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四环素调控表达系统调节 E G F P 和 H B V

前核心蛋白在哺乳动物细胞中表达
关
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摘要 构建新型 四环 素调控 的增强绿色荧光蛋 白( E G F P )基因和 乙肝病毒 ( H B V )前核心 蛋 白基因

的表达载体
,

利用脂质体转染哺乳动物细 胞
.

流式细 胞术检测结果说 明
:

应用此系统四环 素可使

E G F P 在 CH O 细胞 中的表达提高 1 8 倍
,

在 S SM C
一

7 7 21 细 胞与 H E K 2 9 3 细胞 中的表达分别提 高 5

倍和接近 2 倍
.

并且
,

四环 素可有效地诱导 H B V 的前核心蛋 白基因在肝癌细胞系 中的表达
.

关键词 墓因治疗 四环素诱导表达系统 增强绿色荧光蛋白 乙肝病毒 反式显性负调蛋白

基因治疗研究和应用过程中会遇到选择合适的

基因导入系统
、

基因表达的可调控
、

缺少可治疗 的

基因等多方面的问题
.

而对 目的治疗基 因在细胞 中

精确的调控表达一直是基因治疗研究中的关键性难

题
.

四环素诱导表达系统即 et t
一

of f 和 et t
一 。 n
是 目前

应用最广
,

也是惟一已用于转基 因动物的一类可调

控系统 〔̀ 一 4〕
.

但它 同时存在潜在的多性效应
、

融合

病毒蛋白对细胞的毒性和构建的启动子产生较高的

基础表达水平等缺陷
.

对此
,

新型四环素调控表达

系统 (商业名
,

T
一

R E x s ys et m )的构建
,

在很大程度

上进行了改进
,

使表达调控更加高效
、

严谨
.

本文

采用此系统及流式细胞术的方法
,

定量分析了增强

绿色荧光蛋白 ( E G F P )在 不同类型 的细胞中的调控

表达水平 ; 并对四环素调节的人乙肝病毒 ( H B v )反

式显性负调蛋 白 ( t ar n : 一

d o m i n a n t n e g a t i v e )

—
核心

蛋白在肝癌细胞系中进行了阻遏
一

诱导表达的研究
.

表达载体 p C D N 3A
一

et tR 和对照质粒 p
cD N A 3 为哈

佛大学 医学院赠送 ; 含有乙肝病毒全长基因组的质

粒 T o P O
一

BH v ` ) 为本所高光 侠 教授 构 建并馈赠 ;

p c M v E G F P 质粒购 自 cl on et hc 公司
.

用于扩增编码

H B V 前核心 蛋白基因的 D N A 片段的引物顺序为
:

5
’
T T G G A T C C A T G C AA C T T T T T C A C C T C T

一

3
’

(其 中 划 线 部 分 为 引 入 的 B a m H I 切 点 ) 和

5
’ 一

T T T G C G G C C G C T A A C A T T G A G G T T C C C G
一

3
’

(其中划线部分为引入的 No lt 切点 )
.

中国仓 鼠卵

巢细胞系 CH O
一

K l 和人胚胎肾细胞 H E K 2 93 购 自协

和医科大学 细胞库
,

人肝癌 细胞系 S s M C
一

7 7 21 来

自中国科学院上海细胞生物学研究所细胞库
.

1 材料与方法

1
.

2 细胞培养

人肝癌细胞系 S S M C
一

7 7 21 培养于含有 10 % 胎

牛血清的 1 640 培 养基 中 ; C H O
一

K l 细胞在 含 有

10 % 胎牛血清的 1F 2 培养基中生长 ; H E K 2 93 细胞

培养于含有 10 % 胎牛血清的 D M E M 培养基中
.

1
.

1 质粒
、

细胞和引物设计

p CM V t e tO E G F 质粒
、

四环素阻遏蛋 白( t e t R )

1
.

3 瞬间转染分析

使用 iQ ag en 质粒纯化试剂盒 (德国 )大量制备高

20 0 2
一

0 4
一

2 9 收稿
,

2 0 0 2
一

0 6
一

1 3 收修改稿
,
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纯度质粒
.

上面所述的几种细胞分别传代于 6 孔细

胞板中
,

每孔为 ( 1 一 2 ) X 1 0 5
个

.

将质粒 p e M v t e -

tO E G F P 或 p CM v t e t o p r e e o r e
与 p
印 N A 3

一
t e t R 或对

照质粒 p
cD N A 3 由阳离子脂质体 iL pof ec t A M IN E 介

导共转染细胞 (转染方法 依照美 国 iG b co B R L 公司

产品说明书进行 )
.

…嗽篡赢…一
” ku

1
.

4 稳定细胞系 et t -R 7 7 21 的筛选

首先对质粒 p C D N A 3
一

et t R 酶切 线性化
,

转染

S SM C
一

7 7 21 细胞系
.

48 h 后按 1 : 15 的比例传代
,

用

含 4G 1 8 ( 4 0 0 拼g /m )L 的选择培养基进行培养
,

10 一

1 5 d 后挑取克隆扩大培养
.

用质粒 p C M V t e t o p r e e o r e

瞬间转染并用酶联免疫吸附分析 ( E IL SA )的方法鉴

定阳性细胞系
.

图 1 H B v 前核心蛋白在 SS M .C 7 721 细胞中

表达的 W
e s t e r n b lo t 分析

1
.

细胞抽提液不加一抗的对照
; 2

.

加一抗的反应

1
.

5 流式细胞术测定 ( F A C )S

细胞生长 于 6 孔培养板
,

脂质体法转染 质粒

D N A
.

4 8 h 后
,

胰酶 消化 细胞
,

用 P B S 洗细 胞 3

次
,

直接上 B ec t on
一

iD ck i n so n
公司的流式细胞仪进

行分析
.

1
.

6 免疫印迹分析

基因转染 48 h 后 收集细胞
,

抽提 细胞内总蛋

白
,

经聚丙烯酞胺凝胶电泳 ( 12 % )后 电转移至硝酸

纤维素膜
.

封 闭后
,

加抗 H B V 核心抗原的 鼠抗体

(由南京医科大学黄祖瑚教授赠送 )
,

孵 育后 洗涤
,

加入辣根过氧化物酶标记的羊抗小 鼠的二抗孵育
,

再洗涤
.

加入显色底物
,

X 射线曝光
.

2 结果

2
.

1 可诱导的表达载体的构建和在真核细胞中的

表达

将 p CM V E G FP 质 粒 的 E G F P 基 因 克 隆 到

p CM V t e t O E G F 质粒中
,

由 l i p o f e e t A M I N E 介 导在

真核细胞中瞬间表达
,

荧光显微镜下观察
.

与对照

质粒相 比
,

转染 p C M V t et O E G F P 质粒 的细胞呈现

特征性绿色荧光 (图版 I )
.

同样按照上述设计的引物

采用 P C R 定向克隆的方法将 H B V 前核心蛋白基 因

克隆至此四环素调控的载体中
,

免疫印迹检测其在

肝癌细胞中的表达
.

如图所示其分子质量约为 22 k u

(图 1)
,

与文献报道一致 5[]
.

2
.

2 E G F P 基因在诱导和阻遏条件下的表达

为了研究新型四环素调控表达载体在哺乳动物

细胞中调节外源基因的表达情况
,

选择了 3 种细胞

系
:

CH O
一

K l
,

S SM C
一

7 7 2 1和 H E K 2 9 3
.

并采用 3 种

条件共转染
:

( 1 ) 0
.

5 肛g 的 p C M V t e t O E G F p 和 2 拼g

pCD N 3A
; ( 2 ) 0

.

5 拌g 的 p C M V t e tO E G F p 和 2 拼g

pCD N 3A
一
t e t R ; ( 3 ) 0

.

5 拼g 的 p C M V t e tO E G F p 和

2 拼9 p e D N幻
t e t R

,

且在培养基中加 1 拼g / m L 的四环

素
,

转染后培养四环素浓度为 5 昭 /m L
.

培养 48 h

后经胰酶消化细胞进行流式细胞术分析
.

以不转质

粒的同种细胞作为空白 (图 2( a) )
,

测定每组细胞的

平均荧光强 度 ( M F I )和转染效率 (图 2 ( b ) 一 ( d ) )
.

仅转染 p c M v et t 0 E G F P 和 p cD N 3A
,

转染效率为

73
.

73 %
,

平均 荧 光 强 度为 809
.

;5 当存 在 2 拼g

pCD N 3A
一

et t R 时
,

平均荧光强度降为 4 2
.

2
,

E G F P

的表达抑制接近 20 倍 (图 2( c ) )
.

当在培养基中加入

四环素 ( 5拜g /m L )时
,

由于四环素可使蛋 白 t et R 失

活
,

从而抵消了 et t R 的抑制功能
,

平均荧光强度又

变为 7 7 1
.

6
,

恢复了约 9 3% (图 2 ( d ) )
,

即在转染效

率相差不大的情况下
,

加入四环素可使表达提高 18

倍多
.

并且其他实验说明加入四环 素或质粒 p
CD

-

N 3A
一

et t R 对细胞群体荧光强度几乎未有影响
.

采用 同样的方法
,

对转染质粒的 7 7 21
~

S S M C 及

HE K2 9 3 细胞系也进行了 F A CS 分析
,

平均荧光强度

变化的结果见表 1
.

由表中可看出 E G F P 基因在两种

细胞中在四环素调控表达系统的影响下表达强度是不

同
,

与在 。玉〕细胞中亦不相 同
.

在 S s M G 7 721 细胞

与 H卫K2 93 细胞中
,

t e t R 可以分别产生 5
.

4 倍和 2 倍

的阻遏
,

当加入四环素后
,

这种阻遏功能可被有效地

抑制
,

分别产生大于 5 倍和 1
.

75 倍的诱导
,

平均荧光

强度恢复率分别为 93
.

1%和 83
.

8 %
.



自笼并乎忍展 第 12卷 第 1 , 期 2 0 02 年 ” , 月
1 2 1 1

3 2 0

葵
2 40

纂
界 16 0

40320240D160

撅龙纂寻

荧光强度 荧光强度

20叨60飞
一,山

.

.

象卞魏界

3 2 0

鬓
2叨

薪 16 0

荧光强度 荧光强度

图 2 E G FP 基因在 C H .O K I 细胞诱导和阻遏亲件下的表达

( a ) 不转质粒的细胞空白对照
; ( b ) 转染 0

.

5尸g 的 CP M V t e t O E G F p 和 2 拜即DC N 3A
;

( c ) 转染 0
.

5胖9 p e M v t e t o EG F P 和 2拜9 p
DC N 3A

一
t e t R ; ( d ) 转染 0

.

5 仁g 的 p C M Vt
e tO E G FP 和 2 拜9 pC M N 3A

t e tR

表 1 四环素调节 E G F P 基因在不同细胞中的表达

质粒 四环素
平均荧光强度

S SM C
一

7 7 2 1 H E K 2 9 3

P e M v t e t

咙G F p 与 p e D N鹉 一

P C M v t e t O EG F P 与 p C D N月
t e t R 一

P e M v t e t

OE G即与 p C I )N 3A
t e t R

1 5 5
.

7

2 8
.

8

1 4 5
.

5

8 3
.

5

4 0
.

0

7 0
.

0

筛选稳定表达 et tR 蛋白的 s S M -c 7 7 21 细胞系
,

用 E L I SA 方法鉴 定 为 阳性细 胞 系 的记 为 S SM C
-

7 7 2 1
一

et t R
.

此细胞系染色体整合了 t et R 基因
,

其单

独表达便可阻遏转染的外源前核心蛋白的表达
,

而

加入四环素
,

则使得抑制功能释放
,

结果如图 4
.

2
.

3 H B v 反式显性负调蛋白的瞬间调节表达和在

et t R 稳定表达细胞系的调节表达

乙肝病毒的前核 心蛋 白属 于反式 显性负调蛋

白
,

它在细胞中的表达可以抑制 乙肝病毒的复制
.

我们将此蛋 白的基 因克隆至新型四环素高效调控表

达载体中
,

在建立的中国人肝癌细胞系 s s M C
一

77 21

中进行瞬间共转染表达
.

从总细胞抽提液中取等量

的蛋白进行 W
e s t e r n b lo t 分析

,

结果见图 3
.

图 4 四环素对 H B v 前核心蛋白的诱导

胶弘JG 7 72 1
一
t e tR 细胞系经质粒转染后做 w es t

二 句。 t
分析

,

1
.

转

染 1 昭 的质粒 1￡M v t e t (为
~

e
,

不加四环素
; 2 转染 1 滩的质

粒丙M V t e t〔扣r eC o r e ,

后加 5阔 tnL 浓度的四环素培养基培养

图 3 w
e s t e r n b一o t 分析四环素调节 n B v 前核心蛋白表达

1
.

1 拌g 的 p C M v t e t o p r e co r e 和 3 拜9 p
CD N 3A 质粒共转染

;

2
.

1咫的 沐M V t e t〔扣
~

e 和 3咫沐。N 3A
一
t

etR 质粒共转染
;

3
.

1拜g 的 pC M v t e t o p r e e o r e 和 3 拜9 p e D N 3A
一

t e tR 共转染
,

后加浓度为 5拜g / m L 四环素培养基培养

3 讨论

新型四环素调控表达系统是在四环素诱导表达

系统 te t
一

on 和 te t
一

of f 的基础上
,

研究证明其单独使

用四环素阻遏蛋白 ( t et R )
,

而不是 四环素转录激活

蛋白 ( t T A )
,

便可作为有效 的反式调控蛋 白调节基

因在哺乳动物细胞的表达
,

而避免了 t T A 或反义四

环素激活子
r t T A 中含有的单纯疙疹病毒 V P 16 的转

录活化 区多肤对宿主细胞的毒性 〔“
,

7 〕
.
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本文采用流式细胞术方法
,

定量分析了报告基

因 E G F P 使用新型四环素调控表达系统在不同哺乳

动物细胞中的表达
.

相对于用其他报告基 因如虫荧

光素酶
、

表皮生长因子等方法的分析
,

此方法的最

大优点是更能反映细胞群体的表达情况
,

通过 比较

E G F P 的平均荧光强度值
,

可知道此表达系统在不

同细胞的表达效率
.

F A C S 分析 3 种细胞结果表明

此系统在 CH O 中效率最高
,

S SM C
一

77 21 为中度
,

而 H E K 2 93 最低
.

当进行调控分析时
,

加人与不加

入四环素
,

显示几种细胞 M FI 值的变化在 1
.

75 倍

与 2 0 倍之间
,

CH ( ) 细胞有很好的四环素调节的反

应性
,

S SM C
一

7 7 2 1 属于中度调节
,

而 H E K 2 9 3 则较

弱
.

后者也符合 oH w e
等 8j[ 的结果

,

即 H E K 2 93 细

胞在表达外源基因时不受四环素的紧密调节
.

持续性乙肝病毒感染经常导致慢性化
、

肝硬化

和肝细胞癌的发生
.

基于核酸水平的抗病毒肝炎基因

治疗具有很强的应用前景
.

目前此方面的研究主要包

括
:

反义 R N A 和反义 DN A
,

核酶
,

D N A 疫苗和反式

显性负调蛋白等等 0[]
,

基于设计和使用显性负调蛋白

能作用和破坏
“

野生型
”

对应物蛋白的功能是抗病毒

研究的一大策略
,

例如细胞过量表达 H l v 病毒 R e v

或 aT t 蛋 白的 突 变体
,

可 抑 制 野 生 型 H IV 的 复

制 [ “̀ 一川
.

大量研究表明人乙肝病毒前核心蛋白或其

突变体无论在细胞水平还是转基因动物实验上 〔’ 3
,

` 4〕

均可以抑制野生型病毒的复制
,

这种抗病毒效应主要

是由于它们的表达可以干扰核心抗原积聚形成
“

野生

型
”

的核衣壳
,

随之抑制了病毒前基因组 RN A 的入

壳和病毒 DN A 的合成
.

在此研究成果上
,

我们通过

定向 PC R 的方法将人乙肝病毒的前核心蛋白基因克

隆于新型四环素调控表达质粒中
,

构建了 p CM V t e tO
-

p

~
载体

,

在中国人肝癌细胞系 跳M G 7 7 21 中进

行了瞬间表达分析
,

并构建稳定表达 et 吸 的 SS M 〔)

77 21 细胞系
,

在此中完成调控表达分析
.

结果证明此

调控系统对 H卫V 前核心蛋白的表达有很好的控制性
.

比较 目前 已知的哺乳动物细胞调控表达系统
,

新型四环素调控表达系统可产生较高的诱导表达水

平和在阻遏条件下产生很低的基础表达水平
.

更重

要的是它避开使用可对宿主细胞基因产生特异的激

活作用的病毒反式激活蛋白
,

这对基 因治疗的应用

更有意义
.

我们用 E G F P 作为报告基 因
,

在多种细

胞中进行四环素的定量调控表达
,

结果说明此系统

调节高效
、

精确 ; 同时对构建的四环素可调节的乙

肝治疗 的 rP ce or e p or et in 基因在两种细胞系的表达

进行了研究
,

这为开展反式显性负调蛋 白的乙 型肝

炎基因治疗打下了很好的基础
.

致谢 感谢本所高光侠教授馈赠 T O P 0 1卫3V 质

粒 ; 流式细胞术测定是在北京大学医学部基础医学院

细胞分析室柳林与辛淑琴两位老师的帮助下完成的 ;

对我所廖福莲女士承担部分技术工作
,

一并感谢
.
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