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摘  要 : 慢病毒载体作为一种有效的生物研究和基因治疗载体，近年来正受到广泛关注，而转录通读现象则是限

制其被使用的主要生物安全性瓶颈之一。为了评估慢病毒载体在整合入染色体后的转录通读的实际情况，需要建立

一种有效的检测转录通读率的方法。文中运用分子生物学等手段，将相关质粒瞬时转染入 293T 细胞，模拟野生型

和自灭活型慢病毒载体整合入染色体后的情况，利用实时荧光定量 PCR 分别定量转录通读和总转录本在慢病毒载

体上的特征序列，并计算出转录通读率；同时使用流式细胞计数等技术，检测转录通读后的 GFP 蛋白产物。两种

检测结果均与理论相符，即自灭活型载体具有更高的转录通读率。说明文中所建立的方法有效可靠，为进一步评估

和降低慢病毒载体的转录通读率，提高慢病毒载体的生物安全性的研究提供技术支持。 

关键词 : 慢病毒载体，自灭活慢病毒载体，转录通读率，安全性 

 

 

 

 

 

生物技术与方法 



何佳平 等/慢病毒载体转录通读率检测方法的建立 

cjb@im.ac.cn 

1007

Establishment of the methodology for quantifying lentiviral 
vector transcriptional read-through rate 
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Abstract:  As an effective vehicle for bio-research and for gene therapy, Lentiviral Vector (LV) has been drawn large 
attention in recent years. However, transcriptional read-through limits its application. In order to understand the extend of 
LV read-through in chromosome, a reliable method to assess transcriptional read-through rate is needed. Here, we report 
the method as follows: 293T cells were transfected with the lentiviral transfer vectors which borne with two LTRs at its two 
ends in order to mimic the state of “proviral vectors” in chromosome. Using the primers specific for 3'U5 and 3'U3, 
read-through and total transcripts were reverse transcribed, respectively. These two cDNAs were quantified by realtime 
PCR using the primers and probe specific for 5'end of 3'U3. Read-through rate was then calculated by the division of the 
two. Meanwhile, read-through product of green fluorescence protein was also analyzed by Fluorescence Activated Cell 
Sorter. They both reciprocally proved the principal and confirmed that self-inactivated LV appeared higher read-through 
rate than the wild type one. The method described in this article, therefore, provides a useful technique to study how to 
reduce read-through rate, and improve the bio-safety of LV.  

Keywords:  lentiviral vector, self-inactivating lentiviral vector, transcriptional read-through rate, safety 

转录通读 (Read-through) 是指 RNA 聚合酶

复合物在转录过程中遇到转录终止信号  (如

AAUAAA signal) 时不能被正常终止，而是读过

终止信号继续转录下游DNA序列的现象 (图 1)。

它经常发生在病毒或病毒载体基因的转录过程

中。目前广泛使用的第 3 代慢病毒载体经过了自

灭活改造 (删除 U3 启动子)，进一步降低其产生

重组型活病毒的可能性。然而，自灭活改造同时

亦删除了 3′端的转录终止上游序列 (USE) 从而

提高了载体的转录通读水平[1]。转录通读现象的

发生将有可能激活下游原本沉默的基因，这为慢

病毒载体用以基因治疗带来了生物安全性方面

的风险[2]。为了规避这种风险，研究者尝试在病

毒载体中插入隔离子来降低通读率[3-7]。而建立

一种快速有效的通读率检测方法，对于评估以上

工作的效果，提高病毒载体的生物安全性具有重

要意义。 

目前测定转录通读水平的方法主要是通过

流式细胞仪等手段，定量转录通读 mRNA 所表

达的蛋白产物。为了建立一种检测转录通读实际

情况的方法，我们利用整合入染色体上的慢病毒

载体原病毒 (Pro-viral vector) 的转录本中不存

在 5′端 U3，而只存在 3′端 U3 的原理，首先将总

的病毒载体转录本以及其转录通读转录本用相

应的不同的下游特异引物进行分别反转录，然后

使用特异针对 3′端的 U3 定量引物和探针，通过 
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图 1  病毒载体的转录通读现象 
Fig. 1  Phenomenon of transcriptional Read-through in viral vectors. 

 
qRT-PCR 来对转录通读率进行绝对定量。在此，

我们的转录通读率定义是：通读 mRNA 的数量/ 

(正常mRNA的数量+通读mRNA的数量) ×100％。 

本研究以携带野生型 LTR (wLTR) 和自灭

活LTR (ΔLTR) 的两种慢病毒载体作为研究对象

进行通读率的检测，同时运用检测通读相对量的

传统方法加以验证，以显示该方法的有效性和准

确性。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
大肠杆菌 TPO10 宿主菌、pEGFP-N1 载体 

(Invitrogen，美国) FUGW，NL4.3 (Addgene)，

Pyrobest TaqE，Ex TaqE，T4 DNA 连接酶，ApaⅠ，

XhoⅠ，MluⅠ，NheⅠ，dNTPs，RTase M-MLV，

RNase Inhibitor (TaKaRa，日本 )，Pac (New Ⅰ

England Biolabs，NEB，美国) lipofectimin2 000，

Trizol (Invitrogen 公司)，引物合成 (Generay 公

司，上海)，定量引物及MGB探针合成 (GeneCore

公司，上海)。 

1.2  方法 
1.2.1  载体构建 

用 PCR 方法扩出 HIV-1 病毒株 NL4.3 的 3′

野生型 wLTR，扩增引物为 wLTR-XhoⅠ-F 和

wLTR-ApaⅠ-R。扩增产物经 XhoⅠ和 ApaⅠ双酶

切后，接入 pEGFP-N1 多克隆位点 SalⅠ和 ApaⅠ

之间，构建出 pEGFP-N1-wLTR 载体 (图 2A)。

用 XhoⅠ和 ApaⅠ双酶切下慢病毒载体 FUGW 上

的经删减 U3 的 3′LTR，接入 pEGFP-N1 的 SalⅠ

和 ApaⅠ之间，构建出 pEGFP-N1-ΔLTR 载体 

(图 2B)。上述两个载体主要用于检测 3′LTR 的通

读情况。 

用分子克隆手段在 FUGW 的 U5 和 flap 之间

插入一个单一的NheⅠ位点，得到FUGW (Nhe )Ⅰ

载体。随后在此基础上，将 3′LTR 接入 MluⅠ和

NheⅠ之间获得 proFUGW-ΔLTR 载体 (图 2D)；

将两个 3′wLTR 分别接入 MluⅠ、NheⅠ之间和

XhoⅠ、ApaⅠ之间获得 proFUGW-wLTR 载体 

(图 2C)。上述两个载体可以用来模拟慢病毒整合

入宿主基因组的情况，使检测更接近于实际的通

读情况。 

1.2.2  细胞转染 

将 pEGFP-N1、pEGFP-N1-LTR、pEGFP-N1- 

wLTR、proFUGW-ΔLTR 和 proFUGW-wLTR 5 种

载体，以等摩尔方式用 lipofectimin 2 000 转染入

293T 细胞后，在 37 ℃、5％ CO2 的条件下培养 
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图 2  载体构建图 
Fig. 2  Schematic diagram of the vectors. (A) pEGFP-N1-wLTR. (B) pEGFP-N1-ΔLTR. (C) proFUGW-wLTR. 
(D) proFUGW-ΔLTR. 

 
48 h，经 0.25％胰酶消化细胞 5~10 min 后用含血

清培养液终止反应。将细胞和培养液收集入

1.5 mL 的管中，离心弃上清后待用。 

1.2.3  qRT-PCR 检测转录通读率 

用 Trizol 提取 pEGFP-N1-LTR、pEGFP-N1- 

wLTR、proFUGW-LTR 和 proFUGW-wLTR，4 种

载体转染细胞后的总 RNA。待分光光度计测定

浓度后，取相同量的 RNA，分别用引物 RP 和

LTR3 进行反转录。这两条引物分别设计在 3′LTR

的R区域中 PolyA信号 (AAUAAA) 位点的前后 

(图 3)。取 cDNA 产物作为模版，以 FP、RP 作

为引物，以 MGB-Probe 作为探针，进行定量

PCR。反转录及定量反应体系同参考文献[8]，所

用引物探针序列见表 1。ABI 7 500 实时定量 PCR

仪上进行反应，反应条件为：95 ℃变性 5 min；

95  30 s℃ ，59  30 s℃ ，40 个循环；59 ℃时采集

荧光，荧光检测波长为 FAM 510 nm。反应结束

后通过定量 PCR 仪的分析软件对实验结果进行

分析，并计算出通读率的变化：通读率=通读

mRNA (以 LTR3 为引物进行逆转录获得 cDNA)/

总 mRNA (以 PA-RP 为引物进行逆转录获得

cDNA)。 

1.2.4  荧光显微镜检测 

在已离心弃上清的转染细胞沉淀中加入

100 µL PBS，取少量单细胞悬液置于荧光显微镜

下镜检，并检测 GFP 阳性细胞数及荧光强度。 

1.2.5  FACS 检测转染细胞荧光强度 

取 50 µL 细胞的单细胞悬液，3 000 r/min 离

心 5 min，弃上清，加入 200 µL 以 PBS 为主的鞘

液，经流式细胞仪检测，计数 5×104 个细胞，计

算 GFP 平均荧光强度。  

1.2.6  数据分析 

用 Excel 自带统计软件包，进行实验组间单

因素方差分析。 
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图 3  基于 qRT-PCR 检测转录通读率的方法 
Fig. 3  Flowchart of detecting Read-through rate by qRT-PCR. 

表 1  引物和探针序列  
Table 1  List of primers and probes 

Primer Primer sequence (5′−3′)  

wLTR-XhoⅠ-F GCAGTATCTCGAGACCTAGA 

wLTR-ApaⅠ-R CCTGGGCCCTGCTAGAGATT 

LTR3 GAGAGCTCCCAGGCTCAGATC 

FP TTTAAGACCAATGACTTACAAGGCA 

RP TTGTCTTCGTTGGGAGTGAATTAG 

MGB-probe CTGTAGATCTTAGCCACTTT-MGB 

 

2  结果与分析 
2.1  在 pEGFP-N1 报告基因载体系统中检测

病毒元件 LTR 的转录通读率 
HIV 载体的转录终止信号位于 3′LTR 的 R

上。为了研究 LTR 的转录终止能力，我们把野生

型 HIV 的 LTR (wLTR) 和自灭活慢病毒载体的

LTR (ΔLTR) 分别插入到表达载体 pEGFP-N1 中

的多克隆位点 (MCS) 上 (图 2A，B)，即位于
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CMV 启动子和报告基因 EGFP 之间。EGFP 表达

越强表明 LTR 的转录终止能力越弱，而转录通读

水平越高。 

2.1.1  qRT-PCR 检测转录通读率 

带有两种类型 LTR 元件的表达载体 pEGFP- 

N1-ΔLTR 和 pEGFP-N1-wLTR 分别瞬时转染

293T 细胞。转染 48 h 后提取细胞的总 RNA，经

DNaseⅠ(RNase free) 处理去除残留的质粒 DNA

和基因组 DNA。通过 qRT-PCR 的方法检测 LTR

的转录通读率。结果显示 (图 4)，自灭活慢病毒

载体的 ΔLTR 转录通读率达到了 64％，而 HIV

病毒野生型 wLTR 的转录通读率较低，约为 36％ 

(n≥5，P＜0.01)。 

 

图 4  qRT-PCR 检测 pEGFP-N1-wLTR 和 pEGFP- 
N1-ΔLTR 的转录通读率 
Fig. 4  Read-through rate of pEGFP-N1-wLTR and 
pEGFP-N1-ΔLTR detected by qRT-PCR. 

2.1.2  通过检测 EGFP 的蛋白表达来验证转录

通读的效率。 

基于 qRT-PCR 检测转录通读的方法检测到

的是通读率的绝对数值。为了验证该方法的准确

性，我们在蛋白水平检测了转录通读的相对水

平。表达载体 pEGFP-N1-ΔLTR 和 pEGFP-N1- 

wLTR 分 别 瞬 时 转 染 293T 细 胞  ( 以 转 染

pEGFP-N1 的 293T 作为阴性对照)。转染 24 h 后

在荧光显微镜下观察 EGFP 的表达水平。荧光图

片显示 (图 5) 插入 ΔLTR 和 wLTR 以后 EGFP

阳性细胞数与阴性对照组相比均有显著的减少。

这说明这两种 LTR 均有转录终止能力。但是，插

入 wLTR 组比插入 ΔLTR 组的阳性细胞数要少的

多，这说明 ΔLTR 比 wLTR 的转录通读率要高。

上述细胞经胰酶消化，进行 FACS 检测。FACS

结果  (图 6) 与荧光镜检的结果相一致，插入

wLTR 组的平均荧光强度比插入 ΔLTR 组弱 55％

左右 (n≥5，P＜0.01)。也就是说 ΔLTR 的转录

通读率高于 wLTR，这一结果与 qRT-PCR 的结果

相一致。因此，荧光显微镜镜检结果和 FACS 结

果均验证了我们建立的基于 qRT-PCR 检测转录

通读率方法的准确性。 

2.2  模拟病毒载体整合入染色质后的转录通

读率检测 
病毒载体颗粒感染细胞后，释放出 mRNA，

经反转录形成两端带有两个相同 LTR 的双链

DNA，并且整合入染色体中。整合入染色体中的

病毒 DNA 被称为原病毒。检测病毒载体整合入

细胞基因组中的转录通读率比检测单个 LTR 的

通读率更能反映其在染色体上的实际情况。由于

慢病毒载体的随机整合特性，载体整合位点附近

的染色体环境将极大地影响转录通读率。为了规

避染色体环境因素的影响，我们用质粒来模拟病

毒载体整合入基因组的序列，进行转录通读率的

检测。 
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图 5  pEGFP-N1、pEGFP-N1-wLTR 和 pEGFP-N1-ΔLTR 转染 293T 的荧光显微镜镜检图 (400×) 
Fig. 5  Microscopic observation of 293T cells transfected with pEGFP-N1, pEGFP-N1-wLTR and pEGFP-N1-ΔLTR 
(400×). (A) 293T cells transfected with pEGFP-N1. (B) 293T cells transfected with pEGFP-N1-ΔLTR. (C) 293T cells 
transfected with pEGFP-N1-wLTR. A1, B1, C1: microscopic photos under the natural light; A2, B2, C2: microscopic 
photos under the natural light plus fluorescence; A3, B3, C3: microscopic photos under the fluorescence. 

 

 

图 6  pEGFP-N1、pEGFP-N1-wLTR 和 pEGFP-N1- 
ΔLTR 的平均荧光强度 
Fig. 6  Mean fluorescent intensity of pEGFP-N1, 
pEGFP-N1-wLTR and pEGFP-N1-ΔLTR by FACS. 
 

原 病 毒 模 拟 载 体 proFUGW-ΔLTR 和

proFUGW-wLTR (图 2C，D) 分别转染 293T 细

胞。转染 48 h 后，通过基于 qRT-PCR 的方法检

测转录通读率。检测结果显示 (图 7)，自灭活慢

病毒载体的转录通读率为 59％左右，而携带

wLTR的慢病毒载体转录通读率约为 22％ (n≥9，

P＜0.01)。 

3  讨论  

慢病毒载体是研究者们对人类 1 型艾滋病

毒 (Human immunodeficiency virus type 1， 
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图 7  qRT-PCR 检测 proFUGW-wLTR 和 proEGFP- 
N1-ΔLTR 的转录通读率 
Fig. 7  Read-through rate of proFUGW-wLTR and 
proEGFP-N1-ΔLTR detected by qRT-PCR. 

HIV-1) 进行拆分，改造而形成的一种高效基因

介导载体[9-11]。 

在HIV-1的LTR (即wLTR) 中已知的转录终

止调控序列包括：位于 R 区的多聚腺苷酸化信号

AAUAAA 元件，AAUAAA 上游 59~76 nt、

77~94 nt、141~176 nt 间的 3 个 USEs[12-14]，位于

U5 富含 GC 的 DSE[15-16]和位于 R 和 U5 接界的

Poly (A) 位点[17]。慢病毒载体自灭活改造时，在

删除 U3 启动子的同时删除了 3'端的转录终止的

一系列上游序列[18]。经删减后的 LTR (即 ΔLTR) 

与 wLTR 相比其通读率有显著的提高[1]。 

而转录通读的危害在临床基因治疗中已有

体现。在运用 γ-逆转录病毒进行临床基因治疗

的过程中，一些接受治疗的病人却相继得了白

血病[19-21]。 

与 γ-逆转录病毒载体类似，在使用自灭活慢

病毒载体进行基因治疗的过程中，同样存在着因

转录通读而造成激活下游基因的风险。正因如

此，在用慢病毒载体治疗β-地中海贫血的过程

中，科学家们在 U3△ 中插入了两个拷贝的鸡隔

离 子  (The chicken β-globin 5′ DNase Ⅰ 

hypersensitive site 4 insulator，CHS4) 以减少转录

通读率[22]。所以，在改造载体前后，需要有一种

能够准确检测及评估通读率的方法。文中我们描

述了用 qRT-PCR 确定其转录通读的实际值的方

法。在此过程中，我们使用了两套不同的特异性

引物对慢病毒载体总转录本和通读转录本分别

进行了反转录; 在此基础上，采用了同一套定量

引物和探针分别对它们进行定量，从而避免了在

扩增过程中两组 cDNA 的扩增效率的差异，保证

了检测结果的准确性。 

Yang 等 2007 年报道了一种检测单一 LTR 转

录通读率的较为复杂的方法，他们使用了 LacZ

报告基因表达后染色来直观地显示通读率[1]。他

们在蛋白活性上的检测数据与我们在 mRNA 水

平上模拟慢病毒载体在染色体上的情况相比尽

管趋势相同，但数值小了很多，有可能是由于额

外的翻译因素所造成的，因此，与他们的方法相

比，我们的方法有可能更加准确地体现了转录通

读的实际情况。通过对 3'LTR 和 3'wLTR 分别在

转录和翻译水平上的分析，我们认为，我们所建

立的方法能够有效和真实地体现慢病毒载体的

转录通读率，为慢病毒载体改进工作提供了技术

支持。 

致谢：衷心感谢曾溢滔院士和任兆瑞教授对本文

的悉心指导。 
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