
书书书

·论著·

腺病毒载体介导 ＳＣＬ基因转染
Ｃａｊａｌ间质细胞及其表达
张林　童卫东　刘宝华　李春穴

　　【摘要】　目的　构建含有人干细胞白血病（ｓｔｅｍｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａ，ＳＣＬ）基因的重组腺病毒载体，并观察其
对Ｃａｊａｌ间质细胞的转染及其介导的ＳＣＬ基因的表达。为下一步在体转染Ｃａｊａｌ间质细胞，观察其对 Ｃａｊａｌ
间质细胞表型逆转的影响奠定基础。方法　利用 ＡｄＥａｓｙ系统、细菌内同源重组法快速构建重组腺病毒
ＡｄＧＦＰ／ＳＣＬ。通过观察绿色荧光蛋白的表达评估重组腺病毒对培养的Ｃａｊａｌ间质细胞的转染效率。通过
ＲＴＰＣＲ法分析转染Ｃａｊａｌ间质细胞后ＳＣＬｍＲＮＡ的表达。结果　酶切鉴定及ＰＣＲ结果证明成功构建了含
有人ＳＣＬ基因的重组腺病毒，病毒滴度为１．６×１０１１ｐｆｕ／ｍｌ；对Ｃａｊａｌ间质细胞的转染率高达１００％；ＲＴＰＣＲ
法检测转染Ｃａｊａｌ间质细胞后ＳＣＬｍＲＮＡ有表达。结论　成功构建的含人ＳＣＬ基因的重组腺病毒对Ｃａｊａｌ
间质细胞有很强的转染能力，可介导ＳＣＬ基因在Ｃａｊａｌ间质细胞中表达。
　　【关键词】　腺病毒载体；　干细胞白血病基因；　同源重组；　转染；　Ｃａｊａｌ间质细胞
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　　干细胞白血病（ｓｔｅｍｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａ，ＳＣＬ）基因最
早发现于Ｔ淋巴细胞急性白血病细胞内，编码一种
螺旋环螺旋类转录因子。研究证明 ＳＣＬ是 ｃｋｉｔ
上游的重要调控基因，通过作用于 ｃｋｉｔ基因启动子
调节ｃｋｉｔ表达，具有强烈的促ｃｋｉｔ表达作用［１］。近

期研究表明，一些外源性因素导致ｃｋｉｔ表达下调，
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引发ＳＣＦ／ｃｋｉｔ通路异常，驱使 Ｃａｊａｌ间质细胞发生
平滑肌细胞样表型转化（而非凋亡），最终导致胃肠

动力障碍，可能是慢传输型便秘（ｓｌｏｗｔｒａｎｓｉｔｃｏｎｓｔｉ
ｐａｔｉｏｎ，ＳＴＣ）等众多胃肠动力紊乱性疾病 Ｃａｊａｌ间质
细胞减少的共同机制［２］。为此，本实验拟构建表达

人ＳＣＬ基因的重组腺病毒载体，观察其对 Ｃａｊａｌ间
质细胞的转染及其介导的 ＳＣＬ基因的表达能力。
为下一步在体转染 Ｃａｊａｌ间质细胞，观察其对 Ｃａｊａｌ
间质细胞表型逆转的影响奠定基础。
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１　材料与方法
１．１　质粒、菌株、细胞株、实验动物和主要试剂
　　含有人 ＳＣＬｃＤＮＡ质粒 ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ／ＳＣＬ由
本科李春穴博士惠赠，ＢＪ５１８３菌株、ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ、
ｐＡｄＥａｓｙ１由 ＪｏｈｎｓＨｏｐｋｉｎｓ大学 ＨｅＴＣ教授惠赠，
ｐｃＤＮＡ３．１（＋）、ＡｄＧＦＰ／Ｗｎｔ由重庆医科大学季业
伟博士惠赠，ＤＨ５α、Ｈｅｌａ以及 ＨＥＫ２９３细胞株由大
坪医院野战外科研究所７室长期保存。Ｂａｌｂ／ｃ小
鼠，出生后１５～２０ｄ内，雌雄不限，清洁级，由大坪
医院野战外科研究所动物试验中心提供。各种限制

性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶分别购自 ＭＢＩ、Ｐｒｏｍｅｇａ公
司，脂质体转染试剂 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００购自
Ｒｏｃｈｅ公司，小量质粒 ＤＮＡ提取试剂盒、凝胶回收
试剂盒购自Ｏｍｅｇａ公司，ＲＴＰＣＲ试剂盒购自ＴａＫａ
Ｒａ公司，ＰＣＲ引物由上海生物工程有限公司合成。
１．２　重组腺病毒的快速构建
　　参照文献［３］进行：（１）ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＳＣＬ的
构建：用 ＥｃｏＲⅠ单酶切法将 ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ／ＳＣＬ的
ＳＣＬ片段克隆到 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）的 ＥｃｏＲⅠ位点。
（２）ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ／ＳＣＬ的构建：用ＨｉｎｄⅢ和ＸｈｏⅠ
双酶切法将 ＳＣＬ片段定向克隆到 ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ。
（３）重组腺病毒质粒载体ｐＡｄｅａｓｙ１／ＳＣＬ的构建及鉴
定：电穿孔法。抗性筛选、酶切鉴定转化阳性菌落。

１．３　重组腺病毒的包装、鉴定、扩增和纯化
　　参照文献［３］进行。其中 ＰＣＲ鉴定引物如下：
上游为：５′ＴＣＣＧＧＣＧＧＡＧＴＧＧＡＧＡＴＣＣＴＡＴＴＣ３′，下
游为：５′ＴＧＧＣＴＧＡＴＣＣＴＧＧＴＧＧＣＣＣＡＧＡＣ３′。扩增
条件是９４℃变性４０ｓ→６０℃退火５０ｓ→７２℃延伸
６０ｓ（３５个循环）→７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１．４　病毒滴度测定以及生物安全性的观察
　　病毒滴度参照文献［３］进行。在六孔板上按照
２×１０６浓度接种 Ｈｅｌａ细胞，待长至融合度约７０％
时，重组腺病毒感染 Ｈｅｌａ细胞（ＭＯＩ＝５０），经反复
传代３次以上观察细胞形态变化以观察重组腺病毒
的生物安全性。

１．５　Ｃａｊａｌ间质细胞的体外培养、实验分组及处理
　　参照文献［４］方法培养 Ｃａｊａｌ间质细胞。实验
分组及处理：正常对照组、阳性对照组和腺病毒处理

组。其中腺病毒处理组给予１．６×１０９ｐｆｕ的重组腺
病毒ＡｄＧＦＰ／ＳＣＬ。
１．６　重组腺病毒ＡｄＧＦＰ／ＳＣＬ对培养的Ｃａｊａｌ间质
细胞的转染效率

　　于转染后４８ｈ在荧光显微镜下计数 ＧＦＰ阳性

细胞数。在荧光显微镜下随机挑取５个高倍视野，
分别计算绿色荧光阳性和阴性的细胞的平均数，阳

性细胞百分数代表细胞的转染效率。

１．７　重组腺病毒 ＡｄＧＦＰ／ＳＣＬ介导的 ＳＣＬ基因在
Ｃａｊａｌ间质细胞中的表达
　　分别于转染后２、７、１５ｄ提取Ｃａｊａｌ间质细胞总
ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ法分析 ＳＣＬｍＲＮＡ表达。上、下游引
物及反应参数同前。

２　结果
２．１　构建的中间质粒及重组腺病毒鉴定
　　酶切鉴定：对 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＳＣＬ质粒进行
ＥｃｏＲⅠ酶切，可得到约１ｋｂ小片段和约５ｋｂ大片
段，其中约１ｋｂ小片段与插入的目的片段大小相一
致（图１）。对ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ／ＳＣＬ质粒进行ＨｉｎｄⅢ
和ＸｈｏⅠ双酶切，前者得到约１ｋｂ小片段和约９ｋｂ
大片段，其中约１ｋｂ小片段与插入的目的片段大小
相一致（图 １）。两质粒的插入目的片断经测序鉴
定：与 ＧｅｎＢａｎｋ报道完全一致。对 ｐＡｄｅａｓｙ１／ＳＣＬ
质粒进行ＨｉｎｄⅢ和ＸｈｏⅠ双酶切，可得到约１ｋｂ小
片段和约３５ｋｂ大片段，其中约１ｋｂ小片段与插入
的目的片段大小相一致（图 １）。用 ＰａｃⅠ酶切，
ｐＡｄｅａｓｙ１／ＳＣＬ质粒可出现一个约３０ｋｂ的大片段
和一个约４．５ｋｂ的特征性小带而得以鉴定。
　　ＰＣＲ法：以 ｐＡｄｅａｓｙ１／ＳＣＬ质粒为模板，进行
ＰＣＲ扩增，上、下游引物同上，产物用１．０％琼脂糖
凝胶电泳，得到约１ｋｂ片段，与插入的目的片段大
小相一致。

Ｍ１：ＤＬ２０００；１：ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ／ＳＣＬ（ＥｃｏＲⅠ）；２：ｐｃＤＮＡ

３．１（＋）（ＥｃｏＲⅠ）；３：ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＳＣＬ（ＥｃｏＲⅠ）；４：

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ＳＣＬ（ＨｉｎｄⅢ＋ＸｈｏⅠ）；５：ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ；

６：ｐＡｄＴｒａｃｋ－ＣＭＶ（ＨｉｎｄⅢ ＋ＸｈｏⅠ）；７：ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ／

ＳＣＬ（ＨｉｎｄⅢ ＋ＸｈｏⅠ）；８：ｐＡｄｅａｓｙ１／ＳＣＬ（ＨｉｎｄⅢ ＋Ｘｈｏ

Ⅰ）；９：ＡｄＧＦＰ／ＳＣＬ（ＰａｃⅠ）；Ｍ２：λＥｃｏＴ１４Ⅰ ｄｉｇｅｓｔ

图１　中间质粒及重组腺病毒ＡｄＧＦＰ／ＳＣＬ酶切鉴定电泳图

·３３１·中华消化外科杂志２００７年４月第６卷第２期　ＣｈｉｎＪＤｉｇＳｕｒｇ，Ａｐｒｉｌ２００７，Ｖｏｌ．６，Ｎｏ．２



２．２　重组腺病毒ＡｄＧＦＰ／ＳＣＬ的产生、鉴定及滴度
测定

　　ｐＡｄｅａｓｙ１／ＳＣＬ经脂质体转染２９３细胞后２４ｈ
出现绿色荧光蛋白表达，荧光表达随时间增强。约

５～７ｄ左右，２９３细胞开始出现细胞病变效应，表现
为细胞肿胀、变圆、蚀斑出现（图２）。阳性空斑抽提
物经ＰＣＲ扩增检测，可特异性扩增出约１ｋｂ的ＳＣＬ
ｃＤＮＡ片段。而未转染的细胞基因组未扩增出相应
条带（图 ３）。本实验单孔细胞计数平均为 ８．０×
１０８，根据前述滴度测定公式，计算病毒滴度为１．６×
１０１１ｐｆｕ／ｍｌ。

图２　重组腺病毒ＡｄＧＦＰ／ＳＣＬ形成的空斑　（×２００）

Ｍ１：ＤＬ２０００；１：转染２９３细胞；３：未转染２９３细胞
图３　重组 Ａｄ／ＳＣＬ质粒转染２９３细胞后病毒上清及其空

白对照ＰＣＲ产物（１ｋｂ）

２．３　重组腺病毒ＡｄＧＦＰ／ＳＣＬ生物安全性的观察
　　重组腺病毒感染Ｈｅｌａ细胞（ＭＯＩ＝５０），经反复传
代３次以上细胞生长未受影响，未见细胞病变效应，排
除了有复制能力的腺病毒污染的可能性（图４）。
２．４　重组腺病毒对Ｃａｊａｌ间质细胞的转染
　　用不同 ＭＯＩ的重组腺病毒感染 Ｃａｊａｌ间质细
胞，当ＭＯＩ为５０时，超过９０％的细胞出现绿色荧光
蛋白表达。当 ＭＯＩ为１００时，１００％的细胞出现绿
色荧光蛋白表达。表明所构建的重组腺病毒生物活

性高，可以有效地转导目的基因表达（图５）。

图４　Ｈｅｌａ细胞感染重组腺病毒 ＡｄＧＦＰ／ＳＣＬ（ＭＯＩ＝５０）

后的生长状态　（×２００）

图５　Ｃａｊａｌ间质细胞转染重组腺病毒ＡｄＧＦＰ／ＳＣＬ后４８ｈ

ＧＦＰ的表达　（×２００）

２．５　重组腺病毒 ＡｄＧＦＰ／ＳＣＬ介导的 ＳＣＬ基因在
Ｃａｊａｌ间质细胞中的表达。
　　ＲＴＰＣＲ法分析１５ｄ时 Ｃａｊａｌ间质细胞中 ＳＣＬ
ｍＲＮＡ的表达，实验组可见约１．２ｋｂ针对ＳＣＬ基因
的特异性条带表达，而阳性对照组以及正常对照组

均未见表达（图６）。

Ｍ：Ｄｅｌｌ２０００ｍａｒｋｅｒ；１：Ｃａｊａｌ间质细胞；２：阳性对照组；３：

阴性对照组

图６　ＲＴＰＣＲ分析１５ｄＣａｊａｌ间质细胞中ＳＣＬｍＲＮＡ表达
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３　讨论
　　Ｃａｊａｌ间质细胞是胃肠道的起搏细胞，具有产
生、传播慢波的功能，参与调控肠神经信号传递［５］。

业已证明慢传输性便秘、慢性假性肠梗阻等众多胃

肠动力紊乱性疾病都存在 Ｃａｊａｌ间质细胞数目减
少［６］。新近的研究提示 Ｃａｊａｌ间质细胞发生平滑肌
细胞样表型转化（而非凋亡）可能是众多胃肠动力

紊乱性疾病Ｃａｊａｌ间质细胞减少的共同机制［２］。

　　研究证明 Ｃａｊａｌ间质细胞细胞膜特异性表达
ｃｋｉｔ。ｃｋｉｔ作为受体酪氨酸激酶家族的重要成员，
与其配体干细胞因子（ｓｔｅｍｃｅｌｌｆａｃｔｏｒ，ＳＣＦ）结合后
所启动的信号通路，不仅对造血干细胞、成黑色素细

胞等具有重要的调控作用，对 Ｃａｊａｌ间质细胞发育、
分化及胃肠道节律性活动的稳定也至关重要［７］。

腹腔注射 ｃｋｉｔ封闭性单抗 ＡＣＫ２可使小鼠肠道
Ｃａｊａｌ间质细胞表型转化呈平滑肌细胞样表型，肠道
慢波消失。我们前期的研究表明 ｃｋｉｔ表达下调可
能是引起上述病变的主要病理机制。

　　ＳＣＬ基因位于１号染色体短臂（１Ｐ３２），最早发
现于Ｔ淋巴细胞急性白血病细胞内，编码一种螺旋
环螺旋类转录因子。ＳＣＬ主要表达于造血系统、上
皮及部分中枢神经系统，对 ＳＣＦ依赖型细胞的生存
具有重要的调控作用。研究证明 ＳＣＬ是 ｃｋｉｔ上游
的重要调控基因，通过作用于ｃｋｉｔ基因启动子调节
ｃｋｉｔ表达来发挥其“生存基因”的功能，具有强烈的
促ｃｋｉｔ表达作用［１］。如果采用基因工程技术，将

ＳＣＬ基因导入 Ｃａｊａｌ间质细胞，能否增加 ｃｋｉｔ的表
达，从而逆转Ｃａｊａｌ间质细胞表型转化呢？
　　本实验所使用的构建重组腺病毒的 ＡｄＥａｓｙＴＭ

系统是代替传统腺病毒重组系统的一个快捷系统。

在这个系统中，只需两步即可产生重组腺病毒：先将

表达盒装入转移载体，然后再通过同源重组插入腺

病毒基因组。在ＡｄＥａｓｙＴＭ载体系统中，含有大部分
腺病毒基因组的载体为超螺旋质粒，而不是线性

ＤＮＡ，同源重组在大肠杆菌内进行。相对于传统的
同源重组法而言，这两点改进使病毒ＤＮＡ操作更容
易，同时由于利用了大肠杆菌的高效同源重组特性

而使重组载体的筛选变得更为简单。本实验中，由

于携带目的基因ＳＣＬ的穿梭质粒ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶ多
克隆位点两侧及腺病毒骨架质粒ｐＡｄＥａｓｙ１基因组
两侧均存在相同的同源序列，在大肠埃希氏菌

ＢＪ５１８３中很快实现同源重组，获得重组腺病毒质粒
ｐＡｄｅａｓｙ１／ＳＣＬ。经脂质体转染 ＨＥＫ２９３细胞，最终
包装产生重组腺病毒。超速离心纯化后病毒滴度测

定在１０１０～１０１１ｐｆｕ／ｍｌ之间。整个实验过程前后耗
时约２个月，证实该法确实简便、可靠、高效，值得进
一步推广应用。

　　我们构建了含人 ＳＣＬ基因的腺病毒载体，经酶
切鉴定以及 ＰＣＲ结果证实含人 ＳＣＬ重组腺病毒构
建成功。病毒滴度达１．６×１０１１ｐｆｕ／ｍｌ，能高效、安
全地转染体外培养的Ｃａｊａｌ间质细胞，并且能介导的
ＳＣＬ基因在Ｃａｊａｌ间质细胞中的表达。表明此重组
腺病毒能有效介导人 ＳＣＬ基因转染 Ｃａｊａｌ间质细
胞，为下一步Ｃａｊａｌ间质细胞表型逆转的基因治疗研
究奠定了基础。
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