4，在室温下补
平，123’(。./0处理 123’( 使 678(9: 酶灭活。用
酚、酚 H氯仿抽提，乙醇沉淀，将 %,-片段溶于 12!4
FI中。后用 !"#E"分别酶切，用低熔点胶分别回
收 JK2L!和 12D2L!的 !)*基因片段，电泳估计 %,-
片段含量。用 $%&#单酶切 !$I$MN质粒，以与上
述相同的方法补平，后用 !"#E"酶切，用低熔点胶
回收载体 %,-，估计含量后分别与上述两个小片段
进行连接，取连接液转化感受态 %*/%菌。通过涂
布含氨苄琼脂板，挑取单菌落，摇瓶培养细菌，提取

质粒及酶切鉴定过程进行阳性克隆的筛选。

!"#"$ 重组腺病毒的构建：准备传代后约 KOP、满度
为 .2Q R J2Q的 ?SK 细胞，将 12!A !$I$MN$%（或
!$I$MN$%&’( 12!A）、12!A !;*)IK 和 D2!4 4’!9&
=8+TU3’(8 V8UA8(T稀释在 ?22!4 %MIM中，混匀，在室
温下放置 D/ R /23’(。再加入 2WJ34 %MIM，将其覆
盖在已用 %MIM 洗过的 ?SK 细胞上，将细胞于
K.0、/Q $X? 培养 OP进行转染。向细胞生长液中
加入含 ?倍量血清的生长培养基，1JP 后换新的生
长培养基。转染 DJP后换维持培养基，以后每 KE换
1次维持培养基。连续培养 1D R 1JE，隔天在显微镜
下观察一次细胞形态。待 ?SK细胞局部出现细胞病
变（$GI），即出现细胞圆缩、脱落、裂解、形成空斑
（噬斑）时，继续培养 K R DE，待大部分细胞脱落后，
收集细胞和培养基，反复冻融 K次，离心取上清（病
毒液），Y ?20保存，待下一步克隆和鉴定。
!"#"% 重组腺病毒的克隆与鉴定：重组腺病毒的克
隆采用噬斑法［J］，重组腺病毒的鉴定采用：&感染性
鉴定：用待鉴定的病毒液感染 ?SK细胞（S2Q满度），
如果在感染后 K R DE左右出现典型的 $GI现象，如
细胞圆缩、脱落、形成空斑等病理现象，可初步判断

为腺病毒。’病毒形态鉴定：通过磷钨酸法对待检
病毒进行负染，在电镜下直接观察病毒形态。在电

镜下腺病毒颗粒为典型的正六边形［S］。(G$V扩增
外源基因片段的鉴定：首先在重组外源 !)* +%,-
中设计和合成 1对引物。

上游引物：/Z&FF$--)$FF-)$F$$$$-)-$$-$F$-)&KZ
下游引物：/Z&)--)$-))-)-)$-)$$$)F-)FF$FF&KZ

以 *’>T法［12］提取的腺病毒 %,-作为模板，通过
G$V方法（SD0，.3’(!｛SD0 13’(!//0 /2[!.?0

13’( K2[｝循环 K2次!.?0 123’(!D0维持）扩增特
异片段。

!"#"& 重组腺病毒的扩增和滴度测定：重组腺病毒
的扩增采用 )>UPU3等人的方法［11］；病毒滴度测定
采用 F$\%/2法

［J］。

!"#"’ 细胞培养基中 !)*的含量测定：培养基中
!)*的含量测定采用夹心 I4\@-测定法。

# 结 果

#(! )!*+,-+.和 )!*+,-+./01穿梭质粒的构建
在 !$I@G1-质粒的 ’()\和 !"#E"位点上插入

由 *+,\和 !"#E"双酶切 !$MNBA=!得到的 $MN启
动子，构建成 !$I$MN 质粒；然后在 !$I$MN 质粒
的 $MN启动子下分别插入 !)*+%,-和 !)*+%,-&
’(，分别构建出 !$I$MN$%和 !$I$MN$%&’(穿梭质
粒，见图 1。构建的质粒经酶切鉴定证明结构正确。

图 1 !$I$MN$%和 !$I$MN$%&’(穿梭质粒的构建策略
#’AC1 $9([T><+T’9( 9= !$I$MN$% U(E

!$I$MN$%&’( [P<TT78 !7U[3’E[

# (# 重组腺病毒的构建及鉴定
用 !$I$MN$%和 !$I$MN$%&’(穿梭质粒分别

与腺病毒重组质粒 !;*)IK 共转染 ?SK 细胞，通过
二者在 ?SK细胞中的同源基因重组（构建策略见图
?），分别构建出含 !)* +%,- 基因的重组腺病毒
$MN$%&>8-E和含 !)*+%,-&’( 基因的重组腺病毒
$MN$%&’(&>8-E。
图 K为共转染 1OE后 ?SK细胞部分区域出现的

病变现象（$GI）。分别用两种重组腺病毒感染满度
为 J/Q以上的 ?SK细胞，DE后就可见到类似于图 K
典型的 $GI 现象。通过负染方法在电镜下观察两
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图 ! 重组腺病毒构建策略
"#$%! &’()*+,-*#’( ’. +/-’01#(2(* 23/(’4#+,)

种重组病毒的形态均呈正六边形（图 5），为典型的
腺病毒形态。所以认为获得了重组腺病毒。

图 6 重组腺病毒引起的 !76细胞病变
"#$%6 &89 #( !76 -/::) #(./-*/3 1; *</ +/-’01#(2(* 23/(’4#+,)

图 5 电镜下重组腺病毒颗粒的形态（ = 6>?，???）
"#$%5 9:/-*+’( 0#-+’$+2@< ’. &AB&CD+/E3

+/-’01#(2(* 23/(’4#+,)

为鉴定是否为含 @FG-CHE 或含 @FG-CHED#(
的重组腺病毒，又通过 8&I方法对其做进一步鉴定
（从含 @FG-CHE 重组腺病毒 CHE 中应该扩增出

J!?1@的片段；从含 @FG-CHED#(重组腺病毒 CHE中
应该扩增出 KJ?1@的片段）。首先采用 G#+*法提取
两种重组腺病毒 CHE，以此 CHE作模板，通过设计
的引物进行 8&I扩增，结果在 &AB&CD+/E3的 CHE
中扩增出 J!?1@的 CHE片段；在 &AB&CD#(D+/E3的
CHE中扩增出 KJ?1@的 CHE片段（见图 >）。说明本
文已得到了相应的两种重组腺病毒。经过多次传

代，&AB&CD+/E3 重组腺病毒的滴度（L&MC>?）达

N?O 7%P>，&AB&CD#(D+/E3重组腺病毒的滴度达 N?O N?。

图 > 从重组腺病毒 CHE中扩增的特异片段
"#$%> 8&I @+’3,-*) 20@:#.#/3 .+’0 +/-’01#(2(* 23/(’4#+,) CHE

N，6% 8&I @+’3,-*) .+’0 &AB&C+E3；

5，>% 8&I @+’3,-*) .+’0 &AB&C#(+E3；

! % 8&I 20@:#.;#($ +/),:* .+’0 &’(*+’: E3；

P %!CHEQ!"#3" R $%&I M A2+S/+；

J% &AB&CD+/E3 CHE；K% &AB&CD#(D+E3 CHE

! "# 腺病毒介导 $%&基因在 ’&(细胞中的表达
!)#)* 不同感染时期 @FG基因在 &GT细胞中的表
达水平：用 &AB&CD+/E3 重组腺病毒感染满度为
7?U的 &GT细胞，平行感染 6 瓶；用相同滴度的空
腺病毒感染 &GT细胞作对照。感染 N!<后换 &GT
无血清培养基（&GTDVDV"A），分别在感染后 !5、5K、
P!、7J、N55、NJK、N7!< 取样（细胞培养基）用夹心
9WMVE方法测定样品中 @FG的含量。结果见图 J。

图 J 不同时期 &GT细胞培养基 @FG的含量变化
"#$%J @FG -’(*/(*) #( *</ 0/3#,0 ’. &GT

-/::) #( 3#../+/(* @/+#’3)

由图 J 可见，感染后 5K< 内，生长激素的表达
量很低，从 5K<开始表达量急剧上升，特别是在 5K X

>7N!期 李秀锦等：腺病毒介导的含第一内含子 @FG -CHE在 &GT细胞中的表达



!"#期间，上升的幅度较大，到 $"%# 表达量达到最
高值。$"%#后 &’(趋于下降。下降的原因可能是
由于病毒对 )(*细胞的损伤作用及细胞后期发生
裂解，使表达出的 &’(发生降解所致。这一结果说
明由腺病毒介导 &’(基因可以在真核细胞中进行
分泌性表达。

!"#"! 第一内含子对 &’(基因表达的影响：用 )+,
-).,/012和 )+-).,34,/012重组腺病毒分别感染满
度为 !56的 "孔板 )(*细胞，每种重组腺病毒同时
感染 %孔。感染后 78# 换 )(*细胞专用无血清培
养基，取感染后 $75#的细胞培养液，分别测定培养
液中 &’(的含量。测定结果见表 $。

表 $ 带内含子和不带内含子的 %&’
()*+在 ,’-细胞中的表达结果

./012 $ 34%5266789 526:1;6 8< %&’()*+ /9=
%&’()*+ >7;? <756; 79;589

9:;
&’( <:4=04=>?（4@?AB）

)+-).34/12 )+-)./12

$ $$"" ;C "$% ;5

7 $$8D ;5 8%5 ;5

D $D8% ;7 E$7 ;8

8 !"% ;$ E5$ ;"

E $5C% ;7 C58 ;8

" $75! ;! D!$ ;7

C !%C ;" E7D ;7

% $855 ;5 E"$ ;!

+0F4> $$"7 ;C G $EE ;D! ED" ;" G !D;!D

= H0>= ! I 5;5$

由表 $ 的数据可以看出，由 )+-).,/012 介导
的 &’( 基因在 )(* 细胞 &’( 表达量为 ED"J" G
!DJ!D4@?AB；由 )+-).,34,/012 介导的表达量为
$$"7JC G $EEJD!4@?AB；后者明显（! I 5; 5$）高于前
者，这说明加入第一内含子可明显提高 &’(在培养
细胞中的表达量，比不加内含子的提高了 $$C6。
由此可见猪生长激素基因第一内含子可明显促进该

基因在真核细胞中的表达。

# 讨 论
人类腺病毒载体是体细胞转基因常用的病毒载

体。由于人类腺病毒具有理化性质稳定、宿主范围

广、遗传毒性小、包装容量大等优点，因而被广泛应

用于人类基因治疗的研究中［$7，$D］。通过同源重组方

法将外源基因整合在腺病毒 .91中，可使外源基因

在感染的细胞中得到充分表达。本文之所以利用腺

病毒载体在 )(*细胞中研究 &’(基因的第一内含
子对 &’(基因表达的影响，是因为我们过去曾以脂
质体介导在 )*KC细胞中进行过 &’(基因的瞬时表
达，但由于瞬时表达水平低，再加上测定方法不够灵

敏，没有比较出加内含子和不加内含子 &’(基因在
表达上的区别。本文选用腺病毒作载体不仅使 &’(
基因在细胞中的表达水平大幅度升高，以利于分析

&’(基因第一内含子在基因表达中的作用，同时为
下一步动物体细胞转 &’( 基因的研究提供方便。
在动物体细胞转基因研究中，特别是在人类基因治

疗的体细胞转基因研究中，如何提高外源基因的表

达水平是关系到能否通过体细胞转基因获得生物学

效应的关键。影响外源基因的表达水平的因素很

多，除与启动子的强弱及其组织特异性、宿主细胞的

类型、载体介导的转基因效率有关外，还与基因本身

的结构有关。同一外源基因的基因组基因和<.91
基因在真核细胞中的表达效率往往有很大的差别。

近年来，人们就基因本身的结构对基因表达的影响

进行了多方面的研究，特别是对内含子的研究，证明

真核生物基因的内含子存在有对基因表达起调控作

用的位点或元件。这些元件往往是某些转录因子或

调控蛋白结合位点。有些元件对基因表达起促进作

用，如大鼠 &/:=#@A:>34!基因内含子中的 +L< 蛋白
质结合位点（)1)’H’）［$8］；胆碱脂酶基因第一内含
子中的 8!!M&片段［$E］；线粒体 91.(氧化酶基因第
一内含子中的 KN$ 结合位点等［$"］。但有些元件对
基因的表达则起抑制作用，如血小板衍生生长因子

（N.’O）1 链基因第一内含子中的负调控成分［$C］。
所以在用真核细胞表达外源基因时，应根据具体情

况选定是用基因组基因还是 <.91基因。
本文实验证明，猪生长激素基因的第一内含子

对该基因的表达有明显的促进作用。因此为提高

&’(<.91在真核细胞或动物体内的表达水平，通过
加入第一内含子可获得满意的效果。经分析表明，

&’(基因第一内含子存在有通用转录因子 1HO 结
合位点（’H’1)’H）［C］，推测表达水平的提高可能与
该位点有关。有关此内含子乃至其它内含子对 &’(
基因表达的调节机制有待于进一步研究。
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