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Abstract
AIM: To construct a recombinant replication-
defective adenovirus vector carrying TNFα-scFv 
and to obtain high-purity virus solution by viral 
packaging, purification and titration. 

METHODS: The TNFα-scFv gene was amplified 
from the PUC57-Αmp vector and cloned into 
the shuttle plasmid pDONR221. The resulting 
pDONR221-TNFα-scFv was identified by DNA 
sequencing and then co-transfected into bacte-
ria carrying the adenoviral backbone plasmid 
pΑd-CMV-V5-DEST to generate an adenoviral 
plasmid carrying TNFα-scFv (pΑd/CMV/V5-

DEST-TNFα-ScFv) by homologous recombina-
tion in bacteria. After the pΑd/CMV/V5-DEST-
TNFα-ScFv vector was transfected into 293 cells, 
the transfected 293 cells were infected with 
adenoviruses. The expression of TNFα-ScFv was 
detected by cytopathic effect and Western blot.

RESULTS: PCR amplification, restriction analy-
sis and DNA sequencing verified that both the 
recombinant shuttle plasmid pDONR221-TNFα 
-scFv and the recombinant adenovirus vector 
pΑd/CMV/V5-DEST-TNFα-scFv were correctly 
constructed. After amplification and purifica-
tion, the titer of recombinant adenovirus was 2.5
×1011 TCID 50/mL after proliferation in 293 cells. 
Western blot analysis demonstrated that TNFα-
scFv was expressed efficiently in 293 cells after 
infection. 

CONCLUSION: The recombinant adenovirus 
vector Αd/CMV/V5-DEST-TNFα-scFv has been 
successfully constructed, which lays a foundation 
for further study of gene function and therapy.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 构建pAd/CMV/V5-DEST-TNFα-scFv重
组腺病毒载体, 通过病毒包装、纯化及滴定, 
获得高纯度高感染性的病毒液, 并对TNFα-
scFv进行表达、鉴定.

方法: 以携带TNFα-scFv 基因的载体PUC57-
Amp为模板, 扩增TNFα-scFv目的基因, 构建
穿梭质粒pDONR221-TNFα-scFv, 测序证实质
粒含有目的基因. 与骨架质粒pAd-CMV-V5-

■背景资料
重型肝炎是病毒
性肝炎中病死率
极高的一种临床
类型, 主要病理特
点为急剧发生的
大面积肝细胞坏
死, 预后极差. 目
前 ,  重 型 肝 炎 的
治疗尚无特效方
法, 而常规内科治
疗病死率极高, 达
70%以上 .  因此 , 
研究和探索一种
有效和实用的治
疗重型肝炎的新
方法是目前亟待
解决的问题.

■同行评议者
周陶友, 副教授, 四
川大学华西医院
感染性疾病中心
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■相关报道
Fong等研究表明, 
有效地阻断机体
早期快速释放的
TNFα, 可显著地
抑制机体内其他
一些炎性介质(如
IL-1和IL-6)的进
一 步 释 放 ,  从 而
有效地阻止疾病
的 进 展 .  在 重 型
肝炎患者血清中
TNFα含量也明显
升高, 且与病情轻
重呈正相关, 提示
TNFα参与了重型
肝炎的发病过程.

DEST腺病毒骨架载体进行同源重组, 形成表
达克隆pAd/CMV/V5-DEST-TNFα-scFv. 表达
克隆转染293细胞, 包装重组腺病毒, 并鉴定和
病毒滴定.

结果: TNFα-scFv基因成功克隆到腺病毒载体
中, 转染293细胞后成功包装出重组腺病毒, 
病毒滴度为2.5×1011 TCID 50/mL, Western 
blot检测到TNFα-scFv基因在293细胞中高水
平表达.

结论: 成功构建了带有TNFα-scFv基因的重组
腺病毒载体, 为进一步研究提供实验基础.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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缺陷型腺病毒载体

核心提示: 以TNFα为核心的炎症反应, 在重型肝

炎患者肝细胞继发性损伤中的作用早已引起人

们高度重视. 近年来, scFv已越来越多地被研究和

应用于医学的各个领域, 为多种疾病的诊断、治

疗和预防提供基础. 本研究成功构建pAd/CMV/
V5-DEST-TNFα-scFv重组腺病毒, 可在一定程度

上阻止TNFα引起的重型肝炎, 旨在为重型肝炎

的治疗提供一种新的方法和实验基础.
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0  引言

肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor α, TNFα)
属于TNF家族, 主要由巨噬细胞和活化的T细胞

分泌产生. 近年来研究发现, TNFα在许多炎症

性疾病、恶性肿瘤和自身免疫性疾病的发生发

展过程中起着非常重要的作用[1,2]. TNFα作为一

种多效细胞因子, 在维持肝脏组织稳态中起着

举足轻重作用. 已有研究[3,4]证实, 在重型肝炎患

者血清中TNFα含量明显升高, 且与病情轻重呈

正相关, 提示TNFα参与了重型肝炎的发病过程. 
其机制为高浓度的TNFα可作用于肝细胞表面

的肿瘤坏死因子受体(TNF receptor, TNFR), 引
起大量肝细胞炎性坏死[5]. 鉴于高浓度TNFα对

机体的有害作用, 多年来人们一直致力于研制

与开发能够阻断TNFα效应的生物制剂[6-10]. 其
中包括单链抗体(single chain variable fragment, 

scFv), scFv是利用基因工程原理将抗体的轻链

(VL)和重链(VH)可变区片段(Fv)用一条较短的

连接肽(linker)连接在一起的小分子抗体. 近年

来, scFv已越来越多地被研究和应用于医学的各

个领域, 尤其是肿瘤、艾滋病等疾病的诊断、

治疗和预防[11-14]. 为探讨抗TNFα的生物制剂对

机体的保护作用, 本实验构建了抗TNFα单链抗

体复制缺陷型腺病毒载体, 为开展重型肝炎的

基因治疗提供实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 带有TNFα-scFv目的基因载体pUC57-Amp
由上海瑞赛公司提供; 中间载体pDONR221、
腺病毒表达载体pAd/CMV/V5-DEST和包装细

胞株293购自加拿大Mixcrobix-Biosystems公司; 
Taq酶为美国Invitrogen公司产品; 限制性内切

酶、DNA连接酶为加拿大Fermentas公司产品;
质粒抽提试剂盒、基因组D N A抽提试剂盒为

Axygen公司产品; 蛋白提取试剂盒为美国Bio-
Rad公司产品; PacⅠ酶为美国NEB公司产品; 感
受态大肠杆菌DH5α购自美国Stratagene公司; 细
胞培养基DMEM、胎牛血清FBS为美国Gibco公
司产品.
1.2 方法

1.2.1 目的基因的扩增: 参照TNFα-scFv基因片

段序列, 设计BP重组引物, 上下游引物的5'端分

别加上ATTB1和ATTB2重组序列, 引物序列如

下. 下划线标记分别为ATTB1和ATTB2重组序

列. TNFα-scFv-ATTB1: 5'-GGGGACAAGTTT-
GTACAAAAAAGCAGGCTTCGCCACCATGC-
CATCTTCTGTCTCGTG-3' TNFα-scFv-ATTB2: 
5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCT-
GGGTCTTACTTGTCATCGTCATCCTTGTA-
ATC-3', 以携带TNFα-scFv基因的载体PUC57-
Amp为模板, TNFα-scFv-ATTB1/ TNFα-scFv-
ATTB2为引物, PCR扩增TNFα-scFv基因片段, 
使目的片段两末端分别带上ATTB1和ATTB2序
列. PCR反应参数为: 95 ℃预变性3 min, 再进行

30个PCR循环(94 ℃ 30 s, 57 ℃ 30 s, 68 ℃ 90 s), 
最后68 ℃延伸10 min. 1%琼脂糖凝胶电泳分离

PCR产物, 并回收目的片段. 
1.2.2 腺病毒穿梭质粒pDONR221-TNFα-scFv
和骨架质粒pAd/CMV/V5-DEST同源重组构

建pAd-TNFα-scFv: 将目的片段TNFα-scFv重
组到中间载体p D O N R221上 ,  转化大肠杆菌

DH5α感受态细胞, 挑选阳性克隆, 以菌液为模

■研发前沿
为 探 讨 抗 T N F α
的生物制剂对重
型肝炎机体的保
护 作 用 ,  本 研 究
选用目前广泛应
用的第二代复制
缺 陷 型 病 毒 ,  通
过病毒包装、纯
化 及 滴 定 ,  成 功
获得了较高滴度
的pAd/CMV/V5-
DEST-TNFα-scFv
重组腺病毒. 
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■创新盘点
利用非复制型腺
病毒载体构建抗
TNFα-ScFv的真
核表达载体, 介导
抗TNFα-ScFv表
达, 提高目的基因
的 表 达 效 率 ,  并
增加了应用的安
全性; 将抗TNFα-
ScFv研究与临床
应用相结合, 研究
其阻断内毒素诱
导的肝细胞坏死
作用, 以探索治疗
重型肝炎、肝衰
竭的新方法. 

板, TNFα-scFv-ATTB1/TNFα-scFv-ATTB2为引

物进行菌落PCR, 将鉴定呈阳性的克隆接到LB
液体培养基中, 摇菌过夜, 次日抽提质粒, 分别

进行聚合酶链反应及测序鉴定. 将测序正确的

pDONR221-TNFα-scFv穿梭质粒上携带的目的

片段, 在LR克隆Ⅱ混合物作用下, 重组到骨架

质粒pAd/CMV/V5-DEST上(目的基因在重组位

点attR1和attR2之间), PCR参数为: 94 ℃预变性

3 min, 再进行35个PCR循环(94 ℃ 30 s, 57 ℃ 30 s, 
72 ℃ 90 s), 最后72 ℃延伸5 min. 取测序正确的

携带目的基因的腺病毒载体菌液, 用含氨苄青

霉素LB琼脂选择性平板筛选. 挑取平板上生长

的单克隆, 增殖细菌, 提取质粒. Thermo Nano-
Drop测定质粒浓度. 
1.2.3 重组腺病毒TNFα-scFv的包装: 转染前1 d, 
在6孔板内接入5×105个293细胞, 至转染时细

胞融合度约50%-60%. 取质粒pAd/CMV/V5-
DEST-TNFα-scFv 3.2 μg用PacⅠ酶切, 酚/氯仿

抽提, 乙醇沉淀, 溶于250 μL Opti-MEM中, 再加

Lipofectamine-2000 8 μL与250 μL Opti-MEM, 室
温静置5 min, 轻轻混匀, 室温孵育15-20 min. 将
其均匀滴加入293细胞中, 轻轻摇匀细胞培养板, 
使加入的混合物均匀分布于培养液中, 转染8 h
后, 弃去含Lipofectamine-DNA混合物的培养液

上清, 换成新鲜DMEM+10%FBS培养基, 37 ℃
培养箱中孵育过夜. 转染36-48 h后观察细胞状

态, 将细胞传到10 cm细胞培养板, 此后每2-3 d
换新鲜的培养基, 5-7 d可看到明显的病毒斑出

现, 直到大量细胞崩解脱落, 收获病毒液. 
1.2.4 重组腺病毒的扩增与滴度检测: 将293细
胞均匀铺于10 cm培养瓶, 培养至细胞密度达

到80%-90%时, 加入100 μ L病毒初液进行病

毒感染, 轻轻混匀, 继续培养箱中培养, 直至

80%-90%细胞变圆并漂浮(约感染后2-3 d), 感
染48 h后收样; 将收获的装有细胞培养上清及细

胞碎片的离心管, -80 ℃/37 ℃反复冻融2次, 3000 
r/min 离心15 min, 除去细胞碎片, 保留上清(含重

组腺病毒). 取病毒上清, 在96孔板中以不同稀释

梯度的病毒液感染293细胞, 显微镜下观察细胞

(约10 d), 记数每排出现(细胞病变效应(cytopathic 
effect, CPE)的孔数, 阴性对照组不得有CPE出现.
1.2.5 重组腺病毒中TNFα-scFv的Western blot
鉴定: 用蛋白提取试剂盒提取经重组腺病毒感

染的293A细胞的蛋白, 使用BCA蛋白测定试剂

盒测定上清液中的蛋白浓度, 进行免疫印迹实

验. 即加入2×SDS-PAGE上样缓冲液, 100 ℃

煮沸3 min, 10%SDS-PAGE电泳, 考马氏亮蓝

染色; 电泳转印100 V 2 h, PBS洗涤3次, TTBS( 
0.1%Tween-20的PBS)+3%BSA封闭1 h, 加入

TTBS+1%BSA稀释的一抗(1∶1000), 4 ℃过夜, 
TTBS洗涤3次, 加入酶标二抗(1∶2000), 室温孵

育2 h, TTBS洗涤3次, 加入底物DAB/H2O2显色.

2  结果

2.1 目的基因重组片段的PCR扩增 以携带TNFα-
scFv基因的载体PUC57-Amp为模板, PCR扩增

TNFα-scFv目的片段, 所扩增出的片段与预期

922 bp(箭头所示)大小相符(图1).
2.2 穿梭载体pDONR221-TNFα-scFv的菌落

PCR鉴定 目的片段TNFα-scFv重组到中间载

体pDONR221上, 转化大肠杆菌DH5α感受态

细胞, 挑选阳性克隆, 提取质粒, 以质粒为模板, 
TNFα-scFv-ATTB1/TNFα-scFv-ATTB2为引物

进行菌落PCR鉴定(图2). 阳性质粒送测序, PCR
鉴定为阳性的克隆经质粒提取纯化后测序, 获
得的序列完全正确. TNFα-scFv基因序列如下: 
ATGCCATCTTCTGTCTCGTGGGGCATCCTCCT-
GCTGGCAGGCCTGTGCTGCCTGGTCCCT-
GTCTCCCTGGCTATGGCCGAGGTGCAGCT-
G TTG G A G TCTG G G G G A G G CTTG G TA-
CAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCT-
GTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCAGC-
TATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCC
AGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAAG-
TATTTCTTCTACTGGTGCTTCTACAACT-
TACGCAGACTCCGTGAAGGGCAGGTTCAC-
CATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG-
TATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAG-

1            2            3

922

5000

1000
  750

  100

bpbp

图  1  DNΑ凝胶电泳图显示PCR结果. 泳道1-2: TNFα-scFv

重组片段PCR产物; 3: Marker DL5000(从上至下分别5000、

3000、2000、1500、1000、750、500、250、100 bp). TNFα: 
肿瘤坏死因子α.
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■应用要点
本文成功构建了
抗 T N F α 单 链 抗
体复制缺陷型腺
病毒载体, 为进一
步研究抗TNFα-
scFv对内毒素诱
导的肝细胞坏死
的阻断效果奠定
了良好的基础.
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GACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAAGGT-
G G T G C T G C T T T T G A C TA C T G G G G C C
AGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGCG-
GTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCAGC-
GGCGGTGGCGGGTCGACGGACATCCAGAT-
GACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCT-
GTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCC-
GGGCAAGTCAGAGCATTAGCAGCTATT-
TAAATTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAA
G C C C C TA A G C T C C T G AT C TATA G T G-
CATCCTATTTGCAAAGTGGGGTCCCAT-
CAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGA-
CAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTG-
CAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGT-
CAACAGGCTAATAATGCTCCTACTACGTTC-
GGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAAC-
GGGCGGCCGCGGACTACAAAGACCATGACG-
GTGATTACAAGGATGACGATGACAAG.
2.3 pAd-TNFα-scFv质粒PacⅠ酶切电泳图 重组

腺病毒质粒pAd/CMV/V5-DEST-TNFα-scFv用
PacⅠ酶切, 获得条带与预期大小一致(图3).
2.4 pAd-TNFα-scFv在293细胞中的包装及其滴

度的测定 重组腺病毒质粒pAd-TNFα-scFv转染

293细胞, 获得重组腺病毒Ad-TNFα-scFv, 进一

步感染293细胞扩增纯化后, 测得重组腺病毒滴

度为2.5×1011 TCID 50/mL(图4).
2.5 TNFα-scFv过表达Western blot结果 含目的

基因TNFα-scFv的重组腺病毒Ad-TNFα-scFv感
染293细胞24 h后, 其目的蛋白在该细胞中得到

了高表达(图5).

3  讨论

正常生理状况下, 体内TNFα活性极低, 对肝细

胞不但无损伤作用, 反而会促进细胞的增殖及

分化[15,16]. 然而, 在某些病理条件下, TNFα持续

或大量释放至局部组织体液中, 或与其他细胞

因子关系失调, 可介导致病因素对肝细胞的损

伤, 从而引起不同程度的肝脏疾病[17,18]. 在病理生

理状态下, TNF是机体最早释放的促炎性细胞因

子, 在动物小鼠血清中大约30 min能够检测出[19]. 
Fong等[20]研究表明, 有效地阻断机体早期快速

释放的TNFα, 可显著地抑制机体内其他一些炎

性介质[如白介素-1(interleukin-1, IL-1)和IL-6]的
进一步释放, 从而有效地阻止疾病的进展. 近年

来, 用中和性TNFα单克隆抗体可阻止TNFα引

起的许多疾病和炎症反应[21,22], 因此, 抗TNFα抗

体具有非常广阔的临床应用前景. 然而抗TNFα

单克隆抗体对人有很强的免疫原性, 临床长期

反复多次给药时, 会使人体内产生较强的人抗

鼠抗体反应, 使其临床疗效减弱甚至消失. 而本

研究选用的scFv仅含有完整抗体的可变区, 不含

天然抗体的恒定区, 因而其免疫原性较单克隆抗

1       2       3       4       5

5000

1000
750

100

bp bp

922

图  2  穿梭载体pDONR221-TNFα-scFv的菌落PCR鉴定. 泳
道1: Marker DL5000(从上至下分别为5000、3000、 2000、

1500、1000、750、500、250、100 bp); 2: 阳性对照(以

PUC57-Amp为模板); 3、5: 阴性克隆PCR扩增结果; 4: 阳

性克隆PCR扩增结果. TNFα: 肿瘤坏死因子α.

1       2       3 图  3  pΑd-TNFα-scFv质粒的Pac
Ⅰ酶切. 1: Marker 15000(从上到

下依次为15000、10000、 7500、

5000、2500、1000、250 bp); 2: Pac
Ⅰ酶切的pAd-TNFα-scFv质粒; 3: 

Pac Ⅰ酶切回收后的pAd-TNFα-

scFv质粒. TNFα: 肿瘤坏死因子α.

A

B

图  4  pΑd-TNFα-scFv在293细胞中的包装(×100). A: 转染

前293细胞; B: pΑd-TNFα-scFv在293细胞中包装转染7 d. 

TNFα: 肿瘤坏死因子α.



2196              ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)     世界华人消化杂志   2013年8月8日     第21卷   第22期

2013-08-08|Volume 21|Issue 22|WCJD|www.wjgnet.com

■名词解释
单 链 抗 体 :  利 用
基因工程原理将
抗体的轻链(VL)
和 重 链 ( V H ) 可
变区片段 (Fv)用
一条较短的连接
肽(linker)连接在
一起的小分子抗
体. 其基本结构为
VH-linker-VL或
VL-linker-VH. 由
于其具有与抗原
结合的活性区域, 
因而保留了天然
抗体的特异性和
相似的亲和力.

体明显减低, 从而最大限度地减轻了异种蛋白质

引起的免疫变态反应. 由于scFv仍具有与抗原结

合的活性区域, 因而保留了天然抗体的特异性和

相似的亲和力[23]. 同时, 由于不含完整抗体的恒

定区, 因而不与非靶细胞的Fc受体结合, 从而减

少了抗体的非特异性结合, 更易于到达目标部

位并可获得较高浓度的聚集[24]. 
基因治疗可将外源的目的基因片段插入合

适的表达载体中, 再以载体导入机体靶细胞, 使
目的基因在机体内高效表达, 达到临床治疗的

效果. 肝脏作为基因治疗的主要靶器官, 目前其

已被广泛应用各种肝脏疾病的研究[25]. 同时, 腺
病毒载体因其宿主范围广、感染效率高、高性

质稳定、包装容量大, 繁殖滴度高等优点, 使其

在基因治疗领域得到了广泛应用[26-28]. 然而仍

具备复制能力的重组腺病毒对靶细胞可产生一

定的损伤, 课题组为了增加病毒转染的安全性, 
在这次研究中选用设计更加合理的第二代重组

腺病毒作为合适的载体. 第二代腺病毒载体已

被不同程度的删除了E1、E2和/或E4基因, 这
些基因编码的相关病毒蛋白可诱导大多数机体

的免疫反应[28], 另外, Barry等[29]也研究表明, E1
区基因可编码多种与病毒免疫逃避有关的蛋白

质, 因而去除了相关的基因, 从而大大降低了腺

病毒载体的免疫原性. 在第二代腺病毒载体中, 
pAd/CMV/V5-DEST为E1区和E3区缺失的复制

缺陷型重组腺病毒载体, 由于E1区基因为腺病

毒复制所必需, 因此需要一个能够产生E1蛋白

(E1A和E1B)的293A细胞来提供反式补偿, 从而

使得重组腺病毒能够复制和大量扩增. 同时他

可以用两种抗生素筛选成功转化的质粒, 且带

有V5表位标签, 表达出目的基因蛋白同时也携

带V5融合蛋白, 便于检测. 这种复制缺陷型重组

腺病毒仍具有感染靶细胞的能力但不可复制, 
因而不会对靶细胞造成直接的损害, 有利于其

在基因治疗研究中的应用[30].

鉴于既往传统的腺病毒载体构建过程繁

琐, 费时费力, 稳定性差, 阻碍了实验的进展. 我
们采用了He等[31]研究的质粒间同源重组方法, 
即将外源基因整合进入腺病毒基因组中, 不仅

可避免重组过程中目的基因产生突变, 而且可

防止野生型病毒的混入, 因而显得安全可靠, 方
法简便易行, 而且成功率高, 并大大简化并加快

了重组腺病毒产生过程. 本次研究, 我们先把

携带有目的基因(TNFα-scFv )的PUC57-Amp装
入一个带有腺病毒基因组同源序列的穿梭质

粒pDONR221中, 构建成转移质粒pDONR221-
TNFα-scFv, 再将其与克隆了腺病毒基因组的质

粒pAd/CMV/V5-DEST共转染293细胞, 通过转

移质粒与腺病毒基因组的同源序列间发生同源

重组, 目的基因便被转移到腺病毒基因组中, 形
成一个在E1或E3缺失区带有目的基因的重组体

腺病毒, 并在293细胞中复制和包装成病毒颗粒. 
最终Western blot分析证实, 重组腺病毒能有效

的携带TNFα-scFv基因在靶细胞中高水平表达. 
这一初步研究结果为我们今后继续开展重型肝

炎的基因治疗研究提供了实验基础.
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