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ＣＸＣＲ４基因慢病毒表达载体的构建、包装及鉴定
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　　［摘　要］　目的　构建ＣＸＣＲ４基因慢病毒过表达载体并对其进行包装、鉴定。方法　首先设计合成引物，采用 ＰＣＲ法扩增
目的基因ＣＸＣＲ４，将目的基因与酶切线性化的载体进行定向交换，成功构建重组载体慢病毒表达载体ｐＧＣＦＵＣＸＣＲ４，将其产物转
化大肠杆菌感受态细胞。对培养出的克隆先进行菌落ＰＣＲ鉴定，再对ＰＣＲ鉴定阳性的克隆进行测序和比对分析，最后将获得的病
毒载体共同转染２９３Ｔ细胞，收集病毒颗粒，并采用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法测定病毒滴度。结果　ＰＣＲ鉴定结果显示扩增的目的基因已
成功插入ｐＧＣＦＵ载体，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果显示得到的片段与理论大小相符，阳性克隆测序结果与目的基因序列一致，说明重组慢病
毒载体的插入序列完全正确。结论　本实验成功构建了ＣＸＣＲ４慢病毒表达载体，并成功对慢病毒进行了包装及病毒滴度测定。
　　［关键词］慢病毒载体；ＣＸＣＲ４基因；２９３Ｔ细胞
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ｐＧＣＦＵＣＸＣＲ４ｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ．Ｕｓｅｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｔｏｉｎｆｅｃｔｔｈｅｃｏｍｐｅｔｅｎｔｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｃｅｌｌｓ．Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｕｓｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅｃｕｌｔｕｒａｌｃｌｏｎｅｓａｎｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎｄｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｐｏｓｉｔｉｖｅｆｒａｇｍｅｎｔｓ．
Ｔｈｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐｌａｓｍｉｄｓｈａｄｔｈｅｓａｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅｗｉｔｈｔｈｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｓｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔａｍ
ｐｌｉｆｉｅｄｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｗｅｒｅｉｎｓｅｒｔｅｄｉｎｐＧＣＦＵｖｅｃｔｏｒｓ．Ｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓ，ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐｌａｓｍｉｄｗａｓｃｏｎｓｉｓｔ
ｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｆｒａｇｍｅｎｔａｎｄｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｆｒａｇｍｅｎｔｓｗｅｒｅｅｘａｃｔｌｙｔｈｅｓａｍｅｗｉｔｈｔｈｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ
ＬｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｓｏｆＣＸＣＲ４ｇｅｎｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ；ＣＸＣＲ４Ｇｅｎｅ；２９３Ｔｃｅｌｌ

　　ＣＸＣ型趋化因子受体４（ＣＸＣｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，
ＣＸＣＲ４）是基质细胞衍生因子（ｓｔｒｏｍａｌｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ１，
ＳＤＦ１，又称为 ＣＸＣＬ１２）的受体，ＣＸＣＲ４是 Ｇ蛋白偶
联受体，含有７个跨膜结构域［１］。ＳＤＦ１为ＣＸＣＲ４唯
一特异性配体，两者共同构成 ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４轴，不仅
在人类免疫缺陷病毒感染、炎性反应和创伤修复等病

理生理过程中发挥重要作用，而且在正常细胞和肿瘤

细胞的增殖、分化和凋亡等细胞生物学行为及分子水

平的调控中起重要作用［２３］。干细胞移植是目前治疗

终末期肝病及急、慢性重症肝炎的一种新的治疗手段，

目前较为常用的成体间充质干细胞（ａｄｕｌｔｍｅｓｅｎｃｈｙ
ｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＡＤＳＣｓ）有包括骨髓间充质干细胞（ＢＭ
ＳＣｓ）、外周血干细胞、脂肪间充质干细胞等，其中最为
常用的为骨髓间充质干细胞。但研究显示仅有少数

ＢＭＳＣｓ能够定植于受损的肝脏组织，这限制了干细胞
移植治疗肝损伤的有效性［４５］。ＣＸＣＲ４高表达于骨髓
间充质干细胞，但体外扩增培养的 ＢＭＳＣｓ随培养代数
的增加，ＣＸＣＲ４的表达水平却逐渐降低，并逐渐失去
了其向受伤组织迁移分化的能力［６７］。慢病毒表达载

体由慢病毒衍生而来，慢病毒是一组复杂的反转录病

毒，可引起人和哺乳动物缓慢的慢性免疫缺陷疾病。

慢病毒对分裂和非分裂细胞都能有效感染，慢病毒表

达载体的设计也是利用了慢病毒能够整合到感染细胞

·３７４·
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的基因组中并能够较长期稳定地表达导入的目的基因

或片段独特特性。为进一步研究提高移植的 ＢＭＳＣｓ
的ＣＸＣＲ４表达水平是否能够促进修复受损肝脏组织，
本研究构建了 ｐＧＣＦＵＣＸＣＲ４柔性肽ＧＦＰ慢病毒表
达载体。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和材料
　　ｐＧＣＦＵＶｅｃｔｏｒ载体（ＧＥＮＥＣＨＥＭ公司）；１ｋｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ
Ｍａｒｋｅｒ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）；２５０ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ（捷瑞公
司）；ＡｇｅＩ（ＮＥＢ公司）；ＩｎＦｕｓｉｏｎＴＭＰＣＲＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ（ｃｌｏｎｔｅｃｈ）；
Ｔａｑｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＳｉｎｏＢｉｏ）；ｄＮＴＰ（Ｔａｋａｒａ）；Ｐｒｉｍｅｒ（捷瑞生物）；
Ｐｌａｓｍｉｄ抽提 Ｋｉｔ（Ｐｒｏｍｅｇａ）；大肠杆菌。

１．２　实验方法
１．２．１　ｐＧＣＦＵＶｅｃｔｏｒ载体的构建　　ｐＧＣＦＵＶｅｃｔｏｒ慢病毒
载体信息，见图１。

图１　慢病毒载体信息
１．２．２　慢病毒载体的酶切　　ＡｇｅＩ进行酶切消化：取 ｄｄＨ２Ｏ
４２μｌ，１０×ｂｕｆｆｅｒ１５μｌ，纯化的ＤＮＡ质粒（１μｇ／μｌ）２μｌ，ＡｇｅＩ
（５Ｕ／μｌ）１μｌ，总体积５０μｌ，构成酶切反应体系，将上述混合物
置于３７℃，反应２ｈ。
１．２．３　目的基因片段的获取　　引物合成，引物信息如下：
①ＣＸＣＲ４ＡｇｅＩＦ序列为ＧＡＧＧＡＴＣＣＣＣＧＧＧＴＡＣＣＧＧＴＣＧＣＣＡ
ＣＣＡＴＧＧＡＡＡＴＡＴＡＣＡＣＴＴＣＧＧＡ，该引物含交换配对碱基、ＡｇｅＩ
酶切位点（下划线标记）以及表达增强序列（双下划线记），并

含有目的基因５’端部分序列用于 ＰＣＲ钓取目的基因。②ＣＸ
ＣＲ４ＡｇｅＩＲ序列为 ＴＣＡＣＣＡＴＧＧＴＧＧＣＧＡＣＣＧＧＧＣＴＴＣＣＴＣ
ＣＧＣＣＴＣＣＧＣＴＴＣＣＧＣＣＴＣＣＧＣＣＧＣＴＧＣＣＧＣＣＡＣＣＧＣＣＧＣＴＧＧＡＧ
ＴＧＡＡＡＡＣＴＴＧＡＧ，该引物含交换配对碱基和 ＡｇｅＩ酶切位点
（下划线标记，为了调整读码框去掉了 Ｔ碱基），并含有目的基
因３’端部分序列用于 ＰＣＲ钓取目的基因，双下划线标记的为
柔性肽序列。③ＣＸＣＲ４ＳＥＱＦ序列为 ＣＴＧＡＣＴＡＴＣＣＣＴＧＡＣＡＴ
ＣＡＴＣ，该引物位于目的基因中，用于菌落 ＰＣＲ鉴定转化子。

④ＵｂｉＦ序列为 ＧＧＧＴＣＡＡＴＡＴＧＴＡＡＴＴＴＴＣＡＧＴＧ，该引物位于
Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ启动子中，用于菌落 ＰＣＲ鉴定转化子以及测序。

⑤ＥＧＦＰＮＲ序列为ＣＧＴＣＧＣＣＧＴＣＣＡＧＣＴＣＧＡＣＣＡＧ，该引物位
于ＥＧＦＰ基因的Ｎ端，用于菌落ＰＣＲ鉴定转化子以及测序。
１．２．４　ＰＣＲ扩增目的基因　　扩增程序如下：９４℃预变性
５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５５℃复性３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，扩增３０
个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。抽取扩增产物，用琼脂糖凝胶
电泳分析扩增结果，用ＤＮＡｍａｒｋｅｒ来判断扩增片段的大小。
１．２．５　重组克隆制备及细胞转染　　用氯化钙制备新鲜的大
肠杆菌感受态细胞备用，ＰＣＲ产物交换进入线性化慢病毒载
体，建立反应体系（表１），２５℃反应３０ｍｉｎ，４２℃反应１５ｍｉｎ
后准备转化。将反应体系转染已制备好的大肠杆菌感受态细

胞，３７℃条件下培养１６ｈ。长出的克隆进行后续ＰＣＲ鉴定。
表１　反应体系的建立

反应体系（μｌ） 阳性对照 自连对照 交换组

ｄｄＨ２Ｏ　　　　　　　　 ２．５ １２．５ ２．５

１０×ＩｎＦｕｓｉｏｎ交换酶缓冲液 ２．０ ２．０ ２．０

线性化载体ＤＮＡ　　　　 ５．０ ５．０ ５．０

纯化的ＰＣＲ产物　　　　 １０．０ ０．０ １０．０

ＩｎＦｕｓｉｏｎ交换酶　　　　 ０．５ ０．５ ０．５

Ｔｏｔａｌ　　　　　　　　　 ２０．０ ２０．０ ２０．０

１．２．６　阳性克隆的ＰＣＲ鉴定　　用 ＰＣＲ扩增的方法鉴定阳
性克隆。建立 ＰＣＲ反应体系，反应条件如下：９４℃预变性
２ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，６０℃复性３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，扩增３０
个循环，最后７２℃延伸６ｍｉｎ，４℃冷却。电泳鉴定ＰＣＲ产物。
接种阳性转化子，３７℃培养 １６ｈ后保存为甘油菌，分装并
测序。

１．２．７　慢病毒颗粒的包装和滴度测定　　取生长良好的２９３Ｔ
细胞，用ｐＧＣＬＶ载体，ｐＨｅｌｐｅｒ１．０载体，ｐＨｅｌｐｅｒ２．０载体共同
转染２９３Ｔ细胞，转染８ｈ后，弃掉含有转染混合物的培养基，用
ＰＢＳ洗涤１次，注意动作应轻柔，避免洗掉贴壁的细胞，用含
１０％ＦＢＳ的完全培养基继续培养。转染后４８ｈ，收集富含慢病
毒颗粒的细胞上清液，保存备用。在病毒滴度测定的前１ｄ传
代２９３Ｔ细胞，并调整细胞密度，次日，分别将不同浓度的病毒
稀释液（１×１００、１×１０－１、１×１０－２、１×１０－３、１×１０－４μｌ）加入到
２９３Ｔ细胞中，培养４８ｈ后更换培养基，４ｄ后抽提ＲＮＡ并采用
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法测定病毒滴度。

２　结果

　　以含有 ＣＸＣＲ４基因的质粒为模板，采用特异引物，扩增
ＣＸＣＲ４基因片段，产物长度为１１３８ｂｐ，电泳可见特异条带，与
预期结果一致，结果见图２；将阳性克隆进行 ＰＣＲ鉴定，２个阴
性对照组没有明显的蛋白印迹，阳性对照组和实验组均有较明

显的印迹，而感染慢病毒颗粒印迹较强，说明构建表达 ＣＸＣＲ４
基因的慢病毒载体可高效表达 ＣＸＣＲ４蛋白。阳性克隆得到
６８２ｂｐ条带，与预期一致，见图３；目的质粒转染后２４ｈ，２９３Ｔ细
胞荧光表达结果呈阳性，结果见图４；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法验证 ＰＧＣ
ＦＵＣＸＣＲ４质粒为ＣＸＣＲ４的过表达慢病毒载体，目的基因融合
ＧＦＰ共同表达，见图５；采用 Ｒｅａｌｔｉｍｅ定量 ＰＣＲ法测定包装的
病毒滴度，病毒包装滴度为：２×１０８ＴＵ／ｍＬ，见图６、表２。

·４７４·
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　　在本次滴度检测中，１×１０－４μｌ组样品和对照组组样品的
Ｃｔ值存在３个左右差异，认为在１×１０－４μｌ组样品中存在病毒
颗粒。假定该组样品含有至少有１个病毒颗粒，则病毒的滴度
为：１／（１×１０－４）×２０＝２×１０５ＴＵ／μｌ＝２×１０８ＴＵ／ｍＬ。

ｍａｒｋｅｒ：５ｋｂ，３ｋｂ，２ｋｂ，１．５ｋｂ，１Ｋｂ，７５０ｂｐ，５００ｂｐ，２５０ｂｐ，１００ｂｐ
图２　目的基因ＣＸＣＲ４的ＰＣＲ扩增产物琼脂糖凝胶电泳图谱

１：阴性对照（ｄｄＨ２Ｏ）；２：阴性对照（空载自连对照组）；３：阳性
对照（ＧＡＰＤＨ）；４：Ｍａｒｋｅｒ５ｋｂ，３ｋｂ，２ｋｂ，１．５ｋｂ，１Ｋｂ，
７５０ｂｐ，５００ｂｐ，２５０ｂｐ，１００ｂｐ；５～１２：ＣＸＣＲ４１～８号转化子

图３　ＰＣＲ阳性克隆鉴定图片

图４　转染后２４ｈ２９３Ｔ细胞荧光表达结果（×２００）

图５　ＣＸＣＲ４ＧＦＰ融合蛋白的表达

图６　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ曲线图

表２　不同浓度病毒感染后样品组的Ｃｔ值及表达量分析

组别 ＣｔＡｃｔｉｎ ＣｔＴａｒｇｅｔｇｅｎｅ均值 △Ｃｔ＝ＣｔＴａｒｇｅｔｇｅｎｅ均值ＣｔＡｃｔｉｎ △Ｃｔ对照组△Ｃｔ样品组

对照组 １４．２３ ３６．１７ ２１．９４０ ０．０００

样品组 １×１００μｌ １４．３５ ２０．３１５ ５．９６５ １５．９７５

１×１０－１μｌ １４．２９ ２３．５１ ９．２２０ １２．７２０

１×１０－２μｌ １４．４８ ２７．１６５ １２．６８５ ９．２５５

１×１０－３μｌ １４．３５ ３０．４６５ １６．１１５ ５．８２５

１×１０－４μｌ １４．６７ ３３．２３５ １８．５６５ ３．３７５

３　讨论

　　通过此次研究，我们成功构建了 ＣＸＣＲ４慢病毒表
达载体，并采用琼脂糖凝胶电泳法、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法、Ｒｅ
ａｌｔｉｍｅ定量 ＰＣＲ法、病毒滴度测定进行了证实。ＣＸ
ＣＲ４广泛表达在各种不同的外周组织中，包括淋巴组
织、胸腺、脑、脾，并且已在乳腺、结肠、胃、卵巢、肺、前

列腺、黑素瘤和胰腺的肿瘤细胞的细胞表面上检测到

ＣＸＣＲ４的表达［８１１］。研究发现，ＣＸＣＬ１２／ＣＸＣＲ４不仅
参与机体免疫和造血干细胞迁移等生理过程调节，并

被认为是多种不同细胞信号转导中的关键分子［１１］。

ＣＸＣＬ１２／ＣＸＣＲ４能启动多个信号传导途径并能促进细
胞趋化、增殖，提高细胞内钙离子浓度和基因转

录［８，１０］。这些正常的生理反应还与多个病理过程共享

多个下游信号转导通路，包括肿瘤细胞的转移，以及自

身免疫性和炎症性疾病［８］。此外，ＣＸＣＬ１２／ＣＸＣＲ４也
可以激活肿瘤细胞中的许多信号传导途径，包括有丝

分裂原激活的蛋白激酶和磷脂酰肌醇３激酶［１２１３］。因

此，ＣＸＣＬ１２／ＣＸＣＲ４信号传导途径可作为多种疾病潜
在的治疗靶点。

　　最近已有学者提出，ＣＸＣＬ１２／ＣＸＣＲ４信号途径在
肿瘤发生和发展的多个方面包括血管生成、转移和生

存等起着重要作用［１４］。ＣＸＣＲ４的高表达原发性肿瘤
比ＣＸＣＲ４低表达的原发性肿瘤表现较高的增殖和转
移能力［１５］。Ｓｅｈｇａｌ等［１６］的研究结果显示胶质母细胞

瘤表达高 ＣＸＣＲ４，而经过 ＣＸＣＲ４特异性抗体治疗后，

·５７４·
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胶质母细胞瘤的细胞增殖显著降低。在大肠癌组织

中，比相应的正常组织，ＣＸＣＬ１２显著下调和ＣＸＣＲ４是
显著上调［１７］。ＣＸＣＲ４的高表达可能加快肿瘤进展，并
被认为是胰腺癌、乳腺癌、黑色素瘤、结肠癌、卵巢癌和

胃癌患者生存预后不良的因素［１８１９］。然而，最近已经

报道，降低ＣＤ３４＋细胞ＣＸＣＲ４的表达可能会引发原发
性骨髓纤维化［１８］。Ｂｏｇａｎｉ等［２０］从原发性骨髓纤维化

患者的ＣＤ３４＋细胞发现ＣＸＣＲ４启动子的超甲基化，并
在用５ｄＡｚａＣ治疗的原发性骨髓纤维化患者细胞内发
现ＣＸＣＲ４蛋白的表达增加了３～１０倍。鉴于 ＣＸＣＲ４
受体介导的上述多种重要生物学功能，及在肿瘤发展

过程中的重要作用，ＣＸＣＲ４／ＳＤＦ１受体的抑制剂，在
将来有望成为艾滋病、癌症、炎症和关节炎等疾病的治

疗方法。

　　常用的病毒性载体包括慢病毒载体、逆转录病毒
载体、腺病毒载体、痘苗病毒载体和单纯疱疹病毒载体

等。慢病毒载体是以人类免疫缺陷１型病毒（ＨＩＶ１）
为基础发展起来的基因治疗载体。相较于其他病毒性

载体，慢病毒表达载体具有独特的优越性，其转染效率

高，可以有效转导分裂和非分裂细胞，慢病毒载体整合

进入宿主细胞基因组中，能稳定的表达转基因和维持

转基因的种系传递，并且转导的细胞能保留自我复制

和亚全能性的性能，因此被广泛应用于基因功能研究

和基因治疗领域［２１２２］。

　　鉴于 ＣＸＣＲ４基因在众多生理病理过程中的重要
作用，以及科研和临床都急需建立高效稳定安全的

ＣＸＣＲ４慢病毒载体。因此，我们探索了一种稳定的
ＣＸＣＲ４慢病毒基因表达载体的构建方法，并成功对其
进行了包装，而且鉴定结果也表明 ｐＧＣＦＵＣＸＣＲ４慢
病毒载体成功构建，为下一步针对ＣＸＣＲ４基因的体内
实验提供了可行性。
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