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多基因真核表达载体的构建及其产物的亚细胞定位
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　　［摘要］　目的　构建一种多基因表达载体，实现同一载体单一启动子的调控下表达多个基因以及这些基因在同一细
胞不同细胞器中的定位。方法 　利用存在于某些病毒核酸序列中的不同２Ａ肽，合成１段包括２个２Ａ肽和不同限制性
内切酶位点的多肽序列，形成单一的开放读码框，插入真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１（－）Ｍｙｃ／Ｈｉｓ（Ｂ）相应的多克隆位点中，
然后将带有膜定位的红色荧光蛋白（ＥＲＦＰ）、核定位的绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）和胞浆定位的黄色荧光蛋白（ＥＹＦＰ）顺序插
入２Ａ肽之间的位点中，构建多基因真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１ＲＧＹ。用脂质体转染小鼠成纤维ＮＩＨ３Ｔ３细胞和人肾胚２９３
细胞，利用流式细胞仪、荧光显微镜和共聚焦显微镜检测各种荧光蛋白的表达和亚细胞定位。结果　 转染２４ｈ后用流式
细胞仪检测，可同时检测到ＥＧＦＰ和ＥＲＦＰ的表达，且两种荧光蛋白的表达率十分接近；荧光显微镜下同时观察到绿色和
红色荧光；共聚焦显微镜观察到在单一细胞上同时显示３种荧光，ＥＲＦＰ定位在细胞膜上，ＥＧＦＰ在细胞核中，而ＥＹＦＰ在
细胞质中。结论　 通过串联方式将多个２Ａ肽和基因置于同一个开放读码框中可实现在同一启动子的调控下表达多个
基因。此外，在每个基因序列中加入不同的信号肽序列可将相应基因同时靶向不同的细胞器，实现同一细胞中不同的亚

细胞定位。
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　　许多疾病的发生和发展与基因异常相关，包括遗
传性疾病、某些神经、内分泌和代谢性疾病以及肿瘤等

均是由于某种或某些基因的缺失、突变、异位或重排等

导致相关基因的表达异常（无表达、低表达或过度表

达）所引起。这些疾病往往缺乏有效的治疗手段，基

因治疗为治愈这些疾病带来新希望。基因治疗研究

中，不仅要考虑目的基因的表达效率和表达水平，有时

还需要考虑基因的细胞定位，对于多基因异常疾病如

肿瘤，还需要考虑采用多个基因联合治疗的手段。本

研究利用单一载体在同一启动子的调控下实现多个基

因的同时表达以及不同的亚细胞定位，为基因治疗的

多基因联合表达以及不同的亚细胞定位需求奠定实验

基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　　Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤｅｅｐＶｅｎｔＤＮＡ聚合酶

购自ＮＥＢ公司，各种限制性内切酶购自 ＴａＫａＲａ公司；１６４０培
养基购自Ｇｉｂｃｏ公司、胎牛血清购自ＨｙＣｌｏｎｅ公司；ＤＮＡ片段凝
胶回收试剂盒、ＤＮＡ片段纯化试剂盒和质粒提取试剂盒购自北
京三博远志公司；增强型红色荧光蛋白（ＥＲＦＰ）和增强型黄色
荧光蛋白（ＥＹＦＰ）真核表达载体 ｐＥＲＦＰＣ１和 ｐＥＹＦＰＣ１购自
ＣｌｏｎＴｅｃｈ公司，脂质体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００和 ｐｃＤＮＡ３．１（－）
ＭｙｃＨｉｓ真核表达载体购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，带有３个核定位信
号（３×ＮＬＳ）的增强型绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ３×ＮＬＳ）质粒Ｆ５９６
由ＳｔｅｖｅＨｏｂｂｓ教授（ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＣａｎｃｅｒＲｅｓｅａｒｃｈ，ＣＲＣＣｅｎｔｒｅｆｏｒ
ＣａｎｃｅｒＴｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，ＵＫ）惠赠，ｐｃＤＡＮ３．１ｈＫＤＲ由本实验室克
隆和构建［１］。

１．１．２　细胞　　人肾胚 ２９３细胞和鼠胚胎成纤维细胞
ＮＩＨ３Ｔ３细胞由本科室保存，用１６４０培养基加１０％胎牛血清培
养。

１．２　方法
１．２．１　２Ａ肽开放读码框序列和ＰＣＲ引物设计　　分别以口蹄
疫病毒（ｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＦＭＤＶ）和马鼻炎 Ａ病毒
（ｅｑｕｉｎｅｒｈｉｎｉｔｉｓＡｖｉｒｕｓ，ＥＲＡＶ）的 ２Ａ肽（Ｆ２Ａ和 Ｅ２Ａ）为基
础［２］，Ｆ２Ａ肽氨基酸序列如下：ＡＰＡＫＱＬＬＮＦＤＬＬＫＬＡＧＤＶＥＳ
ＮＰＧＰ；Ｅ２Ａ肽：ＴＮＹＡＬＬＫＬＡＧＤＶＥＳＮＰＧＰ。设计一段开放读码框
序列，序列中包含几个限制性内切酶位点以及Ｆ２Ａ和Ｅ２Ａ序列
（５′ＡＴＧＮｈｅⅠＫｐｎⅠＦ２ＡＸｈｏⅠＥ２ＡＥｃｏＲⅠＴＡＡＢａｍＨⅠ
３′），并经真核表达密码子优化（Ｕｐｇｅｎｅ软件）后送北京三博远
志生物技术责任有限公司合成。

　　本研究涉及 ＰＣＲ引物如下：ｈＫＤＲ信号肽序列：上游引物
（ＦＰ１）：５′ＣＴＡＧＣＴＡＧＣＡＴＧＧＡＧＡＧＣＡＡＧＧＴＧＣＴＧ３′［５′端引入
ＮｈｅⅠ位点（下划线示，下同）并含起始密码子 ＡＴＧ］，下游引物
（ＲＰ１）：５′ＧＧＡＡＴＴＣＡＣＣＣＡＣＡＧＡＧＧＣＧＧＣＣＣＧ３′（ＥｃｏＲⅠ）；
ｈＫＤＲ跨膜段序列：上游引物（ＦＰ２）：５′ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＴＴＧＧＣＴＧＴ
ＧＣＡＡＡＡＧＴＧＧＡ３′（ＢａｍＨⅠ），下游引物（ＲＰ２）：５′ＧＧＧＧ
ＴＡＣＣＴＴＡＧＡＣＧＡＴＧＧＡＣＡＡＧＴＡＧＣＣ３′（ＫｐｎⅠ）；ＥＲＦＰ序列：上游

引物（ＦＰ３）：５′ＧＧＡＡＴＴＣＧＣＣＴＣＣＴＣＣＧＡＧＧＡＣＧＴＣ３′（ＥｃｏＲⅠ），
下游引物（ＲＰ３）：５′ＧＡＡＧＡＴＣＴＧＧＡＧＧＣＧＣＣＧＧＴＧＧＡＧＴＧ３′
（ＢｇｌⅡ）；ＥＧＦＰ３′×ＮＬＳ序 列 （ＦＰ４）：上 游 引 物：５′
ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＣＡＣＡＡＣＣＡＴＧＧＴＧＡＧＣ３′（ＸｈｏⅠ），下游引物
（ＲＰ４）：５′ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＣＡＣＡＡＣＣＡＴＧＧＴＧＡＧＣ３′（ＸｈｏⅠ）；
ＥＹＦＰ 序 列：上 游 引 物 （ＦＰ５）：５′ＧＧＡＡＴＴＣＧＴＧＡＧ
ＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧＧＡＧ３′（ＥｃｏＲⅠ），下游引物（ＲＰ５）：５′ＣＧＧ
ＧＡＴＣＣＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＡＴＧＣ３′（５′端引入 ＢａｍＨⅠ
和终止密码子ＴＡＡ）。
１．２．２　ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲＦＰＥＧＦＰＥＹＦＰ载体的构建　　ｐｃＤＮＡ３．１
ＥＲＦＰＥＧＦＰＥＹＦＰ载体的构建按照标准的分子克隆方法包括
多个亚克隆步骤［３］。

１．２．２．１　ｐｃＤＮＡ３．１２Ａ的构建　　人工合成的２Ａ序列包括２个
２Ａ肽Ｆ２Ａ和Ｅ２Ａ以及多个选择性内切酶位点，整个序列组成为
５′ＡＴＧＮｈｅⅠＫｐｎⅠＦ２ＡＸｈｏⅠＥ２ＡＥｃｏＲⅠＴＡＡＢａｍＨⅠ３′，
分别含起始密码子 ＡＴＧ、限制性内切酶 ＮｈｅⅠ和 ＫｐｎⅠ、Ｆ２Ａ，
ＸｈｏⅠ、Ｅ２Ａ肽、ＥｃｏＲⅠ、终止密码子ＴＡＡ以及ＢａｍＨⅠ位点，整
个序列长度为１６８ｂｐ，合成序列用 ＮｈｅⅠ和 ＢａｍＨⅠ酶切后插
入ｐｃＤＮＡ３．１（－）Ｍｙｃ／ＨｉｓＢ真核表达载体中即构建成功
ｐｃＤＮＡ３．１２Ａ。
１．２．２．２　ｐｃＤＮＡ３．１ＳｉｇＥＲＦＰＴＭ载体构建　　利用人血管
内皮细胞生长因子受体２（ＶＥＧＦＲ２或 ＫＤＲ）的信号肽和跨膜
段与ＥＲＦＰ形成人工基因，分别用 ＦＰ１／ＲＰ１、ＦＰ３／ＲＰ３和 ＦＰ２／
ＲＰ２引物将ＫＤＲ信号肽、ＥＲＦＰ和ＫＤＲ跨膜段序列扩增，并用
引物设计时掺入的内切酶酶切后，顺序地插入 ｐｃＤＮＡ３．１（－）
Ｍｙｃ／ＨｉｓＢ真核表达载体相应的酶切位点中，形成 ＳｉｇＥＲＦＰ
ＴＭ融合基因。
１．２．２．３　ｐｃＤＮＡ３．１ＥＹＦＰ　　用 ＥＹＦＰ引物（ＦＰ５／ＲＰ５）利用
高保真ＤｅｅｐＶｅｎｔＤＮＡ聚合酶从ｐＥＹＦＰＣ１质粒中扩增ＥＹＦＰ，
用ＥｃｏＲⅠ和ＢａｍＨⅠ双酶切后插入同样用 ＥｃｏＲⅠ和 ＢａｍＨⅠ
双酶切的ｐｃＤＮＡ３．１２Ａ质粒中，构建成ｐｃＤＮＡ３．１ＥＹＦＰ的构建。
１．２．２．４　ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲＦＰＥＹＦＰ　　用 ＳｉｇＥＲＦＰＴＭ引物
（ＦＰ１／ＲＰ２）从 ｐｃＤＮＡ３．１ＳｉｇＥＲＦＰＴＭ 质 粒 中 扩 增 Ｓｉｇ
ＥＲＦＰＴＭ，用ＮｈｅⅠ和ＫｐｎⅠ双酶切后插入同样用ＮｈｅⅠ和ＫｐｎⅠ
双酶切的 ｐｃＤＮＡ３．１ＥＹＦＰ质粒中，构建成 ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲＦＰ
ＥＹＦＰ的构建。
１．２．２．５　ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲＦＰＥＧＦＰＥＹＦＰ的构建　　用ＥＧＦＰ３×
ＮＬＳ引物（ＦＰ４／ＲＰ４）从 Ｆ５９６质粒中扩增 ＥＧＦＰ３×ＮＬＳ，用
ＸｈｏⅠ 酶切，而ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲＦＰＥＹＦＰ用 ＸｈｏⅠ酶切后去磷酸
化，将 ＥＧＦＰ３×ＮＬＳ插入其中，鉴定正反向，正向者即为
ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲＦＰＥＧＦＰＥＹＦＰ（简写为ｐｃＤＮＡ３．１ＲＧＹ）。
１．２．３　流式细胞仪检测各种荧光蛋白的表达　　取对数生长
期的ＮＩＨ３Ｔ３或２９３细胞，按５×１０５／ｍｌ传代至６孔板中，２４ｈ
后用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００转染 ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲＦＰＥＧＦＰＥＹＦＰ，
方法参照试剂盒说明书。转染２４～４８ｈ后，收集细胞行流式细
胞仪检测。

１．２．４　荧光显微镜观察　　上述流式细胞仪检测后的标本用
１％的多聚甲醛固定后在荧光显微镜下观察荧光情况。
１．２．５　激光扫描共聚焦显微镜检测　　在６孔板中放入１张
酸处理后的盖玻片，将 ＮＩＨ３Ｔ３细胞传代至放有盖玻片的６孔
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板中，２４ｈ后按１．２．３方法转染质粒，转染后２４～４８ｈ吸出培
养液，用ＰＢＳ洗２次，吸尽 ＰＢＳ后，用１％多聚甲醛固定，取出
盖玻片，在有细胞面滴上封片剂后盖至１张载玻片上，用激光
扫描共聚焦显微镜检测荧光情况。绿色荧光蛋白用４８８ｎｍ激
发光、黄色荧光蛋白用５１５ｎｍ激发光、红色荧光蛋白用５５９ｎｍ
激发光，进行激光共聚焦显微镜单细胞扫描。

２　结果

２．１　ＰＣＲ鉴定结果
　　为鉴定ＥＲＦＰ、ＥＧＦＰ和ＥＹＦＰ是否插入ｐｃＤＮＡ３．１载体中，
以构建成功的 ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲＦＰＥＧＦＰＥＹＦＰ为模板，分别用
ＳｉｇＥＲＦＰＴＭ（ＦＰ１／ＲＰ２）、ＥＧＦＰ３×ＮＬＳ（ＦＰ４／ＲＰ４）和 ＥＹＦＰ
（ＦＰ５／ＲＰ５）引物ＰＣＲ扩增相应的荧光蛋白片段，结果如图１所
示，分别获得特异性的 ＳｉｇＥＲＦＰＴＭ（９５７ｂｐ）、ＥＧＦＰ３×ＮＬＳ
（８８５ｂｐ）和ＥＹＦＰ（７２６ｂｐ）片段。
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Ｍ：ＤＮＡ标准；１：ＳｉｇＥＲＦＰＴＭＰＣＲ片段；２：ＥＧＦＰ３×ＮＬＳＰＣＲ片
段；３：ＥＹＦＰＰＣＲ片段

图１　ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲＦＰＥＧＦＰＥＹＦＰＰＣＲ鉴定结果

２．２　流式细胞仪检测
　　ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲＦＰＥＧＦＰＥＹＦＰ用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染
小鼠ＮＩＨ３Ｔ３细胞或人肾胚２９３细胞 ２４ｈ后收集细胞用流式
细胞仪ＦＩＴＣ和ＰＥ通道检测，可见转染的 ＮＩＨ３Ｔ３细胞同时表
达绿色和红色荧光蛋白（图２），转染效率分别为６８．８５％和
６２．５９％，表达率基本一致，提示绿色荧光蛋白和红色荧光蛋白
为等拷贝表达。黄色荧光蛋白由于激发光光谱不在流式检测

范围，故未能检出。

２．３　荧光显微镜观察
　　用流式细胞仪检测剩余的细胞制备成细胞涂片，在同一视
野观察荧光表达情况，用不同的激光在同一视野中可观察到绿

色和红色荧光蛋白（图３），黄色荧光蛋白由于激发波长与绿色
荧光蛋白接近，故未能显示。
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Ａ：绿色荧光蛋白２４ｈ；Ｂ：红色荧光蛋白２４ｈ
图２　流式细胞仪检测ＮＩＨ３Ｔ３细胞转染

２．４　激光扫描共聚焦显微镜检测
　　为了检测质粒转染后能否在同一细胞中观察到３种荧光
蛋白的表达，并且如期望的那样观察到亚细胞定位。Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００将 ｐｃＤＮＡ３．１ＥＲＦＰＥＧＦＰＥＹＦＰ转染至小鼠
ＮＩＨ３Ｔ３细胞２４ｈ和４８ｈ后，进行激光扫描共聚焦显微镜检
测。结果显示，转染２４ｈ可在同一细胞中观察到３种荧光蛋白，
其中ＥＧＦＰ主要定位在核内，ＥＹＦＰ定位在细胞核和细胞质中，
而ＥＲＦＰ则出现在核周（图４Ａ～Ｄ）；转染４８ｈ后再观察，ＥＧＦＰ
仍然以细胞核表达为主，ＥＹＦＰ则以细胞质表达为主，而 ＥＲＦＰ
则成功定位于细胞膜（图４Ｅ～Ｈ），表明不同荧光蛋白在转染细
胞后，带有不同定位信号的蛋白定位至特定的细胞器所需要的

时间不一致，转染后２４ｈ即可明显地核定位，而细胞膜定位则在
转染２４ｈ后不明显，在转染后４８ｈ才开始定位至细胞膜上。

３　讨论

　　目前多基因载体的构建策略主要有多启动子表达
载体、ＩＲＥＳ连接载体、表达融合基因、２Ａ连接载体
等［４－６］。多启动子表达载体是单载体内含两个独立转

录单元，各自含启动子和开放读码框。但由于各基因

是独立转录，基因在载体中的位置顺序会影响其表达

水平［４］。表达融合基因最常用于目的基因与报告基

因的连接，但翻译后目的蛋白活性常降低［７］，甚至有

蛋白功能改变的风险。ＩＲＥＳ连接载体是目前常用的
多基因载体构建策略，但仍然存在一些限制性因素如

基因大小限制和表达变异等，并且其下游基因表达水

平远低于上游基因［８］。近来，２Ａ肽已经成为基因治疗
和体细胞重建中调节多顺反子表达的ＩＲＥＳ的替代物。
这个结构来源于小ＲＮＡ病毒，大约有１９个氨基酸的长
度，包含有高度保守的共有模体，也叫做“自我断裂肽”
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Ａ：无激发光时；Ｂ：用４８８ｎｍ激发光观察到绿色荧光蛋白；Ｃ：用５５９ｎｍ激发光观察到红色荧光蛋白
图３　倒置荧光显微镜下观察流式细胞仪检测后的样品制备成的细胞涂片　（×２０）
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Ａ、Ｅ：绿色荧光蛋白２４、４８ｈ；Ｂ、Ｆ：黄色荧光蛋白２４、４８ｈ；Ｃ、Ｇ：红色荧光蛋白２４、４８ｈ；Ｄ、Ｈ：绿／黄／红色荧光蛋白２４、４８ｈ
图４　共聚焦显微镜下观察ＮＩＨ３Ｔ３细胞转染ｐｃＤＮＡ３．１ＲＧＹ后２４、４８ｈ的变化　（×１００）

或“蛋白酶位点”。因为它能在蛋白翻译时通过核糖

体跳跃从自身最后两个氨基酸 Ｃ末端断裂。简言之，
在甘氨酸和脯氨酸之间的肽链结合群在２Ａ位点是受
损的，能引发核糖体跳跃而从第二个密码子开始翻译，

从而使一个转录单元里两个蛋白独立表达［９］。２Ａ连
接载体同其他策略相比，主要优势在于其序列短，能够

有效的实现连接基因之间的共表达。同 ＩＲＥＳ相比，
它的优势还有位于２Ａ下游的基因同样可以获得很高
的表达水平［１０］。

　　本实验通过以 ＦＭＤＶ和 ＥＲＡＶ的２Ａ为基础，构
建了一个２×２Ａ的开放读码框，２Ａ之间设计不同的
酶切位点，再将不同的荧光蛋白（包含不同的定位信

号）插入各２Ａ之间，通过细胞转染成功实现了３种荧
光蛋白在同一细胞系中的同时表达。实验结果表明了

通过２个２Ａ肽的连接可以成功实现单载体上表达３
种目的基因，因而如果再增加２Ａ肽，便可实现４种甚
至更多基因在单载体上的同时表达，为实现基因治疗

的多基因表达奠定了结构基础。在设计多基因表达载

体时，不仅要考虑目的基因的表达效率和表达水平，有

时还需要考虑基因的细胞定位，因为某些蛋白的亚细

胞定位，是其能否发挥作用的重要因素。本实验通过

引入定位信号，成功将３种不同的荧光蛋白分别定位
于细胞膜、细胞核和细胞质，结果证实了通过引入定位

信号，２Ａ结构不仅可以实现蛋白的表达，而且还能实
现蛋白的亚细胞定位，从而拓宽了该方法应用的范围。

并且实验通过２４ｈ和４８ｈ的对比，发现了蛋白膜定位
需要更长时间的表达才能实现，为未来的应用提供了

重要的基础。

　　综上所述，该载体系统提供了一个操作简易的多
基因克隆系统，可以实现多达３种不同基因的共表达
及不同亚细胞定位的需求。该载体对深入研究基因治

疗的多基因联合表达以及不同的亚细胞定位需求奠定

了实验基础，具有广泛的应用前景。
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