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摘要 目的：制备携带碳端结构域缺失的小鼠白介素 -4（Interleukin-4，IL-4）基因突变体的 5型重组腺相关病毒（recombinant adeno-

associated virus, rAAV）并在细胞水平检测其介导的外源蛋白表达情况。方法：通过分子克隆技术构建携带小鼠 IL-4碳端 22个氨

基酸缺失的突变体的表达质粒 pSNAV-mIL-4驻C22，三质粒共转染法制备重组的 5型 AAV病毒，体外感染人支气管上皮样细胞

系 16HBE和 BEAS-2B，并通过Western blot和 ELISA检测外源蛋白表达。结果：DNA测序表明构建的小鼠 IL-4碳端第 118位氨

基酸位点处截短的突变体基因表达序列正确无误，制备的重组病毒载体 rAAV5-mIL-4驻C22滴度约为 3× 1011 vg/mL。rAAV5-GFP

感染 16HBE 和 BEAS-2B 细胞后 36 小时开始可见持续稳定的荧光蛋白表达，重组病毒 rAAV5-mIL-4驻C22 感染 16HBE 和
BEAS-2B细胞后外源蛋白在培养上清中呈分泌型表达。结论：本研究成功构建了携带小鼠 IL-4碳端结构域缺失型突变体的 AAV

表达质粒并制备了重组病毒 rAAV5-mIL-4驻C22，该病毒可有效转染 16HBE和 BEAS-2B细胞并介导外源基因分泌表达截短型小

鼠 IL-4突变体蛋白。
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Construction of Recombinant Adeno-associated Virus Encoding Interleukin-4
Antagonistic Mutant and Exogenous Protein Expression *

To prepare recombinant adeno-associated virus harboring truncated murine interleukin-4 mutant gene and

detect the exogenous protein expression in vitro. An mIL-4 antagonistic mutant DNA expression plasmid pSNAV-mIL-4驻C22
was constructed through gene clone technology, a recombinant virus vector rAAV5-mIL-4驻C22 was prepared by three plasmids

co-transfection, human bronchoid epithelioid cell line 16HBE and BEAS-2B were transfected with recombinant AAV5 vectors, then the

expression of foreign protein was detected by Western blot and ELISA. The mutant gene mIL-4驻C22 was verified by DNA se-

quencing and the titer of virus vector rAAV5-mIL-4驻C22 is about 3× 1011 vg/mL. 16HBE and BEAS-2B expressed GFP lastly and sta-

bly when 36 hours after receiving rAAV-GFP trensfection. Our study constructed recombinant vector rAAV5-mIL-4驻C22
encoding murine IL-4 antagonistic mutant protein deleting the C-terminus region, the virus vector effectively transfected 16HBE and

BEAS-2B, and mediated exogenous protein secretory expression in vitro.
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前言

哮喘是一种以慢性气道炎症为特征的异质性疾病，常导致

气道高反应性和不可逆的气道阻塞[1,2]。研究表明，CD4+ Th2细

胞及其相关细胞因子 IL-4，IL-5和 IL-13所诱导的免疫反应在

哮喘的发生、发展及转归中均起着十分重要的作用，其中 IL-4

和 IL-13与支气管哮喘发病过程中嗜酸性粒细胞聚集和 IgE合

成密切相关，是哮喘治疗的重要靶点[3-9]。IL-4和 IL-13结构相

近，通过与细胞表面受体结合传递生物学信号，IL-4 的受体

（IL-4 receptor，IL-4R）是由 IL-4R琢链和酌C链组成的二聚体，其

211· ·

PDF 文件使用 "pdfFactory Pro" 试用版本创建           www.fineprint.cn

mailto:tianlch@126.com
mailto:huanggr2011@126.com
http://www.fineprint.cn


现代生物医学进展 biomed .cnjournals . com Progress in Modern Biomedicine Vol.19 NO.2 JAN.2019

中的 IL-4R琢链也是 IL-13受体的一个亚基[10]。IL-4既可与其自

身的受体结合又可与 IL-13受体（IL-4R琢/ IL-13R琢1）结合并将
其激活，被激活的受体复合物通过胞内结构域活化转录因子

STAT-6，进而激活下游基因的转录[4,11-13]。小鼠 IL-4碳端结构域
是信号传导的必需结构域，该区域缺失或者诱导突变所产生的

突变体仍可与 IL-4和 IL-13的共用受体链 IL-4R琢结合且有很
高的亲和性，但并不能激活胞内的信号转导[14,15]，因此，可作为

IL-4R琢链的拮抗体竞争性地抑制 IL-4和 IL-13的信号传递从

而缓解哮喘症状[11]。

腺相关病毒（adeno-associated virus, AAV）是一类非致病性

的人细小病毒，因其免疫原性弱，感染宿主后有助于外源基因

的长期存在并稳定表达，被公认是目前最有前景的基因治疗

病毒载体之一 [16-18]。5 型 AAV 的受体为 2，3- 交联唾液酸
(2,3-linked sialic acid)在气道顶膜上的表达丰富 (23)，这使得
AAV5病毒载体有效转染气道上皮细胞并介导外源基因在局

部持续表达成为可能。研究表明，AAV5病毒载体在 BALB/C

小鼠气道反复给药保证外源基因在局部持续有效表达的同时，

既未引起受试小鼠给药部位功能和形态学的改变，也未导致局

部炎症反应和细胞凋亡(26)，有很好的安全性。本研究以 5型腺

相关病毒作为载体，通过分子克隆技术构建携带小鼠 IL-4碳

端 118 个氨基 酸位点处截短 的突 变体 的表 达质 粒
pSNAV-mIL-4驻C22，制备重组的病毒载体 rAAV5-mIL-4驻C22

并检测外源突变体蛋白在体外细胞水平的表达情况，发现重组

的病毒载体 rAAV5-mIL-4驻C22 可以有效介导小鼠 IL-4 碳端

缺失突变体在人支气管上皮样细胞系 16HBE和 BEAS-2B 中

正常表达和分泌，为 5型腺相关病毒介导 IL-4截短型突变体
基因治疗哮喘提供了实验依据。

1 材料与方法

1.1 质粒和细胞株
pGEM-Teasy载体购自 Promega公司，AAV原始表达质粒

pSNAV2.0，辅助质粒 pADHelper 和 pR2C2 以及对照质粒
SNAV-GFP购自本元正阳基因技术有限公司，携带小鼠野生型
IL-4的重组克隆载体 pGEM-T-mIL-4由本研究构建并保存，携

带 小 鼠 白 介 素 4 基 因 突 变 体 的 AAV 表 达 质 粒

pSNAV-mIL-4驻C22由本研究构建并保存。HEK293T细胞株购

自 ATCC，用添加了 10%FBS的 DMEN培养基培养；细胞株
16HBE 和 BEAS-2B 由中国医学科学院药物研究所分子免疫

和肿瘤药理实验室提供。

1.2 试剂
DMEM培养基、青霉素 +链霉素、胰酶购自 GIBCO公司；

胎牛血清（FBS）购自 PAN Biotech 公司；10 cm 细胞培养皿、6

孔细胞培养板购自 Corning公司；细胞转染试剂 PEI、总 RNA

提取试剂 TRIzol购自 Invitrogen公司；小鼠 IL-4抗体、小鼠
IL-4 ELISA试剂盒购自 Abcam公司；反转录试剂盒、SYBR誖
Green Realtime PCR Master Mix购自 TOYOBO公司；茁肌动蛋
白（茁-actin）抗体购自 CST公司；蛋白裂解液（RIPA）购自北京

鼎国昌盛生物技术有限责任公司；高灵敏度化学发光检测试剂

盒购自北京康为世纪有限公司；核酸染料 DAPI购自 Sigma公
司；限制性内切酶 I和 I、DNA连接酶 I、DNase I、RNase

A 购自 Takara 公司；胶回收试剂盒、质粒纯化试剂盒购自
Promega公司。
1.3 方法
1.3.1 小鼠 IL-4截短型突变体基因 mIL-4驻C22的克隆和重组
表达质粒的构建 分离 C57BL/6小鼠的脾脏，提取总 RNA，

反转录合成 cDNA 一链备用。登录 GenBank 数据库 (http:

//www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/, Genbank accession number

NM_021283)检索野生型小鼠 IL-4基因的 cDNA序列并设计

引物（上游引物：acggcacagagctattgatg，下游引物：aaagcatggtg-

gctcagtactac），以 cDNA一链为模板，扩增得到小鼠野生型 IL-4

基因片段并克隆到 pGEM-Teasy 载体 （Promega）上得到
pGEM-T-mIL-4。测序无误后设计突变引物在野生型小鼠 IL-4

肽链第 119位氨基酸对应的 cDNA位点处引入终止密码子，同

时在 5’端引入限制性内切酶 I识别位点，在 3'端引入限制
性内切酶 SalI识别位点(上游引物：5'gggGGTACCatgggtctcaac-

ccccagcta3', 下游引物：5' tctGTCGACctactcattcatggtgcagcttatcg
3')，PCR扩增产物胶回收后通过 I和 I位点 mIL-4驻C22

克 隆 到 AAV 表 达 质 粒 ， 得 到 重 组 表 达 质 粒

pSNAV-mIL-4驻C22，重组质粒交由上海生工生物工程有限公
司测序验证。

1.3.2 重组腺相关病毒载体 AAV5-mIL-4驻C22的制备 将生

长状态良好的 HEK293T细胞扩传培养瓶。24小时后细胞生长

至 80%融合时，用聚乙烯亚胺（PEI）法将 pSNAV-mIL-4驻C22、
pADHelper和 pR2C2三种质粒共转染 HEK293T细胞，24小时

后去除含有转染液的培养基，换新鲜 DMEM 培养基，培养 72

小时后收集细胞，冻融、离心后获取上清，以 PEG8000 沉淀、
Benzonase处理、氯仿抽提后离子交换柱层析，超滤及微滤，回

收的病毒产物通过荧光定量 PCR 鉴定无误。引物和探针：
Q-CMV- 上 游 ：GTACGGTGGGAGGTCTAT- ATAAGCA，
Q-CMV- 下 游 ：GGTCCCGGTGTCTTCTATG GA，Q-CMV-P：
[FAM]CCTGGAGACGCCATCCACGCTG[TAMRA]。
1.3.3 重组病毒 AAV5-mIL-4驻C22基因组滴度测定 斑点杂

交（Dot-blot）法检测纯化的 AAV5-mIL-4驻C22 病毒滴度，将标

准质粒 SNAV-GFP准确定量，用稀释缓冲液倍比稀释后分别

依次点于尼龙膜（正电荷标记，Roche）上，设三个复孔。待测病

毒 AAV5-mIL-4驻C22样品用 DNase I和 RNase A于 37℃消化
1小时，提取病毒 DNA，沸水浴 5分钟变性后置于冰浴中。稀释

后依次点膜。用地高辛标记的 CMV序列作为探针，经预杂交、

杂交、洗膜、显色、终止后，根据与待测样本杂交信号强度一致的

标准品拷贝数乘以稀释倍数换算出待检测病毒的滴度，即每毫

升病毒液的病毒颗粒中含有的基因组拷贝数，单位是 v.g./mL。
1.3.4 重组病毒纯度测定 制备 SDS-PAGE 蛋白电泳凝胶，
分离胶浓度为 12%，积层胶浓度为 5%，取纯化后的病毒样本与
凝胶加样缓冲液 1:1混匀后煮沸 5 min预处理，上样后以积层
胶 120 V，分离胶 200 V电压电泳，电泳完毕后考马斯亮兰染
色、洗脱后出现背景清晰的 AAV5特征性条带。
1.3.5 AAV5 病毒体外转染 16HBE 和 BEAS-2B 细胞系 将

生长状态良好的 16HBE和 BEAS-2B细胞以 1× 105接种于 35

mm培养皿，培养 12小时细胞贴壁后弃上清，加入无血清培养

基，分别按 2× 109，1× 1010，2× 1010 v.g./mL设梯度加入带有绿
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色荧光蛋白基因的对照病毒 AAV5-GFP，培养 10小时后弃上

清更换培养基，分别在 24小时、48小时、72小时在荧光显微镜
下观察 GFP表达情况，随机选取视野计数表达荧光的细胞数，

观察体外感染效率。

1.3.6 小鼠 IL-4 突变体在病毒介导的 16HBE 和 BEAS-2B 细

胞系中的表达 将生长状态良好的 16HBE和 BEAS-2B细胞

以 1× 105接种于 35 mm培养皿，培养 12小时细胞贴壁后弃上

清，加入无血清培养基，分别按 0.5× 1010 v.g./mL，2× 1010 v.g.

/mL设梯度加入重组病毒 AAV5-mIL-4驻C22，培养 10小时后
弃去上清更换培养基，培养 72小时后分别收集细胞和培养上

清。培养上清用 ELISA试剂盒测定 IL-4的浓度。细胞裂解后加

入上样缓冲液混匀，煮沸 5分钟后上样，积层胶用 60 V电压分

离胶用 120 V电压进行 SDS-PAGE凝胶电泳，电转至硝酸纤维

素膜、脱脂牛奶封闭，依次加一抗杂交、二抗孵育、显色后分析

结果。

1.4 统计学分析

数据以 SPSS12.0统计学软件处理。外源蛋白表达情况的

检测结果以均值± 标准差表示。比较方法采用方差分析和 t检

验。P值以 0.05为统计学差异标准。

2 结果

2.1 小鼠 IL-4截短型突变体表达质粒的构建

以小鼠脾脏 cDNA一链为模板，用 IL-4基因特异性引物
PCR 扩增得到小鼠 IL-4 基因全长序列，将扩增产物连接到

pGEM-Teasy 载体上，经 DNA 测序验证无误得到重组质粒
pGEM-T-mIL-4。原始表达质粒 pSNAV2.0分别用限制性内切

酶 I和 I处理后回收大片段得到带有粘性末端的载体骨

架备用，设计小鼠 IL-4截短型突变体引物，在小鼠 IL-4多肽链

第 118位氨基酸对应的密码子后引入终止密码子，同时在上下

游分别引入限制性内切酶识别位点，通过 PCR 法得到小鼠
IL-4 截短型突变体， I 和 I 消化后克隆到表达质粒
pSNAV2.0 的多克隆位点处，所得重组 AAV5 表达质粒
pSNAV-mIL-4驻C22。小鼠 IL-4全长及缺失突变体结构如图 1A

所示。质粒上完整的表达盒结构如图 1B：外源基因的上游为
CMV即早期启动子，下游带有 hGH polyA加尾信号，表达盒的

两侧为 AAV5反向末端重复序列（L-ITR和 R-ITR）。
2.2 重组 5型腺相关病毒载体纯度和滴度

以 SNAV-GFP为标准质粒，以 4× 1012 vg/mL为起始浓度
倍比稀释后在尼龙膜上依次点样，纯化的待测重组病毒颗粒

rAAV5-mIL-4驻C22同样做倍比稀释后点样，标准品和待测样

本均设三个复孔。以标记的 CMV序列探针杂交，显色后如图
2 A，经换算重组病毒 rAAV5-mIL-4驻C22 滴度约为 3× 1011

vg/mL。
AAV5病毒衣壳由 VP1、VP2、VP3三种蛋白组成，分子量

分别为 87 kDa, 72 kDa和 62 kDa，三种蛋白在病毒中的比例约

为 1:1:10，SDS-PAGE 电泳后可见代表 VP1、VP2、VP3 的三条

特征条带，背景清晰，见图 2 B。

2.3 5 型腺相关病毒介导的绿色荧光蛋白 GFP 在 16HBE 和
BEAS-2B细胞系中的表达

我们将 对照病 毒 AAV5-GFP 瞬时 感染 16HBE 和
BEAS-2B细胞，分别在感染后 36小时、72小时通过荧光显微

镜观察 GFP在 16HBE和 BEAS-2B细胞中的表达情况，感染

36 小时后在 16HBE 和 BEAS-2B 细胞中，2.0 × 109 vg/mL、
1.0× 1010 vg/mL、2.0× 1010 vg/mL AAV5-GFP病毒感染后的细

胞均可清晰看到绿色荧光蛋白的表达，感染 72小时后可见各

滴度病毒感染后的 16HBE和 BEAS-2B细胞中绿色荧光蛋白

的表达均明显增强(见图 3)。

图 1 pSNAV-mIL-4驻C22重组载体的构建

A.小鼠 IL-4全长及缺失突变体示意图。SP：信号肽；Helix：琢螺旋；S：
茁折叠。B. pSNAV-mIL-4驻C22表达盒结构示意图。L-ITR：左侧反向

重复序列；CMV：CMV启动子；茁-Globin intron：茁球蛋白内含子；hGH

polyA：人生长激素 polyA信号；ZsGreen：造礁珊瑚绿色荧光蛋白；

R-ITR：右侧反向重复序列。

Fig.1 Construction of pSNAV-mIL-4驻C22 recombinant plasmid

A. Full-lengthen mouse IL-4 and its truncated mutant. SP: Signal peptide;

Helix: 琢-Helix; S: 茁-sheet. B. pSNAV-mIL-4驻C22 expression cassette.

L-ITR: Left inverse terminal repeat; CMV: immediate early CMV

promotor; hGH polyA: human growth hormone polyA signal; ZsGreen:

Reef coral Zoanthus sp. green fluorescent protein; R-ITR: Right inverse

terminal repeat.

图 2 重组 AAV5病毒颗粒滴度和纯度。

A.点杂交法检测 rAAV5-mIL-4驻C22病毒颗粒的滴度。1-7：起始滴度

为 4× 1012 vg/mL的标准品经 1:2倍比稀释。A、B、C：待测重组 AAV5

样本 1:2倍比稀释。B. SDS-PAGE电泳分析重组载体

rAAV5-mIL-4驻C22的纯度，M：低分子量蛋白标记物，VP1, VP2, VP3

分别为特征性 AAV5蛋白质条带。

Fig.2 Recombinant AAV5 vector titer and purity

A. The titer of rAAV5-mIL-4驻C22 by dot blot analysis. 1-7: Standard

substitute with initial titer of 4× 1012 vg/mLas double dilution. A, B, C:

Sample rAAV5-mIL-4驻C22 as double dilution. B. SDS-PAGE of

rAAV5-mIL-4驻C22, M: Protein marker, VP1, VP2, VP3 is specific AAV5

protein bands.
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2.4 AAV5 介导白介素 -4 突变体在 16HBE和 BEAS-2B 细胞

系中的表达

为了验证本研究构建的重组病毒 AAV5mIL-4驻C22感染
呼吸道细胞系以后能否正常分泌表达小鼠拮抗型 IL-4突变体

蛋白产物，我们用 rAAV5mIL-4驻C22 分别感染 16HBE 和
BEAS-2B细胞，在感染后 72小时后收集细胞和培养上清进行

检测。Western-blot实验结果表明，重组病毒感染后的 16HBE

和 BEAS-2B细胞 IL-4突变体蛋白明显表达（图 4A, B）。ELISA

检测结果表明重组病毒感染后的细胞培养上清中有 IL-4突变

体蛋白的分泌（图 4C）。

3 讨论

腺相关病毒（AAV）作为基因治疗载体免疫原性弱、宿主范

围广，目前有 9种血清型的 AAV已被分离，不同血清型的主要

差别在于病毒外壳蛋白序列的差异以及该差异所导致的各血

清型 AAV在不同组织感染效率和表达量的差异。2型 AAV是

研究最早且生物学特征最为清楚的一种 AAV载体，迄今应用

于临床试验的有 AAV1，AAV2，AAV6，AAV8，AAV9 以及
AAV5。有学者在小鼠鼻内滴注 5型 AAV后发现其转染转染

呼吸道上皮细胞并在呼吸道持续表达外源蛋白的能力显著显

著强于 AAV2，表达高于 AAV2近 50倍 [16]，且局部给药后

AAV5介导的外源基因在呼吸道的表达时间至少可以持续 12

个月[17]，有报道称 5型 AAV感染效率低于 AAV1，但是介导外
源基因对疾病的治疗效果并没有相应的减低，机体对 AAV5的

免疫清除明显较 AAV1缓慢[18]，这可能与 5型 AAV比其他血

清型免疫原性更弱有关，在先前的两项体内实验的研究中发现

5型 AAV产生中和抗体的概率与 2型 AAV相比分别是 3.2%

和 59%，18%和 30%[19,20]，AAV5产生中和抗体的概率与 AAV8

相比则分别为 3.2%和 19%[19]。另有报道证实，AAV5病毒载体

在小鼠气道反复给药确保外源基因在局部持续表达的同时，既

未引起受试小鼠给药部位功能和形态学的改变，也未导致局部

炎症反应和细胞凋亡[21]，作为基因治疗载体有很好的安全性和

有效性[22,23]。

支气管哮喘是以慢性气道炎症为特征的异质性疾病，表现

为气道高反应性。临床治疗非常棘手，反复发作的喘息、气急、

胸闷、咳嗽等症状严重影响患者工作、生活，甚至威胁到患者生

命。免疫病理学机制将哮喘发生分为三个阶段：第一个阶段是

初级致敏阶段，包括过敏原刺激、诱导 T淋巴细胞活化、IL-4产

生、IgE合成和效应细胞释放介质；第二个阶段为慢性过敏性炎

症阶段，以 Th1/Th2细胞比例降低、嗜酸性粒细胞活化、聚集为

特征；第三个阶段是由慢性炎症引起的气道重塑[24]。Th2类细胞

因子 IL-4和 IL-13是支气管哮喘发病机制中两类非常重要的

图 3 重组病毒载体 AAV5-GFP感染 16HBE细胞和 BEAS-2B细胞后荧光蛋白的表达

A. AAV5-GFP感染 16HBE细胞 36小时后荧光蛋白表达情况。B. AAV5-GFP感染 BEAS-2B细胞 36小时后荧光蛋白表达情况。C. AAV5-GFP

感染 16HBE细胞 72小时后荧光蛋白表达情况。D. AAV5-GFP感染 BEAS-2B细胞 72小时后荧光蛋白表达。

Fig.3 GFP expression in 16HBE and BEAS-2B cells following AAV5-GFP transfection

A. GFP expression in 16HBE cells 36 hours after AAV5-GFP transfection. B. GFP in BEAS-2B cells 36 hours after AAV5-GFP transfection. C. GFP in

16HBE cells 72 hours after AAV5-GFP transfection. D. GFP in BEAS-2B cells 72 hours after transfection.
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图 4 重组病毒 rAAV5mIL-4Δ C22介导外源蛋白在 16HBE和

BEAS-2B中的表达

A，B. western blot检测外源蛋白在 16 HBE和 BEAS-2B中的表达。

C. ELISA检测外源蛋白在 16HBE和 BEAS-2B细胞培养上清中的表

达情况。rAAV5mIL-4驻C22（0.5）：0.5× 1010 vg/mL重组病毒载体；

rAAV5mIL-4驻C22（2）：2× 1010 vg/mL重组病毒载体。*：P<0.001。

Fig.4 rAAV5mIL-4驻C22 mediated exogenous protein expression in

16HBE and BEAS-2B cells

A, B. Western blot detection of exogenous protein expression in

rAAV5mIL-4驻C22 transfected 16HBE and BEAS-2B. C. ELISA assay of

exogenous protein expression in rAAV5mIL-4驻C22 transfected 16HBE

and BEAS-2B cell culture supernatant. rAAV5mIL-4驻C22(0.5): 0.5× 1010

vg/mL of recombinant virus vector; rAAV5mIL-4驻C22(2): 2× 1010 vg/ml

of recombinant virus vector. *: P<0.001.

细胞因子，通过与细胞表面的特异性受体结合来发挥其生物学

作用，在维持慢性气道炎症及气道高反应性等众多病理过程中

均起着至关重要的作用。

IL-4和 IL-13都是含有四个 琢螺旋的短肽链细胞因子[25]。

结构生物学研究表明，细胞因子 IL-4与细胞表面受体结合时，

先与 IL-4R琢 链结合形成二元复合物，然后再募集 酌C 链或
IL-13R琢1 链形成三元复合物；IL-13 则先与 IL-13R琢1 链结合
形成二元复合物，然后再募集 IL-4R琢 链形成三元复合物[14]。

IL-4与 IL-4R琢链的特异性结合主要依赖于 IL-4肽链第一个 琢
螺旋中的 Glu9 和第三个 琢 螺旋中的 Arg88 与 IL-4R琢 链的
Tyr13，Tyr183，Ser70和 Asp72位点之间的相互作用 [14]。IL-4、
IL-13与其细胞表面受体结合后激活胞内 Jak/STAT信号通路,

其中 IL-4R琢 链激活 Jak1, 酌C 链激活 Jak3, IL-13R琢1 链激活
Tyk2[26]。IL-4第四个 琢螺旋结构以及邻近序列的缺失或突变不
影响其与受体 IL-4R琢/酌C或 IL-4R琢/ IL-13R琢1的结合，但是不

能够激活胞内的 Jak/STAT信号通路[14,15]。研究发现，Arg121、
Tyr124和 Ser125C三个位点突变的人 IL-4突变体可以正常结

合 IL-4R琢但丢失了信号转导活性，被认为是 IL-4R琢 的拮抗
体，可对正常 IL-4和 IL-13的信号传递产生竞争性抑制[27,28]。

Q116或者 Y119位点缺失的小鼠 IL-4突变体也能够与 IL-4R琢
正常结合但不能传导信号，可中断 IL-4诱导的细胞增殖、分化

及 IgE的产生[29]。上述信号传递所必需的位点均位于 IL-4肽链

的碳端结构域，有学者将小鼠 IL-4 碳端的 22 个氨基酸缺失

后，发现该突变体在体外能够抑制 IL-4和 IL-13诱导的 STAT6

磷酸化和 IgE的产生，在抗原诱导的气道高反应小鼠中可抑制

肺部嗜酸性粒细胞的聚集、气道高反应和 IgE的产生[30]。作为

信号转导的必需结构域，IL-4碳末端区域突变或缺失后不能激

活胞内的信号转导，但仍可与细胞表面受体特异性结合并有很

好的亲和力，可作为 IL-4R 琢链的拮抗体来有效阻断 IL-4和
IL-13介导的下游信号通路从而缓解气道高反应性和 IgE的大
量分泌[4]。因此，将碳端 22个氨基酸缺失的 IL-4突变基因序列

导入体内，使其持续稳定的表达并分泌丢失信号传导功能的截

短型 IL-4，靶向地阻断 IL-4 和 IL-13介导的下游信号，将是哮

喘基因治疗的一种新策略[4,11-13]。

本研究制备的重组腺相关病毒载体 rAAV5mIL-4驻C22携
带的外源基因所表达得小鼠 IL-4截短型突变体蛋白，就是这

样一种 IL-4R琢链的拮抗体。我们通过 PCR诱导缺失突变成功

构建了小鼠 IL-4截短型突变体表达序列 mIL-4驻C22，长度 357

bp，表达产物仅 118个氨基酸，有助于制备理想滴度的重组病

毒载体，确保治疗基因的高效表达。构建的表达质粒

pSNAV-mIL-4驻C22通过聚乙烯亚胺（PEI）法将和辅助质粒
pADHelper 和 pR2C2 共转染 HEK293 细胞制备重组病毒
rAAV5mIL-4驻C22，经荧光定量 PCR鉴定后纯化。点杂交法测

定病毒的滴度为 3× 1011 vg/mL，蛋白质聚丙烯酰胺凝胶电泳及

染色后显示明显的 VP1、VP2、VP3特异性蛋白条带，扫描计算
VP1、VP2、VP3蛋白总量占总蛋白量的百分比，表明病毒产物
具有高的滴度和纯度。制备重组 AAV5病毒载体在体外转染细
胞后培养上清中有外源蛋白产物，证明所构建的 mIL-4驻C22

突变体 DNA 编码序列和重组病毒载体 rAAV5mIL-4驻C22 有
很好的结构完整性和功能活性，能够正确表达碳端信号传导结

构域缺失的小鼠 IL-4蛋白突变体并分泌到细胞外，为下一步
基因治疗提供了很好的生物学工具和前提。

本研究成功构建了含有小鼠 IL-4拮抗型突变体蛋白 DNA

序列的表达质粒，制备的重组的 5型腺相关病毒载体可有效感

染人支气管上皮来源的细胞系，经重组 AAV5病毒载体感染的
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细胞可有效表达小鼠 IL-4拮抗型突变体并将蛋白产物分泌到

细胞外，为以 IL-4受体 琢链为靶向的哮喘基因治疗奠定了生
物学基础。
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