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摘 要 为了研究基因的特征、理化特性及其功能机制，通常需要构建多个真核表达载体，涉及到多次的引物设计、酶切、连

接和鉴定等繁琐的亚克隆过程。构建携带易于多种实验研究的多用或通用载体是基因工程载体的发展方向。为此，利用

:Y.M[ 载体为骨架质粒，在 9 和 E 多克隆位点上分别插入 0L+-0 标签蛋白序列和增强型绿色荧光蛋白（MWRF）序列，从而构建

了一个包含 0L+-0 标签蛋白序列并携带有核糖体结合位点（Y.M[）介导的增强型绿色荧光蛋白的真核表达载体：:G+&L+-0L
Y.M[LMWRF。通过荧光检测和免疫印迹实验证实该载体能在哺乳细胞中表达。该载体可用于监测细胞的转染效率、分选稳定

表达的阳性细胞群体、体外转录和翻译、检测或纯化目的蛋白以及捕获相关作用蛋白等多种实验研究，为基因功能研究提供

了便利。
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在基因功能研究中，为了研究基因的特征、蛋白

的生化特性及其功能机制，通常需要构建多种表达

载体。例如，筛选转基因细胞株需要构建携带真核

细胞抗生素抗性基因的重组载体；使用目的基因与

标签基因的融合表达载体，不仅可以通过免疫印迹

检测目的蛋白的表达，而且可以减少纯化目的蛋白

的难度；此外，在体外转录或体外翻译实验中，载体

中含有来源于原核生物的 !"、!# 或 $%& 等 ’() 聚

合酶启动子元件就显得特别重要。基因功能研究往

往需要从多角度、多层次开展实验，将基因构建于不

同研究目的的真核表达载体是其中不可或缺的环

节，这涉及到多次的引物设计、酶切、连接和鉴定等

繁琐的亚克隆过程。近年来，虽然出现一些携带多

个元件特征的载体，但是，能同时包含以上各个元件

特征的多用载体仍鲜见报道。因此，为了克服在进

行基因功能研究中繁琐而费时的亚克隆过程，我们

在此构建了一个包含 *+,-* 标签序列并携带有核糖

体结合位点（.’/$）介导的绿色荧光蛋白（/01%）报

告基因的真核表达载体：23,4+,-*+.’/$+/01%。

人的 %()$+5 是一个新发现的受 6() 损伤激活

的蛋白，它的过表达能够促进肿瘤细胞的凋亡，但其

作用 机 制 仍 不 清 楚（%7879:27 ; < 6=7>?@78+A=BC7@，
%()$+5：D 8:E79 2>:+D2:2F:FG* B787 D*FGEDF7H H=>G8B FC7
7D>9- >7@2:8@7 F: 6() HDIDB7，))3’ J&FC )88=D9
,77FG8B，%>:*77HG8B@，KLLM）。为 了 能 更 详 细 地 探 讨

%()$+5 的促凋亡机制，同时也为了验证 23,4+,-*+
.’/$+/01% 载体的有效性，我们进而构建了双元表

达载体：23,4+,-*+%()$+5+.’/$+/01%。为进一步对

%()$+5 的基因功能研究奠定了基础。

! 材料与方法

!"! 材料

宿主 菌 ! < "#$% NOP+Q9=7 购 自 $FD>FB787 公 司，

2/01%+(P 和 23,4+,-* 购 自 39:8F7*C 公 司，

236()"+%()$+5 为本实验室构建，%->:R7@F 6() 聚合

酶购自大连宝生物工程公司，!5 6() 连接酶，各种

限制性内切酶均购自 17>I78F@ 公司，6() 胶回收试

剂盒为 ,Q. 公司产品，.8+1=@G:8 重组试剂盒为 Q6
公司产品，A/SKJ" 细胞购自中国科学院细胞研究

所，OG2:T7*FDIG87+KLLL 为 .8EGF>:B78 公司产品。

!"# 载体构建

!"#"! 2.’/$+/01% 的构建：将含 /01% 的 2/01%+
(P 质粒用 &’$!和 (#)!双酶切，低熔点胶分离并

回收 /01% 片 段，克 隆 入 已 行 相 应 酶 切（ &’$! U

(#)!）的 2.’/$ 的 Q 多克隆位点中，构建成 2.’/$+
/01% 质粒。

!"#"# 23,4+,-*+.’/$+/01% 的 构 建：以 含 *+,-*
标签序列的 23,4+,-* 质粒为模板，设计引物：MV引
物：MV+)3!!3!)0033!0!)300))0!0+"V；"V引物：MV+
!03)!!3!)0!!0!00!!!0!33+"V。 %3’ 扩 增 条 件

为：J5W 5IG8；J5W "L@，&LW "L@，#KW，PL@，共 "L 个

循环。扩增产物采用 (*+!和 ,*#!双酶切，低熔

点胶分离并回收 *+,-* 片段，定向克隆入已行相应

酶切（(*+! U ,*#!）的表达载体 2.’/$+/01% 的 )
多克 隆 位 点 中，从 而 得 到 23,4+,-*+.’/$+/01%
载体。

!"#"$ 23,4+,-*+%()$+5+.’/$+/01% 的构建：以含

%()$+5 基因的 236()"XP+%()$+5 质粒为模板，设计

引物。MV引 物：MV+)!)003!)033!30))!000003!
))33)0!!)0!00!0+"V；"V 引 物：MV+!03)!03!3
0)3030!!)!)0!!!)0!0!003033300+"V。%3’ 扩

增条件为：J5W 5IG8；J5W "L@，MMW "L@，#KW 5L@，
共 "M 个循环。扩增产物直接纯化回收后，将 %3’ 产

物 通 过 .8+1=@G:8 重 组 酶 直 接 克 隆 入 23,4+,-*+
.’/$+/01%（ ,*#! U -$.!酶 切 ）载 体 中，得 到

23,4+,-*+%()$+5+.’/$+/01% 双元表达质粒，方法

参照 .8+1=@G:8!, %3’ 39:8G8B 说明书进行。

!"$ 细胞转染和相关检测

!"$"! 质 粒 的 转 染：将 2.’/$、23,4+,-*+.’/$+
/01%、23,4+,-*+%()$+5+.’/$+/01% 及 对 照 质 粒

2/01%+(P 转 染 A/SKJ" 细 胞，按 照 转 染 试 剂

OG2:T7*FDIG87 KLLL（.8EGF>:B78）说明书操作。

!"$"# /01% 蛋白的荧光检测：将转染 K5C 后的细

胞用倒置荧光显微镜观察，照相。

!"$"$ Y7@F7>8 印迹检测：于转染 "&C 后收集各组细

胞，用 ’.%) 细胞裂解液裂解细胞（参照分子克隆第

二版）［P］，抽提细胞总蛋白，用鼠源抗 *+,-* 的抗体

按常规 Y7@F7>8 印迹方法检测 %()$+5 的表达。

# 结果与分析

#"! 双顺反子表达载体的构建

绿色荧光蛋白由于其对宿主细胞没有毒性，稳

定性好、易于观察等优点而得到了广泛的使用，它在

监测细胞的转染效率、基因表达强度以及转染细胞

的分选上均有着非常重要的作用［K，"］。*+,-* 标签

已成功应用在 Y7@F7>8 R9:F 杂交、免疫沉淀、亲和纯

化和 流 式 细 胞 计 量 术 中［5，M］。 核 糖 体 结 合 位 点

（.’/$）是存在于一些真核细胞的 I’() 或病毒基因
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组上的一类保守的顺式作用元件，它能与核糖体结

合从而介导 !"帽非依赖方式启动下游基因的翻译

表达，已广泛应用到各种双元表达载体［!］。首先，将

#$%&’()* 质粒经 !"#!和 $%&!双酶切，回收 $%&’

图 + 表达载体 #,-.(-/0(12$3($%&’ 的序列标记

&456+ #,-.(-/0(12$3($%&’ 789:8;08 <=;>?=@A7
BC #@D?DE8@ *FGC H *FI!；-/0·B=5 0D>4;5 789:8;08 **!F H **IJ；-3,，!’(!()#*!**JK H *+LC；12$3 789:8;08 *+G+ H *IKL；$%&’ 789:8;08 *I!J H

+G**；)DE8：! 7E=;>4;5 MD@ :;49:8 >4587E4D; 74E8 4; EN8 O80ED@ 6

片段并将其克将绿色荧光蛋白基因和 0(-/0 标签基

因通过 12$3 连接于同一载体上，有望增加表达载体

的通用性。由此，我们选择将 $%&’ 基因和 0(-/0 标

签基因构建到 #12$3 质粒上，构建策略如图 *。首

图 * 双顺反子载体 #,-.(-/0( ’)P3(
L(12$3($%&’ 构建示意图

&456* 30N8?=E40 ?=# DM Q4047E@D;40 #,-.(-/0(
’)P3(L(12$3($%&’ O80ED@ 0D;7E@:0E4D;

先，将 #$%&’()* 质粒经 !"#!和 $%&!双酶切，回收

$%&’ 片段并将其克隆至 #12$3 质粒的第二个多克

隆位点（即 -,3 R）中；再将从 #,-.(-/0 质粒中扩

增出 0(-/0 标签序列，用 $+,!和 -+%!双酶切后，

将其克隆入 #12$3 质粒的第一个多克隆位点（即

-,3 P）中；从 而 获 得 #,-.(-/0(12$3($%&’ 质 粒。

为了 验 证 #,-.(-/0(12$3($%&’ 表 达 载 体 的 可 用

性，我们将人的 ’)P3(L 基因通过同源重组将其克隆

到 #,-.(-/0(12$3($%&’ 质粒中，’)P3(L 基因重组

后与 0(-/0 标 签 序 列 融 合，由 此 得 到 #,-.(-/0(
’)P3(L(12$3($%&’ 双元表达载体。

!"! 基因表达载体 #$%&’%()’*+,-’,./0 的结构

特征

构建的表达载体 #,-.(-/0(12$3($%&’ 是一个

能在哺乳动物细胞中表达 ) 端 0(-/0 融合蛋白和绿

色荧光蛋白的通用表达载体（图 +），由于绿色荧光

蛋白由 12$3 控制其蛋白翻译，这不仅可以用来检测

基因表达或转染效率，同时可以利用 0(-/0 标签蛋

白开展诸如免疫印迹、免疫沉淀、亲和纯化和流式细

胞计数等多项实验的研究。该载体含有来自大肠杆

菌的 BC 启动子、3.LF 终止子、来自质粒 #,-.(-/0
的 0(-/0 标签序列、来自大肠杆菌的 ,D<$* 复制子、

绿色荧光蛋白报告基因、氨苄抗性基因 Q(<=0E=?=78
和新酶素 )8D@ 抗性基因以及可在广泛哺乳动物细

胞中工作的高效增强子S启动子 ,-.S1$ 元件。

!"1 #$%&’%()’023-’4’*+,-’,./0 的酶切鉴定

为了检测 #,-.(-/0(’)P3(L(12$3($%&’ 载体的

可用性，我们将人的 ’)P3(L 基因构建到载体的多克

隆位点中，依据 1;(&:74D; 重组试剂说明书设计引

!+L严 飞等：一种新的双元表达质粒 #,-.(-/0(12$3($%&’ 的构建及其表达



图 ! 绿色荧光蛋白在 "#$ 细胞中的表达

%&’(! )*+,-..&/0 /1 23- -03405-6 ’,--0 178/,-.5-02 +,/2-&0 &0 "#$ 5-77.（"99 : ）

;，<，=，>：-*+,-..&/0 /1 23- -03405-6 ’,--0 178/,-.5-02 +,/2-&0 412-, 2,40.1-52&0’ +?@)A（0-’42&B- 5/02,/7），+=CDECF5E?@)AE)G%H，

+=CDECF5EHI;AE!E?@)AE)G%H 406 +)G%HEIJ+74.K&6（+/.&2&B- 5/02,/7），,-.+-52&B-7F(

图 $ +=CDECF5E?@)AE)G%H 和 +=CDECF5E
HI;AE!E?@)AE)G%H 的质粒构建

%&’($ =/0.2,852&/0 /1 +=CDECF5E?@)AE)G%H 406
+=CDECF5E HI;AE!E?@)AE)G%H +74.K&6.

;： 23- 4K+7&1&542&/0 /1 5ECF5 24’ .-L8-05- 406 HI;A ’-0-( C：

K4,M-,，J：CF5 24’ 1,4’K-02 412-, 6&’-.2&/0 N&23 !"#!406 $"%!，"：

23- +,/6852 /1 HI;AE! 4K+7&1&542&/0( <：&6-02&1&542&/0 /1 +=CDECF5E

?@)AE)G%H 406 +=CDECF5EHI;AE!E?@)AE)G%H +74.K&6.，C：K4,M-,；

J：6&’-.2&/0 +,/6852 /1 +=CDECF5E?@)AE)G%H +74.K&6 N&23 &’(!；"：

6&’-.2&/0 +,/6852 /1 +=CDECF5EHI;AE!E?@)AE)G%H +74.K&6(

物，成功扩增出 OJ"P+ 片段（图 $;），将载体 +=CDE
CF5EHI;AE!E?@)AE)G%H 用 $"%!和 )(*!线 性 化

后，直接通过 ?0E%8.&/0 试剂重组构建成 +=CDECF5E
HI;AE!E?@)AE)G%H 质粒，由于重组后的 +=CDECF5E
HI;AE!E?@)AE)G%H 质粒上 $"%!和 )(*!的酶切位

点消失，遂改用 &’(!酶切验证，重组质粒酶切后可

见 J"!QP+ 和 O$JOP+ 的酶切片段，而对照质粒的酶

切片段为 OORP+ 和 O$JOP+（图 $<），可见双元质粒

+=CDECF5EHI;AE!E?@)AE)G%H 重组成功。SQ 引物测

序（$Q$9 测序仪，?0B&2,/’-0）结果进一步确认 HI;AE!
基因能与 5ECF5 标签融合表达。

!"# 转染细胞检测报告基因 $%&’ 的表达

)G%H 是 G%H 的突变体，含有 J 个更适合于在

人类细胞中表达的开放阅读框，其 )G%H K@I; 的

翻译效率更高，蛋白表达更强，产生的荧光远远强于

野生型的 G%H，更适用于检测各类细胞中 )G%H 和

)G%H 融 合 蛋 白 的 表 达 情 况［O］。为 了 检 测 +=CDE
CF5E?@)AE)G%H 载体是否能够用于监测体外细胞转

染，我们将 +?@)A，+=CDECF5E?@)AE)G%H，+=CDECF5E
HI;AE!E?@)AE)G%H 及 对 照 质 粒 +)G%HEIJ 转 染

T)U"#$ 细胞，"!3 后用倒置荧光显微镜检测 )G%H
的表达情况（图 !）。从图中可以看出，转染 +=CDE
CF5E?@)AE)G%H，+=CDECF5E HI;AE!E?@)AE)G%H 及对

照 +)G%HEIJ 质粒的细胞可以发出绿色荧光，而转

染 +?@)A 质粒的细胞检测不到绿色荧光。这表明，

?@)A 能够成功的启动下游基因 )G%H 的翻译并表达

出有功能的 )G%H 荧光蛋白。此外，我们发现通过

与 +)G%HEIJ 转染细胞的荧光强度相比，+=CDECF5E
?@)AE)G% 载体所表达的 )G%H 荧光强度相对较弱，

这有可能是由于 ?@)A 引导的帽非依赖性翻译效率

较低造成的。在转染 +=CDECF5EHI;AE!E?@)AE)G%H
的细胞中，我们发现表达绿色荧光蛋白的细胞没有

凋亡，这可能与 HI;AE! 促进细胞凋亡与细胞类型

有关。
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!"# $%&’%() *+,’ 检测 -./012 的表达

!"#$! 标签蛋白在蛋白纯化、通过免疫共沉淀

等技术鉴定相关作用蛋白以及测定蛋白的亚细胞定

位等研究中具有非常重要的作用。为了测定 !"#$!
标签蛋白是否与目的基因融合并获得表达，我们将

人的 %&’(") 基因重组到 *+#,"#$!"-./("/01% 的

多克隆位点中，得到 *+#,"#$!"%&’(")"-./("/01%
重组质粒，将重组质粒和对照质粒（*+#,"#$!"-./("
/01%）转染 2/3456 细胞，678 后收集细胞，提取总

蛋白后，用鼠源抗 !"#$! 抗体检测 %&’(") 蛋白的瞬

时表达情况，结果图 9 所示，转染重组质粒的细胞在

4):;<= 处可见有一明显的杂交条带，表明 %&’(")
成功与 !"#$! 标签融合并获得表达。

图 9 >?@A?BC 印迹检测 %&’(") 的表达

1DEF9 >?@A?BC GHIA JCJH$@D@ AI ?KJLDC?
%&’(") *BIA?DC ?K*B?@@DIC

M：!?HH@ N?B? ABJC@O?!A?P NDA8 *+#,"#$!"-./("/01%；4：!?HH@ N?B?

ABJC@O?!A?P NDA8 *+#,"#$!"%&’(")"-./("/01%F

3 讨论

随着人类基因组测序图谱的完成，人们对生命

科学领域的研究热点也逐步转向后基因组时代，即

功能基因组时代。这一时代的到来意味着科学家们

将更加致力于研究和解释每一个基因的功能及其作

用机制。细胞转染，让克隆的核酸进入真核细胞中，

已经成为研究和控制真核细胞基因表达的重要手

段。比如表达纯化特定的蛋白；鉴定基因的生物学

特性；突变分析；研究基因表达对细胞生长的影响，

研究基因表达的调控机制等等［Q］。为了监测细胞的

转染效率，传统的方法是将目的基因和报告基因分

别构建于各自独立的启动子的同一或不同表达载体

上，即非融合表达系统，通过共转染的方法来达到；

或者是将目的基因和报告基因（诸如，01%，+’R，

ST+，0T(）融合，通过检测报告基因的表达来判断目

的基因的转染效率和表达情况。前者由于目的基因

和报告基因分别由两个独立的启动子控制，它们的

转录和翻译均属于两个独立的事件，报告基因难以

准确代表目的基因的表达情况；而在后者的融合表

达系统中，尽管目的基因和报告基因受同一启动子

的调控，其转录与翻译在时间和空间上都是相互统

一的，但报告基因的融合有可能对目的基因本身的

功能造成损害或改变，从而影响目的基因的功能研

究。

近年来，核糖体结合位点（-./(）元件的出现，使

得解决这一问题出现了新的转机。-./( 是广泛存

在于一些真核细胞的 L.&’ 或病毒基因组上的一类

保守的顺式作用元件，主要作用是通过与核糖体小

亚基结合从而启动 9U帽非依赖方式的翻译模式。

最近，已有多种 -./( 元件相继被发现和鉴定，其中，

以来源于脑心肌炎病毒（/#+,）的 -./( 序列启动蛋

白翻译的功能最强，应用也最为广泛［;］。近年来，陆

续出现了一些利用 /#+, 的 -./( 构建的双顺反子

质粒或病毒表达载体［5 V M6］。由此，本研究利用脑心

肌炎病毒（/#+,）的 -./( 序列将目的基因和报告基

因连接在一起，使得目的基因和报告基因受相同启

动子的转录调控，但在翻译水平上却是相互独立的，

这就避免了报告蛋白对目的蛋白功能的潜在影响。

绿色荧光蛋白由于其对宿主细胞没有毒性，稳

定性好、易于观察等优点而得到了广泛的应用。由

此，我们选用它作为报告基因来监控目的基因的表

达。另外，由于 !"#$! 标签、/01%、&?IB 抗性基因和

RQ 启动子等元件的存在，使得该载体在基因功能研

究中具有明显的应用优势，可归纳为如下几点：（M）

通过荧光显微镜监测 /01% 的表达可确定细胞的转

染效率，而不必担心报告基因的融合影响目的基因

的功能；（4）通过流式细胞术可分选转染细胞的阳性

细胞群体，从而减少了繁琐而费时的抗生素筛选过

程，另外，绿色荧光蛋白的存在也可以实时监测目的

基因的转录、表达情况；（6）将目的基因的 & 端融合

!"#$! 标签蛋白，可用于检测或纯化目的蛋白，免疫

印迹、免疫沉淀、流式细胞计数或捕获目的蛋白的相

互作用蛋白；（)）载体上的 RQ 启动子序列还可用来

进行目的基因的体外转录和翻译。

在试验中，我们发现由 -./( 介导的 /01% 的表

达相对弱于 9U帽介导的 /01% 表达，分析其原因可

能是 -./( 介导的 9U帽非依赖性的翻译效率比 9U帽

Q4)严 飞等：一种新的双元表达质粒 *+#,"#$!"-./("/01% 的构建及其表达



依赖性的翻译效率低导致的。在大部分以 !"#$ 元

件所构建的双元表达载体也都遇到类似的问题，有

研究发现，虽然 !"#$ 介导的下游基因在转录时与上

游基因转录的 %"&’ 是等量的，但其翻译过程是独

立的，在双顺反子载体中，置于 !"#$ 下游的外源基

因的表达 效 率 是 上 游 帽 启 动 翻 译 基 因 的 ()* +
,)*，即翻译水平的表达并不等量，以 !"#$ 启动的

翻译效率较帽依赖的翻译效率低［-.］。多数学者建

议构建双顺反子载体时必须考虑外源基因的位置效

应［-,，-/］。因此，在我们所构建的双元载体中，我们将

#012 报告基因置于 !"#$ 的下游，这样有助于保证

目的基因的表达效率。
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科 学 出 版 社

《应用生物技术大系》征稿启事

为介绍、推广应用生物技术领域的新成果、新思路、新方法和新技术，带动应用生物技术研究的快速发展，科学出版社自

())V 年起将正式启动《应用生物技术大系》丛书的出版。

本丛书以医药生物技术、工业生物技术、农业生物技术、环境生物技术、海洋生物技术、生物资源与安全等领域作为主要

出版方向，读者对象定位于生物技术与生物工程相关专业的师生、科研工作者、技术人员以及企业研发人员等。为确保丛书

的质量水准，我们已组织国内相关研究领域的知名专家组成了专家指导委员会，参与图书项目的论证。

《应用生物技术大系》目前已被列为“十一五”国家重点图书出版规划。为了让更多优秀的专家学者参与到本套丛书的编

写中来，现向社会公开征集书稿，热忱欢迎从事工业、医药以及农业生物技术研究的专家学者踊跃投稿。

稿件内容要求围绕应用生物技术的某一个研究方向展开，体现国内外最新的研究进展，并具有一定前瞻性或实用性。可

以是编著，也可以是译著。读者定位要明确，字数在 -)) 万字以内。

有意者，请联系我们。我们真诚期待您的关注和参与！

联系人：夏梁 李悦 莫结胜 地址：北京市东黄城根北街 -/ 号（-))V-V）
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