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　　［摘要］　目的　构建高滴度大鼠Ｈｅｓ１腺病毒过表达载体（ＡｄＨｅｓ１）。方法　以大鼠ｃＤＮＡ文库为模板，ＰＣＲ法扩增Ｈｅｓ１，

通过定向克隆构建ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＨｅｓ１穿梭质粒，再以ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＨｅｓ１为基础，构建ｐＡｄｅｎｏＨｅｓ１病毒质粒，将ｐＡｄｅｎｏ

Ｈｅｓ１转染２９３细胞，包装 ＡｄＨｅｓ１，利用改进ＴＣＩＤ５０法进行病毒滴度测定。ＡｄＨｅｓ１感染 Ｈ９ｃ２心肌细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

Ｈｅｓ１表达。结果　ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＨｅｓ１穿梭质粒、ｐＡｄｅｎｏＨｅｓ１病毒质粒构建成功，总滴度为１．６×１０
１１ＰＦＵ，ＡｄＨｅｓ１可在

Ｈ９ｃ２心肌细胞内正常表达，其 ＭＯＩ值为３０。结论　ＡｄＨｅｓ１包装成功，为进一步研究 Ｈｅｓ１的心肌保护作用奠定实验基础。
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　　Ｈｅｓ是果蝇ｈａｉｒｙ／Ｅ（ｓｐｌ）基因家族同系物，作为 Ｎｏｔｃｈ１

信号通路重要靶基因，其通过编码抑制型碱性螺旋环螺旋

（ｂａｓｉｃＨｅｌｉｘＬｏｏｐＨｅｌｉｘ，ｂＨＬＨ），在调节多种细胞分化、增殖

的Ｎｏｔｃｈ信号途径中起关键作用
［１３］，并影响细胞决定、发育、

分化、增殖、凋亡、黏附及上皮间质细胞转化
［４５］。研究发现，

Ｈｅｓ可与Ｓｔａｔ３形成 Ｈｅｓ１Ｓｔａｔ３复合物，促进Ｓｔａｔ３磷酸化和

ＨＩＦ１α激活，进而发挥保护作用
［６７］。本研究发现，Ｈｅｓ１可作

为介导分子，激活ＳＡＦＥ信号通路，发挥心肌作用
［８］。因此本

文将构建包装高滴度 Ｈｅｓ１腺病毒病毒过表达载体（Ａｄ

Ｈｅｓ１），为进一步探讨 Ｈｅｓ１心肌保护中的分子机制奠定研究

基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞及菌株　２９３细胞购自中科院上海生命科学院细

胞库，ＤＨ５α超级化学感受态细胞购自汉恒生物科技有限

公司。

１．１．２　大鼠ｃＤＮＡ文库及腺病毒载体系统　大鼠ｃＤＮＡ文

库购自 ＴａＫａＲａ公司；ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ重组穿梭质粒、ｐＡｄｅｎｏ

质粒购自汉恒生物科技有限公司。

１．１．３　主要试剂　限制性内切酶（ＳｆｉⅠ，ＩＣｅｕⅠ，ＩＳｃｅⅠ，

ＸｈｏⅠ，ＰａｃⅠ）、Ｐｈｕｓｉｏｎ超保真 ＤＮＡ聚合酶购自 ＮｅｗＥｎｇ

ｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司，Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，ＣＩＰ酶

购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ｄＮＴＰｓ购自上海生工生物工程技术服务

有限公司，质粒小／中量提取纯化试剂盒、ＤＮＡ纯化试剂盒、

ＤＮＡ凝胶回收与纯化试剂盒购自威格拉斯生物技术有限公

司，Ｌｉｐｏｆｉｔｅｒ
ＴＭ购自汉恒生物科技有限公司，细胞裂解液购自

碧云天生物技术研究所，ＭｏｕｓｅｍｏｎｏｃｌｏｎａｌｔｏＨｅｓ１购自 Ａｂ

ｃａｍ公司，βＡｃｔｉｎＭｏｕｓｅＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ购自 Ａｎｂｏ公

司，ＨＲＰａｆｆｉｎｉｐｕｒｅｇｏａｔａｎｔｉｒａｂｂｉｔＩｇＧ购自北京中杉金桥生

物技术有限公司，增强化学发光底物购自ＰｉｅｒｃｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

公司。

１．１．４　引物设计与合成　根据ＧｅｎＢａｎｋ中的大鼠 Ｈｅｓ１基因

编码序列（ＮＣＢＩＲｅｆｅｒｅｎｃｅＳｅｑｕｅｎｃｅ：ＮＭ＿０２４３６０．３），Ｐｒｉｍｅｒ

Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０设计 Ｈｅｓ１克隆引物并插入ＳｆｉⅠ酶切位点（Ｆｏｒ

ｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ：５′ＡＡＡＡＧＧＣＣＧＣＴＧＣＧＧＣＣＡＣＣＡＴＧＡ

ＡＧＣＧＡＣＧＡＴＧＧＡ３′，ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ：５′ＡＡＡＡＧＧＣＣＴ

ＧＴＴＴＧＧＣＣＴＣＡＧＴＴＣＣＧＣＣＡＣＧＧＣＣＴ３′），产物大小

为１２００ｂｐ，由上海桑尼生物技术有限公司合成，规格为２Ａ。

１．２　方法

１．２．１　ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＨｅｓ１重组穿梭质粒构建及鉴定　以大

鼠ｃＤＮＡ 文库为模板，ＰＣＲ 法获得 Ｈｅｓ１片段，ＳｆｉⅠ酶切

ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ重组穿梭载体及 Ｈｅｓ１片段。ＣＩＰ去磷酸化处

３８５重庆医学２０１７年２月第４６卷第５期

 基金项目：国家自然科学基金资助项目（８１５７０２６２）；赣鄱５５５领军人才计划（赣组字［２０１３］５８号）；江西省自然科学基金重大项目

（２０１５２ＡＣＢ２００２６）。　作者简介：周学亮（１９８０－），副主任医师，博士，主要从事心肌疾病的信号通路研究。　＃ 　共同第一作者：方义湖

（１９７１－），教授，硕士，主要从事心血管疾病基础研究。　△　通信作者，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｊｉｃｈｕｎ９９９＠１６３．ｃｏｍ。



理，Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ连接过夜，转化ＤＨ５α化学感受态细胞，接

种于含卡那霉素（Ｋａｎ＋）ＬＢ平板培养皿。次日随机挑选阳性

单克隆菌落，于Ｋａｎ＋ＬＢ液态培养基摇菌过夜，隔日小提质粒，

行ＳｆｉⅠ酶切鉴定，再送上海桑尼生物技术有限公司基因测序。

无突变的克隆命名为ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＨｅｓ１重组穿梭质粒。

１．２．２　ｐＡｄｅｎｏＨｅｓ１病毒质粒构建　ＩＣｅｕⅠ、ＩＳｃｅⅠ双酶切

ｐＡｄｅｎｏ载体、ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＨｅｓ１重组穿梭质粒，ＣＩＰ去磷酸

化处理，Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ连接过夜，转化ＤＨ５α化学感受态细

胞，接种含氨苄西林（Ａｍｐ
＋）ＬＢ平板培养皿。次日随机挑选

阳性单克隆菌落，于 Ａｍｐ
＋ＬＢ液态培养基摇菌过夜。隔日小

提质粒，行ＸｈｏⅠ酶切鉴定，再送上海桑尼生物技术有限公司

基因测序，无突变的克隆命名为ｐＡｄｅｎｏＨｅｓ１病毒质粒。

１．２．３　ＡｄＨｅｓ１包装、收毒、扩增及滴度测定　ｐＡｄｅｎｏＨｅｓ１

病毒质粒ＰａｃＩ限制性内切酶线性化，转染２９３细胞，６ｈ后更

换新鲜细胞培养液，出毒完毕后收集所有细胞及培养液，

于－８０℃和３７℃间冻融３次，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，上清液

即为ＡｄＨｅｓ１第一代毒种（Ｐ１），作为毒种－８０℃保存。取Ｐ１

代毒种感染２９３细胞，待所有细胞脱落底面开始收毒，２０００

ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，加入１ｍＬＳＴｂｕｆｆｅｒ（培养液＋

１０％血清＋２．５％甘油），Ｖｏｔｅｘ混匀，于－８０℃和３７℃间冻融

３次，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液（Ｐ２）－８０℃保存。依

前法利用Ｐ２代病毒大量扩增病毒，纯化后利用改良 ＴＣＩＤ５０

法行病毒滴度测定。

１．２．４　ＡｄＨｅｓ１功能鉴定　Ｈ９ｃ２细胞传代１０
７ 至６孔板，每

孔分别加入约 ＡｄＧＦＰ、１０μＬ和３０μＬ（ＭＯＩ约３０和９０）的

ＡｄＨｅｓ１腺病毒，４ｈ更换培养液，３６ｈ后收集细胞蛋白，

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｈｅｓ１表达。

２　结　　果

２．１　ｐＳｈｕｔｔｌｅＨｅｓ１重组穿梭质粒成功构建　Ｈｅｓ１经ＰＣＲ

扩增后，经ＳｆｉⅠ酶切插入ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ重组穿梭质粒，获得

ｐＳｈｕｔｔｌｅＨｅｓ１转化子，ＳｆｉⅠ酶切后行１％琼脂糖凝胶电泳，获

得１２００、３４００ｂｐ两条带（图１Ａ），与预计结果相符。ＤＮＡ

ＭＡＮ（Ｖｅｒｓｉｏｎ６．０．３．９９）比对分析基因测序结果，与大鼠

Ｈｅｓ１基因编码序列完全一致（图１Ｂ）。

　　Ａ：ｐＳｈｕｔｔｌｅＨｅｓｌ酶切鉴定；Ｂ：ｐＳｈｕｔｔｌｅＨｅｓｌ。

图１　　ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＨｅｓｌ重组穿梭质粒构建及鉴定

２．２　ｐＡｄｅｎｏＨｅｓ１病毒质粒构建　ｐＳｈｕｔｔｌｅＨｅｓ１经ＩＣｅｕⅠ、Ｉ

ＳｃｅⅠ双酶切，插入ｐＡｄｅｎｏ载体获得ｐＡｄｅｎｏＨｅｓ１转化子，ＸｈｏＩ

酶切后行１％琼脂糖凝胶电泳，获得１４．５０、１１．７０、２．６６、２．４７、１．

４５、１．１０、０．９０、０．６０ｂｐ８条带（图２），与预计结果相符。

图２　　ｐＡｄｅｎｏＨｅｓｌ病毒质粒酶切鉴定

２．３　ＡｄＨｅｓ１包装、收毒、扩增及滴度测定　ｐＡｄｅｎｏＨｅｓ１病

毒质粒转染２９３细胞后，每天观察细胞出毒迹象，出毒现象为

细胞变大变圆，呈葡萄状，并开始出现明显噬斑，待细胞大部分

病变并从底部脱落进行收毒（图３）。利用改进ＴＣＩＤ５０法测定

ＡｄＨｅｓ１滴度，结果为１．６×１０１１ＰＦＵ／ｍＬ，体积１ｍＬ，总滴度

为１．６×１０１１ＰＦＵ。

　　Ａ：出毒初期；Ｂｐ：出毒后期。

图３　　ＡｄＨｅｓｌ细胞出毒情况（×４０）

２．４　ＡｄＨｅｓ１功能鉴定　ＡｄＨｅｓ１转染 Ｈ９ｃ２心肌细胞，

４８ｈ后提总蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示 Ｈｅｓ１在ＡｄＨｅｓ１组表达，

病毒转染量越大，表达量越大，提示 ＡｄＨｅｓ１构建成功，可在

Ｈ９ｃ２细胞内正常表达（图４）。

图４　　ＡｄＨｅｓｌ在 Ｈ９ｃ２心肌细胞内表达

３　讨　　论

　　研究表明 Ｈｅｓ基因家族包含 Ｈｅｓ１７，编码ｂＨＬＨ发挥转

录抑制作用，在细胞分化、细胞周期停滞、细胞凋亡及细胞自我

更新等多个生理过程中发挥关键作用［５，９］。Ｈｅｓ１蛋白包含

ｂＨＬＨ、ｏｒａｎｇｅ、ＷＲＰＷ保守结构域，ｂＨＬＨ包括与ＤＮＡ结合

的基本区域和螺旋环螺旋区域，其脯氨酸残基使 Ｈｅｓ与

ＤＮＡ相结合，促进 ＨＬＨ形成二聚体。Ｏｒａｎｇｅ为双亲性螺旋，

位于ｂＨＬＨ 结构域下游，维持ｂＨＬＨ 相互作用的特异性。

ＷＲＰＷ位于肽链羧基端，与共抑制子 ＴＬＥ／Ｇｒｇ形成复合物

４８５ 重庆医学２０１７年２月第４６卷第５期



后，再与ＤＮＡ 的 Ｎ盒结合，从而改变了染色体的结构，使

ＤＮＡ的转录停止
［１０１１］。研究表明 Ｈｅｓ１在心血管系统发挥重

要作用，并发现 Ｈｅｓ１在心脏前体细胞中表达，为心室流出道

发育所必需［１２］；笔者前期研究也表明心肌缺血后适应可激活

Ｈｅｓ１，从而提高细胞存活率，减少活性氧（ＲＯＳ）形成，稳定线

粒体膜电位，抑制线粒体通透性转换孔开放，最终抑制心肌细

胞凋亡，发挥心肌保护作用［１３］。为深入研究 Ｈｅｓ１在心肌保护

中的分子机制，利用基因异位表达技术，针对 Ｈｅｓ１构建病毒

表达载体，可望在心肌细胞中特异性激活 Ｈｅｓ１，从中观察

Ｈｅｓ１的心肌保护效应。

目前，用于目的基因转移的病毒载体主要包括腺病毒、腺

相关病毒、逆转录病毒和慢病毒载体［１４］。重组腺病毒载体系

统是研究基因转染最理想的载体系统，介导的基因转染效率

高，适合用于绝大多数细胞和组织的转基因表达研究；同时可

以产生高滴度病毒，也可用于基因治疗。重组腺病毒系统是

Ｅ１和Ｅ３区缺陷的腺病毒载体系统，可重组高达１００００ｂｐ的

外源基因片段，免疫原性低，不引起宿主基因突变；并在同一载

体上可克隆多个基因片段且能长效表达，产生的高滴度病毒既

能感染分裂相细胞，又能感染未分裂相细胞，因此宿主范围广，

应用广泛［１５］。居于以上特点，考虑到由于 Ｈｅｓ１片段较大，涉

及细胞及动物实验，对病毒感染效率要求高，因此采用腺病毒

载体系统构建 Ｈｅｓ１过表达载体。

本研究应用腺病毒载体系统先构建ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＨｅｓ１

重组穿梭质粒，再以ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＨｅｓ１为骨架，构建ｐＡｄｅ

ｎｏＨｅｓ１病毒质粒，然后感染至２９３细胞中进行病毒包装，细

胞出毒后收集第一代（Ｐ１）毒液，并以此为毒种进行第二代

（Ｐ２）出毒及大量病毒扩增。病毒滴度测定后，再感染 Ｈ９ｃ２心

肌细胞，以确定ＡｄＨｅｓ１构建成功，并可在心肌细胞里正常表

达。笔者前期研究发现Ｎｏｔｃｈ１信号通路有明显的心肌保护效

应［８］，Ｈｅｓ１作为Ｎｏｔｃｈ１信号的靶基因，是否在其中发挥重要

作用需要进一步研究论证，而ＡｄＨｅｓ１的成功构建，正为进一

步研究 Ｈｅｓ１的心肌保护作用奠定实验基础。
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