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小鼠增强型绿色荧光蛋白-过氧化物酶体增长因子
活化受体γ2融合表达重组腺病毒的构建及表达
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[摘要] 目的 构建小鼠增强型绿色荧光蛋白（EGFP）-过氧化物酶体增长因子活化受体（PPAR）γ2基因的腺病毒重
组体，并检测其在感染病毒的小鼠骨髓间充质干细胞（BMSC）中的表达。方法 从pcDNA flag PPARγ质粒上切取目
的片段PPARγ2，克隆入pEGFP-C1和pEGFP-N1，以pEGFP-C1-PPARγ2为模板通过PCR技术获得EGFP-PPARγ2基
因，酶切DC315质粒，获得DC315-EGFP-PPARγ2质粒，在脂质体介导下与腺病毒辅助大质粒pBHGlox△E1、3Cre
共转染HEK293细胞，包装产生复制缺陷型重组腺病毒Ad-EGFP-PPARγ2，酶切鉴定证实构建成功。转染HEK293
细胞并检测其体外表达情况，经HEK293细胞扩增后，测定病毒滴度，转染小鼠BMSC，72 h后鉴定其成脂分化情
况。结果 将pEGFP-C1-PPARγ2和pEGFP-N1-PPARγ2通过脂质体转染入HEK293细胞后，在倒置相差显微镜下观
察，前者在细胞核内有较强的绿色荧光，后者的荧光强度则极低。对重组腺病毒进行酶切和PCR鉴定，证实含小鼠
EGFP-PPARγ2的Ad5腺病毒载体构建成功。在倒置相差显微镜下观察到BMSC细胞核内有绿色荧光。结论 成功构
建含小鼠EGFP-PPARγ2的重组Ad5腺病毒载体，为基因辅助的脂肪组织工程技术、抗肿瘤研究等提供了安全有效
的转基因载体。
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Construction of recombinant gene adenovirus encoding enhanced green fluorecence protein -peroxisome
proliferator -activated receptor γ2 fusion protein and its expression in bone marrow mesenchymal stem
cells LIAO Li-zi1, XIAO Jin-gang1, YANG Miao-miao1, KONG Zi-ren1, SUN Qin-ce2, TIAN Wei-dong1. （1. State
Key Laboratory of Oral Diseases, Sichuan University, Chengdu 610041, China; 2. College of Life Science, Sichuan
University, Chengdu 610064, China）
[ Abstract] Objective To construct mouse enhanced green fluorecence protein（EGFP）-peroxisome proliferator -
activated receptor（PPAR）γ2, and to detect EGFP-PPARγ2 expression in infected mouse bone marrow mesenchy-
mal stem cells（BMSC）. Methods Cut the fragment of PPARγ2 from the expression plasmid pcDNA flag PPARγ2,
then cloned the gene fragment into pEGFP-C1 and pEGFP-N1 vector. Subsequently, subclone the fragment EGFP-
PPARγ2 from pEGFP-C1-PPARγ2 into the shuttle plasmid DC315. HEK293 cells were co-transfected with the con－
structed recombinant shuttle plasmid DC315-EGFP-PPARγ2 and large adenovirus helper plasmid pBHGlox△E1, 3Cre
in mediation of liposome. The obtained replication-defective recombinant adenovirus Ad-EGFP-PPARγ2 was con－
firmed. Then it was propagated in HEK293 cells. After the BMSC were transfected for 72 h, adipogenic differentiation
was demonstrated. Results HEK293 cells were transfected with the pEGFP-C1-PPARγ2 or pEGFP-N1-PPARγ2 in
mediation of liposome. The former green fluorescence protein was better than the latter by fluorescence microscope.
The recombinant plasmids were digested and identified. Western blot analysis showed the expression of EGFP -
PPARγ2 in vitro. EGFP-PPARγ2 protein was detectable in the nucleus of BMSC. Conclusion The recombinant
adenovirus encoding EGFP-PPARγ2 fusion protein was successfully constructed, which provided a basis for applica－

tion of EGFP -PPARγ2 gene to adenovirus -mediated
gene therapy.
[Key words] peroxisome proliferator-activated recep－
tor； recombinant adenovirus； bone marrow mesenchy－
mal stem cell
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过氧化物酶体增长因子活化受体（peroxisome
proliferator-activated receptor，PPAR）属于核激素受
体超家族。PPARγ是研究的最为广泛的一种。PPAR
激活后具有促进脂肪细胞分化、增强机体对胰岛素
的敏感性、调节体内糖和脂类平衡等作用。本研究
采用DNA重组技术，构建含小鼠增强型绿色荧光蛋
白（enhanced green fluorecence protein， EGFP）-
PPARγ2基因的重组Ad5腺病毒载体，在骨髓间充质
干细胞（bone marrow mesenchymal stem cell，BMSC）
中检测目的基因的表达，为基因辅助的脂肪组织工

程技术、癌症治疗等提供了安全有效的转基因载
体，为研究PPARγ在体内的生物学功能、从时空角
度上研究PPARγ2的生物学特征提供了可能。

1 材料和方法

1.1 材料
In-FusionTM PCR克隆试剂盒（Clontech公司，美

国），各种限制性内切酶及T4 DNA连接酶（NEB公
司，美国），质粒提取试剂盒、凝胶回收试剂盒、
DNA片段纯化试剂盒和DNA提取试剂盒（Qiagen公
司，德国），高糖DMEM培养基、胎牛血清（fetal
bovine serum，FBS）（Hyclone公司，美国），Lipofec-
tamine 2000（Invitrogen公司，美国），小鼠来源的
EGFP单克隆抗体、NC膜（Milipore公司，美国），
HRP标记羊抗小鼠二抗（北京中杉金桥生物公司），
ECL发光试剂盒（Santa Cruz公司，美国），油红O、
DAPI（Sigma公司，美国）， IX70倒置相差显微镜
（Olympus公司，日本）。含全长PPARγ2序列的克隆
载体 pcDNA flag PPARγ（Addgene公司，美国），
HEK293细胞（口腔疾病研究国家重点实验室，四川
大学），BMSC（Cyagen Biosciences公司，美国），
AdMaxTM Kit D重组腺病毒载体系统（Microbix公司，
加拿大），实验引物合成由上海英峻生物科技有限

公司完成。

表 1 构建质粒的具体引物序列
Tab 1 The primer sequences used in plasmid construction

质粒 引物名称 序列 产物长度/bp

pEGFP-N1-PPARγ2 P1 5′-TTTGAGCTCCGATAAAGCAATGGGTGAAACT-3′ 1 526

P2 5′-TTTGGGCCCTATACAAGTCCTTGTAGATCTCCTG-3′

pEGFP-C1-PPARγ2 P3 5′-ATCGAGCTCACGATAAAGCAATGGGTGAAACTCT-3′ 1 556

P4 5′-GAGTTTTTGTTCGAAGGGCCCTCTAGACTAATA-3′

pDC315-EGFP-PPARγ2 P5 5′-GAGGATCCCCGGGTACCGGTCGCCACCATG-3′ 2 315

P6 5′-ATAAGCTTGATATCGAATTCCTAATACAAGTCCTTGTAGATCTCC-3′

P7 5′-CCAAGGATTCATGACCAG-3′ 603

P8 5′-CGATGCTAGACGATCCAGAC-3′

1.2 EGFP-PPARγ融合表达载体的构建和鉴定
以pcDNA flag PPARγ为模板得到目的基因的

PCR产物，将产物和pEGFP-C1、pEGFP-N1空载体
同时分别用SacⅠ和ApaⅠ双酶切后切胶回收，分别
回收约1 600、4 700 bp片段，将2个片段用T4 DNA
连接酶连接过夜，然后转化Top10大肠杆菌感受态，
平铺于含50 μg·mL-1卡那霉素的LB培养基中。挑单
克隆摇菌过夜，抽提质粒DNA，用SacⅠ和ApaⅠ双
酶切鉴定，鉴定正确的克隆送出测序。测序证实序
列的正确性。转染HEK293细胞，在37 ℃、5%CO2

饱和湿度下于含10%FBS的DMEM培养基中培养。转
染分3组，分别是pEGFP-C1-PPARγ2组、pEGFP-
C1空载体组（阳性对照组）、空白对照组（阴性对照
组）。对应的pEGFP-N1-PPARγ2同此处理。各组质
粒按照Lipofectamine 2000说明进行转染，24 h后在
荧光显微镜下观察绿色荧光的表达和定位。转染了
pEGFP-C1-PPARγ2的细胞在胞核内有较亮的绿色

荧光，而转染了pEGFP-N1-PPARγ2的细胞在胞核
内几乎没有绿色荧光。
1.3 重组穿梭质粒pDC315-EGFP-PPARγ2的构建
以pEGFP-C1-PPARγ2为模板得到融合表达目

的基因 EGFP -PPARγ2的 PCR产物，将产物和
pDC315-EGFP空载体同时分别用AgeⅠ和EcoRⅠ双
酶切后切胶回收，分别回收EGFP-PPARγ2序列和
pDC315-EGFP空载体双酶切后片段，将2片段用
In-Fusion交换酶于25 ℃反应15 min，再于42 ℃反应
15 min制备克隆交换液，然后转化大肠杆菌感受态，
平铺于含50 μg·mL-1卡那霉素的LB培养基中。挑单
克隆摇菌过夜，抽提质粒DNA，阳性克隆行PCR鉴
定，正确的克隆送出测序。测序正确的重组穿梭质
粒用于后续的同源重组实验。
1.4 重组腺病毒Ad-EGFP-PPARγ2在HEK293细胞
中的包装

将重组穿梭质粒DC315-EGFP-PPARγ2与辅助
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大质粒pBHGlox△E1、3Cre通过Lipofectamine 2000
共转染HEK293细胞，每天观察细胞病变效应（cyto－
pathic effect，CPE），当出现完全CPE时收获细胞，
-80～37 ℃反复冻融3次，释放重组腺病毒Ad-EGFP-
PPARγ2。
1.5 重组腺病毒Ad-EGFP-PPARγ2转染后目的蛋白
的表达检测

将40 μL腺病毒原液加入HEK293细胞中，24~
48 h后观察细胞生长情况，然后收集细胞，制备为
蛋白印迹法（Western blot）检测样品。
1.6 重组腺病毒Ad-EGFP-PPARγ2的扩增和滴度测
定

感染前1 d将HEK293细胞传代至60 mm培养皿于
DMEM完全培养液中培养，待细胞融合度达70%~
80%时行Ad-EGFP-PPARγ2感染。病毒液200 μL加
至含1.0 mL DMEM完全培养液的60 mm培养皿中，
37 ℃培养90 min，向细胞中加入4 mL DMEM完全培
养液，继续培养。观察细胞出现典型的CPE，且有
50%的细胞脱壁时低速离心收集细胞并重悬于10 mL
DMEM中，-80~37 ℃反复冻融、振荡3次，于4 ℃，
7 000 g离心5 min，收集病毒上清液于-80 ℃下保存。
重复感染3次，第2次在100 mm培养皿中进行，第3
次在10个75 cm2培养瓶中进行，经3次感染可获得较
大量的重组腺病毒。采用TCID50方法测定病毒滴度
后-80 ℃下分装保存备用。
1.7 重组腺病毒Ad-EGFP-PPARγ2转染小鼠BMSC
及检测

1.7.1 重组腺病毒Ad -EGFP -PPARγ2转染小鼠
BMSC 采用第8代BMSC，胰酶消化后接种到24孔
板，设定感染复数（multiplicity of infection，MOI）

值分别为0、10、50、100、200、400，并根据各
MOI值计算所需病毒载体数量，换算出体积值，每
个MOI值对应4孔。24 h后观察细胞密度达到70%～
80%时，消化单孔细胞计数。将各MOI值所需病毒
载体体积与含10%FBS的DMEM混匀，使每孔滴加终
体积为200 μL。将孔板细胞用含10%FBS的α-DMEM
轻柔漂洗2次后，滴加病毒产品与培养液的混合液
至相应的孔内。37 ℃、5%CO2的培养箱培养1 h，弃
混合液，更换含10%FBS的α-DMEM。
1.7.2 倒置相差显微镜观察以及计算转染效率 重
组腺病毒Ad-EGFP-PPARγ2携带有报告基因-绿色
荧光蛋白。分别于转染后24、48、72、96 h，于倒
置相差显微镜下观察EGFP的表达。采用传统人工计
数方法计算转染效率，以表达EGFP的细胞为转染阳
性细胞，根据以下公式计算转染效率：转染效率=
EGFP阳性细胞数/总细胞数×100%。
1.7.3 油红O染色 观察到BMSC胞质中有脂滴形成
时吸去培养液，磷酸盐缓冲液洗涤2次，体积分数
4%多聚甲醛固定15 min，以质量分数0.75%油红O染
色20 min，DAPI复染2～5 min，在倒置相差显微镜下
进行观察。

2 结果

2.1 EGFP-PPARγ融合表达载体的构建和鉴定
以pcDNA flag PPARγ为模板，2对引物P1、P2

和P3、P4 行PCR扩增得到目的片段PPARγ2的长度
依次为1 526 bp和1 556 bp。构建载体DNA测序显示
PPARγ2片段序列完全正确。pEGFP-N1-PPARγ2、
pEGFP-C1-PPARγ2和pEGFP-C1转染HEK293细胞
24 h后，结果见图1。

A：pEGFP-N1-PPARγ2转染HEK293细胞；B：pEGFP-C1-PPARγ2转染HEK293细胞；C：pEGFP-C1转染HEK293细胞。
图 1 HEK293细胞被转染后的图像 倒置相差显微镜 × 200

Fig 1 Transfection of HEK293 cells inverted phase contrast microscope × 200

2.2 穿梭载体pDC315-EGFP-PPARγ2构建和鉴定
在构建重组穿梭载体pDC315-EGFP-PPARγ2

时，以P5、P6为引物PCR扩增目的基因，产物大小
为2 315 bp，以P7、P8为引物的阳性克隆的PCR鉴
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定，产物大小为603 bp。
2.3 重组腺病毒Ad-EGFP-PPARγ2在HEK293细胞
中的包装

pBHGlox△E1、3Cre与pDC315-EGFP-PPARγ2
共转染HEK293细胞后的第1、2天是整个过程中荧
光效率最高的时候，之后由于细胞生长和传代，荧

光开始丢失；在转染后的第14天出毒。继而出现特
征性CPE，即细胞变大变圆，折光性增强，并开始
出现明显噬斑甚至细胞脱落，而正常细胞未出现此

现象（图2）。

A：感染腺病毒；B：未感染腺病毒。

图 2 重组腺病毒Ad-EGFP-PPARγ2感染HEK293细胞前后的形

态 倒置相差显微镜 × 200

Fig 2 The shapes of HEK293 cells infected with Ad-EGFP-

PPARγ2 inverted phase contrast microscope × 200

2.4 Western blot检测EGFP-PPARγ2基因的蛋白表
达水平

Western blot检测EGFP-PPARγ2基因的蛋白表
达水平，观察到相对分子质量72 000~95 000间特征
条带，其大小与EGFP-PPARγ2融合蛋白基本吻合
（图3）。

1：Marker；2：带绿色荧光蛋白的细胞；3：HEK293；4：感染
Ad-EGFP-PPARγ2的细胞。
图 3 HEK293细胞中EGFP-PPARγ2基因的蛋白表达水平
Fig 3 The protein expression of EGFP -PPARγ2 in HEK293

cells

2.5 病毒滴度的测定
重组腺病毒Ad-EGFP-PPARγ2经反复感染、扩

增及测定，获得病毒滴度为5×109 pfu·mL-1。
2.6 重组腺病毒Ad-EGFP-PPARγ2转染小鼠BMSC
及检测

以MOI值分别为10、50、100、200、400的重组
腺病毒Ad-EGFP-PPARγ2转染小鼠BMSC后48 h，随
着MOI的增高，EGFP阳性细胞数量亦增多；当MOI
为100时，转染BMSC效果较佳，BMSC细胞形态正
常，转染效率超过90%，当MOI为400时细胞形态有
细微异常。将重组腺病毒Ad-EGFP-PPARγ2及对照
组Ad-EGFP转染BMSC后72 h，油红O染色，倒置相
差显微镜下观察，可见在转染重组腺病毒的BMSC
的胞质中脂肪滴染色后呈红色，且EGFP-PPARγ2主
要集中在细胞核中，而在空白对照中无此现象。即
BMSC在重组腺病毒诱导下成脂分化，可见所构建
的融合基因EGFP-PPARγ2是有生物学功能的（图4）。

A：DAPI染色；B：EGFP-PPARγ2荧光观察；C：油红O染色；D：A、B、C图像合并；E：空白对照。
图 4 重组腺病毒Ad-EGFP-PPARγ2转染小鼠BMSC 倒置相差显微镜 × 320

Fig 4 The transfection of mouse BMSC by Ad-EGFP-PPARγ2 inverted phase contrast microscope × 320

3 讨论

3.1 PPARγ
研究 [1]发现，PPARγ除了在脂肪组织表达外，

在上皮细胞、多种免疫细胞中也均有表达，甚至在
口腔鳞状细胞癌、胃癌、骨髓瘤等多种肿瘤细胞中
也有表达。其位于机体多种信号传导途径的交叉

点[2]，被配体激活后诱导多种肿瘤细胞分化，并抑

制其恶性增殖，临床上其配体已经显示出良好的抑

制肿瘤的效果，可能成为肿瘤治疗的一个新的基因

靶点。
从时空角度对PPARγ的研究目前还不是很多，

且均是使用pC1-nEGFP-C656G[3]或pEGFP-C2[4]为载

体，质粒通过试剂转染细胞有其局限性，很多细胞
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都难以达到理想的转染效率。本实验构建的小鼠
EGFP-PPARγ2融合表达重组腺病毒能够实时追踪
PPARγ2，这对于该基因配体的开发，以及与其他
蛋白等相互作用的研究都是具有一定意义的。此外
成功构建了EGFP-PPARγ2融合表达的2个真核载体
pEGFP-C1-PPARγ2和pEGFP-N1-PPARγ2，在蛋白
的表达效率上前者明显强于后者，可能是由于在

PPARγ2的C端连接EGFP影响了相互之间的三级结
构，因此在本实验的后续工作中，选择了pEGFP-
C1-PPARγ2质粒为模板扩增融合基因，构建重组腺
病毒。
3.2 BMSC

BMSC是一种中胚层的多能干细胞，具有容易
获取、可以体外大量扩增、干细胞特性不易丢失等
特点。这些特性使得BMSC作为种子细胞在组织工
程、基因治疗等临床应用上极具优势[5-7]。此外，有
研究[8] 表明，肿瘤间充质可以来源于BMSC，BMSC
渗入到肿瘤组织的微环境中，分泌多种生长因子，

促进肿瘤血管生成、肿瘤干细胞微环境的形成等。
故而如何将重组腺病毒Ad-EGFP-PPARγ2修饰过的
BMSC应用到组织工程及肿瘤治疗还有待进一步的
研究。
3.3 腺病毒载体
常用的载体包括病毒载体和非病毒载体。其中

病毒载体可应用于基础研究、基因疗法或疫苗，它
包括：逆转录病毒载体、慢病毒、腺病毒载体及腺
相关病毒载体等。病毒载体较其他载体具有较多的
优点，如感染细胞范围广、包装容量大、效率高
等[9]，因此应用日趋广泛。腺病毒是一种无外壳的
双链DNA病毒，基因组长约36 kb，衣壳呈规则的20
面体结构，直径约80~110 nm[10]。病毒壳体蛋白与细
胞表面的病毒受体结合，在病毒感染细胞过程中起

着非常重要的作用。本实验采用的AdMax包装系
统[11]由以下2个组件构成：1）复制缺陷型腺病毒载
体的穿梭质粒pDC315-EGFP，其外源基因克隆位
点上游带有人类巨细胞病毒启动子，下游带有

SV40polyA终止信号；2）含Cre-loxP系统的pBHGlox
△E1、3Cre质粒，其含缺失E1和E3区编码序列的人
类5型腺病毒基因组。克隆了外源基因的腺病毒穿
梭质粒与携带了腺病毒大部分基因组的骨架质粒共

转染HEK293细胞，利用Cre/loxP系统实现重组，产

生重组腺病毒。因在真核细胞内出毒，而非AdEasy
系统中的细菌重组，保持了对腺病毒的生存压力，

提高了目的基因的表达水平且有助于重组腺病毒基

因组的完整性[12]。
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