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人白细胞介素１０基因慢病毒载体的构建及重组
贺正华，白念岳，郭曲练

（中南大学湘雅医院 麻醉科，湖南 长沙 ４１０００８）

　　摘要：目的　拟构建含人白细胞介素 １０（ｈＩＬ１０）基因的慢病毒载体（ＬＶｈＩＬ１０），为进一步探讨
慢性疼痛的治疗研究奠定基础。方法　从 ｐＣＹＩＬ１０质粒中选择适当的引物进行 ＰＣＲ后得到含 ＰｍｅＩ

多功能酶切位点的 ＩＬ１０基因片段，将其构建到慢病毒载体 ｐＷＰＸＬ上得到重组的 ｐＷＰＸＬＩＬ１０质粒，

对所抽提的质粒进行酶切及测序检测正确后大量提取备用。将重组质粒 ｐＷＰＸＬＩＬ１０、包膜质粒

ｐＭＤ２．Ｇ和包装质粒 ｐｓＰＡＸ２共转染 ２９３Ｔ细胞后包装出复制缺陷的慢病毒颗粒，进行病毒滴度的测

定。结果　重组质粒酶切鉴定结果显示，ｐＷＰＸＬＩＬ１０质粒中有一个 ５３０ｂｐ左右的插入片断，大小与

ＩＬｌ０ｃＤＮＡ（５３４ｂｐ）基本符合。测序结果显示 ｐＷＰＸＬＩＬ１０质粒上插入片段的序列与基因库中 ｈＩＬ

１０基因序列完全一致。转染后获得了高滴度（２×１０１０）、高纯度的病毒颗粒。结论　成功构建了含人

白细胞介素 １０基因的慢病毒载体 ＬＶｈＩＬ１０，为慢性疼痛治疗的研究奠定了基础。
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　　目的基因的转移工具目前多采用病毒载体，
其中以逆转录病毒载体和腺病毒载体最为常

用［１－２］。然而，逆转录病毒载体只能感染分裂期

细胞，容纳外源基因的 ＤＮＡ片段长度不超过８ｋｂ，
腺病毒载体感染细胞时，病毒 ＤＮＡ游离在细胞核
内，并不整合到染色体上，在体内不能实现稳定的

长期表达且反复应用容易引起免疫反应。以人类

免疫缺陷病毒 －１（ＨＩＶ１）来源的慢病毒载体由
于其具有可以感染非分裂期细胞、容纳外源性目

的基因片段大、免疫反应小等特点而越来越受到

人们的重视［３－４］。有学者［５－６］研究发现，重组抗炎

细胞因子白细胞介素 １０（ＩＬ１０）腺病毒或腺相关
病毒载体对神经病理性疼痛有镇痛作用。本研究

拟构建含镇痛基因 ＩＬ１０基因片段的慢病毒载体
（ｌｅｎｔｉｖｅｃｔｏｒ，ＬＶ），为下一步慢性疼痛的治疗研究
奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
包含人 ＩＬ１０ＣＤＳ序列的 ｐＣＹＩＬ１０质粒由

ＸｉａｎｍｉｎＭｅｎｇ博士（ＴｈｏｍａｓＪｅｆｆｅｒｓｏｎ大学，美国费
城）惠赠；慢病毒载体 ｐＷＰＸＬＧＦＰ，包装质粒 ｐｓ
ＰＡＸ２，包膜质粒 ｐＭＤ２．Ｇ由 瑞士 ＤｉｄｉｅｒＴｒｏｎｏ教
授惠赠。ＤＨ５α大肠杆菌菌种购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；
人胚肾 Ｔ细胞（２９３Ｔ）细胞株购自湘雅细胞中心；
人神经 母 细胞瘤细胞株 ＳＨＳＹ５Ｙ购自 ＡＴＣＣ。
Ｔｉｐ５００ＤＮＡ纯化柱，Ｓｐｉｎ质粒抽提试剂盒，质粒
微量提取试剂盒购自 ＱＩＡＧＥＮ公司。ＬＡＴａｑ酶，
ｄＮＴＰ，限制性内切酶 ＰｍｅＩ，Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自
ＴａｋａＲａ公司。

仪器：超净工作台（苏州净化工程公司），多

聚酶链反应仪（ＧｅｎｅＡｍｐ９６００ＰＣＲ系统，Ｐｅｒｋｉｎ
Ｅｌｍｅｒ公司），Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ台式低温微量离心机（Ｅｐ
ｐｅｎｄｏｒｆ公司），Ｊ６ＨＣ高速离心机和 Ｊ２２１型离心
机（Ｂｅｃｋｍａｎ公司），水平电泳仪（ＢｉｏＲａｄ公司），
ＧｅｌＤｏｃ１０００凝胶成像分析系统（ＢｉｏＲａｄ公司），
ＡＢＩ３７７型 ＤＮＡ测序仪（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司），４２０
型恒温空气摇床（Ｆｏｒｍａ公司），激光共聚焦显微
镜（ＢｉｏＲａｄ公司）及紫外分光光度仪（Ｂｅｃｋｍａｎ公
司）等。

１．２　实验方法
１．２．１　ｐＷＰＸＬＩＬ１０质粒的构建
１．２．１．１　ＩＬ１０ｃＤＮＡ的扩增　以 ｐＣＹＩＬ１０为
模板，ＰＣＲ获得 ＩＬ１０基因全长序列的 ｃＤＮＡ。设
计含 ＰｍｅＩ酶切位点的引物，上游引物为５′ＧＣＧＴ

ＴＴＡＡＡＣＡＴＧＣＡＣＡＧＣＴＣＡＧＣＡＣＴＧ３′，下游引物为
５′ＧＣＧＴＴＴＡＡＡＣＴＣＡＧＴＴＴＣＧＴＡＴＣＴＴＣＡＴ３′，引物由
上海生物工程有限公司合成。反应条件：９５℃
５ｍｉｎ→（３０个循环）９４℃ ２０ｓ→５０℃ ３０ｓ→
７２℃ ４５ｓ，７２℃ １０ｍｉｎ。扩增产物经琼脂糖凝胶
电泳分离检测，检测正确后，用 ＰＣＲ产物纯化试
剂盒回收 ＰＣＲ产物。
１．２．１．２　ＩＬ１０片段与 ｐＷＰＸＬ重组　将 ＰＣＲ产
物和带绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）标记的 ｐＷＰＸＬ载体
质粒进行 ＰｍｅＩ单酶切，３７℃酶切 ２ｈ。０．８％低
熔点琼脂糖凝胶电泳，分离回收目的 ＤＮＡ片段和
酶切后的 ｐＷＰＸＬ载体片段。将回收的目的 ＤＮＡ
片段和 ｐＷＰＸＬ载体片段按配比进行连接，１６℃
胶连过夜。连接产物转化感受态 ＤＨ５α细菌，挑
选阳性克隆扩增培养。离心收集细菌抽提重组质

粒。所提取的质粒用 ＰｍｅＩ酶切鉴定插入片段，
将酶切检测正确的重组质粒进行 ＱＩＡｐｒｅｐＳｐｉｎ微
量制备质粒后，送 Ｉｎｖｔｒｏｇｅｎ公司测序。测序正确
后，命名为 ｐＷＰＸＬＩＬ１０，并用 ＱＩＡＧＥＮｔｉｐ５００大
量提取质粒 ｐＷＰＸＬＩＬ１０，同时用 ＱＩＡＧＥＮｔｉｐ５００
大量 提 取 质 粒 ｐｓＰＡＸ２和 ｐＭＤ２．Ｇ，备 转 染 细
胞用。

１．２．２　含 ＩＬ１０基因表达的 ＬＶ载体的包装
１．２．２．１　细胞培养及传代　将 ２９３Ｔ细胞在含
１０％胎牛血清的 １６４０培养液中培养，２～３ｄ换
液 １次，待 细 胞 长 至 ８０％ ～９０％ 融 合 时，用
０．１２５％胰酶消化传代。
１．２．２．２　磷酸钙沉淀法将三质粒共转染 ２９３Ｔ
包装细胞　按 Ｔｒｏｎｏ实验室提供的操作方法将重
组质粒 ｐＷＰＸＬＩＬ１０，包装质粒 ｐＳＰＡＸ２和包膜质
粒 ｐＭＤ２．Ｇ共同转染 ２９３Ｔ细胞：接种 ２９３Ｔ细胞
２×１０６／１０ｃｍ２ ～２．５×１０６／１０ｃｍ２，次日将转染
载体 ２０μｇ和包装质粒 １５μｇ及包膜质粒 ６μｇ加
水至 ０．５ｍＬ，再加 ０．５ｍＬ的 ２×ＨｅＢＳ混匀后加
入 ２．５ｍｏｌ／Ｌ的 ＣａＣｌ２轻轻震荡，室温下放置２０～
２５ｍｉｎ，逐滴加入到培养板上与培养基混匀。６～
８ｈ后更换培养基，去掉有沉淀的培养基，加入新
鲜的培养基 ６ｍＬ继续培养。第 ４天，收集培养
液，室温下 ３０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，０．４５μｍ的
滤器过滤收获病毒，该病毒命名为 ＬＡＩＬ１０。将
收获的病毒液放入离心管中，４℃下２６０００ｒ／ｍｉｎ
离心 ２ｈ，弃上清，用适量不含血清的培养基重悬
病毒，－８０℃储存备用。同时也将空质粒 ｐＷ
ＰＸＬＧＦＰ与 ｐｓＰＡＸ２、ｐＭＤ２．Ｇ共转 ２９３Ｔ，并收集
上清浓缩后，作后续实验对照之用。
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１．２．２．３　病毒滴度的测定　在 ６孔板中分别接
种 ２×１０５的 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，将所浓缩的病毒按
１０－１，１０－２，１０－３，１０－４，１０－５及 １０－６进行系列稀
释，将其分别加入到相应的孔中；次日在荧光显微

镜下观察各孔中 ＧＦＰ的荧光表达情况。计数表达
ＧＦＰ的细胞个数，乘以相应的稀释倍数即得病毒
滴度。

２　结　果

２．１　ｐＷＰＸＬＩＬ１０质粒的构建
以 ｐＣＹＩＬ１０质粒为模板，设计合成适当的引

物进行 ＰＣＲ获得含 ＰｍｅＩ酶切位点的 ＩＬ１０片段
（图 １）；通过 Ｔ４连接酶将其与经 ＰｍｅＩ酶切的
ｐＷＰＸＬＧＦＰ载体片段连接获得重组质粒 ｐＷＰＸＬ
ＩＬ１０。
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图 １　ＩＬ１０ＰＣＲ结果图　１，２：ＰＣＲ产物（５３４ｂｐ）；
Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ

２．２　重组 ｐＷＰＸＬＩＬ１０质粒的筛选和鉴定
重组 ｐＷＰＸＬＩＬ１０质粒经 ＰｍｅＩ酶切，凝胶电

泳获得长约 ５３４ｂｐ的插入片段（图 ２）；进一步质
粒测序鉴定结果显示，目的片段插入方向正确，所

测序列与 ｇｅｎｅｂａｎｋ中 ｈＩＬ１０基因序列完全相符
（质粒测序结果未显示）。
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图 ２　ｐＷＰＸＬＩＬ１０酶切鉴定图　１，２：ｐＷＰＸＬＩＬ１０
质粒酶切结果；Ｍ１：λＨｉｎｄＩＩＩＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｍ２：
ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

２．３　 重组质粒 ｐＷＰＸＬＩＬ１０和包装质粒 ｐｓ
ＰＡＸ２及 包 膜 质 粒 ｐＭＤ２．Ｇ 共 同 转 染
２９３Ｔ包装细胞

用磷酸钙沉淀法将 ３种质粒共转染 ２９３Ｔ包
装细胞，１２ｈ后在荧光显微镜下均观察到 ＧＦＰ的
表达。转染７２ｈ后，ＧＦＰ荧光强度均较１２ｈ明显
增强，在每一视野下，ＧＦＰ表达的阳性包装细胞达
６０％左右（图 ３）。超速离心转染 ７２ｈ后的包装
细胞上清液，按梯度稀释后，再感染 ＳＨＳＹ５Ｙ细
胞（此时 ＳＨＳＹ５Ｙ作为靶细胞），４８ｈ后测定６孔
板中慢病毒载体的浓度，为 ２×１０１０Ｕ／Ｌ。将纯化
的病毒稀释 １０５倍后，感染 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞。４８ｈ
后荧光显微镜下可观察到 ＧＦＰ的表达，感染效率
约为 ８０％，证实该病毒包装系统能够成功包装出
病毒颗粒，并再次感染细胞（图 ４）。

本实验构建的慢病毒载体是第二代慢病毒载

体系统，由 ＬＶｐＷＰＸＬＧＦＰ，包装质粒 ｐｓＰＡＸ２及
包膜质粒 ｐＭＤ２．Ｇ三质粒组成。目的基因片段是
ＩＬ１０，经 ＰＣＲ扩增、酶切、连接成功地构建了 ｐＷ
ＰＸＬＩＬ１０质粒，测序检验正确。
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图３　ｐＷＰＸＬＩＬ１０，ｐｓＰＡＸ２，ｐＭＤ２．Ｇ共同转染２９３Ｔ细胞　　Ａ：转染后可见光下细胞；Ｂ：转染后荧光下细胞

图４　病毒上清感染ＳＨＳＹ５Ｙ细胞　　Ａ：感染后可见光下细胞；Ｂ：感染后荧光下细胞

３　讨　论

慢病毒属逆转录病毒亚属，是一类非鼠源性

逆转录病毒。以 ＨＩＶ为代表，慢病毒源性载体最
主要的优点是能将外源基因整合入非分裂细胞

的基因组内，对有丝分裂后神经元转基因治疗提

供了一个潜在的传递系统。为了最大限度地降

低其通过重组产生有复制能力野生病毒的可能

性，重组病毒的产生采用 ３种质粒包装系统，为
了进一步增强这一系统的安全性，一种自我失活

慢病毒载体已被成功构建并应用于实验［７－１０］。应

用慢病毒向脑内引入基因已取得了诱人的结果，

转染细胞（主要为神经元）在所有时间点上均明

显高于腺相关病毒载体和逆转录病毒载体，而且

这种载体存在长期的转基因表达，无明显免疫反

应。因此慢病毒有可能成为未来中枢神经系统

（ＣＮＳ）基因治疗的最佳载体［１１］。本实验采用的

是 Ｔｒｏｎｏ慢病毒载体课题组提供的第二代 ３质粒
包装系统，能提供较长期稳定的转染，而且安全

性能高。

３质粒表达系统包括包装质粒、包膜蛋白质
粒和转移质粒。其中包装质粒在人巨细胞病毒

启动子（ＣＭＶ）的控制下能表达 ＨＩＶ１复制所需
的全部反式激活蛋白，但不产生病毒包膜蛋白及

辅助蛋白 ｖｐｕ。应用包膜蛋白质粒编码水疱性口
炎病毒 Ｇ蛋白（ＶＳＶＧ），包膜的假构型慢病毒载
体扩大了载体的靶细胞嗜性范围，而且增加了载

体的稳定性，允许通过高速离心对载体进行浓

缩，提高了滴度；转移质粒中除含有包装、逆转录

及整合所需的顺式序列外，还保留了 ｇａｇ基因 ５′
端 ３５０ｂｐ的序列和位于 ｅｎｖ序列中的 ＲＲＥ，并在
其中插入目的基因或标志基因 ＧＦＰ。将载体系统
分成３个质粒最大的益处是使序列重叠的机会大
大减少，减少载体重组过程中产生病毒野生株的

可能性。

目前常用的内部启动子为 ＣＭＶ。通过研究不
同启动子驱动下的转基因或标志基因在不同靶

细胞中的表达发现，延长因子 １α（ＥＦ１α）是作
用最强的内部启动子。文献报道在内部启动子

前引入中央多聚嘌呤序列（ｃＰＰＴ）元件可提高目
的基因的表达效率；将此序列插入慢病毒载体可

以促进对 ＣＤ３４＋造血干细胞的转导［１２］。Ｐａｒｋ［１３］

等还发现整合了 ｃＰＰＴ的载体能在体外增加转导
效率，体内能增加对非细胞周期肝细胞的转导效

率。李振宇等［１４］在 ＨＩＶ１慢病毒载体的构建及
结构改造中，将 ｃＰＰＴ元件引入到转移质粒中，证
实 ｃＰＰＴ元件确能提高慢病毒载体的转导效率。
这可能与 ｃＰＰＴ促进 ＨＩＶ１基因组转入被感染的
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细胞核内有关［１５］。Ｔｒｏｎｏ课题组提供的转移质粒
含有作用最强的内部启动子 ＥＦ１α，而且在内部
启动子前导入了 ｃＰＰＴ元件，进一步提高了目的基
因的转染效率。本实验按照 Ｔｒｏｎｏ实验室提供的
操作技术直接运用磷酸钙沉淀法将３种质粒共转
染 ２９３Ｔ细胞，其优点是操作简单，病毒滴度理
想，超速离心后病毒滴度可达 ２×１０１０Ｕ／Ｌ，安全
性高。

ＩＬ１０又称细胞因子合成抑制因子（ＣＳＩＦ），
属于细胞因子中的干扰素家族，是重要的抗炎细

胞因子。ＩＬ１０通过下调单核细胞表面主要组织
相容性抗原 ＩＩ（ＭＨＣＩＩ）的表达，降低其抗原递呈
作用，下调 Ｔ淋巴细胞活性，抑制炎性细胞的激
活、迁移和黏附；ＩＬ１０也能抑制多种细胞合成与
释放促炎细胞因子。鉴于促炎细胞因子在多种

神经病理性疼痛发生和维持中的重要作用，有学

者观察了 ＩＬ１０对神经病理性疼痛的治疗作
用［１６－１９］，发现 ＩＬ１０对脊髓损伤、慢性坐骨神经
压迫性损伤、鞘内注射强啡肽等原因导致的大鼠

神经病理性疼痛有显著治疗效果。重组 ＩＬ１０蛋
白在体内的生物半衰期短且价格昂贵，临床应用

受限制，基因治疗因其一次给药便可长时间地使

蛋白表达而受到青睐。随着分子生物学技术的

发展和基因治疗方法的改进，ＩＬ１０将越来越多
地应用于多种疾病的基因治疗。

目前关于应用慢病毒载体转载目的基因治疗

慢性疼痛的报道甚少。本研究旨在构建慢病毒

载体转载疼痛治疗基因 ＩＬ１０进行动物体内外实
验，提高 ＩＬ１０的表达抑制炎性细胞因子而发挥
镇痛作用。本实验通过运用基因重组、３质粒表
达系统包括包装质粒、包膜蛋白质粒和转移质粒

共转 ２９３Ｔ细胞包装出高滴度的 ＬＶ／ｈＩＬ１０，为下
一步在体和离体动物实验奠定了基础。
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