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可经米非司酮诱导的真核表达载体的构建与鉴定
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［摘要］　目的：构建一种可经米非司酮诱导的真核表达载体，并用荧光素酶报告基因鉴定其调控作用。方法：利用分子生物

学技术，将萤火虫荧光素酶ＬＵＣ基因和启动子，以及米非司酮调控系统构建成单一的质粒载体ｐＤＣＲＵＬＵＣ，为减少两个转

录单元之间的潜在干扰，加入了１．２ｋｂ的绝缘子。通过ＰＣＲ扩增和限制性酶切及测序分析鉴定载体的正确性。利用Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂盒转染载体ｐＤＣＲＵＬＵＣ至体外培养的ＳＷ６２０细胞，将载体ｐＧＬ３Ｃｏｎｔｒｏｌ和ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ的转染分别设

为阳性和阴性对照组，各组均同时转染ｐＲＬＴＫ载体作为内参照。实验组细胞在不同浓度（０、１×１０－５、１×１０－６、１×１０－７、

１×１０－８、１×１０－９、１×１０－１０ｍｏｌ／Ｌ）的米非司酮培养液中孵育４８ｈ后，采用双荧光素酶报告基因测试系统检测荧光素酶相对活

性。复孔组则予去除培养液中的米非司酮并继续孵育４８ｈ后行荧光素酶相对活性检测。结果：ＰＣＲ和限制性酶切及测序均

证实了载体的正确性。加入诱导剂米非司酮后，荧光素酶的相对活性随着培养液中米非司酮的浓度增高而增加，当米非司酮

浓度达到１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ时，最高可以实现荧光素酶的５０余倍的表达，而去除诱导剂米非司酮后，几乎检测不到报告基因的表

达。结论：成功构建了新型的米非司酮诱导调控系统载体，可以在体外实现对目的基因表达的有效调控，为进一步的基因调

控研究和基因治疗奠定了基础。
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　　对目的基因进行有效调控，使其安全有效地表
达，一直是基因治疗的难点和热点问题。对目的基
因的表达时间和表达水平的精确调控，不仅能提高
基因治疗的安全性，而且能使基因表达控制在有效
作用浓度范围内，从而避免较大的全身毒性。于是
生物学家们开发出了多种新型的人工诱导表达系

统［１］，其中，米非司酮诱导调控系统是以人孕酮受体
的突变体为核心，以临床常用的小分子药物为诱导
剂，具有较多的优势，其应用日益广泛［２］。

　　本研究成功构建成了带有米非司酮诱导调控系
统的真核表达载体，并用荧光素酶报告基因，验证了
其体外的诱导调控表达效果。现将研究结果报告
如下。

１　材料和方法

１．１　细胞株和质粒　ＨＥＫ２９３细胞株购自加拿大

ＭｉｃｒｏｂｉｘＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司；ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＳＫ（－）、

ｐＣｌｏｎ９ＩＮＳｈＣＭＶ、质粒均为第二军医大学东方肝
胆外科医院病毒基因治疗实验室保存；萤火虫荧光
素酶质粒ｐＧＬ３Ｃｏｎｔｒｏｌ、ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ，海肾荧光素酶
质粒ｐＲＬＴＫ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；含有反式作用调
控因子和Ｇａｌ４杂合启动子两个组件的质粒ｐＲＳ由
西班牙Ｎａｖａｒｒａ大学医学院钱程教授惠赠。

１．２　试剂和仪器　各种限制性内切酶购自 Ｎｅｗ
ＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂ公司；诱导剂米非司酮购自Ｓｉｇｍａ
公司；ＤＮＡ连接试剂盒购自大连宝生物工程有限公
司；新生小牛血清购自Ｇｉｂｃｏ公司；双荧光素酶报告
基因测试系统购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；真核细胞转染试
剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 购自Ｉｎｖｅｔｒｏｇｅｎ 公司；ＬＢ
９５０６型Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ（ＢｅｒｔｈｏｌｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）ＰＣＲ
仪（德国ＢＩＯＭＥＴＲＡ公司）；Ｎａｐｃ０５４２０二氧化碳
孵箱（法国ＪＯＡＶＮ公司）；６孔板（丹麦 ＮＵＮＣ公
司）。

１．３　引物　ＰＣＲ引物设计采用 ＯＬＩＧＯ分析软件
在计算机上进行，引物由Ｉｎｖｅｔｒｏｇｅｎ公司合成。萤
火虫荧光素酶（ＬＵＣ）基因上游引物５′ＴＴＴＴＣＣ
ＧＴＣＡＴＣ ＧＴＣ ＴＴＴ ＣＣ３′，下游引物 ５′ＡＴＣ
ＣＡＴＣＴＴＧＣＴＣＣＡＡＣＡＣＣ３′。

１．４　载体构建流程　利用分子生物学技术，将

ＬＵＣ基因和启动子，以及米非司酮调控系统构建成
单一的质粒载体ｐＤＣＲＵＬＵＣ，为减少２个转录单

元之间的潜在干扰，加入了１．２ｋｂ的绝缘子。载体
构建流程如下：（１）ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ含有ＬＵＣ序列，Ｓｐｅ
Ⅰ和ＳａｌⅠ双酶切下ＬＵＣ基因片段，插入ｐＢＢＧＨ
ＩＮＳｈＣＭＶ的ＳｐｅⅠ和ＳａｌⅠ位点之间，构成ｐＢ
ＢＧＨＩＮＳｈＣＭＶＬＵＣ载体。（２）ｐＢＢＧＨＩＮＳｈＣ
ＭＶＬＵＣ用ＮｈｅⅠ和ＫｐｎⅠ切下的ＢＧＨＩＮＳｈＣ
ＭＶＬＵＣ片段，插入ｐＲＳ１７质粒予ＮｈｅⅠ和Ｋｐｎ
Ⅰ位点，重组质粒命名为ｐＲＳＲＵＬＵＣ。（３）ＮｏｔⅠ
单酶切下ｐＲＳＲＵＬＵＣ中的调控表达框和ＬＵＣ基
因表达框部分装入ｐＤＣ３１２载体的ＮｏｔⅠ位点中，构
建成ｐＤＣＲＵＬＵＣ。

１．５　载体鉴定　分别用内切酶ＮｏｔⅠ和ＫｐｎⅠ＋
ＫｐｎⅠ行酶切鉴定，用ＢＧＨＰｏｌｙＡ引物行ＰＣＲ鉴
定，ｐＤＣＲＵＬＵＣ测序鉴定由Ｉｎｖｅｔｒｏｇｅｎ公司完成。

１．６　报告载体瞬时转染　将生长状态良好的

ＳＷ６２０细胞以２×１０５／孔接种于６孔板中，待细胞
完全贴壁生长至６０％～８０％融合时进行质粒转染。
将载体ｐＧＬ３Ｃｏｎｔｒｏｌ和ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ的转染分别设
为阳性和阴性对照组，各组均同时转染ｐＲＬＴＫ载
体作为内参照。具体方法：在Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００的
介导下，按等摩尔浓度将ｐＧＬ３Ｃｏｎｔｒｏｌ、ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ
和 ｐＤＣＲＵＬＵＣ 与 内 参 质 粒 ｐＲＬＴＫ 共 转 染

ＳＷ６２０细胞，转染程序按Ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎａｍｉｎｅ２０００操作
说明书进行。质粒的用量为２μｇ／孔，内参照质粒用
量为０．１μｇ／孔，共转染后培养细胞２４ｈ，予６个处
理组内加入一定量的米非司酮，使培养液的药物浓
度分别达到０、１×１０－５、１×１０－６、１×１０－７、１×

１０－８、１×１０－９、１×１０－１０ｍｏｌ／Ｌ，继续孵育４８ｈ后行
荧光素酶检测，而所设复孔的第二批实验细胞则予
更换新的ＲＰＭＩ１６４０培养液后继续孵育４８ｈ后检
测荧光素酶活性。

１．７　双荧光素酶报告基因检测　采用双荧光素酶
报告基因检测试剂盒测定报告基因的表达水平。实
验步骤简述如下：弃去６孔细胞培养板中的培养液，
用ＰＢＳ洗涤细胞２次，向每一孔中加入５００μｌ的被
动裂解液在室温轻轻震荡１５ｍｉｎ后，收集细胞裂解
液。取２０μｌ的细胞裂解液至荧光测定管中，加入

１００μｌ萤火虫检测试剂Ⅱ （ＬＡＲⅡ），混匀后用用

Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ荧光计量仪测定ＬＵＣ的活性，最后加
入１００μｌ的Ｓｔｏｐ＆Ｇｌｏ试剂，同样检测海肾荧光素
酶的活性，每一裂解样品经３次检测后取其平均值，
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计算ＬＵＣ的表达值与内对照海肾荧光素酶表达值
的比值，并以每批中的阴性对照组为基数，计算其归
一的活性变化倍数。具体操作步骤参见Ｐｒｏｍｅｇａ公
司的双荧光素酶报告基因测试系统检测试剂盒说

明书。

１．８　统计学处理　所有数据用珚ｘ±ｓ表示，ＳＰＳＳ
１０．０软件包处理实验数据，行方差检验各组间差异，

Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　质粒测序鉴定　重组质粒的各元件如图１所
示，对质粒的主要元件，包括反式作用调控因子（ｒｅｇ
ｕｌａｔｏｒ）和Ｇａｌ４杂合启动子（Ｇａｌ４Ｅ１ｂ）、ＬＵＣ、绝缘子
（ＩＮＳ）、ｈＣＭＶ启动子，均送Ｉｎｖｅｔｒｏｇｅｎ公司完成测
序，结果证实与 ＧｅｎＢａｎｋ报道完全符合（测序图
略）。

图１　质粒ｐＤＣＲＵＬＵＣ构建主要流程图

Ｆｉｇ１　ＲｏｕｔｅｆｏｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｐＤＣＲＵＬＵＣｖｅｃｔｏｒ
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２．２　重组载体ｐＤＣＲＵＬＵＣ的酶切鉴定　重组质粒

ｐＤＣＲＵＬＵＣ予ＢｇｌⅡ酶切可得３６９７、３４４０、２８２４、

１１６１ｂｐ４个片段，其中３６９７ｂｐ、３４４０ｂｐ两个片段
重合，ＫｐｎⅠ酶切可得７５４５ｂｐ、３５７７ｂｐ片段，ＳｐｅⅠ
酶切可得１１１２２ｂｐ片段，凝胶电泳结果见图２，实验
结果与设计相符，证明载体构建正确。

图２　重组载体ｐＤＣＲＵＬＵＣ酶切鉴定图

Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＤＣＲＵＬＵＣｖｅｃｔｏｒ

ｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
１：ＥｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｗｉｔｈＢｇｌⅡ；２：ＥｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｗｉｔｈＫｐｎⅠ；３：

Ｄ１０００ｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；４：ＥｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｗｉｔｈＳｐｅⅠ

２．３　ＰＣＲ鉴定　用ＬＵＣ基因引物扩增鉴定重组质
粒ｐＤＣＲＵＬＵＣ，扩增后可得４１６ｂｐ的特异性条带，
与阳性对照一致，阴性对照无特异性条带，进一步证
实ＬＵＣ基因片段插入正确，凝胶电泳结果见图３。

图３　重组载体ｐＤＣＲＵＬＵＣＰＣＲ扩增鉴定

Ｆｉｇ３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＤＣＲＵＬＵＣ

ｖｅｃｔｏｒｂｙＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
１：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２：１ｋｂｍａｒｋｅｒ；３：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；４：ＰＣＲａｓｓａｙ

２．４　报告基因的表达　测定阳性和阴性对照及重
组质粒 ｐＤＣＲＵＬＵＣ 经米非司酮诱导后的各组

ＬＵＣ的表达值Ｆ，同时测定各组内对照海肾荧光素
酶表达值Ｒ，并计算ＦＲ比率，并以每批中的阴性

对照组为基数，计算其归一的活性变化倍数。结果
如图４所示。从图４可见，没有加入诱导剂米非司
酮时，质粒ｐＤＣＲＵＬＵＣ有少量的本底表达。加入
米非司酮时，萤火虫荧光素酶的相对活性（ＦＲ）在
一定范围内诱导剂的浓度增加而升高，存在明显的
剂量反应关系，当米非司酮浓度达到１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ
时，质粒的表达效能达到最大，萤火虫荧光素酶的相
对活性是其基础表达的约５０倍，此时继续增加米非
司酮浓度而ＦＲ值不再升高。经方差分析显示米
非司酮诱导后荧光素酶基因的表达与阴性对照组的

差异具有显著性（Ｐ＜０．０１）。第二批实验组（９６ｈ）
的结果显示，各剂量组的相对荧光素活性与阴性对
照组无显著差异（Ｐ＞０．０５），表明去除诱导剂后调
控系统关闭，荧光素酶基因的表达停止。

图４　米非司酮诱导重组质粒ｐＤＣＲＵＬＵＣ的表达

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＤＣＲＵＬＵＣ

ｖｅｃｔｏｒｉｎｄｕｃｅｄｂｙｍｉｆｅｐｒｉｓｔｏｎｅ
Ｐ＜０．０１ｖｓｐＧＬ３Ｂａｓｉｃｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　为了更好地研究基因的功能和更安全地进行基
因治疗，国内外学者对生物基因的调控作了大量的
研究，并开发出基因诱导表达调控系统，实现了准确
地控制基因定时定量的转录和表达。早期可诱导基
因表达系统有重金属离子、金属硫蛋白、异丙基硫

代βＤ半乳糖苷酶（ＩＴＰＧ）等，这些方案中存在基础
表达差、背景表达很高、诱导剂的毒性、具有多重效
应、诱导的效能不足等诸多缺点［３］。为了解决这些
问题，又构建出了多种新型的可诱导表达系统，提高
了对目标基因调控的特异性和安全性，米非司酮诱
导调控系统是目前比较成熟的诱导表达系统之一，
它以反式作用调控因子ＧＬＶＰ为核心，以小分子药
物米非司酮作诱导剂，通过诱导剂的加入的时间和
剂量，实现对目的基因的精确调控。

　　米非司酮诱导调控系统是基于酵母中 Ｇａｌ４
ＵＡＳ系统调节半乳糖代谢相关基因的表达的原理，
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于１９９４年由 Ｗａｎｇ等
［４］最先构建成功。该调控系

统由反式作用调控区和目的基因区以及诱导剂米非

司酮３个部分组成（如图１所示）。反式作用调控区
包括任意启动子和嵌合式反式激活因子ＧＬＶＰ，其
中ＧＬＶＰ由酵母的半乳糖苷酶基因的转录激活因
子Ｇａｌ４的ＤＮＡ结合域（Ｇａｌ４ＤＢＤ）、单纯疱疹病毒
蛋白ＶＰ１６激活区（ＶＰ１６ＡＤ）和孕酮受体突变体改
良后的Ｃ末端配体结合区组成［５］。目的基因区是指

４个Ｇａｌ４上游激活序列串联体（ＵＡＳ）和最小启动
子调控下的目的基因，其中常用的最小启动子为腺
病毒Ｅ１ｂ基因中的ＴＡＴＡ盒或胸腺嘧啶脱氧核苷
激酶启动子ＴＫ，ＵＡＳ串联体由４个相同的１７ｂｐ
序列构成，每个序列都呈两侧对称，当其和一个

Ｇａｌ４二聚体结合，那么转录激活是低水平的，若４
个序列都和 Ｇａｌ４二聚体结合，则表达达到最高水
平，因而Ｇａｌ４上游激活序列的４个串联体可在这一
系统中提供最大的转录效能。调控系统中诱导剂米
非司酮是一种孕酮拮抗剂，是在受体水平抗孕激素
和糖皮质激素的一种人工合成类固醇［６］。米非司酮
进入组织细胞的能力较强，可以快速激活系统，并在
体内可以被较快地代谢，半衰期较短，该系统中作为
诱导剂所需的剂量（０．１～０．５ｍｇ／ｋｇ），远较其在医
疗中用做抗孕酮药物的剂量（１０ｍｇ／ｋｇ）低。即使
是调控系统达到最大效应时的剂量也远低于临床使

用剂量，对人体来说是十分安全的［７］。

　　米非司酮调控系统的核心部件是人孕酮受体突
变体，是将人野生型孕酮受体在８９１位点平头切断
而获得的，突变体比野生型受体少４２个氨基酸。由
于孕酮结合位点属于缺失的下游，米非司酮结合区
位于上游位置，失去了与孕酮及其他内源激素结合
的能力，但仍可与孕酮拮抗物米非司酮结合［５］。在
体内没有诱导剂分子的情况下，ＧＬＶＰ是单体形式，
没有活性；在有非内源性的药物米非司酮诱导下，调
控蛋白产生构象改变，从而使反式作用调控因子

ＧＬＶＰ发生构象变化形成有活性的二聚体，并与最
小启动子上游的ＵＡＳ四聚体结合，激活启动子从而
开启下游基因转录，而内源激素因无法与突变的配
体结合区结合而不能开启转录［８］。

　　Ｐｒｏｍｅｇａ公司的双荧光素酶报告基因测试系统
是一种给合实验萤火虫荧光素酶报告基因与内对照

海肾荧光素酶报告基因检测的双报告基因技术，试
剂盒提供的被动裂解液，可快速、高效地将培养在多
孔板中的细胞裂解并定量溶解２种荧光素酶，在同
一管内即可完成操作，检测快速、简便［９］。内对照海
肾荧光素酶的共转染使可使实验值正态化，可以把

培养细胞的数目和活力的差别、细胞转染和裂解效
率的不同等这些可能削弱实验准确性的内在因素降

到最小，还可以通过计算各批次荧光素酶的归一活
性倍数，消除各批次检测所致的误差［１０］。

　　本研究以萤火虫荧光素酶作报告基因，用ＤＬＲ
检测系统证实了这一诱导调控系统的诸多优势：（１）
系统本底表达低，在没有诱导剂米非司酮时，调控系
统只有极少量的ＬＵＣ基因表达。（２）系统安全性
好，系统表达的调控蛋白和调控系统达到最大效应
时的米非司酮用量对机体无明显毒性，在体外未发
现导致实验细胞的死亡。（３）诱导效率高，调控系统
激活后，最大效应时可达到基础表达的约５０倍。
（４）良好的剂量相关性，调控系统中目的基因的表达
在一定范围内与诱导剂的浓度成正相关。（５）系统
具有可逆性，去除诱导剂后，调控系统恢复至关闭状
态，基因的表达停止。

　　研究结果表明，本实验成功构建了米非司酮诱
导调控表达的真核载体，可以通过给予不同剂量的
米非司酮实现目的基因的不同水平的表达，具有本
底表达低、诱导效率高、毒性小等诸多优点，为基因
调控研究和基因治疗提供了一个良好的工具。
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