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Abstract
AIM: To construct the replication-deficient recombinant
adenoviruses-AdAChET inserted both cat acetylcholinest-
erase (AChET) and green fluorescent protein (GFP) cDNA
drived by CMV promoter using homologous recombination
in bacteria provided by AdEasy system and to investigate
the effect of AChET on cat smooth muscle cells.

METHODS: The AChET cDNA was obtained from the plas-
mids-pEFbos/AChET by digestion, and the shuttle plasmid-
pAdTrack-CMV- AChET in which the AChET cDNA was in-
serted into the downstream of CMV promoter was estab-
lished by ligation. Then the linearized shuttle plasmid was
co-transformed into bacteria with backbone vector AdEasy-
1 to obtain the recombinant adenoviral plasmids-pAd AChET

by homologous recombination. After packed in 293 cells,
the recombinant adenoviruses-Ad AChET were generated.
The expression of AChET in cat smooth muscle cell was
detected by RT-PCR and total AChE activity was determined.

RESULTS: The recombinant plasmid pAdAChET was estab-
lished by homologous recombination and confirmed by re-
striction endonuclease digestion and sequencing. GFP ex-
pression could be observed on the third day after packing
of the linearized pAdAChET in 293 cells and 4×1010 efu/mL
titer of Ad AChET was obtained by CsCl gradient purification.
When the cat smooth cells were infected by the viruses
for 3 days, expression of AChET and AChE activity in smooth
cells increased significantly.

CONCLUSION: AChET can be simply and rapidly generated
by using the AdEasy system. The infection of cat smooth
muscle cells by Ad AChET can result in the high expression
of AChET. Ad AChET may serve as a new tool for gene
therapy of achalasia.

Xu EB, Zhang ZB, Xie WF, Ning SB, Lin Y, Cai HP. Construction of
recombinant adenoviruses carrying AChET and its effect on smooth
muscle cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(1):117-120

摘要

目的: 利用AdEasy 系统构建乙酰胆碱酯酶催化亚单位

(AChET)重组腺病毒(AdAChET) 并观察其对平滑肌细胞

细胞的影响.

方法: 将质粒pEFbos/AChET扩增 酶切获得AChET cDNA

片段插入腺病毒穿梭载体质粒pAdTrack-CMV的巨细胞病

毒(CMV)启动子下游 构建重组穿梭载体 pAdTrack-

CMV- AChET 线性化后与骨架载体AdEasy-1 在细菌

BJ5183内同源重组得到腺病毒质粒pAd AChET 经293

细胞包装后得到复制缺陷型重组腺病毒Ad AChET; 将Ad

AChET体外感染猫平滑肌细胞 以RT-PCR检测AChET
在平滑肌细胞的表达; 同时测定胆碱酯酶活力.

结果: 连接 重组后通过酶切和测序法筛选出pAd AChET;

经293细胞包装 3 d后观察到绿色荧光蛋白(GFP)明显表

达 氯化铯梯度离心纯化最终获得约4 1013efu/L滴度的

重组病毒; Ad AChET体外感染平滑肌细胞3 d后 AChET
表达明显增加 乙酰胆碱酯酶活力较Ad GFP感染组和阴

性对照组明显增加(0.546±0.048 vs 0.495±0.039 0.546±
0.048 vs 0.501±0.037) (P均<0.01).

结论: 利用新型腺病毒载体AdEasy系统可在短期内制备同

时表达GFP和AChET 的重组腺病毒Ad AChET; Ad AChET
体外感染平滑肌细胞可显著提高AChET的表达 这将为

基因治疗贲门失弛缓症提供新的手段.
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0   引言

贲门失弛缓症是一种食管运动障碍性疾病 以食管缺



乏蠕动和食管下括约肌(lower esophageal sphincter

LES)松弛不良为特征. LES松弛是VIP和NO共同作用

的结果[1-3]  LES收缩和张力升高是由外源性胆碱能神

经控制的[4-6]; 而乙酰胆碱的酶解是主要由乙酰胆碱酯酶

参与完成. 复制缺陷型重组腺病毒(replication-deficient

recombinant adenovirus)是目前基因治疗最常用的载体之一

He TC[7-8]建立了AdEasy系统 我们利用AdEasy系统构建

了外源插入乙酰胆碱酯酶催化亚单位(acetylcholinesterase

AChE T)AChE T cDNA 片段的复制缺陷性腺病毒Ad

AChET 并观察Ad AChET在猫食管平滑肌细胞中的表

达 为贲门失弛缓症基因治疗提供新的手段.

1   材料和方法

1.1 材料  AdEasy系统: 穿梭质粒pAdTrack-CMV 骨

架质粒pAdEasy-1 仅插入GFP的对照重组腺病毒质

粒pAdGFP 大肠杆菌BJ5183 由He TC 博士惠赠[8];

AChET表达质粒pEFbos/AChET由Legay教授(The Journal

of Neuroscience 1999;19: 8252-8259)惠赠; 293细胞购

自中科院细胞所 传代数不超过50代; E. coli JM109

DH5α购自华舜公司; 5 5- 二巯基 -3- 硝基苯甲酸
(DTNB) 由中科院生化所提供.

1.2 方法  将E.coli JM109和BJ5183置于37 生长至A550
约为0.8时 收集细菌 分别用100 mL/L的冷甘油洗

2次 500 倍浓缩后以20 µL/ 管分装 置-80 冰箱
保存. 取含AChET cDNA 的质粒pEFbos/AChET 2 µL用
氯化钙法转化感受态菌 JM109 选择阳性克隆 用

DNA抽提纯化试剂盒(Qiagen)抽提 纯化质粒 并作酶

切鉴定. 将扩增后的pEFbos/AChET 5 µg用Xba  Hind
III (NEB)酶切后 于10 g/L琼脂糖凝胶电泳. 将AChET
cDNA片段割胶 凝胶抽取试剂盒(Qiagen)纯化 并委托

上海联合基因科技集团有限公司测序. 将回收的AChET
cDNA片段与质粒pAdTrack-CMV分别用限制性内切酶

Xba  Hind III(NEB)酶切后 14 连接过夜. 取5 µL
连接物氯化钙法转化感受态菌JM109. 小抽质粒并作酶

切鉴定 筛选已携带AChET cDNA 片段的穿梭质粒

pAdTrack-CMV- AChET 并委托上海联合基因科技集

团有限公司自动测序. 将测序正确的穿梭质粒pAdTrack-

CMV-AChET抽提 纯化 取1 µg 先后用限制性内切
酶Pme (NEB)酶切线性化 CIP(NEB)去磷酸化后用

QIAquick PCR纯化试剂盒(Qiagen)回收. 取0.4 µg线性化
质粒与0.1 µg超螺旋pAd Easy-1质粒在电压2 500V
电容 25 µFD 电阻 200 Ohms 条件下电穿孔共转化
BJ5183感受态细菌. 37 摇床孵育30 min 卡那霉素

LB培养基平板涂板 于37 培养24 h后挑选20个最

小克隆 小抽质粒并作酶切鉴定. 选择重组腺病毒质粒

pAd AChET 氯化钙法转化感受态菌JM109大量扩增.

1.2.1 包装腺病毒Ad AChET和对照病毒AdGFP  将 293

细胞以2 106/ 孔接种于60 mm培养皿 24 h后细胞

密度生长至60-80%时 将10 µg pAd AChET用限制性

内切酶Pac (NEB)酶切回收后 取4 µg线性化的pAd
AChET以脂质体-DNA复合物的形式加入293细胞中

24 h后更换含100 mL/L小牛血清(HighClone)的新鲜培

液 3 d后通过荧光显微镜观察GFP的表达. 7 d 后收

集293细胞 于液氮和37 水浴中反复冻融4次 以

3 mL/ 皿病毒上清再次感染293细胞进行扩增 5 d后

收集细胞 1 500 r/min 离心 7 min 小心弃上清 以

2 mL PBS/皿重悬 反复冻融4次; 重复感染 收集步骤

将最终收集的PBS重悬病毒上清用氯化铯(CsCl)梯度离心

纯化. 以同样方法在293细胞内包装对照病毒AdGFP 并

作CsCl梯度离心. 将 293细胞以5 105/孔接种于六孔

板(Nunc) 于次日待细胞生长约90%后 将病毒上清

倍比稀释分别感染细胞 72 h后荧光显微镜下计算表达

GFP细胞个数 测定Ad AChET和AdGFP滴度(表达形

成单位 / 升 efu/L).

1.2.2 检测Ad AChET在猫平滑肌细胞中的表达  原代猫

平滑肌细胞的分离按Bitar et al (Am J Physiol  1982; 242:

G400-G407)报道的方法加以修改. 原代培养的平滑肌细

胞以5 105/ 皿接种于60 mm培养皿 将病毒以MOI

10-20 感染细胞 3 d后观察GFP表达; 以 Trizol 试剂

盒(Qibco)抽提总RNA后 逆转录反应1 h 取 2 µL逆
转录产物为模板进行PCR扩增 95  30 s 50  30 s

72  2 min 30个循环; 10 g/L琼脂糖凝胶电泳后测定

AChET表达. 乙酰胆碱酯酶活力采用微量DTNB法测定.

应用UV-754型分光光度计于414 nm处测吸光度值(A

值) 以实验管A值减去对照管A值来表示酶反应速度.

        统计学处理  所有数据用 sx ± 表示 组间差异应用
t  检验.

2   结果

将pAdTrack-CMV 经Xba Hind III酶切后与割胶回

收获得的AChET cDNA片段连接 获得质粒pAdTrack-

CMV- AChET 酶切鉴定获得9.335 kb的载体片段和

2.161 kb 大小AChET cDNA片段(图1) 测序并作同源分析.

图1  重组产物pAd AChET酶切鉴定. 1: pAd AChET + Xba Hind
III;  2: 1 kb Marker; 3: pAdTrack-CMV- AChET + Xba Hind III.

2.1 制备腺病毒Ad AChET  将Pme 酶切线性化的

pAdTrack-CMV- AChET与 pAdEasy-1 质粒共转化

BJ5183 感受态细菌 筛选获得pAd AChET Pac 酶

1    2    3

2.161 kb

9.335 kb
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切获得约30 kb 大小的腺病毒基因组片段和3.0 kb 或

4.5 kb的 ori及卡那霉素抗性编码基因片段(图2). Pac

酶切线性化的pAd AChET转染293细胞3d后 荧光显

微镜下见约10%的细胞表达GFP 7 d后可见大量GFP

表达(图 3). 反复感染 冻融293细胞 CsCl 梯度离心

纯化后测定Ad AChET滴度约为4 1013efu/L. 以同样方

法获得对照病毒AdGFP 滴度约为3 1013efu/L.

图2  Pac 酶切重组产物pAd AChET. 1: pAd Easy-1+ Pac ; 2:10 kb
Marker; 3: pAd AChET  + Pac .

图 3 pAd AChET转染293细胞3 d(A)及 7 d(B)绿色荧光蛋白表达.

2.2 Ad AChET在原代培养人平滑肌细胞中的表达  Ad

AChET感染原代培养的猫平滑肌细胞3d后 荧光显微

镜下可见GFP表达. RT-PCR检测Ad AChET在平滑肌细

胞中表达明显增强(图4). Ad AChET感染的平滑肌细胞的

乙酰胆碱酯酶活力(A: 0.546±0.048)明显高于Ad GFP感
染组(A: 0.495±0.039) (P <0.01)和阴性对照组(A:0.501±
0.037) (P <0.01) 而Ad GFP感染组与阴性对照组比较

无显著差异(P >0.05).

图4  RT-PCR法检测Ad AChET在平滑肌中的表达. 1: 100 bp Marker;
2: Ad AChET感染; 3: Ad GFP感染; 4: 阴性对照.

3   讨论

重组腺病毒在一些疾病基因治疗中有着很好的治疗效

果和应用前景[9-22]. 腺病毒不仅能够高效感染多种增生细

胞 而且也能感染静息哺乳类细胞 且不与细胞的基因组

发生整合 不引起基因突变 可以携带较大片段的外源基

因 是一种比较理想的用于基因治疗的表达载体[12, 15, 22-23].

乙酰胆碱酯酶是胆碱能突触的必需成分 他通过快速

地水解乙酰胆碱精密地控制胆碱能神经递质[24-28]. 在电鳐

和哺乳动物 他可产生多种类型的亚型 AChET是其主

要亚型之一 AChET是存在于脊椎动物的胆碱酯酶中的

惟一的催化亚单位 主要在大脑和肌肉中发挥作用[29-31].

将 AChET cDNA转入COS细胞 可产生AChE的G1型

单体和G4型四聚体 其中G4分子在细胞表面表达[32].

平滑肌细胞是组成胃肠道最重要的组织细胞之一 是

引起胃肠运动的效应细胞 平滑肌膜上的毒蕈碱受体

与胆碱能神经元释放的乙酰胆碱结合后引起平滑肌收

缩. 抑制平滑肌收缩是治疗贲门失弛缓症 先天性巨结

肠等疾病的方法之一 其中构建携带AChET基因的重组

腺病毒转染至平滑肌细胞表达 进而提高乙酰胆碱的

酶解效率 是调控平滑肌收缩的主要方案之一.

         为构建外源插入AChET cDNA片段的复制缺陷性腺

病毒并应用于贲门失弛缓症的基因治疗 我们利用细

菌内同源重组机制构建腺病毒质粒的AdEasy系统. 首先

通过体外连接构建插入AChET cDNA片段的穿梭质粒

pAdTrack-CMV- AChET. 通过Pme 酶切线性化后 将

线性的pAdTrack-CMV- AChET 质粒左臂和右臂的同源

区分别与骨架载体pAdEasy-1上的腺病毒基因组在大

肠杆菌内进行同源重组 同时利用抗生素筛选 2 wk内

即可得到重组腺病毒质粒pAd AChET. 通过Pac 内切

酶线性化 去除质粒上的ori和卡那霉素抗性编码基因

并暴露其ITR序列后 直接转染至293细胞内包装便得

到了所需的重组腺病毒Ad AChET. 由于在同源重组时整

合了GFP 可在包装和扩增的同时直接观察转染和感

染的效率 大大缩短了基因治疗的构建和鉴定过程 克

服了传统方法步骤周期长 效率低的缺点[33-34].

        为进一步将新构建的Ad AChET 应用于贲门失弛缓

症的基因治疗 我们将一定滴度的Ad AChET体外感染

A

B

1        2        3

4.5 kb

30 kb

 1         2        3         4

AChET 片段 (670 bp)

β-actin
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原代培养的猫平滑肌细胞. RT-PCR和乙酰胆碱酯酶活

力检测结果提示 Ad AChET的表达不仅稳定高效 同

时大量瞬时表达AChET的平滑肌细胞乙酰胆碱酯酶活

力增高 从而可提高乙酰胆碱的分解 抑制机体平滑

肌的收缩.
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