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假阳性或假阴性结果的产生。尤其在量效关系中应

该选取呈现线性关系剂量范围内敏感度最大的剂量

(即减少或增加给药都会使效应指标有统计学改

变)。本实验为下一步研究HED配伍应选用的给药

时间和给药剂量提供了参考。
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抗癫痫肽重组腺伴病毒载体的构建及鉴定
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摘要：目的为了研究蝎毒癫痈肽对癫痈模型的治疗作用，构建并产生重组腺伴病毒(AAV)载体。方法将

AEP外源性核酸片段插人AAV—shufer质粒pSSHG—Neo的KpnI—BamH I位点构建AAV。用腺病毒辅助质粒

pFGl40、包装质粒pAAV／Ad及构建的pSSHG—AEP三质粒磷酸钙共沉淀法在肾胚胎293细胞系中同源重组包

装rAAV。使用地高辛标记的斑点杂交方法测定重组病毒滴度。结果成功构建了重组病毒质粒pSSHG／AEP，经

蔗糖梯度离心法获得rAAV组分。梯度稀释测得滴度为1．46×10”PFU／mL。结论成功地制备了AEP重组腺伴

随病毒(rAAV／AEP)载体，为癫痈基因治疗实验奠定了基础。
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中医采用全蝎治疗脑病已有近千年的历史E“。

本草记载全蝎具有镇痉、熄风的作用。抗癫痈肽

(antiepilepsy peptide，AEP)是从东亚钳蝎Buthus

martensil Karsch中分离出的一种多肽，由61个氨

基酸残基组成，相对分子质量为8 300，属于蝎毒长

链神经毒素。近年研究显示其能降低实验动物癫痫

的发生率、延长癫痫发作的潜伏期、缩短癫痫发作的

持续时间‘“⋯，而且能抑制癫痫的反复发作‘“⋯。本研

究拟利用其生物学作用，为进一步尝试癫痫的基因

治疗奠定基础。
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1材料

2型腺伴病毒载体pSSHG—Neo、293细胞系、

腺伴病毒包装辅助质粒pAAV／Ad、腺病毒质粒

pFGl40和大肠杆菌Ecoli DH5a由西安华广生物

工程公司提供。限制性内切酶(EeoRI，KpnI和

BamHI)、T4 DNA连接酶、胰蛋白酶、蛋白酶K购

自西安华美生物工程公司。

2方法

2．1 AEP目的基因的获取：异硫氰酸胍～步法提

取AEP RNA。取全竭(东亚钳蝎B．martensil

Karsch，笔者亲自鉴定)2只，75％乙醇浸泡消毒处

理，剪取尾钳，放入研钵中，制备组织匀浆；加入2

mol／I．乙酸钠100止和等体积的水饱和酚、200“L
氯仿一异戊醇，12 000 r／rain离心10 min，取水相，异

丙醇沉淀。12 000 r／rain离心10 min，收集沉淀，乙

醇洗涤，干燥处理，二乙基焦磷酰胺(DEPc)处理

的水溶液溶解，备用。

2．2 RT—PCR扩增AEP基因：取胚总RNA 3 p-g，

按AMV第1链cDNA合成试剂盒中说明合成cD

NA第1链。反应体系为5×反应缓冲液4,uL；10

mraol／L dNTP 4 gL；20 U／}tL核糖核酸酶抑制剂

l“L；200 U／gL AMV逆转录酶l止；加无核酸酶
去离子水至总体积25 pL。37℃、5 rain，42℃、1 h，

70℃灭活10 min，以所获cDNA为模板，用Taq

DNA聚合酶扩增AEP基因全序列，长度为287 bp。

PCR引物设计为：正向引物：5r_GCGAATTCAT—

GAAAcTATTTcTTTTAcTAG；负向引物：5’一

GCGGATCCTTACTTTTTTCCACCG—CATG。

PCR扩增反应体系为：AEP cDNA模板2 p．L；10×

反应缓冲液2．5 pL；20 vmol／I，上下游引物各0．5

pLI 10 mmo|／L dNTP 0．5 pL；25 mmol／L MgCl2

1．5”L；TaqDNA聚合酶0．51 pL，加去离子水至总

体积25“L。PCR反应条件：94℃、1 rain，94℃、

40 s，55℃、40 s，72℃、l min，30次循环后，72℃

延伸5 min，1％琼脂糖凝胶电泳分析扩增产物。

2．3 PCR产物克隆：PCR产物18 ng与pGMT

easy vector载体50“g混合，于10 pL体系16℃

连接过夜，得连接产物pGMT／AEP。取适量上述连

接反应液转化感受态大肠杆菌DH5a，涂布于含氨苄

青霉素、IPTG及X—gal的LB平板进行蓝自筛选。

2．4阳性重组克隆的筛选：挑取白色菌落3个，转

入含适量氮苄青霉素的LB培养液中，37℃过夜培

养。用碱裂解法少量制备质粒pGEM—T／AEP，重组

质粒用HindⅢ和BamHI双酶切鉴定。同时用蓝色

菌落质粒酶切作阴性对照，测序鉴定。

2．5包装病毒：大量制备的pSSHG／AEP、辅助质

粒和腺病毒质粒pFGl40应用磷酸钙共沉淀法介导

3质粒共转染80％融合的293细胞。加入10％胎

牛血清的RPMI一1640培养基，37℃培养72 h。

2．6重组病毒颗粒的回收、纯化与滴度测定：培养

液中加入细胞悬液，反复冻融，裂解液56℃灭活腺

病毒，蔗糖密度梯度离心纯化病毒颗粒。标记探针，

采用斑点杂交法观察实验结果，确定滴度。

3结果

3．1目的基因的获取及

鉴定：PCR扩增产物经

1％琼脂糖凝胶电泳鉴

定，PCR产物长度在280

bp左右。与基因bank中

AEP片断长度一致，初

步证实为AEP(图1)。

3．2 PCR产物的克隆

及酶切鉴定：PCR产物

在连接酶的作用下直接

克隆到pGEM—T载体

中，转化后挑选阳性菌

落，经HindⅢ和BamH

I双酶切鉴定，获得684

凰1 AEP PCR产物的

电泳分析

Fig．1 Electrophoretic

analysis of AEP

PCR production

bp左右条带，证实扩增片断已插入载体中(图2)。

A—Marker B lamda DNA Hind I消化的核酸标尺，相对分子

质量分别为23．13、9．41、6．55、4 36、2．32和2 02 Kb C

pGEMT AEP质粒Ecoi 1单酶消化D—pGEMT—AEP质粒

BamH I单酶消化E pGEMT—AEP质粒对照

A DNA ladder B—lamda DNA cleaved by Hind m for indicator．

23．13，9．41，6．55，4．36，2．32，and 2．02 Kb C—pGEMT

AEP cleaved by Ecol I D—pGEMT—AEP cleaved by BarnH I

E pGEMT—AEP

圈2构建质粒的酶切鉴定

Fig．2 Identification of plasmid construction
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3．3重组质粒鉴定：经过HindⅢ和BamH I双

酶切及PCR鉴定，电泳显示重组质粒可以切出相

应的AEP DNA条带，PCR产物电泳亦显示相应片

断的条带(图3)。

A—pSSHCCMV—AEP质粒对照B pSSHCCMV—AEP BamH I

单酶消化C—pSSHCCMV—AEP质料Ecol I单酶消化D lain—

da DNAHind_消化的核酸标尺，相对分子质量分别为83．13、

9．41、6 55、4．36、2．32和2．02 Kb|E—Maker

A pSSHCCMV—AEp B—pSSHCCMV—AEP cleaved by BamH I

CupSSHCCMV AEP cleaved by Ecoi I D-lamda DNA cleaved

by HindⅢfor indicator：23．13，9 41，6 55，4 36．2 32，and

2．02 Kb E—Maker

田3 pssHccMv·AEP酶切鉴定

Fig 3 Identification of plasmid pSSHCCMV—AEP

3．4 AEP目的基因片断序列测定：表达载体测序

结果分析显示，与基因bank中的AEP mRNA序

列完全一致，证实AEP基因已经定向克隆到表达

载体中(图4)。

3．5 rAAV—AEP鉴定：地高辛标记的斑点杂交结

果显示，稀释64倍的病毒毒液与稀释10倍的毒液腺

伴病毒穿梭质粒载体的杂交信号一致。计算病毒滴

度，约在1．46X10”PFU。计算方法：质粒pSSHG／

AEP相对分子质量=(7 060 bp+287 bp)×635—

4 665 345。未稀释时质粒定量为I／19／ttL，每微克质

粒中的分子个数=摩尔数／相对分子质量一6．02×

1024×2／4 665 345—2．47×1012PFU／mL。

4讨论

腺伴病毒(adeon—associated virus，AAV)近

年来因其独特的优势越来越受到重视，其无潜在致

病威胁，同时能稳定地表达外源基因，宿主范围广，

可转染分裂期及非分裂期细胞，且转染效率高，是基

因治疗的良好载体。抗癫痫肽是从东亚钳蝎中分离

出的一种多肽，能降低实验动物癫痫的发生率、延长

癫痫发作的潜伏期、缩短癫痫发作的持续时问。但由

于受到稳定性差、体内半活期短、化学合成的成本

圈4 AEP目的基因片断序列分析

Fig．4 Sequence analysis of AEP gene fragment
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