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一种可药物筛选及体内检测的新型慢病毒基因治疗载体

的构建 
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1 厦门大学国家传染病诊断试剂与疫苗工程技术研究中心, 厦门 361005 
2 厦门大学生命科学学院, 厦门 361005 

摘  要: 为实现基因治疗过程中的有效药物筛选及体内检测, 首次利用核糖体内部进入位点(IRES)构建了同时携带 O6-

烷基鸟嘌呤-DNA 烷基转移酶(MGMT)的突变型 P140K 基因和荧光素酶(Luciferase)基因的慢病毒载体 pBobi-MIL。

RT-PCR、免疫荧光、药物筛选克隆形成及化学发光检测等实验结果表明感染重组慢病毒 L-MIL 的细胞能同时表达

MGMT 及 Luciferase。构建成功的新型慢病毒载体为今后的基因治疗奠定了基础, 也为慢病毒滴度的确定提供了一种新

的可能。 
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Abstract: Lentiviral vectors were powerful gene delivery tools for gene therapy. We developed a new lentiviral vector pBobi-MIL 
that constitutively expressed O6-methylguanine-DNAmethyltransferase (MGMT) and Luciferase, linked by the internal ribosomal 
entry site (IRES), to realize drug tolerance and real time monitoring in vivo. All results from RT-PCR, drug treating clones forming, 
immunofluorometric assay and chemiluminescence detection showed that cells infected by recombinant lentivirus L-MIL simultane-
ously expressed these two genes. This lays the foundation for the further research in gene therapy and can also help identify lentivirus 
titer. 
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随着 RNAi 等基因水平治疗技术的日益成熟, 基因治疗手段已被越来越多地应用于对各类疾病的
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治疗, 特别是针对诸如艾滋病与癌症等恶性疾病。

慢病毒治疗载体 pBobi 上的 U6 启动子可引导各种

RNAi相关序列, 从而达到不同的基因治疗目的。为

实现基因治疗过程中的有效药物筛选及体内实时检

测, 本实验首次利用脑心肌炎病毒(EMCV)的 IRES

在 pBobi 上的 mPGK 启动子后同时引入 P140K 及

Luciferase基因, 从而构建了一种新型的多表达慢病

毒载体 pBobi-MIL。 

1  材料与方法 

1.1  实验相关引物 
通过 oligo设计 P140K、MGMT及 IRES相关引

物(表 1), 并根据实验需要引入相关酶切位点及保护

碱基。 

 

表 1  PCR引物 
Table 1  PCR Primers 

Gene Primer Sequence Restriction Site 

PKf 5′-TTTTCTAGAGCCATGGACAAGGATTGTGAAATGAAAC-3′ Xba I 
P140K 

PKr 5′-TTTCTCGAGTTAGTTTCGGCCAGCAGGCG-3′ Xho I 

Lucf 5′-TTTGGATCCCCATGGAAGACGCCAAAA-3′ BamH I 
Luciferase 

Lucr 5′-TTTCTCGAGTTACACGGCGATCTTTCC-3′ Xho I 

IRf 5′-TTTAAGCTTCCAATTCCGCCCCTCPCR-3′ Hind III 
IRES 

IRr 5′-TTTGGATCCGCTTATCATCGTGTTTTTCAA-3′ BamH I 

G3f 5′-CACTGCCACCCAGAAGACTG-3′ − 
G3PDH 

G3r 5′-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3′ − 

 

图 1  pBobi-MIL 质粒构建流程图 
Fig. 1  Construction of pBobi-MIL 
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1.2  pBobi-MIL 载体的构建 
P140K相关 PCR产物以 Xba I/Xho I接入 pBobi

载体, 得到 pBobi-M;  Luciferase 相关 PCR 产物以

BamH I/Xho I 接入 pcDNA3.1+, 得到 pN31-Luc;  

IRES相关 PCR产物以 Hind III/BamH I接入 pN31- 

Luc, 得到 pN31-IL; 以 Sal I/Xho I酶切 pN31-IL, 得

到 IRES-Luc片段, 接入 Xho I单酶切的 pBobi-M, 鉴

定正反插, 正插克隆即为 pBobi-MIL载体(图 1)。 

1.3  慢病毒的制备与浓缩 
将慢病毒载体系统的 4 质粒 (pBobi-MIL、

pMDL、pRev、pVSVG)用磷酸钙沉淀的方法共转染

293FT 细胞。对照组以不含目的基因的载体 pBobi

替换 pBobi-MIL, 其余皆同。12 h后换液, 换液后 48 

h收集培养上清, 用 0.22 μm滤膜过滤后, 4℃ 25 000 

rpm 离心 90 min, 弃上清。用 1/50 体积的无血清

DMEM 4℃溶解过夜后分装后于−80℃保存, 所得浓

缩病毒分别命名为重组慢病毒 L-MIL及对照慢病毒

L-Mock。 

1.4  慢病毒的感染 
以 20 μL /孔将浓缩病毒加入 24孔板中的 293FT

细胞, 同时加入终浓度为 10 μg/mL的 polybrene, 600 

×g 离心感染 60 min, 培养 12 h 后换成正常培养基 

培养。 

1.5  慢病毒自我感染能力的检测 
收集病毒感染后 1 d 到 14 d 的细胞培养上清, 

用 HIV p24 ELISA检测试剂盒检测其 p24水平, 以

检验慢病毒的自我复制能力。 

1.6  RT-PCR 检测 
分别收集 L-MIL及 L-Mock感染后的 293FT细

胞 , 用 Trizol 法提取总 RNA ,加入无 RNase 的

DNaseⅠ消化质粒残余。将前述 P140K及 Luciferase

引物和内参 G3PDH 引物(表 1)按一定比例混合成反

转录和检测引物。用获得的 RNA 进行反转录, 取

2μL cDNA 产物为模板, 以检测引物进行 PCR 扩

增。扩增后产物用 2.0%的琼脂糖凝胶电泳进行检测。 

1.7  MGMT 表达相关的免疫荧光检测 
细胞感染病毒后 48 h, 经 4%多聚甲醛固定 , 

0.3%Triton X-100的 PBS通透及大鼠血清封闭后, 加

入 1: 100稀释的 Mouse anti-human MGMT(BD bio-

sciences),  4℃孵育过夜。 洗涤后加入 1: 100稀释

的 FITC Rat anti-mouse IgG1(Sigma),  4℃孵育  1 

h, 取 DAPI(Sigma)染核 10 min, 制片于正置荧光显

微镜下观察。 

1.8  MGMT相关的抗药性克隆形成能力检测 
细胞感染病毒后 16～24 h, 换用无血清 DMEM, 

并加入终浓度 100 μmol/L 的O6-苯甲基鸟嘌呤(BG); 

37 ℃孵育 2 h后, 再加入终浓度为 80 μmol/L的 1,3-

二(2-氯乙烷)-1-亚硝基脲(BCNU); 37 ℃孵育 1 h后, 

换用含 10 μmol/L BG的无血清 DMEM培养。37 ℃

培养 16 h后, 经上述药物处理的细胞以 100个细胞/

孔或 50 个细胞/孔的密度接种于 24 孔板, 在含 10 

μmol/L BG的完全培养基中培养 7 d后用结晶紫的方

法计算形成的细胞克隆数。 

1.9  荧光素酶表达的检测 
培养于 24 孔板的细胞感染病毒后 48 h, 用

Luciferase Activity检测试剂盒(Promega)进行样本处

理后, 放入Orion II Microplate Lumiometer(Berthold)

检测荧光素酶活性。 

1.10  不同剂量病毒感染与荧光素酶表达的对应

关系 
将同一批次的浓缩病毒 L-MIL(对照组使用

L-Mock)以 2 倍浓度逐级稀释(最高浓度 400 μL/孔), 

另一孔不加病毒, 共 10 个梯度。以此分别感染 24 孔

板中的 293FT细胞, 3 d后进行荧光素酶表达检测。 

2  结果 

2.1  pBobi-MIL 质粒的构建 
在 pBobi-MIL上, mPGK及 U6启动子及其引导

的序列皆位于慢病毒基因整合信号内。 其中 P140K

基因及 Luciferase基因通过 IRES前后相连, 共同由

mPGK启动子引导表达; 下游U6启动子则可引导接

入 MCS的各种治疗性 RNAi序列(图 2)。 

 

图 2  慢病毒载体 pBobi-MIL 表达框示意图 
Fig. 2  Schematic diagram of pBobi-MIL’s expression  

cassettes 
 

2.2  慢病毒安全性验证 
慢病毒在感染细胞后, 细胞上清的 p24 水平迅

速下降, 8 d以后就降到本底水平, 被感染细胞无明

显的 p24表达(图 3)。 
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图 3  慢病毒感染后细胞培养上清 p24变化 

Fig. 3  p24 levels in post-infected culture supernatant 
 

2.3  RT-PCR 检测结果 
PCR 扩增产物包含 3 种条带, 大小依次为 435 

bp、641 bp 及 1660 bp, 分别对应 G3PDH、P140K

和 Luciferase; L-Mock感染的细胞 PCR扩增产物只

有 G3PDH, L-MIL 感染的细胞则三者皆有, 后者存

在对 P140K及 Luciferase的特异性转录(图 4)。 

 
图 4  RT-PCR检测 MGMT及 Luciferase在感染病毒细

胞中的转录 
Fig. 4  Detection of MGMT and Luciferase transcription in 

infected cells by RT-PCR 
1: L-MIL; 2:L-Mock; M: marker(DL2000) 

2.4  病毒感染后细胞 MGMT 相关的免疫荧光 
通过荧光染料 DEPI 定位细胞核, 与对照组相

比 , L-MIL 感染后的细胞其核具有明显的特异性

FITC荧光。MGMT在细胞中特异性表达, 并由于其

核酸修复酶特性集中于细胞核内(图 5)。 

 
图 5  细胞感染病毒后免疫荧光检测 

Fig. 5  Immunofluorometric assay of infected cell 

 
2.5  病毒感染后抗药克隆形成 

BG/BCNU 联用药物筛选后, 感染 L-MIL 的细

胞能有效表达具抗药性的 P140K, 形成抗药性细胞

克隆, 而感对照组则无一细胞克隆形成(图 6)。 

2.6  病毒感染后细胞荧光素酶的活力检测 
随着病毒量的增加 ,  L - M I L 感染的细胞

Luciferase 活力也相应地增加。只有当病毒量过高, 

细胞状态受到影响,  Luciferase 活力才开始下滑; 

对照组在各个感染梯度均无明显的 Luciferase表达。 

 
图 6  BG/BCNU作用后的细胞克隆形成比较 

Fig. 6  Comparation of clones forming after BG/BCNU treatment 
A. results of crystal violet staining; B: comparation of clone numbers



260    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech               February 25, 2008  Vol.24  No.2 

  

Journals.im.ac.cn 

取梯度 1 至梯度 7 共 7 个滴度梯度, 对 L-MIL 病毒

感染的量与荧光素检测读值做线性回归分析 ,  线

性关系良好(R2=0.9957)(图 7)。 

 

图 7  梯度稀释病毒感染后细胞 Luciferase表达情况 
Fig. 7  Luciferase activity assay of cells infected by a series 

diluted lentiviral stocks 
 

3  讨论 

人获得性免疫缺陷病毒(HIV)来源的慢病毒载

体与其他病毒载体相比, 其优势主要在于: 一、能很

好地感染干细胞等非分裂期细胞; 二、感染细胞后

其整合信号内的目的基因序列将稳定地整合于宿主

的基因组上, 从而实现目的基因在宿主及其子代细

胞中的持续性表达。加上其能容纳大片断基因的特

点, 慢病毒已成为目前基因治疗载体的一个非常重

要的选择[1−4]。出于基因治疗的安全性考虑, 本实验

采用复制缺陷性慢病毒系统。p24检测结果表明, 包

装细胞生产的慢病毒感染细胞后, 宿主细胞不表达

病毒组装所必须的 p24蛋白, 无新病毒产生。 

在基因静默治疗中, 大量不含治疗性目的基因

的靶细胞将会严重影响最终的治疗效果, 甚至使治

疗失败。而缺乏有效的检测手段将无法对治疗效果

尤其是早期治疗效果做出正确的判断, 从而无法及

时做出相应的治疗方案调整, 极大地影响了治疗的

实际效果。本实验尝试改造慢病毒载体 pBobi, 希望

能通过引入合适的抗药物筛选基因及报告基因以解

决上述问题。 

核酸修复酶 MGMT 的突变型 P140K 具有超过

天然型MGMT500倍的抗BG抑制能力, 能有效地耐

受 BG/BCNU联用[5]。由于其药物筛选较为温和, 体

内筛选效果优于多药耐药基因、二氢叶酸还原酶等

方法, 已被普遍应用于基因治疗[6,7]。本实验希望通

过引入 P140K基因来解决基因治疗中的筛选问题。 

现有检测 MGMT 的手段操作复杂、灵敏度低, 

不适于准确的定量及体内检测。为此, 已有研究构

建了 P140K与绿色荧光蛋白(EGFP)联合表达的病毒

载体, 通过检测 EGFP来实现对MGMT的间接检测。

但研究表明 EGFP 在动物实验中经常会表现出不同程

度的毒性[8, 9]。且 EGFP所发出的荧光容易受到各种组

织遮挡, 在活体检测的情况下灵敏度很低, 实用性不

高。近几年, 由于检测灵敏度高并可定量, 荧光素酶

作为报告基因已得到了越来越广泛的应用[10,11]。其

与相应的荧光素作用所发出的荧光主要部分大于

600 nm, 能 很 好 透 过 组 织 块 及 生 物 体 被

IVIS(Xenogen)等特定的体内成像系统所捕获。由于

是自发荧光, 不存在由激发光产生的非特异背景荧

光, 适于体内的示踪检测[12,13]。本实验希望通过引入

Luciferase基因来解决基因治疗中的检测问题。 

目前, 采用 IRES串联基因是实现一个启动子同

时引导两个目的基因最常用的有效手段[14,15]。本研

究利用此法改造得到了慢病毒载体 pBobi-MIL, 其

中 P140K与 Luciferase基因通过 IRES前后连接, 由

mPGK 启动子同时引导表达。实验结果证实 ,  

P140K 及 Luciferase 基因在感染 L-MIL 的细胞内都

能被转录并表达。其中, 病毒感染细胞表达的 P140K

主要集中于细胞核, 能有效起到 BG 耐受的核酸修

复作用, 使细胞获得对 BG/BCNU联用的耐受能力。

而特异表达的 Luciferase 活性明显, 与相应的荧光

素作用后所产生的荧光与对照组有显著差异。 

综上所述, 我们成功地构建了多价慢病毒载体

pBobi-MIL, 其 mPGK 启动子能有效地同时引导

P140K及 Luciferase基因的表达, 其 U6启动子则可

根据不同的基因治疗需要接入相应的 RNAi 相关序

列。当其应用于特定的基因静默治疗时 , 就能用

BG/BCNU 联合给药进行体内药物筛选以富集含目

的基因的细胞, 并能通过对 Luciferase 的检测有效

地实现对治疗全过程的体内外监控。 

另外 , 由于慢病毒感染细胞后并不形成空斑 , 

所以其滴度较难准确测定。梯度感染实验表明, 在

一定的滴度范围内, L-MIL 的感染量与细胞感染后

的 Luciferase 表达强度有正相关线性关系, 提示我

们在将来可以利用对 Luciferase 活力的检测来建立
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一种新的慢病毒滴度的测定方法。 
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盐湖生物资源的研发 
 

在我国大约有 1000多个盐湖, 面积约 4.1 万平方公里, 主要分布在我国西部和东北部。其中蕴藏着巨大的生物资
源如盐湖中的蓝藻、螺旋藻及其他微生物等，从中可索取人类所必需的蛋白质、食用色素、维生素和多种生物精细材

料如紫膜等。盐藻中的杜氏藻(Dunaliella sp.)是一类嗜盐或耐盐性真核藻类，体内含胡萝卜素达 8%～10%(干重)，36%
左右的甘油和 36%～40%蛋白质及脂肪酸、叶绿素和四烯酸等。到目前为止，它是唯一高耐盐的真核微生物，引起微
生物科学工作者的重视。耐高盐生物资源的微生物中主要有嗜盐菌、耐盐菌、嗜碱菌或嗜盐嗜碱菌等不同类型，它们

之中的一些特别引起了关注：(1) 它们为什么在高盐环境中能生存繁衍，并进行其生命活动，其进化和适应机制(分子
机制)待究！(2) 那些含有紫膜的嗜盐菌如盐生嗜盐杆菌等有其特殊功能和经济价值，紫膜所含的视觉物质如视紫红质
(rhodopsin)有其特殊功能和实用价值；再者，嗜盐菌尽管不含叶绿素，但有无叶绿素“光合细菌”之称；紫膜及视紫红
质的实用性和经济价值有待进一步研发。(3) 已发现淡水中的一些主要藻类在盐湖中均能找到它们。最重要的是在耐盐
绿藻中的杜氏藻和蓝藻中的螺旋藻，尽管它们是生活在淡水中的成员，但在盐湖中亦能找到它们的存在，有一定的抗

盐性和耐盐性，，它们又是如何适应这种盐生环境以生存和繁衍呢？有待做进一步探究。 
总之，盐湖中的生物多样性蕴藏着重要经济效益和巨大而特殊的基因资源，这正是我们探究的对象；盐湖中新物

种客观存在，有待去发现；开展盐湖生物基因工程研究是现代生物技术的关注点；探索盐湖微生物(含微藻)资源特别是
盐生嗜盐杆菌的视觉物质及其它等方面效能及应用价值很有潜力，并展现其开发前景。 

(柯 为) 


