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人细胞色素P450 2A13与GFP融合基因共表达慢病毒载体 

的构建与表达 
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【摘 要 】目的：构建人细胞色素 P450 2A13(CYP2A13)基因与绿色荧光蛋白(Green fluorescent protein，GFP)共表达的慢病毒载 

体，并转染肺腺癌A549细胞使之持续高表达CYP2A13基因。方法：采用基因重组技术，将 CYP2A13基因与 GFP连接，构建慢 

病毒载体。转染293T细胞，包装后产生病毒液，测定其滴度。包装后的病毒感染 A549细胞。激光共聚焦显微镜检测GFP— 

CYP2A13融合蛋白在 A549细胞 中的定位；Real—time PCR和 Western blot检测 A549细胞中 CYP2A13表达情况。结果：成功 

构建人细胞色素CYP2A13基因与GFP共表达的慢病毒载体，转染 293T细胞后，荧光显微镜下可见有大量的绿色荧光。激光共 

聚焦显微镜观察，感染后的A549细胞的胞核和胞浆中有绿色荧光，Real—time PCR和 Western blot检测到 A549细胞中 

CYP2A13的高表达。结论：成功构建了CYP2A13与GFP基因共表达的慢病毒表达载体，为研究CYP2A13基因与呼吸系统肿瘤 

的关系，提供了稳定的感染细胞的载体。 
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【Abstract]Objective To construct human cytochrome enzyme P450 2A13(CYP2A13)and green fluorescent protein(GFP)CO一 
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expressing lentiviral vector，and transfeet A549 lung cancer 

cells for highly expressing CYP2A13 gene continuously． 

Methods：Gene recombinant technology was employed to link 

CYP2A13 and GFP genes for constructing lentiviral vector．After 

transfecting 293T cells，virus was collected and the titer was 
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measured．The packed lentiviral vector was used to infect A549 cells．Then laser scanning confocal microscope(LSCM)were applied 

to detect the location of fusion protein GFP-CYP2A13，while real—time PCR and Western blot were applied to deteat and the expression 

of CYP2A13 in the infected A549 cells respectively．Results：A recombinant lentiviral vector co—expressing CYP2A13 and GFP gene 

was constructed successfully．After transfection，a large number of 293T cells with green fluorescence were observed under fluorescent 

microscope，and green fluorescence was seen in the nucleus and cytoplasm of A549 cells under KSCM．Real-time PCR and Western 

blot showed that CYP2A13 gene was highly expressed．Conclusion：Successful construction of human CYP2A13 and GFP co- 

expressing lentiviral vector provides a stable vector for further investigation of the relationship between CYP2A13 gene and respiratory 

tum ors． 
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细胞色素 P450 2A13(Cytochrome P450 2A13，CYP2A13) 

是 1种具有高效代谢活化功能的 CYP450酶 。主要在呼吸系 

统中表达『l_。可代谢活化多种致癌物质，如烟草中重要前致癌 

物 4一甲基亚 硝胺一1—3一吡 啶基 一1一丁酮 f4一(Methylni— 

trosamino)一1一(3一pyridy1)一1一butanone，NNK]，AFB1[3]，萘嗍以 

及 4一氨基联苯[51等，因此被认为与肺癌等呼吸系统肿瘤的发 

生有关[61。本实验构建了CYP2A13与绿色荧光蛋白 Green flu— 

orescent protein，GFP)共表达的慢病毒载体，将其感染肺腺癌 

A549细胞 ，并在其中稳定表达 ，为研究 CYP2A13基因与呼 

吸系统肿瘤的关系，提供稳定的感染细胞载体。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 质粒、菌株和细胞 质粒 pWPXL由瑞士 日内瓦大学 

T．Didier博士馈赠 ；肺癌细胞株 A549、人胚肾细胞系(293T) 

细胞系购自中科院生化细胞所。 

1．1．2 主要酶和试剂 限制性内切酶 Mlu I、EcoR I、 n 

I、BamH I和Xba I(Fermentas)；50bpLad der(康为世纪)； 

T4 DNA ligase(NEB)；SYBR PrimscripTM RT-PCR kit、Taq 

polymerase、Trizol(Takara)；dNTP(Promega)；Lipofeetamine 

2000(Invitrogen)；胎牛血清、胰酶(GIBCO)；胶回收试剂盒、 

质粒抽提试剂盒购 自Qiagen公司，BCA蛋白浓度定量检测 

试剂盒、Beta—actin一抗、羊抗鼠辣根过氧化物酶二抗 (碧云 

天)；CYP2A13一抗、羊抗兔辣根过氧化物酶Z．~(bio-world)。 

1．2 方法 

1．2．1 携带人CYP2A13基因慢病毒载体pWPXL的构建 

1．2．1．1 引物的设计与合成 针对人 CYP2A13的 mRNA序 

列 (NCBI GenBank，基因号 ：NM
_ 000766)，设计引物，并分 

别在每条引物上加入相应的酶切位点．提交序列由上海生工 

生物技术公司合成，引物序列如表 1。 

1．2．1．2 携带人CYP2A13基因慢病毒载体pWPXL的构建 

取 100 mg的人鼻黏膜组织，按照Trizol说明书抽提总 RNA。 

利用引物 1(CYP—F1、CYP—F1)建立PCR反应体系。用于 

CYP2A13的开放阅读框架的扩增得到 CDS区．用 PCR产物 

纯化试剂盒 回收 PCR产物 。得到 目的基 因 1：利用引物 2 

(CYP—F2、CYP—F2)建立 PCR反应体系进行扩增 ，回收 PCR 

产物将其插入pEGFP—N1载体，构建CYP-GFP融合质粒，然 

后利用 CYP-F1及 RFP-R扩增 ，将 CYP-GFP融合蛋白DNA 

序列插入病毒载体 ，得到 目的基因 2。将得到的目的基因经 

BamH I和Xba I双酶切，通过T4 DNA连接酶连接到慢病 

毒载体 pWPXL上。因此，我们可以得到4组慢病毒载体．分 

别为空载体pWPXL—Control、携带 CYP2A13基因的慢病毒 

载体pWPXL—CYP2A13、携带 GFP的慢病毒载体 pWPXL— 

GFP以及携带CYP2AI3基因及GFP的慢病毒载体pWPXL— 

CYP2A13一GFP(~I物序列如表 1)。 

表 1 引物序列 

1．2．2 慢病毒载体的包装 

1．2．2．1 3质粒共转染 293 T细胞 取对数生长期的 293 T 

细胞于转染前 1 d接种于培养板，培养 24 h使其细胞密度 

达到70％～80％。次日。取 1管向其中加入所制备的各种DNA 

溶液 Transfer vector(pWPXL)，Packaging plasmid(pA2)，En- 

velope plasmid(pMDG2)]，加适量 DMEM混匀 ；将 Lipofee— 

tamine2000加入另一管中，加适量DMEM；静置 5 min，将2 

管混合，室温放置2O～25 min。将质粒及Lipofoctamine2000混 

合液滴入培养 293 T细胞的培养基中。48 h后 ．用荧光显微 

镜观察 GFP的表达情况并收集转染后的培养基，室温下． 

3 000 r／min离心5 min，用0．45 m的过滤器过滤收获病毒 

液，病毒液可直接用于感染或一8O℃保存。 

1．2．2．2 病毒滴度测定 第 l天，将 293 T细胞接种到6孔 

板内。次日，消化 1孔细胞计算细胞数目，其余孔加入聚凝胺 

(Polybrene)，30 min后，加入病毒(病毒量按梯度加入，10、50、 








