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潜在腺病毒感染的肺泡上皮细胞模型的构建
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摘要 为了探讨腺病毒潜伏感染对正常气道上皮细胞生理功能的影响以及与呼吸道疾病发

生、发展的关系，构建了含腺病毒最主要效应蛋白 EIA 的高效真核表达载体，特染正常大鼠肺泡

上皮细胞(CCLl49)，经过长期抗性筛选获得多个抗性细胞克隆，应用 PCR 、 RT-PCR 、 Western 印

记和免疫组化的方法对抗性克隆进行鉴定，最终获得不同 EIA 蛋白表达强度的阳性细胞克隆。通

过细胞增殖曲线和周期分析，观察 EIA 基因对细胞基本功能的影响。结果显示， EIA 基因明显抑

制细胞增殖周期，引起细胞 S 期比例下降， Gj 期延长，同时 EIA 能明显增强 TNFα诱导下的细胞凋

τ。
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腺病毒是儿童时期急性下呼吸道感染的主要病

原体之一，其除了引起急性呼吸系统感染外，病毒的

DNA 可以长期存在于上呼吸道的组织细胞内形成潜

伏感染。临床病例分析[1.2]和流行病学调查资料[3-5J

显示腺病毒潜伏感染是可能的导致成年肺部、支气

管和气管某些进行性病变的危险因素，此后进行的动

物实验也支持以 t观点[6] 。由于上述研究的结果说

明腺病毒潜伏感染所引起的呼吸道组织和细胞的病

理改变，以及与其他致病因素如吸烟、致炎因素等

的协同作用可能是一些呼吸道疾病的重要发病机

制。为验证这一假说需要在体外细胞水平进行相

关的分析，了解腺病毒潜伏感染对宿主细胞的 A般生

理活动的影响，以及与呼吸道疾病密切相关的众多致

病因素如:炎症因素、氧化/抗氧化失衡、细胞调

亡的相互作用，从而探索其意义。

EIA 蛋白是腺病毒侵染细胞后持续表达的最主

要的蛋白质，被认为主要通过作用于宿主细胞 A些重

要的调控蛋白来影响宿主和病毒自身相关基因的转

录[78]，因此是同能的最重要的效应蛋白。本研究将

腺病毒早表达某|对 EIA 克隆到高效真核表达载体

pCDNA3，转染 CCLl49(大鼠肺泡上皮细胞)，筛选出

稳定表达EIA蛋白的抗型克隆，并对稳定表达EIA蛋

白的细胞进行基本特性分析，为下一步对EIA蛋白在

气道细胞的功能以及与疾病发生发展的关系研究提

供细胞模型。

1 材料与方法

1.1 试剂及试剂盒

脂质体转染试剂 Lipofectamine™2000、 Trizol 、

高保真 Taq 酶以及 G418 、 T 载体购白 Invitrogen 公

司，小鼠抗EIA抗体、 RT-PCR试剂盒购白 Fermentas

公司、免疫组化试剂 PV-6002 购向中杉生物工程有

限公司，限制性内切酶 HindIII 、 BamHI ， Sacl 等为

TaKaRa 公司产品。 TNFα 为 Bisource 公司产品。

1.2 细胞培养

CCLl49 细胞株(大鼠肺泡上皮细胞)和 293 细胞

株(腺病毒 El 基因转染的原代人胚肾细胞)由 ATCC

提供。 CCL149 细胞培养常规使用含 10%FBS 的

F12K 培养基(购自 Gibco 公司)在 37 oC , 5%C02 细胞

培养箱培养; 293 细胞使用含 10%FBS 的 DMEM(购

自 Gibco 公司)的培养基培养，培养条件同前。 293 细

胞用于腺病毒 EIA 蛋白阳性表达对照。

1.3 质粒

含腺病毒EIA编码区序列的质粒pneo-EIA 由加

拿大肺病研究中心 James C.Hogg 教授惠赠，该质粒

携带腺病毒 5 基因组从 25 到 1770 核昔酸序，列，真核

表达载体 pCDNA3 、 pEGFP-C 2 由本所提供。

1.4 EIA 真核表达质粒的构建
用高保真Taq酶PCR扩增pneo-EIA质粒的EIA

基因完整编码区，在基因上 F游分别加入 HindIII 和

BamHI 酶切序列，全长 1 560 bpo 上游引物: 5'-
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AAGCTTGCGTTCCGGGTCAAAGTTGG-3' 下游寻|

物: 5'-GGATCCGCGACCTCGCGGGTTTTC-3'刁|物由

博亚生物有限公司合成。将 PCR 扩增片段走向克隆

于 T 载体， T 载体连接后转化大肠杆菌 DH5α，小量

裂解法提取质粒 DNA 用 HindIIIIBamHI 双酶切对 T

载体进行鉴定;再次切胶回收酶切产物运向连接于

PCDNA3 质粒，主组质粒经 HindIIIIBamHI 双酶切鉴

定，并将这个重组质粒测序。构建的表达质粒命名

为 pCDNA3-EIA 。

1.5 细胞转染

将培养的CCL149 细胞按 0.5 X 105_1 X 105个接

种于 24 孔板，培养 24 h 至细胞汇合度 90%-95%，然

后按试剂说明书步骤分别泪匀质粒与Lipofectamine田

2000到FI2K，逐滴加入己换无血洁l培养基的CCL149

细胞中，根据转染质粒的不同和实验分组需要分为

pCDNA3-EIA 、 pCDNA3 组、空白对照组。转染 24
h 后以 1 : 10 的比例将转染细胞传代至 96 孔板中，再

培养 24h 后换含终浓度为 700 问Iml G418 的完全培

养基筛选 3 周，筛选出的单克隆在含 G418 的培养基

中进一步扩大培养。

1.6 E1A 阳性表达的 CCL149 细胞克隆的鉴定

EIA转染~Ij 丰IJ对照质粒组分别转染 6次，先后得

到 109 个抗性细胞克隆将抗 G418 的细胞克隆扩大

培养后分别提取细胞 DNA、mRNA和蛋白质分别进

行 PCR 、 RT-PCR 、 Western 印迹、免疫组化检测。

1.6.1 抗性克隆细胞 PCR 、 RT-PCR 的鉴定 提

取细胞基因组 DNA、总 RNA 分别进行 PCR 、 RT­

PCR 检测[叭10 1 0

1.6.2 抗性克隆细胞 EIA 蛋白表达的免疫组化鉴定

将 EI-E20 和 CI-C9 细胞克隆分别接种于 96 孔

板，经 4% 多聚甲自主固定后，用小鼠抗大鼠的E1A 单

克隆抗体进行免疫组化检测(SABC ~t[lll) 。

1.6.3 抗性克隆细胞 EIA 蛋白表达的 Westem 印迹

鉴定 将 EI-E20 和 CI-C9 细胞克隆 CCL149 细胞

和293细胞进行蛋白质抽提，井进行蛋白质定量(BCA

法， Pierce 公司)。分别取 20 阳总蛋白进行 12%SDS­

PAGE不连续胶电泳，并转移至PVDF膜上，封闭液封

闭后加入腺病毒 5 型单克隆抗体 M58(1 : 1 000 稀

释)， 4 "C温育过夜，次日加入辣根过氧化物酶标i己的

山羊抗小鼠 IgG(1 : 5 000)，车温温育 1 h 后进行化

学发光。将条带经光密度扫描后进行统计分析。

1.7 克隆细胞生长曲线测定

取对数生七二期的稳定转染 EIA、对照质粒转染
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细胞及 CCL149 细胞分别接种于培养瓶中，每瓶接种

1 X 105 个细胞。每组每天取 3 瓶细胞1，1 数，以平均

数绘制细胞生长曲线并求倍增时问。

1.8 克隆细胞周期分析

稳定转染 EIA、对照质粒转染细胞及 CCL149

细胞培养至 80% 汇合状态，用月亮蛋白酶消化细胞后，

离心收集细胞，磷酸盐缓冲液洗 2 次，加入终浓度为

759毛乙醇固定，加入腆化丙睫(PI)染色 15 mino 取

1 X 105个细胞在流式细胞仪(CoulterElite， USA) c.进

行细胞周期分析。

1.9 膜联蛋白 V-FITC 标记法定量检测细胞凋亡

稳定转染 EIA、对照质粒转染细胞接种于 6 孔

板，每孔接种 5 X 105 个细胞，接种第 2 天力u入终浓度

为 30 ng/ml TNFα，作用 8 h，用 0.25% 腆蛋白酶消化

吹起后收集细胞， PBS 清洗 1 次，于 4 "C 1 000 r/min 

离心 10 min。离心后弃上洁液，加入结合缓冲液，重

悬细胞，调整细胞数为 5 X 105 个/时，取 195μl 细胞

重悬液，加 5μl 膜联蛋白 V-FITC ，京温 F混合，温育

lO min。加入 200μI 结合缓冲液，清洗细胞，于 4 "C 

1 000 r/min 离心 10 min。弃 t请液，加入 190μl 结

合缓冲液，重悬细胞，加入10μ120mg几凹，每样本收

集 20000 个细胞荧光信号，采用 Cellquest 软件分析

结果。

膜联蛋白 V-FITC/PI 观标记流式细胞术可以将

实验样本中正常、坏死、凋亡细胞区分开。以

FITC 和 PI 荧光作双参数点图，细胞分为 4 个区， A: 

膜联蛋白 V-FITC 、 PI 代表活细胞。 B: 膜联蛋白

V-FITC 、 PI+代表机械损伤细胞。 C: 膜联蛋白 V­

FITC+ 、 PI 为早期凋亡细胞。 D: 膜联蛋白 V­

FITC+ , PI+ 为凋亡晚期或坏死细胞。分别计数四群

细胞比例并在试验组和对照组间比较。

1.10 统计学方法

用 SSPS 10.0 进行统计学分析。实验数据以均

数土标准差表示，组两两比较采用 t 检验。

2 结果
2.1 真核表达载体的构建

pneo-EIA 质粒经 PCR 扩增后在 0.8% 琼脂糖凝

胶电泳显示:有大小 1 560 坤的片段，大小与预期相

符。将 PCR 产物经切胶回收后经克隆、亚克隆于

pCDNA3 质粒，重组质粒经酶切鉴定，所得片断大小
与预期相符。测序鉴定与 GenBank中腺病毒 5型EIA

序列比对完全吻合，所得重组质粒构建成功(图 1) 。

Tel: 021-64040161 www.baolor.com 



陈 娟等:潜在腺病毒感染的肺泡上皮细胞模型的构建

1 2 3 4 5 

图 1 重组质粒的酶切鉴定电泳结果

l λ-Hindlll marker; 2: pCDNA J-E I A 经 HindIII/BamHI 酶 切后电

泳 ; 3: pEGFP-C，-E I A 经 Hind ll l/BamH I 酶切后电泳 ; 4: pCDNA J 

质粒电泳 ; 5: DL2000 DNA markero 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

图2 稳定转染pCDNA3-EIA及 pCDNA3的 CCL149细胞RT­

PCR鉴定结果

1 、 10 : DL2000 marker; 2- 5: 4 个 E I A 阳性细胞克隆均扩增出

486 bp 的特异性片断 。 6-8: 对照质粒转染细胞 RT- PCR 鉴定结

果;9 正常 CCLl 49 细胞 RT-PCR 鉴定结果 。

2.2 稳定转染 CCL149 细胞系的鉴定

2 .2.1 PCR 、 RT-PCR 鉴定稳定转染 E1A 的细胞系

内 E1A基因 EIA转染组和对照质粒组共得到 109

个抗性细胞克隆，分别提取细胞克隆基因组 DNA 进

行 PCR 检测， EIA 转染组 94 个抗性细胞克隆中仅有

9个克隆 PCR 扩增有相应 1560 bp 的片段; 对照质粒

转染组所得细胞克隆均未见相应 PCR 扩增片段。 将

PCR 阳性的细胞克隆进一步扩大培养， 进行 RT-PCR

鉴定 : 9 个 PCR 阳性的 EIA 转染细细胞仅有 4个克隆

IIJ _Iit!，千 f 486 bp I'j{J q .IJ 片忡扩111:(，1 ) I 段 ， 命名 为 E I 、 E6 、

E8 和 E17; 对照质粒转染组和正常 CCLl49 细胞均未

见相应 PCR 扩增片段( 图 2) 。

2.2.2 稳定转染E1A的细胞系的免疫纽化鉴定 对

E1-E20 和 C1-C9 细胞克隆定期进行免疫组化鉴定 。

结果显示 : E 1 、 E6 、 E8 和 E17 阳性细胞克隆持续

稳定表达 EIA 蛋白，阳性产物定位于细胞核， 呈棕黄

色 。 对照质粒转染细胞和正常 CCL1 49 细胞均未见

阳性表达。 此外， 4 个 E1A 阳性的细胞克隆表达 E1A

蛋白 的强度有不同( 图 3 ) 。
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(E I ) 

(E I η 

(CI) 

(CCLI49) 

图 3 稳定转染 EIA 的细胞克隆和对照细胞、 正常 CCL149

细胞免疫组化鉴定结果(200 X ) 
E8 , E6 、 El 、 E 门 4 个 E I A 阳性细胞克隆在转染后 5 个月进

行免疫组化鉴定 ， E I A 蛋白位于细胞核内呈棕褐色; Cl: 阴性对照

(对照质粒转染细胞)免疫组化结果 ; CCLl 49: 为正常 CCLI 49 细胞

免疫组化鉴定结果 。
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7 6 5 4 3 2 

。肌动蛋白

图 4 不同细胞克隆 Western 印迹结果

1: E8 细胞克隆; 2: E6 细胞克隆; 3 : 阴性对照(对照质粒转染细胞); 4: E l 细胞克隆 ; 5 阳性对照 293 细胞; 6: E 17 细胞克降; 7 正常 CCLl49

细胞，图中上两行蛋白质为 E1A 蛋白，大小约为 45-48 、 5 0-5 2 kDa; ß 肌动蛋白大小约为 40 kDa . 
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图 5 EIA 阳性细胞克隆(E8) 、 对照细胞和正常 CCL149细胞

的生长曲线
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图 7 EIA 阳性细胞和对照质粒转染细胞经膜联蛋白 V-FITC

和 PI 双染后流式凋亡分析图

1: E I A 阳性细胞(E8) ; 2 对照细胞;3:E 1 A 阳性细胞(E8)经 30 ng/ 

m1TNFα 作用后 8 h ; 4 对照细胞经 30 ng/ m1 TNFα 作用后 8 h 。

384 320 256 192 128 64 

360 

稳定转染 EIA 的细胞系的 Western 印迹鉴定

蛋白质印迹结果经光密度扫描分析定量表明， 4

个 EIA 阳性的单细胞克隆与阳性对照 293 细胞均表

达 EIA 蛋白，其中 E8 克隆表达最强， El 和 E17 克隆

表达最弱， E6 表达强度介于两者之间(P<O.05)而对照

质粒转染细胞和正常 CCLl49 细胞均无 EIA 蛋白 的

表达( 图 的 。

2.3 稳定转染 EIA 的 CCL149 细胞系的动力学

观察

结果显示 E8 ， E6 和 E17 细胞克隆的倍增时间

分别为 98 h 、 68 h 和 68 h，而对照质粒转染及正常

CCL149 细胞倍增时间为 48 h，两组相 比， EIA 阳性

细胞克隆的倍增时间明显延长(P<O . 05 )( 图 5) 。
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图6 日A阳性细胞克隆与对照质粒转染细胞克隆的细胞周期

分析

上'对!!现质粒细胞周期分析; T E 1A 阳性细胞(E8)细胞周期分析 。

64 

EU 阳性细胞和对照质粒转染细胞的细胞周期分析(i% s) 

E1A 克隆 对照克隆

7 1 . 77 士 3 . 04 * 54. 1 7 土 6 . 3 1

24 .37 :J: 1.66* 4 1.33 :J: 6.4 

3. 87 :J: 1.53 4.50 :J: 0 .97 

表 1

细胞(%)

G， 期

S 期

G，期

与对照相比 ， * P<0. 05 。
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表 2 TNFα对 EIA 阳性细胞和对照质粒转染细胞凋亡的影晌(王土 s)

空白 TNFα (1 0 ng/ml) 

细胞比例(%) EIA 组 对照组 EIA 组 对照组

凋亡细胞 2.63 ::!:: 0.8* 0.62::!:: 0.3 25.38 ::!:: 0.9* 6.08 士 0.2

死细胞 1.92 ::!:: 0.7 0.56::!:: 0.2 5.62 ::!:: 0.3 1.28 ::!:: 0.3 

活细胞 90.56 ::!:: 0.3 95.52 ::!:: 0.6 65.32 ::!:: 0.7 9 1. 10 ::!:: 0 .4 

与对照相比 ， *P<0.05 。

2.4 稳定转染 EIA 的 CCL149 细胞系的细胞周

期分析

与对照质粒转染细胞相比， EIA稳定转染细胞S

期由(41.33 ::!: 6.4)%降至(24.37 ::!: 1.66) %, G1 期(54.17

::!: 6.3 1)%延长为(7 1.77 ::!: 3.04)% (P<0.05); G2M 期

细胞无明显变化(图 6，表 1) 。

2.5 TNFα 对不同克隆的细胞凋亡的影响

流式细胞仪结合膜联蛋白 V-FITC 标记法检测

发现， EIA转染和对照质粒细胞在无剌激因素作用下，

细胞凋亡率分别为(2.63 ::!: 0.8)% 和(0.62 ::!: 0.3)% , 

EIA 组凋亡率高于对照组，差别有统计学意义(P<

0.05); 在 30ng/ml TNFα作用 8h 后， EIA组细胞凋亡

率为(25.38 ::!: 0.9)% 明显高于对照组(6.08 ::!: 0.2)% , 

差别有显著性(P<O.OI)(表 2，图 7) 。

3 讨论

儿童时期下呼吸道感染是导致成年后慢性阻塞

性肺疾病(COPD)发病的独立危险因素[12]，腺病毒是

重要的病原体。腺病毒除了可以引起急性感染外，

还以与宿主细胞基因组整合或独立于宿主细胞基因

组之外的方式长期潜伏于宿主体内，研究发现腺病毒

潜伏感染的部位主要在淋巴组织、扁挑腺和肺组

织[13]。腺病毒潜伏感染后，虽然病毒基因已停止了

复制，但能持续表达 EIA 蛋白。通过对 COPD 患者

的研究发现，与肺功能正常者相比较， COPD 患者的

气道上皮、肺泡和敬膜下腺体检出较多的 EIA 蛋

白口，2] 0 此后，体内、外研究发现潜在的腺病毒感染

持续表达 EIA 蛋白时，具有促进一些炎症介质的表

达，扩大肺部炎症的潜能[6.9， 10]。此外，研究还发现腺

病毒 EIA 蛋白能够上调连接组织生长因子(CTGF) 、

转化生长因子(TGF-向和铁蛋白等气道重塑及氧化应

激相关的基因表达阳，15]。提示腺病毒 EIA 蛋白可能

通过增强肺部炎症反应、影响肺内氧化/抗氧化失

平衡、促进气道重塑等多重机制参与 COPD 的发生

和发展。

以往对腺病毒潜伏感染的研究多集中于病例调

查和动物试验，不能直接反映腺病毒潜伏感染所引起

的细胞生理变化过程及其机制;加之有研究发现:EIA

基因会引起肿瘤细胞生长抑制、诱导肿瘤细胞凋亡

的作用[叭大大增加了将EIA基因导入正常细胞并使

其稳定表达的难度。所以相关报道的腺病毒潜伏感

染的细胞模型也主要是建立在肿瘤细胞上[1月，就EIA

基因对正常细胞是否也有相似影响尚无明确结论。

而肿瘤细胞模型很难全面、准确的反应疾病发生、

发展的过程。本试验将E1A 基因插入高效真核表达

质粒多克隆酶切位点，经酶切鉴定和测序证明基因克

隆正确，利用脂质体方法转染 CCL149 细胞，经过长

期的抗性筛选过程，采用 PCR 、 RT-PCR、免疫组

化和 Westem 印迹等多项指标检测表明，所获稳定转

染细胞系能够稳定表达EIA蛋白，并且在获得的四个

细胞克隆中， EIA 蛋白的表达存在差异，为进一步对

EIA 蛋白的功能研究建立了细胞模型。我们初步观

察发现， EIA 蛋白的表达对正常细胞形态、增殖周

期有明显影响，通过对细胞生长曲线和细胞周期分析

发现， EIA 转染的细胞出现明显的 G1 期延长、 S 期

比例下降，细胞生长明显减慢;我们进一步研究发现
EIA能明显增强TNFα诱导的细胞凋亡，提示E1A蛋

白可能通过某种机制广泛参与细胞生命活动包括周

期调控及凋亡等方面，需进一步研究。

总之，我们通过对腺病毒潜伏感染的正常大鼠肺

泡上皮细胞模型的建立，为阐明腺病毒潜伏感染与氧

化抗氧化失衡、炎症反应、细胞凋亡以及气道重构

等重要的呼吸道疾病发病机制之间的关系，提供了良

好的平台。为评价腺病毒潜伏感染在呼吸道疾病发

病中的作用建立了细胞模型。
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Establishment of Cell Model with Latent Adenovirus Infection 
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Abstract The influences of latent adenovirus infection on the rat alveolar epithelial cells, and the relation-

ship between latent adenovirus infection and airway disorder have been well documented. For illustrating the roles of 

adenovirus infection in the process of airway disorder, we constructed a eukaryotic expression vector for express­

ing adenovirus EIA protein and transfected into CCL149 cell. Cells stably expressing EIA protein were selected by 

G418 resistance. 109 G418-resistant clones were obtained, those clones were identified by PCR, RT-PCR, Western 

blot and immunocytochemistry. Among them four EIA-positive clones and nine control clones were verified as 

stable transfected clones. Primary study showed that EIA gene could inhibit the proliferation of CCL149 and reduce 

the cell of S phase and prolong the cells in the G 1 phase at the same time EIA sensitizes cell to TNFαinduced 

apoptosis of CCL149 cell. 
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