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大鼠组织激肽释放酶８重组腺病毒载体的构建及鉴定

曹步清，刘铁牛

（中国人民解放军第三三医院检验科，广西南宁５３００２１）

　　摘　要：目的　构建大鼠组织激肽释放酶８（ＫＬＫ８）的腺病毒表达载体，为进一步研究ＫＬＫ８对心肌细胞的作用提供实验基

础。方法　采用ＡｄＥａｓｙ系统构建携带外源性ＫＬＫ８编码基因的重组腺病毒载体ｐＡｄＫＬＫ８，转染ＡＤ２９３细胞包装产生重组腺

病毒ＡｄＫＬＫ８，ＴＣＩＤ５０法对收获病毒进行滴度鉴定，ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测目的基因在 Ｈｅｌａ细胞的表达。结果　

ＰＣＲ、序列测定以及限制性酶切证实ＫＬＫ８基因正确插入腺病毒表达载体，并在 ＡＤ２９３细胞中包装出重组腺病毒；收获病毒的

滴度为３．１６×１０１２ＩＵ／ｍＬ。结论　成功构建ｐＡｄＫＬＫ８重组腺病毒表达载体，且重组腺病毒在 Ｈｅｌａ细胞能有效表达。
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　　组织激肽释放酶（ＫＬＫ）是存在于心血管系统中重要的血

管活性物质，并且是由多个成员（ＫＬＫ１～ＫＬＫ１５）组成。目前

组织激肽释放酶对心血管作用的研究主要集中在ＫＬＫ１（即经

典组织激肽释放酶），表明ＫＬＫ１对心脏具有抗缺血再灌注损

伤、抗心肌细胞凋亡［１］和抗心肌细胞肥大［２３］等保护作用。

ＫＬＫ８是组织激肽释放酶家族成员之一，其基因结构与ＫＬＫ１

具有很大的相似性［４］并且在心脏组织中也有表达［５］，然而

ＫＬＫ８是否具有与ＫＬＫ１类似的心血管活性作用至今仍未阐

明。本研究旨在将外源性ＫＬＫ８编码基因插入腺病毒载体中

构建重组腺病毒载体，经ＡＤ２９３细胞包装获得可高效转录表

达ＫＬＫ８的重组腺病毒，为探讨外源性 ＫＬＫ８表达对心肌细

胞的作用奠定良好的实验基础。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　ＤＮＡ分子量 Ｍａｒｋｅｒ、限制性内切酶ＸｈｏＩ

和ＥｃｏＲＶ、ＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ为大连宝生物（Ｔａｋａ

ｒａ）工程公司产品；限制性核酸内切酶ＰａｃＩ和ＰｍｅＩ为美国

ＮＥＢ公司产品。大肠杆菌Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α为北京博大泰克生物

技术公司产品。腺病毒穿梭质粒ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ，Ｅ１区和Ｅ３

区缺失的复制缺陷５型腺病毒骨架质粒ｐＡｄＥａｓｙ１、ＢＪ５１８３、

人宫颈癌细胞系 Ｈｅｌａ和ＡＤ２９３细胞均由上海长海医院心内

科实验室提供。预染蛋白 Ｍａｋｅｒ为 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产品，

ＫＬＫ８多克隆抗体为Ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司产品。

１．２　实验方法

１．２．１　目的基因的ＰＣＲ扩增　大鼠ＫＬＫ８ｍＲＮＡ序列全长

根据 ＧｅｎｅＢａｎｋ由南京 Ｇｅｎｅｓｃｒｉｐｔ公司合成，结合ｐＳｈｕｔｔｌｅ

ＣＭＶ载体的多克隆位点，采用 Ｐｒｉｍｉｅｒ５．０软件设计扩增

ＫＬＫ８ｍＲＮＡ的特异性引物；并分别在两条引物中的５′端引

入ＸｈｏＩ和 ＥｃｏＲＶ酶切位点以及保护性碱基。上游引物序

列为：５′ＴＡＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＧＧＡＣＧＣＣＣＣＣＣＡＣＣ３′，

下游引物序列为：５′ＴＡＡＧＡＴＡＴＣＴＣＡＧＴＣＣＣＴＣＴＴ

ＧＣＣＣ３′，下划线部分为引入的酶切位点，扩增片段长度为

７８０ｂｐ。反应体系为：５×ｂｕｆｆｅｒ１０μＬ，ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ（２．５

ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ＤＮＡ聚合酶

（２．５Ｕ／μＬ）０．５μＬ，ＫＬＫ８ｍＲＮＡ（１０ｐｇ／μＬ）１μＬ，无菌去

离子水补至５０μＬ。ＰＣＲ扩增条件为：９５℃５ｍｉｎ热启动；９５

℃３０ｓ，５９℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共４０个循环。取全部扩增产

物进行琼脂糖凝胶电泳，凝胶自动成像系统紫外灯下可见约

７８０ｂｐ的条带，将该条带切下并按照 ＡｘｙｇｅｎＤＮＡ凝胶回收

试剂盒说明书进行操作进行回收纯化。

１．２．２　重组穿梭质粒的构建及鉴定　分别用限制性内切酶

ＸｈｏＩ和 ＥｃｏＲ Ｖ 双酶切回收纯化的基因片段和穿梭载体

ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ，并在Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ作用下以摩尔比１０∶１进

行连接。应用１ｘＴＳＳ法，将上述连接产物转化新鲜制备的Ｅ．

ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细菌，取转化菌涂布于含卡那霉素的ＬＢ琼

脂平板，３７℃培养１６ｈ。然后，从转化菌平板上挑取６～１０个

生长良好的单个菌落接种至５ｍＬ含卡那霉素的ＬＢ培养液

中，３７℃摇床中振荡培养１８ｈ，取１．５ｍＬ培养液按质粒抽提

试剂盒操作步骤提取质粒。将所提质粒使用限制性内切酶

ＸｈｏＩ和 ＥｃｏＲＶ进行双酶切电泳鉴定；同时，鉴定为阳性的质

粒菌液送往上海杰李生物技术公司进行测序鉴定，核酸测序结

果表明，插入的 ＫＬＫ８序列与 ＧｅｎｅＢａｎｋ中序列完全一致，构

建成功的质粒命名为ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＫＬＫ８。
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１．２．３　重组腺病毒载体的构建　用限制性内切酶ＰｍｅＩ将

ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＫＬＫ８酶切线性化，随后与腺病毒骨架质粒

ｐＡｄＥａｓｙ１在大肠杆菌ＢＪ５１８３中进行同源重组。从平板上挑

取单个克隆转入含卡那霉素的ＬＢ培养液中振荡培养１８ｈ，提

取质粒，进行ＰａｃＩ酶切鉴定，经鉴定为阳性的重组子命名为

ｐＡｄＫＬＫ８。

１．２．４　腺病毒包装和滴度测定　将提取的重组腺病毒质粒

ｐＡｄＫＬＫ８用限制性内切酶ＰａｃＩ酶切线性化，酶切产物纯化

后，脂质体法将ｐＡｄＫＬＫ８转染入ＡＤ２９３细胞包装重组腺病

毒。采用腺病毒感染滴度（ＴＣＩＤ５０）法测定所获腺病毒滴度，

并计算病毒滴度。

１．２．５　ＫＬＫ８基因及蛋白表达检测　取２．５μＬ重组腺病毒

液感染 Ｈｅｌａ细胞，３ｄ后约９０％的细胞观察到细胞毒性反应

（变圆、脱落）时收集细胞，按Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司 ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ

说明书提取 Ｈｅｌａ细胞总 ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ检测 ＫＬＫ８ｍＲＮＡ

的表达。同时提取重组腺病毒液感染后的 Ｈｅｌａ细胞总蛋白进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ以检测目的基因蛋白的表达。

２　结　　果

２．１　ＫＬＫ８编码基因的鉴定　采用ＰＣＲ方法扩增合成好的

ＫＬＫ８ｍＲＮＡ全长并在上下游加上ＸｈｏＩ和ＥｃｏＲＶ酶切位

点，可在约７８０ｂｐ处观察到特异性扩增条带，与理论预计值相

符且测序后与ＧｅｎＢａｎｋ报道的ＫＬＫ８编码序列完全一致。见

图１。内切酶 ＸｈｏＩ和 ＥｃｏＲ Ｖ 双酶切重组质粒 ｐＳｈｕｔｔｌｅ

ＣＭＶＫＬＫ８，电泳后可观察到长约７．５ｋｂ的载体片段和长

７８０ｂｐ的目的基因片段，表明目的基因片段成功插入表达载

体。见图２。鉴定为阳性的质粒菌液还进行测序鉴定，核酸测

序结果表明，插入的 ＫＬＫ８序列与 ＧｅｎｅＢａｎｋ中序列完全一

致，见图３（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

　　Ｍ：ＤＬ５０００ＤＮＡ 标记物；１，２：大鼠 ＫＬＫ８ｍＲＮＡＰＣＲ 扩增

产物。

图１　　大鼠ＫＬＫ８ｍＲＮＡ全长ＰＣＲ扩增产物

２．２　重组腺病毒载体ｐＡｄＫＬＫ８鉴定　重组腺病毒载体

ｐＡｄＫＬＫ８经限制性内切酶ＰａｃＩ酶切，琼脂糖凝胶电泳可观

察到长４．５ｋｂ和３０ｋｂ左右的两条带，结果提示穿梭质粒

ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＫＬＫ８和骨架质粒ｐＡｄＥａｓｙ１的重组发生在

ｏｒｉ与右臂之间。见图４。

２．３　重组腺病毒的包装　质粒ｐＡｄＫＬＫ８经ＰａｃＩ酶切线性

化后，用脂质体法转染 ＡＤ２９３细胞，转染５ｄ后细胞开始变

圆、脱落，第１０～１４天约８０％的细胞出现毒性反应时收获细

胞，反复冻融３次后离心除去细胞碎片，取上清继续感染 ＡＤ

２９３细胞以扩增病毒，２ｄ后细胞内开始出现变圆、脱落并逐渐

增多，说明包装出的重组腺病毒具有感染性且在细胞内不断增

殖。重复上述过程３～４次即可获得大量具有稳定感染性的重

组腺病毒，所获病毒命名为 ＡｄＫＬＫ８，经检测病毒滴度为

３．１６×１０１２ＩＵ／ｍＬ。

　　Ｍ：ＤＬ５０００ＤＮＡ标记物；１：双酶切处理的重组质粒ｐＳｈｕｔｔｌｅ

ＣＭＶＫＬＫ８；２．ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＫＬＫ８。

图２　　重组穿梭质粒ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＫＬＫ８的鉴定

　　Ｍ１：λ／ＨｉｎｄⅢ ＤＮＡ标记物；１，２，３：ＰａｃＩ酶切ｐＡｄＫＬＫ８：Ｍ２：

ＤＬ５０００ＤＮＡ标记物。

图４　　重组腺病毒质粒ｐＡｄＫＬＫ８的鉴定

２．４　ＲＴＰＣＲ检测　提取经重组腺病毒感染的 Ｈｅｌａ细胞总

ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ可扩增出大小约７８０ｂｐ的片段，与目的片段大

小一致；而未感染腺病毒的 Ｈｅｌａ细胞此条带相对较弱。见图

５。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，感染腺病毒的 Ｈｅｌａ细胞ＫＬＫ８蛋

白表达量明显增加，可见相对分子质量约３４×１０３ 的特异性条

带，符合理论值，表明重组腺病毒 ＡｄＫＬＫ８感染 Ｈｅｌａ细胞后

可以表达出具有抗原活性的ＫＬＫ８蛋白。见图６。

　　Ｍ：ＤＬ５０００ＤＮＡ标记物；１：ＡｄＫＬＫ８感染 Ｈｅｌａ细胞后；２：未

感染腺病毒的 Ｈｅｌａ细胞。

图５　　ＲＴＰＣＲ检测 Ｈｅｌａ细胞中ＫＬＫ８的表达

图６　　ＡｄＫＬＫ８在 Ｈｅｌａ细胞的蛋白表达鉴定
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３　讨　　论

组织激肽释放酶－激肽系统（ＫＫＳ）是动物体多种组织中

广泛存在的生物活性物质，包括激肽释放酶原、激肽释放酶、激

肽原、激肽和激肽受体。激肽释放酶以激肽原酶原的形式在组

织中合成，再经胰蛋白酶激活形成组织激肽释放酶。组织激肽

释放酶是一组联系紧密的丝氨酸蛋白酶类，相对分子质量在

（２４～４５）×１０３ 之间，等电点为３．５～４．４，大量存在于肾、胰

腺、胃肠道黏膜及中枢神经系统等多种组织中，并可释放至血

液循环，它可通过多种方式产生不同的生物学作用，参与多器

官功能调节和多种病理生理过程，如心血管、肾脏和神经系统

的调节，细胞增殖、炎症、凋亡等过程［１］，其活性能被抑肽酶或

它的内源性抑制剂ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ所抑制
［６７］。较早的研究一直认

为ＫＬＫ基因家族只有３个基因：ＫＬＫ１、ＫＬＫ２和 ＫＬＫ３。

ＫＬＫ１对心血管、肾脏和中枢神经系统具有重要的保护作用，

而ＫＬＫ２和ＫＬＫ３（也称为前列腺特异性抗原，ＰＳＡ）则被认为

是前列腺癌的标志物。最新研究表明，组织激肽释放酶基因家

族至少有１５个基因组成（ＫＬＫ１～ＫＬＫ１５），并且这１５个激肽

释放酶相关基因都处于１９ｑ１３．４这条染色体上
［８］。

ＫＬＫ８是ＫＬＫ家族成员之一，以往的研究表明，ＫＬＫ８可

作为卵巢癌、子宫内膜癌、乳腺癌等疾病的肿瘤标志物，对这些

疾病的发展和预后起到一定的指导作用［９１０］；在癫痫及阿兹海

默氏症等中枢神经系统损伤的疾病中，ＫＬＫ８表达增高
［１１１２］，

提示ＫＬＫ８在此过程中有一定作用，但具体机制尚未明确；同

时，ＫＬＫ８基因结构与ＫＬＫ１具有很大的相似性，那么它是否

也具有与ＫＬＫ１相同心脏保护作用，这是一个非常有意义、值

得深入研究的课题。

本实验成功构建了携带外源性 ＫＬＫ８基因的重组腺病毒

表达载体，并在 ＡＤ２９３细胞中包装获得重组腺病毒 Ａｄ

ＫＬＫ８，应 用 ＲＴＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴 定 结 果 表 明 Ａｄ

ＫＬＫ８重组腺病毒可在靶细胞中高效转录及表达蛋白，进一步

为研究ＫＬＫ８对心肌细胞作用奠定了实验基础。
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Ｄｅｒｍａｔｏｌ，２００７，１２７（７）：１６２２１６３１．

［１０］徐艳松，唐卫中，高枫，等．散发性结直肠癌 ＡＰＣ、Ｋｒａｓ、ｐ５３、

ＭＭＲ基因突变检测［Ｊ］．结直肠肛门外科，２００９，１５（４）：２２９２３２．

（收稿日期：２０１２１１０８）
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