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摘 要：为构建表达籽鹅 α- 烯醇化酶(ENO1)基因的重组腺病毒，本研究利用 RT-PCR 技术，从籽鹅卵巢组

织中扩增 ENO1 基因，克隆至 pShuttle-CMV 穿梭载体中，并利用 I-CeuI 与 I-SceI 将 ENO1 基因的表达框切下，连

接到腺病毒骨架的 pAdxsi 载体中。采用 PacⅠ酶切，将其线性化，并转染至 293(R)细胞进行病毒的包装，制备重

组腺病毒。实验结果显示，制备的表达 ENO1 重组腺病毒的滴度达到 1.1×1011 pfu/mL。将重组腺病毒感染籽鹅卵

泡颗粒细胞后，荧光定量 RT-PCR 与 western blot 检测显示细胞中 ENO1 基因和蛋白表达水平显著高于正常细胞

(p<0.05)，这些结果为研究 ENO1 生物学活性及功能奠定了基础。
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Abstract: α-Enolase (ENO1) is a metalloenzyme and also involves in regulation of cell differentiation. To construct

recombinant adenovirus for expressing ENO1 of Zi goose and overexpress in follicular granular cell, The ENO1 gene was

amplified from total RNA of Zi goose ovary issues by RT-PCR and cloned into shuttle plasmid pShuttle-CMV to constructed

pShuttle-CMV-ENO1. In addition, the CMV-ENO1 cassette, from pShuttle-CMV-ENO1 digested with I-CeuI and I-SceI, was

inserted into adenovirus vector of pAdxsi which was linearized by digestion with PacI and transfected into 293 (R) cells for

packaging to generate the recombinant adenovirus of Ad-CMV-ENO1. Furthermore, the expression level of ENO1 was higher than

normal in Zi goose granular cell identified by real time qRT-PCR and western blot when infected with the recombinant

Ad-CMV-ENO1. The study laid a foundation of further study on biological activity and function of ENO1.
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禽类的产蛋性能主要取决于卵巢中卵泡的生长

发育水平，并受品种、环境和饲养管理等因素的影

响。籽鹅是世界上产蛋性能最好的鹅品种之一，研

究籽鹅卵泡发育的调控机制具有重要的意义。本实
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验室利用产蛋前期(5 月龄)和产蛋期(8 月龄)籽鹅卵

巢组织，获得产蛋期籽鹅卵巢组织高表达的 26 个差

异 表 达 序 列 标 签 (Expressed sequence tags， ESTs) [1]，

并对其进行实时荧光定量 PCR 检测，表明籽鹅快速

生长的卵泡中 α- 烯醇化酶 (α-Enolase，ENO1)相 对

表达量显著高于原始卵泡，通过生物信息学分析，

推测 ENO1 可能对鹅卵泡发育具有重要调控作用[2-3]。
ENO1 是一种在细胞质和细胞核中表达的糖酵

解关键酶，主要催化 2- 磷酸甘油脱水，生成含高能

磷 酸 键 的 磷 酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 [4]。此 外 ， 研 究 显 示

ENO1 可以作为纤维蛋白溶酶原受体参与纤溶过程，

从而调节细胞的融合和分化进程 [5]；作为 c-myc 启

动子结合蛋白，能够与 c-myc P2 启动子结合，负向

调控细胞生长、分化 [6]；同时还显示自身免疫病性

视网膜病变患者体内存在抗 ENO1 抗体，并特异性

定位于神经节细胞层及内核层，诱导该区域细胞发

生凋亡，导致失明[7]。
颗粒细胞从卵泡生长启动、增殖、分化、闭锁 /

排卵到卵泡退化，颗粒细胞在数量、形态和功能等

方面均发生着各种变化，对促进卵泡发育具有重要

作用。为了研究 ENO1 对禽类颗粒细胞功能的影响，

我们采用在籽鹅卵泡颗粒细胞中过表达 ENO1 的方

法，构建籽鹅 ENO1 重组腺病毒，并在籽鹅卵泡颗

粒细胞中进行过表达，为开展 ENO1 对禽类颗粒细

胞的功能研究奠定基础。

1 材料和方法

1.1 实验动物及采样 实验动物来自黑龙江省大庆

市大同区北方种鹅场，随机选取 5 只 5 月龄品种特

征明显、系谱明确的健康雌性籽鹅，迫杀后迅速采

取卵巢组织，用 DEPC 水洗净组织样品，液氮罐中

冻存过夜，-80℃冰箱保存。
1.2 菌种、表达载体与主要试剂 DH5a 感受态菌

为本实验室保存；重组穿梭载体 pShuttle-CMV-GFP

和 pAdxsi 重组腺病毒骨架载体购自北京诺赛基因组

研究中心；限制性内切酶购自 New England Biolabs

公司；T4 DNA ligase 购自 Fermentas 公司；pfx DNA

ploymerase 与 TRIzol 购自 Invitrogen 公司；质粒小 /

中量提取纯化试剂盒、DNA 纯化试剂盒与 DNA 凝

胶回收与纯化试剂盒均购自威格拉斯生物技术 (北

京)有限公司；反转录试剂盒购自 TaKaRa 公司；鼠

抗 ENO1 单克隆抗体(MAb)购自 Abcam 公司；羊抗

鼠 Rockland 荧光 -IgG 购 自 美 国 Rockland 公 司 ；血

清 (Solarbio) 购 自 北 京 Solarbio & Technology 公 司 ；

培养液 (Hyclone M199)购自赛默飞世尔生物化学制

品(北京)有限公司。
1.3 总 RNA 的 提 取 取 籽 鹅 卵 巢 组 织 约 30 mg，

按照 TRIzol 法进行其总 RNA 的提取。
1.4 引物设计及合成 根据 GenBank 中登录的北

京鸭 ENO1 基因序列(M20749.1)，应用 Oligo 7.0 软

件设计 ENO1 编码区扩增引物，序列为 ENO1α-U：

5'-GGTGCGGGGTGTTCAAGATGTC-3'； ENO1α-R：

5'-TCCACCAGCAGCCATCAA-3'， 预 期 扩 增 片 段 为

1 327 bp。
1.5 ENO1 基因的克隆测序 采用反转录试剂盒合

成 cDNA，以其为模板，进行 PCR 扩增。反应体系

为 ： 10 ×PCR Buffer (Mg2+ 20 mmol/L) 5 μL， dNTP

Mixture (2.5 mmol/L) 8.0 μL，模板 cDNA 2 μL，上、
下游引物各 1 μL，TaqDNA 聚合酶 0.5 μL，去离子

水补充至 50.0 μL。反应条件为：94℃ 5 min；94℃
30 s、55 ℃ 1 min 30 s、72 ℃ 30 s， 35 个 循 环 ；

72 ℃ 10 min。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定，琼

脂糖凝胶 DNA 纯化试剂盒纯化回收。将产物克隆

至 pMD18-T 载体中构建重组质粒 pMD-ENO1，由上

海生工生物工程技术服务有限公司测序，结果应用

DNAStar 软件进行序列比对。
1.6 重组穿梭质粒的构建 将 pMD-ENO1 及穿梭

载体 pShuttle-CMV 分别用 HindⅢ和 EcoRⅠ双酶切，

切胶回收目的基因片段和载体片段，T4 DNA 连接

酶连接，构建重组穿梭质粒 pShuttle-CMV-ENO1。
1.7 重 组 腺 病 毒 质 粒 的 构 建 将 pShuttle-CMV-

ENO1 和 pAdxsi 重 组 腺 病 毒 骨 架 载 体 质 粒 分 别 用

I-CeuI、I-SceI 酶切，回收目的片段和载体片段采用

T4 DNA 连接酶连接，转化感受态菌 DH5a，构建重

组腺病毒质粒 pAd-CMV-ENO1。提取重组腺病毒质

粒，并采用 XhoⅠ对其酶切鉴定。
1.8 重组腺病毒的制备及扩大培养 采用质粒抽提

试剂盒大量抽提 pAd-CMV-ENO1，利用 PacⅠ酶切

使 其 线 性 化。通 过 脂 质 体 Lipofectamine 2000 转 染

80 %～90 %融合的 293(R)细胞，于 37 ℃ 5 % CO2

条件下继续培养至产生细胞病变(CPE)，收集细胞，

反复冻融 3 次，取细胞培养液上清，在 293(R)细胞

中传代，以含 20 % 胎牛血清的完全 DMEM 培养液
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于 37 ℃，5 % CO2 条件下培养，逐日观察 CPE。待

细胞完全病变后收毒，-80 ℃保存。
将 293(R)细胞按 4×106 个 / 瓶的密度接种于 6

个 75 cm2 培养瓶中，再接种收集的病毒上清，待所

有细胞脱落后收获病变细胞混悬液，于 3 000 g 离

心 5 min，弃上清，加入 6 mL ST buffer (培养液 +10 %

血清 +2.5 %甘油)，混匀后于 -80 ℃和 37 ℃反复冻

融 3 次，4 000 g 离心 5 min，取上清，按同样密度

接种于 40 个 75 cm2 方瓶中进行扩增，待细胞完全

病变，混悬液于 4 000 g 离心，弃上清，沉淀用腺

病毒保存液重悬，经反复冻融后于 -80 ℃保存待用。
1.9 重组腺病毒滴度的测定 测定并计算重组腺病

毒 OD260nm/OD280nm 值，反应病毒的纯度；将重组腺病

毒 10 倍稀释后，计算病毒的颗粒滴度；采用 Reed-

Muench 法 [8]测定重组腺病毒的 TCID50 值，并计算病

毒的感染性滴度。
病毒颗粒滴度(VP/mL)=OD260nm×稀释倍数×1.1×

1012

1.10 Ad- CMV- ENO1 在籽鹅卵泡颗粒细胞中过表

达的检测 培养制备原代籽鹅卵泡颗粒细胞，分为

重组腺病毒感染组(Ad-CMV-ENO1)、非重组腺病毒

组(Ad-CMV-null)与细胞对照组。将收集的病毒上清

接种于颗粒细胞单层培养后，分别提取 RNA 和蛋

白质进行基因和蛋白表达量的检测。
采用实时荧光定量 RT-PCR (qRT-PCR) 检测各

组 ENO1 基 因 表 达 量 。 检 测 引 物 序 列 为 ：

ENO1α-U： 5'-GCTGATGCTCCCATGTTCGTGAT-3'；

ENO1α-R：5'-GTGGTGCAAGAGGCATTGCTGAC-3'，

扩增片段 183 bp。反应体系：SYBR Premix Ex TaqTM

12.5 μL，模板 cDNA 2 μL，上、下游引物各 1 μL，

去离子水补充至 25.0 μL。反应条件：94 ℃ 10 min；

94 ℃ 5 s、56 ℃ 30 s、72 ℃ 20 s，45 个循环。
采用 western blot 检测蛋白表达量，分别以鼠抗

ENO1 的 MAb ( 1 ∶ 1 000 ) 和 鼠 抗 β-actin 的 MAb

( 1 ∶ 1 000 ) 为 一 抗 ， 以 羊 抗 鼠 Rockland 荧 光 -IgG

(1 ∶2 000)为二抗，荧光显色，蛋白条带采用 LICOR

Odyssey 双色红外激光成像系统进行分析，根据其

灰度的深浅和面积大小计算每一条带的密度值，计

算目的蛋白的相对表达量。
1.11 统计学分析 采用 SPSS17.0 软件对实验数据

进行方差分析，以 p<0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 ENO1 基因扩增产物的鉴定 以提取的籽鹅卵

巢组织总 RNA 反转录制备的 cDNA 为模板，采用

PCR 扩增 ENO1 基因。产物经 1 %琼脂糖凝胶电泳

分析，在约 1 300 bp 处可见特异性片段，大小与预

期相符(图 1)。经过基因测序与核苷酸同源性比对，

与北京鸭的同源性可达到 97 %。

2.2 重 组 腺 病 毒 质 粒 的 鉴 定 将 重 组 质 粒

pMD-ENO1 与穿梭载 体 pShuttle-CMV 酶切后连 接 ，

构 建 重 组 穿 梭 质 粒 pShuttle-CMV-ENO1。将 pShut-

tle-CMV-ENO1 和 pAdxsi 重组腺病毒骨架载体质粒

酶 切 后 连 接 ， 转 化 DH5α， 构 建 pAd-CMV-ENO1。
提取重组质粒，并采用 XhoⅠ对其酶切鉴定。琼脂

糖凝胶电泳分析显示，携带目的基因表达框的阳性

克隆酶切后为 7 条带；而腺病毒空质粒由 6 条带组

成。阳性克隆：14.5 kb、11.7 kb、3.9 kb、2. 66 kb、
2.47 kb、 1.45 kb、 0.6 kb； 阴 性 克 隆 ： 14.5 kb、
11.7 kb、4.0 kb、2.47 kb、1.45 kb、0.6 kb (图 2)。
2.3 重 组 腺 病 毒 的 滴 度 经 检 测 ， OD260nm 值 为

0.483，重组腺病毒的纯度为 1.29 (正常范围为 1.2～
1.4)；病毒的颗粒滴度为 5.31×1012 VP/mL，感染性

滴度达 1.1×1011 pfu/mL。
2.4 感染率及过表达的鉴定

2.4.1 感染率的检测 经过条件优化，显示细胞生

长 48 h 后，病毒集中于颗粒细胞上清 (MOI=350)感

染 48 h 后重组腺病毒感染率最高，可达到 97 %～
100 % (图 3)。
2.4.2 过表达量的测定
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2.4.2.1 mRNA 表达量的检测：以持家基因 β-actin

为内参，SYBR GreenⅠ染料法对 ENO1 基因进行相

对定量 qRT-PCR 检测。结果表明，重组腺病毒感染

组 ENO1 mRNA 表达量显著高于另外两组(p<0.05)，

正常细胞对照组与非重组腺病毒感染组 ENO1 mRNA

表达量差异不显著(图 4)。

2.4.2.2 蛋 白 表 达 量 的 检 测 ： Western blot 分 析 显

示，重组腺病毒感染组 ENO1 相对表达量显著高于

另两组 (p<0.05)，正常细胞对照组与非重组腺病毒

感染组 ENO1 相对表达量差异不显著(图 5、图 6)。

3 讨 论

通过过表达研究基因对不同效应器 (细胞与组

织)的影响是目前常用的技术方法，而基因转移技术

中构建携带目的基因的表达载体往往是整个过程的

关键 [8]。目前，基因转移载体可分为两大类：非病
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毒载体和病毒载体。非病毒载体包括脂质体、分子

偶联载体等，其基因转移效率低。常见的病毒载体

主要包括逆转录病毒、腺病毒与慢病毒等。逆(反)

转录病毒能够随机整合入宿主 DNA，可以引起“插

入诱变”，也有可能产生具有复制能力的病毒；慢

病毒属于逆转录病毒科，能够稳定整合入宿主细胞

持久表达目的基因，感染细胞范围广，基因容量较

大，缺点是载体的整合是随机的，靶基因表达受插

入位点两侧的宿主 DNA 序列影响，并可以导致插

入突变。腺病毒为双链 DNA 病毒，具有感染效率

和外源基因表达水平高、高滴度重组病毒的制备较

简单、容量适合装载大多数外源基因的优点；而缺

点是无靶向性、宿主范围广、可能造成非靶器官及

非靶细胞的感染，治疗基因表达持续时间较短。
本实验采用的腺病毒载体系统(pAdxsi 系统)包

括穿梭质粒载体系统、病毒骨架载体以及包装细胞

系 293(R)细胞，其中所采用的腺病毒载体为复制缺

陷型(去掉了 E1 区和 E3 区)，293(R)细胞系是改造

过的 HEK293 细胞。实验过程中采用直接连接的方

案及通过 I-CeuI、I-SceI 双酶切位点定向克隆，这两

个酶切位点的优点在于可以识别较长的序列，在人

类的基因组中几乎没有这两个酶切位点。
腺病毒构建过表达载体技术比较成熟，但目前

均以哺乳动物腺病毒作为载体构建骨架，无法确定

是否感染禽类细胞。经过检测，结果表明应用哺乳

动物腺病毒骨架构建 ENO1 重组腺病毒感染禽类细

胞，较高的 MOI 值可以达到 95 %以上感染率，并

且从基因与蛋白水平上同时检测了 ENO1 过表达，

结果表明两个水平表达均有显著性变化，目前类似

试验较少见。本实验构建了表达 ENO1 的重组腺病

毒，并实现其在籽鹅卵泡颗粒细胞中的过表达，为

进一步开发和研究 ENO1 的生物学功能奠定了基础，

同时为动物和人类生殖相关研究提供了参考。
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