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人 CTLA4Ig和 EGFP双基因共表达逆转录病毒载体构建及鉴定

贺伟峰 ,吴　军 ,易绍萱 ,罗高兴 ,陈希炜 ,郑峻松 ,马　兵 ,雷　晓　　(第三军医大学附属西南医院全军烧伤研究所 , 重
庆 400038)

　　提　要:目的　构建并鉴定人 CTLA4Ig和增强型绿色荧光蛋白(EGFP)双基因共表达逆转录病毒载体。方法　利用基因重组技
术将 IRES序列与CTLA4Ig和 EGFP基因构建到逆转录病毒载体中 ,脂质体法将重组质粒 pCTLA4Ig-IRES2-EGFP转染 PA317 细胞 , 在

G418 选择压力下 ,通过流式细胞检测筛选得到高效共表达 CTLA4Ig 和 EGFP 并能产生高滴度重组逆转录病毒的 PA317 细胞克隆 ,
MTT法测定 CTLA4Ig生物学活性。结果　成功构建出含 IRES 序列的 CTLA4Ig和 EGFP 双基因共表达逆转录病毒载体 ,生物学活性

测定表明 CTLA4Ig生物学活性没有受到影响。结论　IRES 序列调控 CTLA4Ig 与 EGFP双基因在细胞中同时独立表达。
　　关键词:CTLA4Ig;EGFP;IRES2;逆转录病毒;双基因共表达

　　中图法分类号:R373;R394.2　　　 文献标识码:A

Construction and identification of dicistronic retrovirus expression vector to coexpress

human CTLA4Ig and EGFP genes
HE Wei-Feng , WU Jun , YI Shao-xuan , LUO Gao-xing , CHEN Xi-wei , ZHENG Jun-song , MA Bing , LEI Xiao(Institute of Burn Research , Southwest
Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstracts:Objective 　To construct a dicistronic retrovirus expression vector to coexpress both human CTLA4Ig and EGFP genes.
Methods　Internal ribosomal entry site(IRES)sequence , CTLA4Ig and EGFP cDNA were recombined with retroviral vector pLXSN with gene re-

combination technique.The recombinant plasmid was transferred into retrovirus packaging cell line PA317 by using lipofectamine.The resistant
clones were selected by G418 , and then the clones coexpressing CTLA4Ig and EGFP genes were screened with FACS.The biological activities of CT-

LA4Ig in the culture were determined with MTT assay.Results　The Mo-MuLV-based retrovirus vector with EGFP and CTLA4Ig gene was success-
fully constructed by two-gene recombination.CTLA4Ig in the culture remained the intact biological activities.Conclusion　CTLA4Ig and EGFP

genes are simultaneously and individually expressed in PA317 cell line by the regulation of IRES sequence.
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　　CTLA4基因是 1987年 Brunet等从小鼠细胞毒性 T

细胞(CD8+T)功能相关基因的 cDNA差示文库(Sub-
tracted library)中分离到的第四个特异性基因 。可溶性

CTLA4Ig 是人 CTLA4分子胞外区(Extracellular domain )
与人免疫球蛋白 γ1 绞链区 、CH2 、CH3区组成的融合
蛋白 ,与B7有高度的亲和力 ,可以竞争性地阻断B7与

CD28结合[ 1 ,2] 。EGFP 受紫外线激发后即可发出明亮
的绿色荧光 ,可在荧光显微镜下直接观察到 。因而 ,
EGFP常被作为报告分子用于检测细胞中目的蛋白的

表达和定位[ 3 , 4] 。IRES 元件能够启动真核细胞的多顺

反子转录单位的两个或多个蛋白的同时分别表达 ,而
且蛋白之间互不影响彼此功能

[ 5～ 7]
。为了获得带有

EGFP报告基因和人 CTLA4Ig基因的逆转录病毒载体 ,
我们通过两次基因重组将人 CTLA4Ig基因 、IRES元件
与 EGFP 基因一起构建到逆转录病毒载体中;通过脂
质体转染 ,将构建好的重组逆转录病毒质粒转染逆转
录病毒包装细胞系 PA317;在 G418选择压力下 ,通过
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流式细胞检测筛选得到高效共表达 CTLA4Ig 和 EGFP

并能产生高滴度重组逆转录病毒的 PA317细胞克隆;
对其进行了安全性检测实验 、滴度检测试验 、共聚焦检
测等 。

1　材料和方法

1.1　质粒 、菌株和细胞
　　质粒 pUC19-CTLA4Ig由烧伤研究所易绍萱副研究员提供 ,
pIRES2-EGFP质粒购于美国 CLONTECH 公司 , pLXSN 质粒 、大

肠杆菌 JM109 、PA317 细胞株 、NIH 3T3 细胞株由烧伤研究所保

存。

1.2　酶和试剂
　　质粒提取试剂盒 、脂质体转染试剂盒 DOSPER、限制性内切

酶 Sal Ⅰ 、BamH Ⅰ 、Xho Ⅰ 、Hind Ⅲ 、Stu Ⅰ 购于 ROCHE 生物公

司 ,G418 购于 GIBCO公司 , PE 标记的鼠抗人 CTLA-4 单抗购于

Pharmingen 公司

1.3　pCTLA4Ig-IRES2-EGFP表达载体的构建
　　分别用 SalⅠ 和 HindI Ⅱ单酶切 pUC19-CTLA4Ig和 pIRES2-

EGFP质粒 , 0.8%琼脂糖凝胶电泳鉴定质粒被完全切开后 , PCR
片段回收试剂盒回收线性化 pUC19-CTLA4Ig和 pIRES2-EGFP 片

段 ,经 Klenow 酶将粘端填平后 , 再经 PCR片段回收试剂盒回收

填平后 pUC19-CTLA4Ig和 pIRES2-EGFP片段 ,经 BamHⅠ酶切后

产生一端是平端另一端是粘端的 CTLA4Ig cDNA 目的片段和
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pIRES2-EGFP 载体片段 , 琼脂糖凝胶电泳分别回收 1.2 kb CT-

LA4Ig片段和 5.4 kb pIRES2-EGFP 载体片段 , 以载体:插入片段
为1∶3 的摩尔比 ,按 DNA 快速连接质粒。 kit说明连接 ,即用 5

倍 DNA稀释缓冲液将片段和载 DNA 稀释至 10μl , 加入 2 倍连

接缓冲液 10μl ,混合后加入1 μl T4DNA 连接酶 , 室温连接 1 h ,

取 2μl连接产物转化大肠杆菌 JM109 , 挑选阳性转化菌落 , Xho

Ⅰ 、BamHⅠ酶切鉴定重组。

1.4　pLXSN-CTLA4Ig-IRES2-EGFP 逆转录病毒表达载
体的构建

　　分别提取酶切鉴定证实的 pCTLA4Ig-IRES2-EGFP表达质粒

和 pLXSN 表达载体质粒 DNA , 经 Xho Ⅰ 、StuⅠ 双酶切后 , 琼脂
糖凝胶电泳分别回收 3.6 kb 含 CTLA4Ig 和 EGFP的基因片段和

5.7 kb pLXSN载体片段 , 以载体∶插入片段 为 1∶3 的摩尔比 , 按
DNA快速连接试剂盒说明连接 ,转化冷冻保存的 JM109 感受态

菌 ,挑选阳性转化克隆 , 扩增 ,提取质粒 , XhoⅠ 、StuⅠ 双酶切鉴
定重组子。

1.5　包装细胞转染及 PA317细胞克隆的筛选

　　采用脂质体介导的基因转移方法将含人全长 pLXSN-CT-
LA4Ig-IRES2-EGFP的重组逆转录病毒载体转染 PA317包装细胞,

用含 500μg/ml G418的选择培养基筛选 ,通过克隆环分别挑取单
个抗性克隆 ,扩增后取部分细胞经 PE 标记的鼠抗人 CTLA4Ig 抗

体作常规荧光免疫染色 ,流式细胞挑选出 EGFP和 CTLA4Ig 共强

表达的 PA317细胞克隆, 收集上清进行病毒滴度测定。

1.6　病毒滴度测定
　　将对数生长期 NIH3T3 细胞接种于 6 孔板中(1×105/孔),
每孔加不同浓度的病毒上清及终浓度为 8μg/ml Polybrene培养

12 h ,按 1∶10 传代培养 48 h , 筛选 2 周 , 克隆形成后甲醇固定 ,
Giemsa染色 , 计数克隆 ,计算病毒滴度。

1.7　转染细胞上清 CTLA4Ig 的生物学活性测定

　　CTLA4Ig在人混合淋巴细胞反应中的作用:将两个不同供
者的外周血单个核细胞按每孔各 1×105 接种至 96 孔板中 , 每

孔分别加入经亲和层析柱纯化后获得的 CTLA4Ig 基因转染

PA317细胞培养上清液 30 μl、60 μl , 37 ℃、5% CO2培养 6 d 后 ,

每孔加入5 mg/ml的MTT 10μl , 继续培养4 h ,然后离心 , 甩去上
清 ,加入溶解液(100% DMSO), 150 μl/孔 , 轻轻震荡 , 待 MTT 结

晶完全溶解 , 10 min 后 , 用 DG-3 022 型酶联免疫检测仪于 570

nm 处 , 测 A 值并记录结果 , 结果以 3孔均值表示。

1.8　病毒安全性检测
　　NIH3T3 细胞转染病毒 72 h 后 , 换无血清的 DMEM 培养液

继续培养 48～ 72 h收集上清 , 1 000 r/ min 离心10 min , 取上清再

进行病毒滴度的测定以观察是否有野生型的病毒生成。

2　结果

2.1 　pCTLA4Ig-IRES2-EGFP 质粒构建及 pLXSN-CT-
LA4Ig-IRES2-EGFP 逆转录病毒表达载体的构建

　　pCTLA4Ig-IRES2-EGFP 重组载体经 BamHⅠ 和 XhoⅠ 双酶
切 , 1.2%凝胶电泳 , 紫外透射反射检测仪上观察可见一条 1.2

kb 目的片段和 5.3 kb 载体片段 , 见图 1 , 与预期的结果相符 , 表
明 CTLA4Ig 已被成功的插入到 pIRES2-EGFP 中。 pLXSN-CT-

LA4Ig-IRES2-EGFP重组载体进经 XhoⅠ 、StuⅠ双酶切 , 1.2%凝

胶电泳 ,紫外透射反射检测仪上观察可见一条 3.6 kb 的目的片
段和 5.7 kb 的载体片段见图 1 , 与预期的结果相符 , 表明 CT-

LA4Ig已被成功地插入到 pIRES2-EGFP中。

1:pLXSN-CTLA4Ig-IRES2、EGFP(Xho Ⅰ , Stu Ⅰ);2:pIRES2-EGFP(Xho

Ⅰ , Stu Ⅰ);3:pLXSN(Xho Ⅰ , Stu Ⅰ);4:PCTLA4Ig-IRES2-EFP(Hind

Ⅲ , BamHⅠ);5:pIRES2-EGFP(BamHⅠ);6:pUC19-CTLA4Ig(Xho Ⅰ ,

Hind Ⅲ)

图 1　pCTLA4Ig-IRES2-EGFP 及 pLXSN-CTLA4Ig-IRES2-EGFP

质粒构建及酶切鉴定

Fig 1　Construction and identification of pCTLA4Ig-IRES2-EGFP

and pLXSN-CTLA4Ig-IRES2-EGFP plasmids

2.2　强表达CTLA4Ig和 EGFP 的PA317细胞克隆的筛

选及病毒滴度的测定
　　根据不同 PA317 克隆的 PE 标记抗 CTLA4 与 EGFP 的双色

流式细胞图 ,我们选择 6 个 EGFP 和 CTLA4Ig 均强表达的细胞

克隆(clone1、colne 10 、clone11、clone13、clon14、clone15)进行大规
模扩增 ,并测定滴度 , 它们的滴度都在 106pfu/ml之上。

2.3　共聚焦检测 PA317细胞克隆中 CTLA4Ig 和 EGFP

的表达及细胞定位
　　共聚焦显微镜下观察在绿色荧光激发通道 EGFP受激发 ,
细胞发出明亮的绿色荧光;在红色荧光激发通道 , 抗人 CTLA4

抗体的 PE 标记受激发 , 细胞发出明亮的红色荧光。共聚焦分
析可见 , 绿色荧光与红色荧光的强弱分布位置基本一致 , 且都

分布在胞质中 ,见图 2。

图 2　激光共聚焦观察 EGFP(绿色荧光)和 CTLA4Ig　　

(红色荧光)的表达(×250)

Fig 2　Laser-scanning confocal microscopic observation of PA317 cells

coexpressing both human CTLA4Ig (Red fluorescence) and

EGFP(Green fluorescence)(×250)

2.4　Dot-ELISA检测上清中的 CTLA4Ig

　　以挑选出的 PA317 细胞克隆的无血清上清经 Protein A 亲

和层吸柱纯化浓缩后进行膜 ELISA检测 , 结果阳性。
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2.5　纯化 CTLA4Ig对 PBMC增殖活性的影响

　　在人-人外周血混合淋巴细胞反应体系中 , 分别加入 30 μl

和60μl Protein A 纯化的转染 CTLA4Ig 的 PA317 细胞上清 , Pro-
tein A 纯化空载体转染 PA317细胞上清作为阴性对照。结果表

明 ,加入 60 μl Protein A 纯化转染 PA317 细胞上清 ,能显著抑制
人外周血MLR ,抑制率为 92.74%;而加入30μl Protein A 纯化转

染 PA317细胞上清 , 抑制率为 22.75%;同样体积的 Protein A 纯

化空载体转染 PA317 细胞上清 , 则无此作用 , 经单因素方差分

析 ,差异有显著性意义(P <0.05～ 0.01), 见图 3。

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs positive control

图 3　纯化 CTLA4Ig对人外周血 MLR的抑制作用

Fig 3　Inhibitory effect of CTLA4Ig in the supernatant of PA317 cell

culture on two-way mixed lymphocyte reaction

2.6　病毒安全性检测和感染病毒后 NIH3T3 细胞中

CTLA4Ig和 EGFP的表达
　　用感染逆转录病毒的NIH3T3细胞上清作病毒滴度分析,细胞

作免疫荧光检测,结果显示上清中没有感染性逆转录病毒产生。

3　讨论

　　1991 年 Linsley 等利用分子生物学的方法 ,将人
CTLA4的胞外区与人 IgG Cγ1的铰链区和恒定区CH2 、
CH3 cDNA 融合 ,构建了可溶性 CTLA4Ig 。CTLA4Ig 可
封闭APC 上的 B7 分子 ,从而阻断共刺激通路 ,调节 T

细胞活性 ,在混合淋巴细胞反应中能抑制淋巴细胞的
增殖 ,最大抑制率可达 90%以上 ,给小鼠注射 CTLA4Ig

可完全抑制它对颗粒性抗原和可溶性抗原的初次抗体

反应[ 9] 。由于 B7/CD28 辅助信号系统在免疫系统的
激活中起重要作用 , CTLA4 Ig主要在抗原启动 、活化 T

细胞阶段起作用 ,更重要的是 ,CTLA4Ig 通过抑制抗原
反应性细胞的克隆扩增而诱导免疫耐受

[ 10]
。但由于

B7分子是非特异性的共刺激信号 ,因此只有在封闭其
的同时与特异性的抗原共同作用于 T淋巴细胞才能诱
导出抗原特异性免疫耐受 ,而抗原递呈细胞则是联系
两者的桥梁。
　　本实验所用的逆转病毒表达载体 pLXSN 是大小

为5 864 bp含有多个克隆位点的通用逆转录病毒载

体 ,它来源于moloney小鼠白血病病毒(MoMLV),是 LN

载体的一种 ,由Miller等在逆转录病毒载体 N2基础上

构建的新一代载体 ,在结构上属 VIP(Vectors with inter-
nal promoter带有内部启动子载体)。pLXSN 不仅去除

了病毒的结构基因组 gag , pol , env ,而且将 gag 基因的

翻译起始密码子 ATG变成终止子TAG ,将 5端MoMLV

序列用相应的小鼠肉瘤病毒(MoMSV)序列所取代 ,进
一步减少了同源重组的概率 ,使逆转录病毒载体介导

的基因转移隐患大大降低 , 具有较高的安全性。
pLXSN经 PA317包装后可获得较高的病毒滴度 ,是其
它逆转录病毒载体的 10 ～ 15倍 。
　　IRES序列源自小 RNA病毒科 mRNA 5′端的一段
非翻译区 ,具有内核糖体进入位点的功能 ,其优点在于
将 IRES与多个非相关基因连接在一起 ,可同时转录成
一条单链mRNA ,但翻译又是各自独立的 ,这样就可保
证用 IRES序列连接的非相关基因各自独立的表达 。
　　报告基因发挥作用的前提是实现双基因的共同表
达。共表达策略主要有三:①应用两个独立的启动子;
②用目的基因和标记基因产物构建一个嵌合的双功能
蛋白质;③应用内部核糖体进入位点(IRES)序列。在
实践中 ,研究者们发现:应用双启动子存在启动子抑制

现象 ,不能保证两个基因同时表达 ;嵌合蛋白的效率
很高 ,但抗体工程的工作繁琐而复杂;目前最成功的手
段是应用 IRES 序列 。转录时 ,在上游启动子的控制
下 ,两个基因及 IRES 序列同时转录 成一条单链 mR-
NA。但是 ,两个基因的翻译是独立的 。目的基因多为
帽依赖型 ,而标记基因则 由 IRES控制 ,其可行性和高
效性在双基因逆转录病毒载体中的应用已获验证。
IRES的应用 , 使单个载体的参与避免了启动子抑制现
象 ,可同时保证多种蛋白质的合成 。
　　EGFP由 238个氨基酸组成的绿 色荧光蛋白 ,其
基因于 1992年首先从水母 Aequorea victoria 克隆出来。

多肽内部包括一个天然形成的生色团 ,后者包括的咪
唑环由 65位丝氨酸 ,66位酪氨酸和 67位甘氨酸残基

自动环化形 成 。EGFP的突变体较野生型自发荧光更
强 ,因而检测更为灵敏。
　　Ana Lim 利用 EGFP 基因研究了逆转录病毒载体

转移多种细胞系的情 况 ,如:K562 ,HeLa , J774A.1(小
鼠巨噬细胞系), TF-1(人骨髓 CD34髓系多能干祖细

胞系)。其构建的逆转录病毒载体中并不包含常规的
neo 基因 。因为EGFP的存在 , 借助流式细胞仪和自动
克隆系统 ,免却了 G418较长周期的筛选 ,使病毒的包
装更为简单和迅速。
　　在实验中 ,为了高效 、长期稳定的获得高滴度的逆
转录病毒 ,并且能够直观的观察目的基因的表达强弱 ,

我们将 EGFP 报告基因(EGFP)用 IRES 元件与基因相

连 ,再一起构建到逆转病毒表达载体 pLXSN中 。
　　我们先通过流式细胞检测 ,根据 EGFP 和 CTLA4Ig

双表达高效地筛选出 6个强表达的 PA317 细胞克隆 。
结果显示 ,表达 CTLA4Ig 的细胞不一定表达 EGFP ,但表
达EGFP 的细胞均表达CTLA4Ig ,而且EGFP 强表达的细

胞表达CTLA4Ig 也强 。再通过病毒滴度测定来筛选出
高滴度病毒 PA317细胞克隆(与 EGFP表达强度相关),
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分析该细胞克隆后 ,发现两种蛋白在细胞中同时表达 ,
表达分布基本一致 ,表达强度呈正相关 ,说明 EGFP 在

本实验中可作为目的蛋白表达强弱的标志。Dot-ELISA
实验和混合淋巴细胞增殖反应说明 CTLA4Ig 具有完全

的生物学活性 ,说明 CTLA4Ig 和 EGFP 是分开独立表达

的。当用该细胞克隆生产出来的病毒转染 3T3细胞时

仍发现两种蛋白在转染细胞中同时表达 ,且表达强度呈
正相关 ,这说明 EGFP 在本实验中可作为病毒转染效率

和被转染细胞中目的基因表达强度的标志。因此在实
验中可以利用 EGFP 来检测病毒包装细胞是否发生了

目的基因的丢失 ,并可用来检测病毒是否将目的基因转
入靶细胞和在靶细胞中表达的强弱。
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　　(上接 781页)
2.2　诊断
　　IC 的诊断 ,特别是早期诊断一直是个难点 , 目前认为必须

是典型临床症状 、膀胱镜检查和病理学检查三方面结合起来进
行。1987 年 Niaddkd 提出的 4 条诊断标准被广泛接受:①功能

性膀胱容量小于 350 ml;②麻醉下膀胱镜检查有 Hunner' s溃疡
或许多特征性血管球;③症状持续 1 年以上;④无感染或其它

已知的膀胱炎病因 , 无膀胱原位癌[ 1] 。我院 5 例均符合此标

准。Hunner' s溃疡为 IC 确诊指标之一 , 出现率不到 10%,膀胱

水压扩张后出现草莓状斑片出血 、裂隙及特征性血管球也曾被
认为是早期诊断指标 ,但近年有报道正常膀胱水压扩张后也会

有同样表现[ 4] 。光镜下膀胱平滑肌细胞内肥大细胞计数已被
认为无诊断意义 ,代之以逼尿肌细胞内肥大细胞数与粘膜内肥

大细胞数之比(>0.75 有诊断意义), 或电镜观察下激活的肥大

细胞占肥大细胞总数比率
[ 5]
。

2.3　治疗
　　由于 IC 的病因不明 , 因此无特异性治疗方法。抗组胺药 、
抗胆碱能药 、抗炎药 、镇静药 、麻醉药 、激素等多药物多方法联

合保守治疗可使 90%病例缓解症状 , 10%仍需外科治疗。常用
方法有:①膀胱水压扩张:既为诊断方法 , 同时也是一种治疗 ,

绝大部分可缓解症状 ,但缓解期短 , 复发率高 ,可能与膀胱壁内
神经轴突受损及再生有关。 ②口服药物:羟嗪 、阿米替林 、多虑

平等药 , 既可改善 IC 患者焦虑症状 , 也具有抑制神经末梢 、肥
大细胞释放神经肽及细胞因子的作用 , 改善局部症状 , 有效率

可达 30%～ 40%;木聚硫钠(Pentosan Polysulfate Sodium , 商品名
Elmiron), 具有弱的抗凝血和纤维蛋白溶解作用 , 对能降低膀胱

壁渗透性的膀胱表面粘蛋白有改变作用 , 治疗 IC 的有效率可

达50%以上[ 6] 。 ③膀胱灌注:二甲亚砜(DMSO)在木聚硫钠被

批准前是治疗 IC 首选药 , 具有消炎止痛 、松弛肌肉 、溶解胶原 、
抑制肥大细胞等药理作用 , 有效率为 50%～ 90%, 但停药后复

发率可达 35%～ 40%, 绝大部分复发者对 DMSO 再次治疗仍有

效。肝素可抑制纤维母细胞 、平滑肌细胞和血管内皮细胞增

生 ,有抗炎与粘膜保护作用 , 和氨基葡聚糖(GAG)一样有抗粘
附作用 ,与 DMSO合用可使复发率下降到 20%[ 7] 。近年有报道

认为卡介苗(BCG)膀胱灌注有效率可达 60%, 具体机制不祥。
我院 5例病人中曾有一例患者行 BCG 灌注 2次 , 因局部刺激症

状严重而停止。 ④症状严重且对保守治疗无效 , 或已发展成为
器质性小膀胱的患者 , 可采用经尿道溃疡部电灼术 、膀胱松解

术 、膀胱去神经术 、膀胱重建术等手术处理 , 但病例及术式的选
择一定要慎重。
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