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!"和 #$%&双基因表达载体的构建及其在’()*+, - 细胞中的表达

刘天蔚!，谢俊霞& ) ) （青岛大学医学院：!脑血管病研究所，&生理学教研室，山东 青岛 &**"&!）

) ) 摘) 要：目的) 构建酪氨酸羟化酶（ +,-./012 3,4-.5,67/2，89）和胶质细胞源性神经营养因子（:6076 ;266 6012#42-0<24 12=#
-.+-.>30; ?7;+.-，@ABC）双基因表达载体并检测其在体外的表达，为帕金森病提供新的治疗措施。方法) 采用分子克隆技
术，从 >DEF&#89质粒酶切获得人 89基因片段，将其克隆入真核表达质粒载体 >GHIJ的上游，构建出 >GHIJ#89。KLH法
扩增小鼠 @ABC基因片段，克隆入 >GHIJ#89的下游，构建出携带 89和 @ABC双基因的重组质粒 >GHIJ#89#@ABC。用酶
切电泳验证重组结果的正确性，测序检测质粒重组后的序列。随后将重组质粒用 M0>.?2;+7N012&""" 转染至 OIJ&(P $ 细
胞，经 @%!’ 筛选后，以 H8#KLH及免疫荧光法检测 89和 @ABC基因在 NHBE及蛋白水平的表达。结果) 重组质粒酶切
后其片段大小与预期结果相同，测序发现基因序列完全正确。转染后 OIJ&(P $ 细胞中 89和 @ABC基因的水平明显升高
（! Q "P "$）。结论) 重组 >GHIJ#89#@ABC质粒构建成功并能在体外正确表达 89和 @ABC基因。
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) ) 帕金森病（K7-Z01/.1’/ 40/27/2，KA）的主要病理
改变为中脑黑质致密区的多巴胺（ 4.>7N012，AE）能
神经元渐进性变性坏死，导致纹状体中 AE 含量下降，
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引起椎体外系的功能失调，从而出现静止性震颤、僵直

和运动迟缓等临床症状。目前临床主要应用的治疗手

段如药物治疗、外科手术和细胞移植等限于暂时改善

症状，不能从根本上延缓或阻止病程进展。理想的 KA
治疗方法应该不仅能纠正脑内 AE 含量的不足，而且
能保护残存的 AE 能神经元。目前认为，基因治疗可
能是实现这一目标的最佳途径之一［! _ (］。

) ) KA基因治疗主要有两条途径：通过将促进 AE 合
成的相应酶基因如酪氨酸羟化酶（ +,-./012 3,4-.5,#
67/2，89）引入纹状体，以提高纹状体内神经细胞 AE
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含量；或者通过将神经营养因子如胶质细胞源性神经

营养因子（ !"#$" %&"" "#’&()&*#+&) ’&,*-.*-/0#% 1$%.-*，
2345）引入黑质(纹状体系统，阻止 36 能神经元凋
亡，维持其存活和促进其功能修复，使受损的 36 能神
经元有可能重建和恢复功能。若同时给予神经营养因

子基因和 78基因，可能达到防治兼备的目的，应该是
目前 93基因治疗的理想策略。因此我们拟构建 78
和 2345双基因表达载体，以期为帕金森病的基因治
疗提供新的方法和手段。

!" 材料与方法

:; :< 材料
:; :; :< 菌株及质粒< < /=>?@、/A6BC(78、/D",&E%*#/.(F2345
由北京医科大学王晓民教授惠赠；大肠杆菌 GH:IJ、H?@CK; L
细胞为本室保存。

:; :; C< 酶和试剂< < 限制性内切酶 !"#>!、$%#!、&’(!、!’)
!等均购自 4&M ?’!"$’) D#-"$N或 7$O$>$公司；>46提取试剂
7*#P-"为 =’+#.*-!&’ 公司产品；H!Q"C、逆转录酶（6HB）、>$#E#’、
*’+ 346 聚合酶为 9*-F&!$ 公司产品；高保真 9*#F&* @.$* *’+
346聚合酶为 7$O$>$ 公司产品；7R 346 连接酶为 =’+#.*-!&’
公司产品；胎牛血清为 8SQ"-’& 公司产品；3H?H 培养基为 =’(
+#.*-!&’公司产品；2345 抗体购自 @$’.$ Q*,P D#-.&%0’-"-!S 公
司；78单克隆抗体购自 @#!F$公司；5=7Q标记的二抗购自北京
中山生物公司；T#/-1&%.$F#’& CIII 为 =’+#.*-!&’公司产品；?; U;
4; 6346凝胶回收试剂盒和质粒抽提试剂盒购自 VF&!$公司。
:; :; K< 引物设计与合成< < 9Q>引物以 9*#F& 9*&F#&* L; I 软
件辅助设计，由上海生工生物工程技术服务有限公司合成，序

列如下：2345克隆引物（WLK N/）：上游：LX(27Q26Q6726627(
7672226727Q27(KX（划线处为 &’(!酶切位点）；下游：LX(27(
22672767Q726QQQ7227Q26Q(KX（划线处为 &’(!酶切位
点）。2345检测引物（LJY N/）：上游：LX(727Q72QQ7227277(
2Q7Q(KX；下游：LX(Q277762Q226672Q777Q(KX。78检测引物
（:RZ N/）：上游：LX(7QQQQ72277QQQ66266662727Q(KX；下
游：LX(6Q7226622Q267Q7Q62Q667Q62Q77QQ(KX。26938
检测 引 物（ KRI N/）：上 游：LX(26QQ6Q627QQ672QQ67(
Q6QY2Q(KX；下游：LX(2Q727726627Q2Q622626Q66Q(KX。

:; C< 方法
:; C; :< /=>?@(78载体的构建及检测 < < 从 /A6BC(78 质粒
上以 !"#>!酶切获得人 78 片段，切下含目的片段的凝胶，按
试剂盒说明回收纯化目的片段并将其克隆入真核表达质粒载

体 /=>?@ 的上游，构建出 /=>?@(78。转化感受态 GH:IJ 大肠
埃希菌，挑取单克隆细菌进行培养。提取质粒用 !"#>! [
$%#!酶切鉴定连接方向，方向正确者送上海生工生物工程公
司进行测序。

:; C; C < 9Q> 扩增目的基因 2345 片段 < < 根据上述引物序
列，以 /D",&E%*#/.(F2345为模板，扩增体积为 LI ""，其中含有
模板 : ""，9Q> 扩增缓冲液 L ""，)479 R ""（浓度皆为 C; L
FF-" \ T，9*-F&!$公司），引物各为 : ""（浓度皆为 LI /F-" \ T），
C ] *’+ 346多聚酶。9Q>产物经 :; L^琼脂糖凝胶电泳检测

后，回收约 WLK N/条带。扩增片段用 &’(!酶切并纯化（A#P$*)
9Q> 9*&/E 346 9,*#1#%$.#-’@SE.&F，9*-F&!$），备用。
:; C; K< /=>?@(78(2345 载体的构建及检测 < < /=>?@(78 以
@$"!酶切，经 Q=69处理末端后，将回收纯化的目的片段 2345
克隆入其下游，构建出 /=>?@(78(2345。转化感受态 GH:IJ 大
肠杆菌，挑取单克隆细菌进行培养。提取质粒用 &’(! [ !’)!
酶切鉴定连接方向，方向正确者送上海生工生物工程公司进行

测序。

:; C; R< 细胞转染与筛选< < H?@CK; L 细胞用含有 L^胎牛血
清和 C^ @$.-添加液的 3H?H \ 5:C 培养基悬浮，然后接种于涂
有多聚赖氨酸的培养瓶中，在 KY _，L^ QVC培养箱培养，C )
换液 : 次。转染按 T#/-1&%.$F#’&7H CIII 试剂说明进行。细胞
接种于 CR 孔板，待细胞生长至 ZI^ ‘JI^融合时进行转染，每
孔用质粒 346 I; Z "!、脂质体 C ""。CR 0后将细胞按 :a :I 比
例传代。转染 RZ 0后加入 2R:Z 筛选，浓度为 YII "! \ F"。约 C
周后将 2R:Z 减为维持量 KLI "! \ F"。待抗性克隆形成后，挑取
抗性克隆进行扩大培养。

:; C; L< 细胞免疫荧光< < 细胞用 KY _ 9D@洗 K 次，K F#’ \次；
R^多聚甲醛固定 KI F#’；9D@洗 K 次，K F#’ \次；:I^山羊血清
KY _封闭 : 0；加一抗 R _过夜；9D@洗 K 次，K F#’ \次；加 5=7Q
标记的二抗室温孵育 C 0；9D@ 洗 K 次，K F#’ \次；YI^甘油封
片；激光共聚焦显微镜下观察、照相。

:; C; W< >7(9Q> 检测 78、2345 的 F>46 表达 < < 转染并筛
选后的细胞终止培养，加入 7*#P-"，按 7*#P-"说明书操作，提取细
胞总 >46，按逆转录酶试剂操作说明合成 %346。目的基因与
内参基因采用同管扩增，参照标准 9Q> 反应体系，分别优化退
火温度、循环参数，建立适宜的半定量 9Q> 反应体系。将 9Q>
产物在琼脂糖中电泳，溴化乙锭（?D）染色后，采用 7$’-’ 凝胶
成像系统对每一 9Q>扩增产物进行分析。

:; K< 统计学分析
< < 数据用 !, b -表示，采用 @9@@ :I; I 统计软件进行 .检验。

#" 结果

C; :< /=>?@(78(2345载体的构建及检测
C; :; :< /=>?@(78载体的构建及检测 < < 从 /A6BC(78 质粒
上以 !"#>!酶切获得人 78片段，将其克隆入真核表达质粒载
体 /=>?@的上游，构建出 /=>?@(78。质粒用 !"#>!和 $%#!
双酶切鉴定，电泳显示 : ZJZ N/和 LIL N/的 346片段，与预期
结果一致，表明质粒构建正确（图 :）。
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:：标准（3TCIII）；C：!"#>!酶切后质粒片段；K：$%#!酶切后
质粒片段

图 !" 克隆载体 $%&’()*+酶切鉴定
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-# !# -" 012 扩增 &’() 基因" " 012 获得约 3/. 45 ’(6 片
段，与 &’()长度相符（图 -）。测序证实扩增片段为 &’() 全
长 7’(6，序列同基因库公布序列相符。

! "

" ### $%!
! ### $%!&’# $%!
’## $%!
"’# $%!!## $%!

!：标准（’8-999）；-：&’()扩增片段
图 !" #$%产物 &’()琼脂糖凝胶电泳图

-# !# ." 5:2+,;$%;&’()载体的构建及检测" " 将回收纯化的
目的片段 <&’() 克隆入 5:2+,;$% 载体下游，构建出 5:2+,;
$%;&’()。质粒用 !"#!和 $"%!酶切鉴定，电泳显示 3/. 45
和 -9= 45的 ’(6片段，表明质粒构建正确（图 .）。
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!：标准（’8-999）；-：!"#!酶切后质粒片段；.：$"%!酶切后质
粒片段

图 *" 克隆载体 +,%-./01/&’()酶切鉴定

-# -" 质粒转染 *+,-.# / 细胞及其体外表达
-# -# !" 细胞免疫荧光结果" " 图 > 显示 $% 和 &’() 在转染
的 *+,-.# / 细胞中都有较强表达：图 >6（绿色）为 $% 阳性细
胞；图 >?（红色）为 &’()阳性细胞；图 >1（黄色）为 $%、&’()
双阳性细胞。

!!! !" #

6：$%;):$1染色；?：&’();$2:$1染色；1：双染
图 2" 转染 +,%-./01/&’()后3-.!*4 5 细胞中 01和 &’()的表达"（激光共聚焦显微镜 @ -99）

-# -# -" 2$;012 结果 " " 显示转染后 $% 和 &’() 能同时在
*+,-.# / 细胞内转录（图 /），未转染的细胞中也可观察到 $%
和 &’()的转录，但转染组与对照组（非转染组）相比，基因表
达水平（$% A &60’% <2(6 及 &’() A &60’% <2(6 值）明显
升高（& B 9# 9/）。

!"!

#$%&"!

#&’(!

#$%&"!

) *

"$

"+
6：$%；?：&’()

!：对照组；-：转染组
图 5" %0/#$%显示转染前后3-.!*4 5 细胞中 01与 &’()的表达

*" 讨论

" " 由于 0’ 病变部位较明确和病变范围局限，变性
细胞单一，相关基因已被克隆，动物模型和移植方法也

比较成熟，因此 0’ 被认为是适合基因治疗的疾病之
一［>］。用鼠 $%基因表达质粒 $C?0D$%转染猴 1D!;
0成纤维细胞、鼠 13 神经胶质瘤细胞和人 (%6 星型
胶质细胞，均能获得很高的转染效率，并表达 $%［/］；
构建编码 $%和 &$0 7E7FGHEIJGFKLM;!（&1%）基因的真
核质粒载体导入永生化成纤维细胞或神经干细胞，筛

选扩增后植入 0’模型大鼠，移植细胞长期存活、动物
行为学显著改善［3，N］。徐强等［=］以重组质粒 57’(6.O !
HPL;H$%与 5+&)0;1- 共转染恒河猴骨髓基质细胞源
性神经干细胞，结果显示 H$%、+&)0和 3%PL 基因在细
胞内有效表达。而 &’() 可提高 ’6 能神经元摄取
’6的能力，同时不影响 ";氨基丁酸（&K<<K;K<PQG4R;
SEJP7 K7PI，&6?6）能神经元对 &6?6的摄取和 /; 羟色
胺（/;HEIJGTESJE5SK<PQM，/;%$）能神经元对 /;%$ 的摄
取，表现出对 ’6 能神经元作用的特异性。&’() 能
显著促进 ’6能神经元的分化，可挽救处于凋亡坏死

//



边缘状态下 !"能神经元的结构和功能，完善黑质# 纹
状体的神经投射通路，恢复其合成内源性 !" 的功能。
$%&’ 等［(］将 )!*+ 成功导入骨髓细胞并移植到 $!大
鼠模型脑内，证实细胞存活并表达基因产物。段德义

等［,-］将转染了 )!*+ 基因的成纤维细胞移植到大鼠
$!模型中，发现实验组 $! 大鼠单侧旋转行为明显减
少，患侧纹状体内 !" 含量显著提高甚至恢复到移植
前水平，而且转基因细胞在脑内存活了 , 年以上。由
于引起 $!的因素很多，单靠给予某一种基因或因子
所起的效果有限，同时应用两种或两种以上的基因治

疗可能更具疗效［,,，,.］。

/ / 如何将两个不同的外源基因同时克隆于一个载体
上，并保持两个基因均具有明确的转基因生物学活性，

而且要保证含有两个基因的表达盒大小控制在载体的

有效承载范围内，是本研究的关键问题。为此，我们采

用了内部核糖体进入位点（ 0123&1%4 &0567683 312&9 7023，
:;<=）序列串联两个不同的目的基因，:;<= 是来自脑
心肌炎病毒的序列［,>］，其大小不超过 -? @ ’5，它允许
从一个 8;*"上翻译两个开放阅读框，:;<=的作用类
似于原核生物的 =! 序列，在启动阶段有助于 ;*" 与
核蛋白体小亚基结合，从而使我们的双表达设想成为

可能［,A B ,@］。本研究获得的 :;<= 序列来自 CDE*#
F<CG公司商品化双顺反子表达质粒 H4;<=，在共表达
载体的构建中，利用 :;<= 构建多 I双顺反子表达载体
是较为被肯定的一种方法［,J］。表达载体 H:;<= 在上
下游克隆位点之间有一段 :;<= 序列，此段序列在转
录后能够自动断裂，从而使上下游克隆位点插入的基

因能够独立高效的表达，避免了融合表达 FG和 )!*+
蛋白活性低下问题。在质粒载体的骨架上有新霉素抗

性基因，供转染后选择阳性细胞克隆使用。同时该质

粒具有真核和原核细胞启动子序列，为穿梭质粒，是集

克隆、测序与表达于一体的高效表达载体。因此，构建

的共同表达质粒 H:;<=#FG#)!*+ 既可以在大肠杆菌
中大量复制，在真核细胞中研究 FG 与 )!*+ 表达产
物的特性，又为将来在动物实验中提供了方便。本实

验通过酶切、测序证实质粒构建成功；通过转染

K<=.>? L 细胞及 ;F#$C;、免疫荧光等的检测证实了
重组质粒的稳定表达，从而为达到 $! 基因治疗与预
防兼备的目的奠定了坚实的实验基础。
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