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摘 要 : 为实现基因治疗过程 中的有效药物筛选及体 内检测
,

首次利用核糖体内部进入位点(I R E S) 构建了同时携带 0 6
-

烷基鸟漂吟
一

D N A 烷基转移酶(M G MT) 的突变型 P1 40 K 基因和荧光素酶(L uc ife ra se )基因的慢病毒载体 p B ob i
一

M IL
。

R T- Pc R
、

免疫 荧光
、

药物筛选克隆形成及化学发光检测等实验结果表明感染重组慢病毒 L
一

M IL 的细胞能 同时表达

M G M T 及 L uc ife ra s e
。

构建成功的新型慢病毒载体为今后的基因治疗莫定了基础
,

也为慢病毒滴度的确定提供 了一种新

的可能
。

关键词 : 基因治 疗
,

慢病毒载体
,

体 内检测
,

M G M T
,

L u cj fer a se
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治疗
,

特别是针对诸如艾滋病与癌症等恶性疾病
。

慢病毒治疗载体 p B ob i 上的 U 6 启动子可引导各种

R N A i相关序列
,

从而达到不同的基因治疗目的
。

为

实现基因治疗过程中的有效药物筛选及体内实时检

测
,

本实验首次利用脑心肌炎病毒(E M CV )的 IR E S

在 pB o bi 上的 mP G K 启动子后同时引人 P1 40 K 及

L uc ife ra se
基因

,

从而构建了一种新型的多表达慢病

毒载体 pB o bi
一

MIL
。

1 材料与方法

L l 实验相关引物

通过 0 119 0
设计 P 14 oK

、

MG MT 及 IR E s相关引

物(表 l)
,

并根据实验需要引人相关酶切位点及保护

碱基
。

G e n e Prim e r

表 1 PC R 引物
护

几 ble 1 PC R P r im e r s

S eq u e n e e R e s trie tio n Site

PK f 义占a l
P 14 0 K

PK r

5
‘一

T T T T C TA G A G C CA TG G A CA A G G AI 尸T G T G A A A r G A A A C
一

3
‘

5
’一

T T T C T CG A G T I
,

A G T T T C G G CC A G CA G G C G
一

3
护

5
‘一

T T T G G AI
,

C CC CAT G G A A G A CG C CA A A A
一

3
’

5
‘一

T T T CT CG A G T T A CA C G G CG AI
,

C I
,

1
~

IC C
一

3
’

5
’一

T T I,A A G C T T C CA A TT C CG C CC CT CPCR
一

3
’

5
’一

T T T G G AI,C CG C T TAT C A’fC G T G T 1
,

l l T C A A
一

3
’

5
’一

CA CT G CC A CC CA G A A G AC T G
一

3
,

5
’一

T CC A CC A CC CT G T T G CT G T A
一

3
‘

叉入0 1

L u c f B a m H I
L u c ife r a se

叉人0 1

H in d 111
LucrIRfIRr

IR E S

B口爪H l

G 3PD H
G 3 f

G 3 T

图 1 p B 0 bi
一

MIL 质粒构建流程图

Fig
.
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2 pB o b i
一

MIL 载体的构建

P一4 oK 相关 Pe R 产物以 Xb
a l/X ho l接人 pB o bi

载体
,

得到 pB o b i
一

M ; L u c ife r a se
相关 Pe R 产物以

刀a m H Izx 人0 1 接人 pe n N A 3
.

l+
,

得ylJ p N 3 1
一

L u c ;

IR E S 相关 p C R 产物以 万in d IIU B a m H I接人 pN 3 1
-

Lu c ,

得到 pN 3 1
一

IL : 以 sa ll/X ho l酶切 p N 3 1
一

IL
,

得

到 IR E s
一

Luc 片段
,

接入 Xh
o l单酶切的 pB ob i

一

M
,

鉴

定正反插
,

正插克隆即为 pB ob i
一

MIL 载体(图 l)
。

L 3 慢病毒的制备与浓缩

将慢病毒载体系统 的 4 质粒 (PB ob i
一

MIL
、

pM D L
、

pR e v 、

p V S V G )用磷酸钙沉淀的方法共转染

29 3FT 细胞
。

对照组以不含目的基因的载体 p Bob i

替换 pB o bi
一

M IL
,

其余皆同
。

12 h后换液
,

换液后 4 5

h 收集培养上清
,

用 0. 22 林m 滤膜过滤后
,

4 ℃ 25 00 0

rpm 离心 9 0 m in
,

弃上清
。

用 125 0 体积的无血清

D M EM 4 ℃溶解过夜后分装后于一80 ℃保存
,

所得浓

缩病毒分别命名为重组慢病毒 L
一

MIL 及对照慢病毒

L
一

M o c k
。

L 4 慢病毒的感染

以 2 0 林L /孔将浓缩病毒加人 2 4 孔板中的 2 9 3 FT

细胞
,

同时加人终浓度为 10 林g zm L 的 p o lyb ren e ,

6 0 0

x g 离心感染 60 m in
,

培养 12 h 后换成正常培养基

培养
。

L S 慢病毒自我感染能力的检测

收集病毒感染后 l d 到 14 d 的细胞培养上清
,

用 H lv p2 4 E LI sA 检测试剂盒检测其 p 24 水平
,

以

检验慢病毒的自我复制能力
。

L 6 R T- PC R 检测

分别收集 L
一

M IL 及 L
一

Moc k 感染后的 29 3 FT 细

胞
,

用 T r iz o l 法提取总 R N A
,

加人无 R N as e
的

D N a se l消化质粒残余
。

将前述 P1 4OK 及 L u eife r a se

引物和内参 G 3PD H 引物(表 l) 按一定比例混合成反

转录和检测引物
。

用获得的 R N A 进行反转录
,

取

2林L c D N A 产物为模板
,

以检测引物进行 Pc R 扩

增
。

扩增后产物用 2
.

0 % 的琼脂糖凝胶电泳进行检测
。

L 7 M G M T 表达相关的免疫荧光检测

细胞感染病毒后 48 h
,

经 4 % 多聚甲醛 固定
,

0
.

3 % T rito n X
一

10 0 的 PB S 通透及大鼠血清封闭后
,

加

人 l : 10 0 稀释的 M o u se a n ti
一

hu m a n M G M T(BD bio
-

s c ie n c e s)
,

4 oC 孵育过夜
。

洗涤后加人 l: 10 0 稀释

的 FIT C R a t a n ti
一

m o u s e Ig G I(s ig m a)
,

4 ℃孵育 l

JO U rn a }S jm a C
.

Cn

h
,

取 D A PI(sig m a )染核 10 m in
,

制片于正置荧光显

微镜下观察
。

1 .8 MG MT 相关的抗药性克隆形成能力检测

细胞感染病毒后 16 一
24 h

,

换用无血清 D ME M
,

并加人终浓度 10 0 林m o 一几 的 0 6 一

苯甲基鸟嘿吟(B G ):

3 7 oC 孵育 Z h后
,

再加人终浓度为 80 林m o l/L 的 1
,

3
-

二 (2
一

氯乙烷卜l
一

亚硝基脉(B CN U ); 3 7 ℃孵育 l h 后
,

换用含 10 林m o l几 B G 的无血清 D M EM 培养
。

3 7 ℃

培养 16 h后
,

经上述药物处理的细胞以 100 个细胞/

孔或 50 个细胞/孔的密度接种于 24 孔板
,

在含 10

林m o

l/L B G 的完全培养基中培养 7 d 后用结晶紫的方

法计算形成的细胞克隆数
。

L g 荧光素酶表达的检测

培养于 2 4 孔板的细胞感染病毒后 48 h
,

用

L u c ife ra se A e tiv ity 检测试剂盒(p ro m e g a )进行样本处

理后
,

放人 O rio n 11 M ic ro plate L u m io m e te r(B er tho ld )

检测荧光素酶活性
。

L 1 0 不同剂量病毒感染与荧光素酶表达的对应

关系

将同一批 次的浓缩病毒 L
一

M IL( 对 照组 使用

L
一

M oc k) 以 2 倍浓度逐级稀释(最高浓度 400 叫孔),

另一孔不加病毒
,

共 10 个梯度
。

以此分别感染 24 孔

板中的 293 Fr 细胞
,

3 d 后进行荧光素酶表达检测
。

2 结果

2
.

1 p B o b i
·

M IL 质粒的构建

在 pB o b i
一

M xL 上
,

m Pe K 及 u 6 启动子及其引导

的序列皆位于慢病毒基因整合信号内
。

其中 P1 4 0 K

基 因及 L uc ife ras e
基因通过 IR E S 前后相连

,

共同由

m PG K 启动子引导表达 ; 下游 U 6启动子则可引导接

入 M C S 的各种治疗性 R NAi 序列(图 2)
。

图 2 慢病毒载体 p B ob i
一

M IL 表达框示意图
Fig

.

2 S e he m a tie d ia g r a m o f PB o b i
·

M IL
, 5 e x Pr e ss io n

C a S S e tte S

2. 2 慢病毒安全性验证

慢病毒在感染细胞后
,

细胞上清的 p24 水平迅

速下降
,

s d 以后就降到本底水平
,

被感染细胞无明

显的 p 2 4 表达 (图 3 )
。
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2. 4 病毒感染后细胞 M G M T 相关的免疫荧光

通过荧光染料 D EPI 定位细胞核
,

与对照组相

比
,

L
一

MIL 感染后的细胞其核具有明显 的特异性

FI T C 荧光
。

M G MT 在细胞中特异性表达
,

并由于其

核酸修复酶特性集中于细胞核内(图 5)
。

图 3 慢病毒感染后细胞培养上清 p 2 4 变化

Fig
.

3 P2 4 le v e ls in Po s t
·

in fe e te d e u ltu re su Pe r n a ta n t

2
·

3 R T- PCR 检测结果

PC R 扩增产物包含 3 种条带
,

大小依次为 435

bp
、

6 4 1 b p 及 1 6 6 0 b p
,

分别对应 o 3Pn H
、

P1 4 oK

和 L uc ife ra se ; L
一

M oc k 感染的细胞 PC R 扩增产物只

有 G 3 PD H
,

L
一

MIL 感染的细胞则三者皆有
,

后者存

在对 P14 OK 及 L u eife ra se
的特异性转录(图 4 )

。

L
一

M o ck (D E PI) L
一

M o e k (FIT C )

L
一

M IL (D E PI) L
一

M IL (FITC )

图 5 细胞感染病毒后免疫荧光检测

Fig
.

5 Im m u n o fl u o ro m etr ie a ss a y o f in fe ct e d e e ll

R 不PC R 检测 M G M T 及 L u e ife r a s e 在感染病毒细

胞中的转录

D e te c tio n o fMG MT a n d L u c ife r a s e tr a n se r iPtio n in

in fe c te d e e lls b y R T- PC R

l : L
一

M IL ; 2 :L
一

M o e k : M : m a rke r
(D L 2 0 0 0 )

2. 5 病毒感染后抗药克隆形成

B G忍C N U 联用药物筛选后
,

感染 L
一

MIL 的细

胞能有效表达具抗药性的 P140 K
,

形成抗药性细胞

克隆
,

而感对照组则无一细胞克隆形成(图 6)
。

2. 6 病毒感染后细胞荧光素酶的活力检测

随着病 毒量的增加
,

L
一

M IL 感 染的细胞

L u ci fe r a se
活力也相应地增加

。

只有当病毒量过高
,

细胞状态受到影响
,

L uc ife ras e 活力才开始下滑 ;

对照组在各个感染梯度均无明显的 Luc ife ras e
表达

。

图吨

L
一

M O Ck

L
一

M IL

10 0 e ells/m 5 0 ee lls/ m L

A B

图 6 B G忍CN U 作用后的细胞克隆形成比较

Fig
.

6 C o m Pa r a tio n o f e lo n e s fo r m in g a ft e r B G IB CN U tr e a tm en t

A
.

r e su lts o f e rysta lv io let sta in in g : B : e o m Para tio n o f e lo n e n u m be r s

JO U rn s }S im
.

S C
.

C n
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1 99 8 /Q Chin J B IOtG C h Fe b ru a ry 2 5
,

2 0 08 VO I
.

2 4 No Z

取梯度 1 至梯度 7 共 7 个滴度梯度
,

对 L
一

M IL 病毒

感染的量与荧光素检测读值做线性回归分析
,

线

性关系良好伍
, = 0

.

99 5 7 )(图 7)
。

R Z二0 9 95 7

-今- L
一

M IL

~ L
一

M o e k

0 2 4 6 8 10

乙U
�r�月任,J,白In曰

口一淤一l。.。叨巴召一。口曰

In fe e te d d o se (10 92 )

图 7 梯度稀释病毒感染后细胞 L u ci fe ra se 表达情况

F ig
.

7 L u e ife r a s e a c t iv i ty a ssa y o f e e lls in fe c t e d b y a s e r ie s

d ilu te d le n tiv i ra l sto c k s

3 讨论

人获得性免疫缺陷病毒 (H I V )来源的慢病毒载

体与其他病毒载体相比
,

其优势主要在于
: 一

、

能很

好地感染干细胞等非分裂期细胞 ; 二
、

感染细胞后

其整合信号内的目的基因序列将稳定地整合于宿主

的基因组上
,

从而实现 目的基因在宿主及其子代细

胞中的持续性表达
。

加上其能容纳大片断基 因的特

点
,

慢病毒已成为目前基因治疗载体的一个非常重

要的选择I’一4 }
。

出于基因治疗的安全性考虑
,

本实验

采用复制缺陷性慢病毒系统
。

p24 检测结果表明
,

包

装细胞生产的慢病毒感染细胞后
,

宿主细胞不表达

病毒组装所必须的 p 24 蛋白
,

无新病毒产生
。

在基因静默治疗中
,

大量不含治疗性目的基 因

的靶细胞将会严重影响最终的治疗效果
,

甚至使治

疗失败
。

而缺乏有效的检测手段将无法对治疗效果

尤其是早期治疗效果做出正确的判断
,

从而无法及

时做出相应的治疗方案调整
,

极大地影响了治疗的

实际效果
。

本实验尝试改造慢病毒载体 pB o bi
,

希望

能通过引人合适的抗药物筛选基因及报告基 因以解

决上述问题
。

核酸修复酶 M G M T 的突变型 P 140 K 具有超过

天然型 M G M T 500 倍的抗 B G 抑制能力
,

能有效地耐

受 B G侣c N u 联用 [5]
。

由于其药物筛选较为温和
,

体

内筛选效果优于多药耐药基因
、

二氢叶酸还原酶等

方法
,

已被普遍应用于基因治疗 I“,7]
。

本实验希望通

过引入 P 14 0 K 基因来解决基因治疗中的筛选问题
。

现有检测 M G M T 的手段操作复杂
、

灵敏度低
,

不适于准确的定量及体内检测
。

为此
,

已有研究构

建了 P1 40 K 与绿色荧光蛋白(E G FP) 联合表达的病毒

载体
,

通过检测 E G FP来实现对 M G M T 的间接检测
。

但研究表明 E G FP 在动物实验中经常会表现出不同程

度的毒性18, 91。 且 E G FP所发出的荧光容易受到各种组

织遮挡
,

在活体检测的情况下灵敏度很低
,

实用性不

高
。

近几年
,

由于检测灵敏度高并可定量
,

荧光素酶

作为报告基因已得到了越来越广泛的应用 I’“川
。

其

与相应的荧光素作用所发出的荧光主要部分大于

6 0 0 n m
,

能 很 好 透 过 组 织 块 及 生 物 体 被

Iv ls (X en og en )等特定的体内成像系统所捕获
。

由于

是自发荧光
,

不存在由激发光产生的非特异背景荧

光
,

适于体内的示踪检测 l‘2
·

’3 }
。

本实验希望通过引人

L u c ife ra s e
基 因来解决基因治疗中的检测问题

。

目前
,

采用 IR E S 串联基 因是实现一个启动子同

时引导两个目的基因最常用的有效手段 !’4
,

‘5】
。

本研

究利用此法改造得到了慢病毒载体 pB 0 bi
一

M IL
,

其

中 P 14 0 K 与 L u e ife r a s e
基因通过 IR E S 前后连接

,

由

m PG K 启动子 同时引导表达
。

实 验结果证实
,

P1 40 K 及 L uc ife ra s e 基因在感染 L
一

M IL 的细胞内都

能被转录并表达
。

其中
,

病毒感染细胞表达的 PI 4OK

主要集中于细胞核
,

能有效起到 B G 耐受的核酸修

复作用
,

使细胞获得对 B G /B C N U 联用的耐受能力
。

而特异表达的 Luc ife r a s e
活性明显

,

与相应的荧光

素作用后所产生的荧光与对照组有显著差异
。

综上所述
,

我们成功地构建了多价慢病毒载体

PB ob i
一

MI L
,

其 m PG K 启动子能有效地 同时引导

P 14OK 及 L uc ife ra s e 基 因的表达
,

其 U 6 启动子则可

根据不同的基因治疗需要接人相应的 R N AI 相关序

列
。

当其应用于特定的基 因静默治疗时
,

就能用

B G /B c N u 联合给药进行体内药物筛选以富集含目

的基因的细胞
,

并能通过对 Luc ife ras e
的检测有效

地实现对治疗全过程的体内外监控
。

另外
,

由于慢病毒感染细胞后并不 形成空斑
,

所以其滴度较难准确测定
。

梯度感染实验表明
,

在

一定的滴度范围内
,

L
一

M IL 的感染量与细胞感染后

的 Luc ife ras e
表达强度有正相关线性关系

,

提示我

们在将来可以利用对 L u c ife r a s e
活力的检测来建立

JO U rn a }S jm
一
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途湖生物资源的研发

在我国大约有 10 0 0 多个盐湖
,

面积约 4
.

1 万平方公里
,

主要分布在我国西部和东北部
。

其中蕴藏着巨大的生物资

源如盐湖中的蓝藻
、

螺旋藻及其他微生物等
,

从中可索取人类所必需的蛋白质
、

食用色素
、

维生素和多种生物精细材

料如紫膜等
。

盐藻中的杜氏藻(D un al te “a sP
.

)是一类嗜盐或耐盐性真核藻类
,

体内含胡萝 卜素达 8 % 一
10 %(干重)

,

36 %

左右的甘油和 36 % 一 4 0 %蛋白质及脂肪酸
、

叶绿素和四烯酸等
。

到目前为止
,

它是唯一高耐盐的真核微生物
,

引起微

生物科学工作者的重视
。

耐高盐生物资源的微生物中主要有嗜盐菌
、

耐盐菌
、

嗜碱菌或嗜盐嗜碱菌等不同类型
,

它们

之中的一些特别引起 了关注
:

(l ) 它们为什么在高盐环境中能生存繁衍
,

并进行其生命活动
,

其进化和适应机制(分子

机制 )待究 ! (2) 那些含有紫膜的嗜盐菌如盐生嗜盐杆菌等有其特殊功能和经济价值
,

紫膜所含的视觉物质如视紫红质

(rho do Ps in )有其特殊功能和实用价值 ; 再者
,

嗜盐菌尽管不含叶绿素
,

但有无叶绿素
“

光合细菌
”

之称 ; 紫膜及视紫红

质的实用性和经济价值有待进一步研发
。

(3) 已发现淡水中的一此主要藻类在盐湖中均能找到它们
。

最重要的是在耐盐

绿藻中的杜氏藻和蓝藻中的螺旋藻
,

尽管它们是生活在淡水中的成员
,

但在盐湖中亦能找到它们的存在
,

有一定的抗

盐性和耐盐性
, ,

它们又是如何适应这种盐生环境以生存和繁衍呢? 有待做进一步探究
。

总之
,

盐湖中的生物多样性蕴藏着重要经济效益和巨大而特殊的基因资源
,

这正是我们探究的对象 ; 盐湖中新物

种客观存在
,

有待去发现 ; 开展盐湖生物基因工程研究是现代生物技术的关注点 ; 探索盐湖微生物(含微藻 )资源特别是

盐生嗜盐杆菌的视觉物质及其它等方面效能及应用价值很有潜力
,

并展现其开发前景
。

(柯 为)

JO U rn a lsjm
.

a C
.

Cn


