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端粒酶基因的腺病毒包装条件优化及其
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摘要：【目的】构建携带人类端粒酶催化亚基基因（hTERT）的腺病毒载体并优化其包装条件，为进一步探究端粒

酶与细胞重编程调控间的作用机理提供参考依据。【方法】利用腺病毒载体pAdEasy-1构建携带hTERT基因的重组腺

病毒载体，分别采用脂质体法和电转法及不同浓度胎牛血清在HKE293A细胞中进行包装，筛选出最佳病毒包装条

件，收集重组腺病毒rAd-hTERT并体外感染小鼠胎儿成纤维细胞，验证重组腺病毒rAd-hTERT的活性功能。【结果】以

腺病毒载体pAdEasy-1为骨架质粒，成功构建获得携带hTERT基因的重组腺病毒载体（pAd-hTERT），其最佳病毒包装

条件是采用脂质体法结合15%胎牛血清，此条件下收集获得的病毒滴度最高（1×1011 IFU/mL）。以携带hTERT基因的

腺病毒rAd-hTERT感染小鼠胎儿成纤维细胞72 h后，可扩增出片段大小约3450 bp的目的基因条带，即hTERT基因在

小鼠胎儿成纤维细胞中成功表达。【结论】采用脂质体法结合15%胎牛血清包装获得的携带hTERT基因重组腺病毒具

有较高病毒滴度，感染小鼠胎儿成纤维细胞能成功表达hTERT基因，进一步证实端粒酶具有蛋白功能的生物学活性。
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Packaging condition optimization and activity functional
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Abstract：【Objective】The aim of the study was to construct an adenoviral vector containing the telomerase catalytic

subunit（hTERT）gene，optimize its packaging conditions and lay a foundation for further study of the interaction mecha-

nism between telomerase and cell reprogramming.【Method】The adenoviral vector containing the hTERT gene was con-

structed by using the AdEasy-1 system of recombinant adenovirus，and then it was packaged in HKE293A cells by lipo-

some，electroporation and different serum concentrations of fetal bovine. The optimal packaging condition was selected.

Recombinant adenovirus rAd-hTERT was collected and infected mouse fetal fibroblasts in vitro，and activity function of

recombinant adenovirus rAd-hTERT was verified.【Result】The recombinant adenoviral vector（pAd-hTERT）carrying hTERT

gene was successfully constructed with recombinant adenovirus rAd-hTERT as skeleton plasmid. The optimal packaging

condition was liposome method combining with 15% serum of fetal bovine. The titer of virus obtained under such condi-

tion was the highest（1×1011 IFU/mL）. After 72 h of adenovirus（rAd-hTERT）carrying hTERT gene infected mouse fetal

fibroblasts，target gene bands of 3450 bp was amplified，which meaned that hTERT gene was successfully expressed in

mouse fetal fibroblasts.【Conclusion】The recombinant adenovirus carrying hTERT gene has been successfully prepared by

liposome method combining with 15% serum of fetal bovine. It has high virus titer. Infecting mouse fetal fibroblasts can

successfully express hTERT gene，which further verifies that telomerase has biological activity of functional protein.
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0 引言

【研究意义】端粒酶（Telomerase）是一种特殊的

逆转录酶，能通过延长端粒进而参与细胞周期调控，

而端粒酶基因是研究细胞衰老、癌症致病机理及制

备永生化细胞系的关键基因（Leão et al.，2018；Spie-

gl-Kreinecker et al.，2018）。此外，端粒酶与细胞重

编程密切相关，在细胞重编程过程中端粒酶主要调

控端粒发生重编程（Shin et al.，2018），同时参与转

录调控和代谢重编程（Zvereva et al.，2010）。因此，

开展端粒酶基因研究是揭示细胞衰老、癌变及其重

编程机制的关键。【前人研究进展】自2009年美国科

学家伊丽莎白·布莱克本（Elizabeth H. Blackburn）、

卡萝尔·格雷德（Carol W. Greider）和杰克·绍斯塔克

（Jack W. Szostak）因发现端粒和端粒酶是如何保护

染色体而获得诺贝尔生理学及医学奖以来，端粒和

端粒酶便成为生物学研究的热门领域之一（钟天映

等，2009）。端粒酶不仅具有延长端粒长度的功能，

还在调控细胞重编程的过程中发挥重要作用（Ta-

kasawa et al.，2018；贺小英等，2019）。Kinoshita等

（2014）研究发现，当敲除供体细胞端粒酶催化亚基

基因（TERT）使端粒酶失活后，细胞重编程中有75个

基因表达上调，1571个基因表达下调，且多数与转录

和表观修饰有关。Nishino和Umezawa（2016）研究

发现，人类诱导多能干细胞（iPSC）与亲代细胞的

TERT启动子存在差异甲基化区域（DMR），进一步

证实端粒酶可通过改变甲基化修饰水平而调控细胞

重编程进程。Takasawa等（2018）研究发现，在重编

程人类iPSC的过程中，iPSC的TERT呈高度甲基化修

饰，但供体细胞甲基化修饰水平较低，说明甲基化

TERT-DMR能上调iPSC的启动子活性，从而调控细

胞重编程进程。此外，Lanza 等（2000）、Jeon 等

（2005）也曾研究发现克隆牛和克隆猪的端粒均发生

重编程现象，这些研究结果进一步证实在体细胞核

重编程过程中端粒酶调控端粒发生了重编程。至

今，已在羊（Kishigami et al.，2008）、牛（Niemann et

al.，2008）、猪（Cheng et al.，2012）和小鼠（Hidema et

al.，2016）等不同物种上发现并证实端粒酶能有效提

高细胞重编程效率。【本研究切入点】目前，有关端粒

酶功能的研究主要集中在癌症和细胞衰老方面，而

与细胞重编程结合相关的研究较少。腺病毒载体具

有感染效率高、不整合宿主染色体等优点，是研究端

粒酶基因体外表达的最佳系统，其包装效率则决定

了目的基因表达的效果，因此非常有必要对腺病毒

载体的包装条件进行优化。【拟解决的关键问题】构

建携带人类TERT基因（hTERT）的腺病毒载体，优化

其包装条件并鉴定端粒酶基因在小鼠胎儿成纤维细

胞中的表达情况，为进一步探究端粒酶与细胞重编

程调控间的作用机理提供参考依据。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

大肠杆菌BJ5183菌株和DH5α感受态细胞、腺

病毒载体pAdEasy-1、pCI-neo-hTERT及HKE293A

细胞系均由内蒙古科技大学细胞工程实验室保存

提供。DMEM培养、澳洲胎牛血清及0.25%胰酶等

购自美国Gbico公司；脂质体2000购自Life公司；限

制性内切酶Pac I和Pme I购自NEB公司；RT-PCR试

剂盒及反转录试剂盒等购自北京全式金生物技术有

限公司。

1. 2 重组腺病毒载体构建

参照He等（2011）的方法构建重组腺病毒载体。

hTERT基因片段由pCI-neo-hTERT经Sal I和EcoR I双

酶切获得，然后与pAdTrack-CMV穿梭载体连接，以

获得重组质粒pAdTrack-hTERT。经Pme I线性化处

理后，共转染pAdEasy-1骨架质粒，再通过转化DH5α

感受态细胞筛选阳性克隆，重组腺病毒载体命名为

pAd-hTERT。

1. 3 病毒包装及其滴度测定

以pAd-hTERT感染HKE293A细胞，荧光显微镜

下监测病毒包装效率，感染7~10 d收集病毒，经3次

反复冻融获得的病毒，命名为rAd-hTERT。用感染

复数（MOI）测定法确定病毒量：将HKE293A细胞

接种在6孔板中，每孔细胞量为106个，分别以2、5、

10、25和50 μL病毒液感染HKE293A细胞，72 h后通

过荧光及细胞形态观察是否产生病理学效应（CPE），

病毒MOI为10~20 PFU/细胞时估算上清液中的病

毒量。

1. 4 包装条件优化

为提高病毒滴度，采用不同方法和不同条件对

病毒进行包装，通过病毒滴度及荧光鉴定对比脂质

体法和电转法的包装效率。脂质体法是DNA与脂

质体2000按1∶3比例进行转染；电转法（BTX电转仪）

是参照周磊等（2015）研究得出的最优条件（300 V，

75 μs，3次）。不同包装条件：在脂质体2000转染后

的包装过程分别添加不同浓度（10%、12%、15%和

20%）澳洲胎牛血清。通过流式细胞仪转染效率检

测及病毒MOI估算确定最佳病毒包装条件。

1. 5 rAd-hTERT感染小鼠胎儿成纤维细胞

采用组织块贴壁法体外分离培养小鼠胎儿成
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纤维细胞，同时解冻rAd-hTERT病毒滴液，分别以

MOI为10~20 PFU/细胞感染小鼠胎儿成纤维细胞，

2 d后荧光显微镜下观察统计感染效率。

1. 6 RT-PCR鉴定rAd-hTERT活性功能

采用RT-PCR试剂盒提取阳性细胞mRNA：取3×

105~5×105待测细胞加入500.0 μL TRIzol试剂，再加

入100.0 μL氯仿，吸取水相层，加入0.25 mL异丙醇，

取沉淀洗涤晾干后采用50.0 μL TE Buffer（RNase

free）进行溶解并反转录合成cDNA。鉴定引物（5'-

CCTGGAATCGGTCTGCTGCGC-3'和5'-CCCCCTA

GCTGATCATCAGTCC-3'）由上海捷瑞生物工程有

限公司合成。PCR反应体系50.0 µL：10×LAGC Bu-

ffer 25.0 μL，dNTP（2.5 mmol/L）8.0 μL，上、下游引

物各1.0 μL，cDNA模板1.5 μL，LA Taq DNA聚合酶

（5 U/μL）0.5 μL，以超纯水补足至50.0 µL。扩增程

序：95 ℃预变性5 min；95 ℃ 30 s，55 ℃ 45 s，72 ℃

30 s，进行40个循环；72 ℃延伸5 min。DNA序列测

定由TaKaRa公司完成。

2 结果与分析

2. 1 重组腺病毒载体的构建

重组腺病毒载体pAd-hTERT经Pac I酶切后，

琼脂糖凝胶电泳检测获得2条大小分别为4500和

30000 bp的目的片段（图1），与预期结果一致，表明

重组腺病毒载体pAd-hTERT构建成功。

2. 2 重组腺病毒包装结果

HKE293A细胞可为重组腺病毒载体pAd-hTERT

提供所缺失的E1区，使其成为完整的腺病毒颗粒。

重组腺病毒载体pAd-hTERT具有绿色荧光基因，在

感染HKE293A细胞早期（第1 d和第3 d）观察到的荧

光表达量较低（图2），说明此时病毒颗粒形成较少；

至第7 d后可获得大量悬浮细胞，荧光表达量较高，

且出现明显的CPE（图2），故选择此时收集重组腺病

毒rAd-hTERT。

2. 3 重组腺病毒包装条件的优化

通过流式细胞仪检测不同包装处理条件下的

病毒感染效率，并计算感染7~10 d后收集的病毒滴

度，以此评价重组腺病毒包装效率。结果表明，脂质

体法优于电转法，且胎牛血清对重组腺病毒的包装

效率有一定影响，随胎牛血清浓度的增加，病毒包装

效率及病毒滴度均呈增长趋势（表1和图3）。处理4

与处理5相比，尽管病毒包装效率在高浓度胎牛血清

中较高，但病毒滴度基本一致。综合考虑试验成本，

因此确定处理4为最佳病毒包装条件，即脂质体法转

染HEK293A细胞后采用15%胎牛血清进行病毒包

装，该条件下收集获得的病毒滴度最高。

2. 4 rAd-hTERT感染小鼠胎儿成纤维细胞的特征

采用组织块贴壁法获取小鼠胎儿成纤维细胞，

2 d后周边迁出长梭状细胞（图4-A），继续扩大培养

至汇合度达90%以上（图4-B）时即可进行后续的感

染试验。以携带hTERT基因的腺病毒（rAd-hTERT）

感染小鼠胎儿成纤维细胞72 h后，发现其感染效率

较高（图4-C和图4-D）。

2. 5 rAd-hTERT活性功能鉴定结果

采用RT-PCR鉴定hTERT基因在小鼠胎儿成纤

维细胞中的表达情况，结果显示，从rAd-hTERT感

染72 h的小鼠胎儿成纤维细胞中可扩增出预期的

目的基因条带，片段大小约3450 bp（图5）；而以空

腺病毒载体感染的小鼠胎儿成纤维细胞未扩增出

任何条带。

3 讨论

以腺病毒作为载体工具有诸多优点，包括生物

安全性高、宿主范围较广、可搭载大多数蛋白基因

等，已被广泛应用于基因功能研究及疾病模型构建

等方面（刘玉玲和钟柏茂，2018）。重组腺病毒载体

包装效率决定了目的基因表达的效果，而病毒包装

效率主要取决于包装的方法及血清浓度、细胞状态

等因素。本研究结果表明，采用脂质体包装腺病毒

的效果明显优于电转法，虽然采用的电转法是参照

周磊等（2015）研究得出的最优条件（300 V，75 μs，

3次），但无论是包装荧光检测效果还是病毒滴度均

不理想，可能与HEK293A细胞性质有关，其贴壁率

较低，电刺激易使细胞成簇漂起且出现较多死亡细

图 1 重组腺病毒载体pAd-hTERT的Pac I酶切鉴定结果
Fig.1 Pac I enzyme identifications of recombinant adenovirus

vector pAd-hTERT
M：DNA Marker；1：酶切产物 Digested product

M 1

5000 bp
4000 bp

30000 bp

4500 bp
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胞，因此包装不稳定。至今，有关腺病毒包装过程中

胎牛血清浓度影响的研究鲜见报道。本研究发现，

胎牛血清浓度在重组腺病毒包装过程中发挥较大作

用，浓度越高其病毒包装效率及获得的病毒滴度也

越高，可能与胎牛血清中含有的生长因子和活性蛋

白有利于维持细胞体外活力有关，但胎牛血清的成

本较高，因此最终确定重组腺病毒的最佳包装条件

为：以脂质体法转染HEK293A细胞后采用15%胎牛

血清进行病毒包装，该条件下病毒收集获得的滴度

最高。

目前，有关端粒酶与细胞重编程互作方面的研

究报道较少。Marion等（2009）研究认为只有供体细

胞中具有端粒酶活性才能有效诱导产生细胞重编

程；Huang等（2011）研究证实供体细胞缺乏端粒酶活

性会引起DNA受损，进而阻碍细胞重编程。Pech等

（2015）的研究结果也表明，端粒酶活性在胚胎发育

和体细胞重编程过程中发挥着重要作用。本研究通

过重组包装获得携带端粒酶基因的腺病毒（rAd-

hTERT），并以其感染小鼠胎儿成纤维细胞，经RT-

PCR鉴定证实，hTERT基因能在小鼠胎儿成纤维细

处理
Treatment
1
2
3
4
5

包装条件
Packaging condition

脂质体法+10%血清培养
电转法+10%血清培养

脂质体法+12%血清培养
脂质体法+15%血清培养
脂质体法+20%血清培养

转染5 d时病毒包装效率（%）
Packaging efficiency of adenovirus infection for 5 d

55.3±1.6
28.6±2.1
60.5±0.7
68.5±1.3
73.7±0.6

病毒滴度（IFU/mL）
Virus titer

1×108

1×105

1×109

1×1011

1×1011

图 2 重组腺病毒载体pAd-hTERT感染HEK293A细胞的结果
Fig.2 Recombinant adenovirus vector pAd-hTERT infected cell HEK293A

A和A’：腺病毒感染1 d（×100）；B和B’：腺病毒感染3 d（×100）；C和C’：腺病毒感染7 d（×40）；D和D’：对照组感染1 d（×100）；E和E’：对照组感染
3 d（×100）；F和F’：对照组感染7 d（×40）

A and A’：Adenovirus infection for 1 d（×100）；B and B’：Adenovirus infection for 3 d（×100）；C and C’：Adenovirus infection for 7 d（×40）；D and
D’：Control group infection for 1 d（×100）；E and E’：Control group infection for 3 d（×100）；F and F’：Control group infection for 7 d（×40）

表 1 不同包装处理条件对重组腺病毒包装效率的影响
Table 1 The packaging efficiency of recombinant adenovirus under different treatments
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胞中成功表达，且具有明显的生物学活性功能，但后

续研究需利用免疫印迹试验及端粒酶活性检测试剂

盒进一步检测验证端粒酶活性表达情况，为探究端

粒酶与细胞重编程互作机制提供基础数据，进而有

效提高细胞重编程效率，最终为哺乳动物体细胞核

移植技术提供保障。

4 结论

采用脂质体法结合15%胎牛血清包装获得的携

带hTERT基因重组腺病毒具有较高病毒滴度，感染

小鼠胎儿成纤维细胞能成功表达hTERT基因，进一

步证实端粒酶具有蛋白功能的生物学活性。
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