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大鼠Ｎｏｇｏ受体基因ＲＮＡ干扰慢病毒载体的构建与鉴定
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（１．第二军医大学长征医院骨科，上海２００００３；２．第二军医大学基础部神经生物学教研室，上海２００４３３）

［摘要］　目的：构建大鼠Ｎｏｇｏ受体（Ｎｏｇｏｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＮｇＲ）基因ＲＮＡ干扰慢病毒表达载体，并观察其对２９３Ｔ细胞感染效率。

方法：应用基因工程技术，首先构建携带目的基因ｓｉＮｇＲ１９９的慢病毒穿梭质粒表达载体，然后使用慢病毒包装质粒混合物

和构建好的慢病毒穿梭质粒共转染２９３Ｔ细胞，转染４８ｈ后收集上清离心过滤后冰浴保存，最后进行病毒滴度测定，与标准病

毒液分别感染２９３Ｔ细胞，按 ＭＯＩ值分为５个梯度：１、３、５、１０、２０，以确定病毒滴度及适合感染的 ＭＯＩ值。其中采用ＰＣＲ方法

对重组载体进行鉴定，利用绿色荧光蛋白作为报告基因，对病毒滴度和感染效率进行检测。结果：酶切鉴定及ＰＣＲ结果与病

毒载体的预期结果一致，病毒滴度达１×１０８ｉｆｕ／ｍ１，适合感染的 ＭＯＩ值为３。结论：应用基因工程技术，成功构建了大鼠

ｓｉＮｇＲ１９９慢病毒表达载体，为应用于治疗脊髓损伤后轴突再生创造了条件。

［关键词］　慢病毒；Ｎｏｇｏ受体；ＲＮＡ干扰
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　　髓磷脂相关轴突生长抑制因子是引起脊髓损伤
后轴突再生失败的主要因素之一，髓磷脂中三种轴
突生长抑制性蛋白—ＮｏｇｏＡ、髓磷脂相关糖蛋白
（ｍｙｅｌｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＡＧ）和少突胶质
细胞髓磷脂糖蛋白（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｍｙｅｌｉｎｇｌｙｃｏｐ
ｒｏｔｅｉｎ，ＯＭｇｐ），均通过 Ｎｏｇｏ受体（Ｎｏｇｏｒｅｃｅｐｔｏｒ，

ＮｇＲ）及与其相连的受体复合物发挥作用，因此

ＮｇＲ可能是中枢神经系统髓磷脂中各种轴突生长
抑制性蛋白发挥作用的集中点［１］。ＲＮＡ干扰是由
双链ＲＮＡ介导的、在转录后 ｍＲＮＡ水平关闭相应
基因表达的过程。我们在前期实验中［２］，成功筛选
出两条抑制效率较高的小干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒ
ｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）系列，根据靶序列起始位置命名

为ｓｉＮｇＲ１９９和ｓｉＮｇＲ９６４，并于体外培养大鼠原代
皮质和海马细胞，应用阳离子脂质体转染试剂转染
针对２个基因片段（１９９和９６４位点）的大鼠ＮｇＲ特
异性ｓｉＲＮＡ，证实 ＮｇＲ特异性ｓｉＲＮＡ能够在原代
皮质和海马细胞下调靶基因ｍＲＮＡ的表达水平，同
时发现通过脂质体融合技术导入 ＮｇＲ特异性ｓｉＲ
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ＮＡ，转染效率低且作用时间短暂。为适合脊髓损伤
治疗的长期性需要，本次实验中我们选择能持续有
效地表达ｓｉＲＮＡ且能将该效应传给子代的慢病毒
作为导入ｓｉＮｇＲ１９９的载体，以期获得长期 ＮｇＲ沉
默效应。

１　材料和方法

１．１　质粒和细胞　慢病毒质粒ｐＲＮＡＴＵ６．２／

Ｌｅｎｔｉ（ＳＤ１２５９）购自 ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ公司，包装试剂盒

ｐＰＡＣＫＨ１ＬｅｎｔｉｖｅｃｔｏｒＰａｃｋａｇｉｎｇＫｉｔ（ＬＶ５００Ａ１）
购自ＳＢＩ公司；２９３Ｔ细胞由康成公司提供。

１．２　酶类及主要生化试剂　限制酶 ＢａｍＨⅠ
Ｄ１０１０Ａ、ＸｈｏⅠ Ｄ１０９４Ａ，连 接 酶 Ｔ４ Ｄ２０１１Ａ，

ＤＬ２０００Ｄ５０１Ａ，ＴａｑＤＤＲ００１Ａ均为ＴａＫａＲａ公司
产品；感受态 Ｔｏｐ１０（上海康成）；ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ），Ｔｒｙｐｓｉｎ０．２５％ （Ｇｉｂｃｏ）；实验用血清：Ｆｅｔａｌ
ＢｏｖｉｎｅＳｅｒｕｍ（Ｇｉｂｃｏ）；实验所用培养基：ＮＥＵＲＯ
ＢＡＳＡＬＤＭＥＭ （Ｇｉｂｃｏ）；转染用试剂：ＯｐｔｉＭＥＭ
（Ｇｉｂｃｏ），ＬｉｐｏｆｅｃｔｍａｉｎｅＴＭ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；Ｐｏｌｙ
ｂｒｅｎｅＲ○ （Ｓｉｇｍａ）；质粒抽提试剂盒及ＰＣＲ引物由上
海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．３　携带ｓｉＮｇＲ１９９的慢病毒穿梭质粒表达载体
的构建与鉴定

１．３．１　实验设计原理　根据前期实验中筛选的

ｓｉＮｇＲ１９９序列，设计合成两对单链寡核苷酸。每一正
向单链内，１９ｎｔ的寡核苷酸以正反向组合，中间添加

ｌｏｏｐ结构，使寡核苷酸可以形成发夹结构，每对寡核
苷酸两端分别带有酶切位点。ｓｉＮｇＲ１９９序列：ＣＣＧ
ＡＡＴＣＴＣＴＴＡＣＧＴＧＣＣＡ。正义链：５′ＧＡＴＣＣＣ
ＧＣＣＧＡＡ ＴＣＴＣＴＴ ＡＣＧ ＴＧＣＣＡＴ ＴＧＡ ＴＡＴ
ＣＣＧＴＧＧＣＡＣＧＴＡ ＡＧＡ ＧＡＴ ＴＣＧＧＴＴＴＴＴ
ＴＣＣＡＡＣ３′；反义链：５′ＴＣＧＡＧＴＴＧＧＡＡＡＡＡＡ
ＣＣＧＡＡＴ ＣＴＣＴＴＡ ＣＧＴ ＧＣＣＡＣＧ ＧＡＴ ＡＴＣ
ＡＡＴＧＧＣＡＣＧＴＡＡ ＧＡＧＡＴＴＣＧＧＣＧＧ３′。因
为ｓｉＮｇＲ１９９序列是以Ｃ开始的，因此我们在序列前
添加一个碱基“Ｇ”，实验中的作用是ＲＮＡ聚合酶Ⅲ的
识别位点，即质粒转染到细胞后，转录起始位点为添
加的“Ｇ”，转录从“Ｇ”开始，到“ＴＴＴＴＴＴ”终止。

１．３．２　ｓｉＮｇＲ１９９的慢病毒穿梭质粒表达载体的构
建　按照设计好的双链ＤＮＡ进行合成、退火，ＤＮＡ
稀释到１μｇ／μｌ，退火反应体系如下：ＤＮＡ模板单链

１１μｌ，ＤＮＡ模板单链２１μｌ，２０×ＳＳＣ１μｌ，ｄＨ２Ｏ
１７μｌ混匀，９５℃加热１０ｍｉｎ；取出，室温放置１ｈ；稀
释至终浓度１０ｎｇ／μｌ。将退火产物与线性化处理的
载体片段连接，连接体系如下：线性化载体（０．１μｇ／

μｌ）１μｌ，ｓｉＲＮＡ插入片段１μｌ，１０×ｂｕｆｆｅｒ２μｌ，

Ｔ４连接酶０．５μｌ，ｄＨ２Ｏ５．５μｌ，反应条件为：２２℃
连接２ｈ。最后将连接产物转化到ＤＨ５α感受态细
胞，涂布平板，３７℃过夜培养。

１．３．３　ＰＣＲ鉴定　挑取８个单菌落，使用载体多
克隆位点两端的引物进行ＰＣＲ扩增，其中Ｆｏｒｗａｒｄ
ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇＰｒｉｍｅｒ：５′ＴＡＣＧＡＴＡＣＡＡＧＧＣＴＧ
ＴＴＡＧＡＧＡＧ３′；ＲｅｖｅｒｓｅＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇＰｒｉｍｅｒ：５′
ＴＡＧＡＡＧＧＣＡＣＡＧＴＣＧＡＧＧ３′。（１）ＰＣＲ体
系如下：ＬＡＢｕｆｆｅｒ（ＭｇＣｌ２＋）２．５μｌ，Ｔａｑ（２．５Ｕ／

μｌ）０．２５μｌ，ＤＮＴＰ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μｌ，ＦＰｒｉｍｅｒ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．２５μｌ，ＲＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．２５

μｌ，ｄＨ２Ｏ１７．７５μｌ。（２）ＰＣＲ反应条件如下：９４℃
１０ｍｉｎ，９４℃３０ｓ（３３个循环），５５℃３０ｓ（３３个循
环），７２℃３０ｓ（３３个循环），４℃延伸。ＰＣＲ反应结
束后，使用ＰＣＲ产物５μｌ上样，进行２％琼脂糖凝
胶电泳。

１．３．４　ＤＮＡ测序鉴定　挑选１号克隆，接菌，过夜
培养后，使用质粒抽提试剂盒提取质粒；抽提好的质
粒使用载体上的引物送测序。对于测序结果正确的
克隆，进行不含内毒素质粒的提取：提取完成之后，
进行０．５％琼脂糖凝胶电泳。

１．４　携带ｓｉＮｇＲ１９９的慢病毒重组体的包装、生产
和鉴定　胰蛋白酶消化对数生长期的２９３Ｔ细胞，
细胞密度为０．５×１０９／Ｌ时，重新接种于１０ｍｌ的细
胞培养皿中，３７℃、５０ｍｌ／ＬＣＯ２培养箱内培养，细胞
密度达７０％左右时进行转染。使用慢病毒包装质
粒混合物和构建好的慢病毒穿梭质粒共转染２９３Ｔ
细胞；转染后２４ｈ使用含１％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 对细
胞进行换液处理；转染后４８ｈ，收集细胞上清，５０００
ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝１０ｃｍ）离心５ｍｉｎ，然后使用０．４５μｍ的

ＰＶＤＦ膜过滤上清液，冰浴保存；按相同浓度接种生
长状态良好的２９３细胞到９６孔板，分为２组，每组５
个孔，使用病毒感染细胞，实验组使用生产的待测定
病毒液，对照组使用标准病毒液（１×１０８ｉｆｕ／ｍｌ），两
组样品按 ＭＯＩ值分为５个梯度：１、３、５、１０和２０，

３７℃温箱培育８ｈ后，更换１％ＦＢＳ的培养液继续培
养，感染２４ｈ之后，细胞荧光趋于稳定后，通过荧光
显微镜观察荧光强度和数量，和标准病毒液相比较
以确定病毒滴度和最适感染的 ＭＯＩ值。

２　结　果

２．１　携带目的基因慢病毒穿梭质粒的鉴定

２．１．１　ＰＣＲ结果　ＰＣＲ反应结束后，取产物５μｌ
上样２％琼脂糖凝胶电泳，结果如图１。
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图１　慢病毒穿梭质粒ＰＣＲ产物电泳图

Ｆｉｇ１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ
ｏｆｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｓｈｕｔｔｌｅｐｌａｓｍｉｄ

Ｍ：１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１８：ＬｅｎｔｉｖａｒｉｓＮｇＲｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ（３１６ｂｐ）

２．１．２　ＤＮＡ测序鉴定　ＤＮＡ测序的结果与实验
要求的ＤＮＡ序列完全一致（图２）。对于测序结果
正确的克隆，进行不含内毒素质粒的提取：提取完成
之后，进行０．５％琼脂糖凝胶电泳，１μｌ上样。从电
泳图（图３）上看，超螺旋结构的质粒占了大多数，而
且没有ＲＮＡ核蛋白污染，状况较好。使用蛋白核
酸测定仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，ＰＳ２３２Ｃ）测量 Ｌｅｎｔｉｖｅｃｔｏｒ
ＮｇＲｐｌａｓｍｉｄＤＮＡＤ２６０／Ｄ２８０值为１．７９，表明我们获
得了纯度和完整性均较高的质粒ＤＮＡ。

图２　慢病毒穿梭质粒ＤＮＡ测序结果

Ｆｉｇ２　ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｓｈｕｔｔｌｅｐｌａｓｍｉｄ

图３　不含内毒素质粒凝胶电泳图

Ｆｉｇ３　Ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｏｆｐｌａｓｍｉｄｗｉｔｈｏｕｔｅｎｄｏｔｏｘｉｎ
Ｍ：λＨｉｎｄⅢ ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ＬｅｎｔｉｖｅｃｔｏｒＮｇＲｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ

２．２　携带目的基因慢病毒重组体的包装及鉴定　
使用慢病毒包装质粒混合物和构建好的慢病毒穿梭

质粒共转染２９３Ｔ细胞转染后２４ｈ，荧光显微镜下
观察荧光强度强烈，细胞生长良好，表明病毒包装成
功（图４Ａ，４Ｂ）；转染后４８ｈ收集合成的慢病毒液，
再分别与标准病毒液感染２９３Ｔ细胞，感染后２４ｈ
在荧光显微下进行两组间对照比较，通过比较荧光
强度和数量，发现两组间荧光强度和数量一致，当

ＭＯＩ值为３时，荧光强度最为强烈，从而确定生产
的病毒液滴度为１．０×１０８ｉｆｕ／ｍｌ，并确定适合高效
感染的 ＭＯＩ值为３（图４Ｃ，４Ｄ）。

图４　慢病毒重组体的包装及鉴定

Ｆｉｇ４　Ｐａｃｋａｇｅａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
Ａ：２４ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，×４０；Ｂ：２４ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，×１００；Ｃ：２４ｈａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｎｇ２９３Ｔｗｉｔｈｓｔａｎｄａｒｄｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ，ＭＯＴ＝３，×４０；Ｄ：２４

ｈａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｎｇ２９３Ｔｗｉｔｈｔａｒｇｅｔｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ，ＭＯＴ＝３，×４０
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３　讨　论　

　　脊髓损伤的基因治疗目前认为是最有前途的治
疗方法之一，也是当前治疗脊髓损伤研究的热点。
近来，关于ＮｏｇｏＡ、ＭＡＧ和ＯＭｇｐ等髓磷脂相关抑
制因子的研究倍受学者们重视。研究证明［１］，应用

ＮｏｇｏＡ抗体ＩＮ１中和髓磷脂中轴突生长抑制物，
其结果虽然在一定程度上促进了神经元轴突再生和

损伤大鼠功能恢复，但其结果仍然不尽人意，这可能
由于ＩＮ１不能同时对抗 ＭＡＧ 和ＯＭｇｐ的轴突再
生抑制作用。因此，３种髓磷脂相关抑制物 Ｎｏｇｏ
６６、ＭＡＧ和ＯＭｇｐ的共同受体ＮｇＲ逐渐成为另一
个引入瞩目的靶点。ＮｇＲ在中枢神经系统的多个
不同类型的神经元中表达，其作为配基和信号传递
与调节的功能域已经明确。由于 ＮｇＲ具有高亲和
性、高效性（同时与３个抑制蛋白结合）以及神经特
异性，ＮｇＲ已经成为中枢神经系统损伤后促进轴突
再生的诱人目标。

　　体外合成ｓｉＲＮＡ的应用是ＲＮＡ干扰技术的最
新发展，尤其是在哺乳动物细胞可特异性抑制、降解
同源的ＲＮＡ序列，有效阻止相应蛋白质的表达，又可
避免长链ｄｓＲＮＡ引起的非特异性基因降解和细胞死
亡。ｓｉＲＮＡ的导入方式包括直接导入法和间接导入
法：（１）直接导入法：传统体外合成ｓｉＲＮＡ的方法是
分别转录出正义和反义ＲＮＡ，再将两者退火，形成双
链ＲＮＡ。Ｍｙｅｒｓ等［３］用活化重组Ｄｉｃｅｒ在体外成功地
将ｄｓＲＮＡ切割成具有基因沉默活性的ｓｉＲＮＡ，从而
使体外合成步骤大大简化。合成的ｓｉＲＮＡ可利用脂
质体融合技术转入细胞中，但有些细胞脂质体转移效
果差，且作用短暂。（２）载体导入法：与直接导入相
比，载体导入法的优势在于ｓｉＲＮＡ能持续表达，且生
物载体的转化效率较高，转化的细胞更接近自然状
态。常用的载体包括质粒和病毒。质粒作为稳定载
体在体外能成功转化ｓｉＲＮＡ并持续表达，但是却不能
在哺乳动物体内发挥作用。如今人们已将注意力集
中到病毒特别是慢病毒载体来构建ｓｉＲＮＡ表达系统。
慢病毒载体不仅能持续有效地表达ｓｉＲＮＡ，而且还能
将该效应传给子代。正是在此背景下，本实验中我们
选择慢病毒作为传导ｓｉＮｇＲ１９９的载体。

　　慢病毒属逆转录病毒家族，为非致癌性病毒，能
感染多种脏器，其感染特点为潜伏期长、持续时间长
的慢性感染。慢病毒独特之处在于其在逆转录酶基
因和包膜基因之间以及３′端包膜蛋白基因区含有开
放性读码框，最常用的慢病毒是基于人类免疫缺陷

Ⅰ型病毒演变而来。慢病毒载体以删除ｖｐｒ、ｖｐｕ、

ｎｅｆ、ｖｉｆ基因的质粒进行包装，以增加其安全性［６］。
构建慢病毒载体时，５′长末端重复系列的Ｕ３区以细
胞巨化病毒（ＣＭＶ）启动子取代，而在３′长末端重复
系列的Ｕ３区，通过删除１３３ｂｐ碱基以达到病毒载
体的自身灭活。同 ＡＡＶ比较，以Ｇ型水泡性口炎
病毒包装的假型化慢病毒载体在感染非分裂性的神

经元细胞时特别适合，同时对干细胞和其他体外培
养的细胞具有高度亲嗜性，这种特性在其他的病毒
载体中并不存在。慢病毒具有携带９ｋｂ基因信物
的容量，对神经元具有高度亲嗜性，不具有逆向转运
的能力，对干细胞也具亲嗜性，在中枢系统中作为介
导ＲＮＡ干扰的载体非常理想。目前尚没有一种病
毒载体可以作为所有疾病类型基因研究的通用工

具，虽然慢病毒载体较之 ＡＡＶ具有更强的嗜神经
性，但由于其是基于人类免疫缺陷Ⅰ型病毒演变而
来，存在一定的风险性，临床试验中只应用于 ＨＩＶ
阳性的患者，从而使其应用大大受到限制。科学家
们正致力于研究新型的慢病毒载体［５６］，以提高其生
物安全性并保留其长期表达及强嗜神经性，在其应
用于临床时尚需得到长期严格检验和观察。在未来
几年中，慢病毒载体可能是中枢神经系统功能障碍
基因治疗特别是介导ＲＮＡ干扰的基因治疗的最常
用的载体。

　　本次实验中作者构建了大鼠ＮｇＲ基因ＲＮＡ干
扰慢病毒表达载体，并经酶切鉴定及ＰＣＲ鉴定，结
果证实病毒载体构建成功，并具有较高滴度，这为进
一步应用ＮｇＲ基因ＲＮＡ干扰慢病毒载体治疗脊髓
损伤的治疗研究奠定了基础。
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