
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.12 NO.10 APR.2012

前言

二氢叶酸还原酶(DHFR) 是一种利用 NADPH 还原二氢叶

酸产生四氢叶酸的氧化还原酶。其分子量约为 2 万，是催化叶

酸还原成四氢叶酸(H4FA)的酶。H4FA 形成过程分两步进行，

由同一个酶催化，H4FA 作为一碳单位载体，为嘌呤核苷酸从

头合成和胸嘧啶核苷酸合成等提供一碳单位。叶酸缺乏可能导

致 DNA 损伤、不稳定和 DNA 甲基化畸形状态，这在肿瘤发生

过程中起重要作用。叶酸的障碍也可能与卵巢癌的发生有关[1]。
叶酸主要包括叶酸受体、二氢叶酸还原酶、四氢叶酸还原酶。叶

酸受体是一种糖基磷脂酰肌醇（GPI）锚定膜蛋白，可介导细胞

外叶酸进入细胞内[2],是目前抗肿瘤治疗研究的重要靶点[3]，而

二氢叶酸还原酶是叶酸受体的下游。高海德等[4]观察到双突变

DHFR 基因 （酶活性增高） 对大剂量氨甲喋呤（methotrexate
MTX）化疗小鼠骨髓细胞具有保护作用。此外，有文献报道[5，6，7]

DHFR 在白血病耐药细胞株、人骨肉瘤耐药细胞株及耐药乳腺

癌细胞株等肿瘤耐药细胞株中高表达，并且在肿瘤多药耐药中

发挥着一定的作用。目前还没有文献报道 DHFR 与卵巢癌多药

耐药的关系，为进一步探讨这两者之间的关系，我们构建了高

拷贝 DHFR-pWPI 重组慢病毒表达载体，同时也为后续研究卵

巢癌细胞的多药耐药机制实验做了良好的铺垫。
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摘要 目的：构建携带人二氢叶酸还原酶（DHFR）基因的慢病毒表达载体 pWPI。方法：采用 PCR 方法扩增二氢叶酸还原酶 cDNA
全长，与 EZ-T 克隆载体连接，HindIII 及 BamHI-HF 限制性内切酶双酶切回收的 PCR 片段并补平其缺口。慢病毒系统载体使用

pWPI 系统，采用 PmeI 酶切载体后回收片段，将其磷酸化，T4 酶连接载体与目的基因。表达载体鉴定均采用核苷酸序列测定，重

组质粒采用脂质体转染 293T 包装细胞后获得包装的病毒颗粒。结果：成功扩增二氢叶酸还原酶全长并连接入 pWPI 载体构建成

重组表达载体 DHFR-pWPI，重组质粒测序结果显与 DHFR 基因的同源性达 100%，按标准生产程序转染 293T 后有 DHFR 基因的

表达。结论：成功采用慢病毒载体系统构建了二氢叶酸还原酶重组慢病毒转基因，为探讨 DHFR 在肿瘤多药耐药过程中的分子

机理奠定基础。
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1.1 材料

1.1.1 质粒、细胞及菌株 慢病毒系统表达质粒 pWPI、结构质粒

pCMV-dR 8.74 和封套质粒 pMD2.G 由加拿大渥太华大学临床

肿瘤中心实验室惠赠。DHFR-EZ-T 质粒由本人构建。大肠杆菌

DH-5a、人肾上皮细胞 293T 细胞、人 卵 巢 上 皮 癌 细 胞 系

SKOV3 由本实验室保存。
1.1.2 主要试剂 限制性内切酶 PmeI 和快速连接试剂盒购自纽

英伦生物技术公司生产，QIAquick Gel Extraction Kit 购自 Qia-
gen 产品，虾碱性磷酸酶（SAP）购自 TATAKA 公司，T4 DNA
Polymerase 和 First Strand cDNA Synthesis Kit 逆 转 录 试 剂 盒

购 自 MBI Fermentas，RT 逆转录试剂盒由 TOYOBO 公司提

供，M-MLV 逆转录酶由 Promega 公司提供。TIANGEN 质粒小

提 试 剂 盒 购 自 北 京 TIANGEN 有 限 公 司 ，Lipofec-
tamineTM2000、Trizol Reagent 购 自 美 国 Invitrogen 公司。补

平试剂盒购自 Genestar 公司。
1.1.3 引物的设计与合成 人 DHFR cDNA 全长根据 Genebank
人 DHFR mRNA (NM_000791) 序列用 primer5.0 软件设计引

物 。 DHFR 基 因 上 游 引 物 ：5' GTCATGGTTGGTTCGC-
TAAACTGCA 3' 下 游 引 物 ：5' TAGAGACAAGAGTAGTGG
GGAATAA 3' 引物由上海生物工程公司合成。
1.2 方法

1.2.1 EZ-T-DHFR 质粒构建

1.2.1.1 组织 RNA 提取与 cDNA 合成 组织 RNA 提取采用

Trizol 一步法提取卵巢组织 RNA，cDNA 的合成采用 RT 逆转

录试剂盒 （TOYOBO 公司提供，M-MLV 逆转录酶 Promega 公

司提供）操作按说明书。
1.2.1.2 DHFR 基因全长的扩增及连接 以合成的 cDNA 为模

板，在 94℃预变性 5 min（94℃ 30 sec，67℃ 30 sec，72℃30
sec）30 cycles 72℃ 10 min 的 PCR 反应条件下扩增，产物经

1.5%琼脂糖凝胶电泳后切胶回收目的片段，EZ-T cloning vector
1 μl，Purified PCR Product 4 μl，EZ-T DNA Ligase 1 μl，
10*Ligation Buffer 1 μl，ddH2O up to 10 μl。16℃反应过夜后将

连接产物转化至大肠杆菌 DH-5a 制备的感受态，从 37℃培养

16-20 小时的 DH-5α 平皿中挑取阳性克隆，单克隆在 LB 培养

液中 37℃震荡培养 16-20 小时后进行质粒 DNA 的快速提取

（图 1），并将提取的质粒送北京诺赛基因组研究中心有限公司

测序，NCBI 进行 BLAST 结果序列对比分析显示与与 DHFR
基因的同源性达到 100 %。
1.2.2 DHFR 重组慢病毒表达质粒的构建

1.2.2.1 DHFR 基因全长的扩增及回收 选用已构建好并测序成

功的 DHFR-EZ-T 作为模板，PCR 反应体系：10*Buffer 2.5 μl，
dNTP 1.5 μl，引物（上）1 μl，引物（下）1 μl，Taq 酶 0.2 μl，模板 1
ul，ddH2O up to 25 μl。反应条件：94℃ 5 min（94℃ 30 sec ，61
℃ 30 sec，72℃ 30 sec）30 cycles 72℃ 10 min ,4℃保存。将产

物回收和纯化（按操作说明书），DHFR 定量。
1.2.2.2 慢病毒表达载体与 DHFR 连接 Bam-HI-HF 及 Hind III
双酶切质粒回收及纯化的 PCR 产物（图 3），补平试剂盒补平酶

切缺口，使其成为平末端。 PmeI 酶切表达质粒 pWPI，SAP 去

磷酸化后回收，用快速连接试剂盒 T4DNA Polymerase 将补平

后的 DHFR 与磷酸化后的 pWPI 连接，连接体系 T4 buffer 1
μl，T4 酶 1 μl，DHFR：PWPI（浓度比）7：1，ddH2O up to 10 μl。
16℃反应 16h 后将连接产物转化大肠杆菌 DH-5a，取适量转化

后的菌液涂布 AMP(+)的琼脂糖平板培养基，37℃培养 20-24
小时，挑选阳性克隆，分别接种于 3mlAMP(+)的 LB 中，37℃振

荡培养 16-20 小时，采用 TIANGEN 公司提供的质粒 DNA 提

取试剂盒提取质粒 DNA，将经 RT-PCR 鉴定有目的片段表达

的重组质粒送北京诺赛基因组研究中心有限公司测序,重组质

粒 的 测 序 引 物 ：Sense 5'tcaagcctcagacagtggttc 3' Anti-sense
5'cgtcgcgtccagctcgaccag 3'NCBI 进行 BLAST 结果序列对比分

析显示与 DHFR 基因的同源性达到 100%。
1.2.3 DHFR 重组慢病毒表达质粒细胞转染 采 用 Lipofec-
tamine TM2000 转染试剂盒 （方法按说明书操作) 将 DHFR 重

组慢病毒表达质粒 DNA 转染导入 293T 细胞，转染细胞 48 小

时后荧光显微镜下观察荧光表达情况，并用细胞 RNA 提取试

剂盒提取细胞 mRNA，mRNA 逆转录为 cDNA，293T 细胞中

DHFR 基因表达检测采用 RT-PCR 方法，引物，反应体系及条

件同上。

2 结果

2.1 EZ-T-DHFR 的构建

1.5 %琼脂糖凝胶电泳结果显示扩增产物为 625 bp,符合预

期 DHFR cDNA 全长目的条带，测序结果在 NCBI Blast 上对比

分析，与 DHFR 的同源性达 100 %，结果见图 1、图 2。
2.2 PCR 方法鉴定重组慢病毒质粒 DHFR-pWPI

将在 AMP(+)的琼脂糖平板培养基 37℃培养 20-24 小时

后生长的阳性克隆提取的质粒作为模板，用扩增 pWPI 基因通

用引物和 PCR 反应体系及条件进行 PCR 反应，扩增产物 1.5
%琼脂糖凝胶电泳，能够获得 1525 bp 左右的条带的质粒即认

为是含有目的基因的重组质粒（见图 4）
2.3 重组慢病毒质粒的测序结果及分析

将经 RT-PCR 鉴定有目的片段表达的重组质粒送北京诺赛

基因组研究中心有限公司测序，正、反双向测序，测序结果拼接

出完整序列，在 NCBI 上进行 Blast，结果显示与 DHFR 的同源

性达 100 %。结果见图 5。
2.4 携带重组慢病毒的包装和病毒滴度的测定

三质粒共转染 293T 细胞，LipofectamineTM2000 法转染

293T 细胞后 48 小时，荧光显微镜下观察 293T 细胞 DHFR 表

达情况，计算转染效率为 80 %-90 %。见图 6。
2.5 RT-PCR 检测 293T 细胞中 DHFR 基因 mRNA 的表达

成 功 包 装 表 达 DHFR 基 因 和 GFP 基 因 的 慢 病 毒

DHFR-pWPI，收集、浓缩病毒后逐孔稀释滴度测定法测定其滴

度为 4×105 TU．ml-1,储存于 -80℃。结果见图 7。病毒基因组

PCR 证实 DHFR 基因插入，293T 细胞 DHFR 基因 mRNA 的表

达（+）。结果见图 8。

3 讨 论

DHFR 是生物体内较重要的酶, 催化生物体内二氢叶酸还

原成四氢叶酸。四氢叶酸是一碳单元的传递体,它为合成 DNA
生物合成所必须的前体物胸腺嘧啶脱氧核苷的过程提供一碳
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图 1 EZ-T-DHFR 连接质粒凝胶电泳图

2、3、4、7、8:连接上 EZ-T-DHFR 质粒；6：Marker 600 bp（100-600 bp）；13：Marker 2000 bp（100-2000 bp）。
Fig. 1 Polymerase chain reaction (PCR) gel imaging electrophoretogram of connected plasmid named EZ-T-DHFR

2,3,4,7,8: connected plasmid named EZ-T-DHFR;6: 600 bp DNA ladder; 13: 2000 bp DNA ladder.

图 2 EZ-T-DHFR 质粒测序峰图

Fig. 2 Sequence mapping of plasmid named EZ-T-DHFR

单元，参与人体重要的生命物质代谢[8]。卵巢癌由于其发病隐

匿,早期发现困难,是妇科肿瘤中死亡率高的恶性肿瘤之一,其
预后差的主要原因之一是化疗过程中容易产生耐药性。多药耐

药是指肿瘤细胞对某一化疗药物产生耐药性后,对其他化学结

构及机理不同的化疗药物也产生交叉耐药性。研究表明 MDR
是一个多阶段发展、多因素参与的复杂事件。逆转肿瘤多药耐

药是目前肿瘤化疗的研究热点之一[9]。本课题组先前采用荧光

标记差异显示 PCR 法（FDD-PCR）筛选鉴定和验证铂类耐药和

非耐药卵巢上皮癌细胞间差异表达基因时也发现铂类耐药和

非耐药卵巢上皮癌细胞间 DHFR 存在差异表达，且铂类敏感卵

巢上皮癌细胞在体外被诱导成耐药细胞后其 DHFR 表达呈明

显上调[10]。Levy 等[11]回顾分析 40 例白血病患儿的结果显示二

氢叶酸还原酶（DHFR）表达活性与患者的预后相关，通常表达

活性增高患者预后差。故在抗肿瘤药物的开发中,和叶酸生物

代谢相关的二氢叶酸还原酶(DHFR) 是一个重要的药物作用靶

点, 研发 DHFR 抑制剂成为抗肿瘤药物研究的重要方向，MTX
以及近期临床上使用的新化疗药物培美曲塞的作用靶点就是

抑制 DHFR 等代谢酶类而发挥抗肿瘤作用[12]。目前，癌症的治

疗方法越来越多，除了经典的手术、放疗及化疗等几种疗法，基

因疗法已逐步用于治疗癌症患者，且疗效明显。而在基因疗法

中，选择高效的转基因方法是成功的关键。在本实验研究中，通

图 3 Bam-HI-HF 及 Hind III 限制性内切酶双酶切 EZ-T-DHFR 质粒图

1:Marker 2000（100-2000 bp）; 2:酶切后的条带，由上至下第二条带为目

的基因 DHFR 条带。
Fig. 3 DNA recombinant plasmid EZ-T-DHFR digested by Bam-HI-HF

and Hind III enzyme
1：2000 bp DNA ladder;2:enzyme digestion stripe, the second stripe from

up to down was the target gene DHFR .
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图 4 重组慢病毒质粒 DHFR-pWPI 的连接质粒图

12:Marker 2000（100-2000 bp）; 3、18、22: DHFR 表达（+）的质粒(1525 bp); 5、8、11、14:无 DHFR 及 pWPI 表达;余下孔均为 pWPI 表达（+）DHFR 表

达（-）的质粒（900 bp）。
Fig.4 PCR amplification of recombinant lentivirus plasmid named DHFR-pWPI.12: 2000 bp DNA ladder; 3、18、22: PCR amplification of pWPI vector

connected DHFR gene; 5、8、11、14:without the expression of DHFR and pWPI ; others were pWPI CDS sequence amplified by PCR(900 bp).

过构建携带人二氢叶酸还原酶的慢病毒表达载体，将其与包装

及包膜质粒共同转染进入 293T 细胞，使 293T 细胞中含有高

拷贝的 DHFR 基因，再用于感染目的细胞。慢病毒属于逆转录

病毒科，为 RNA 病毒[13]。慢病毒载体与普通载体比较，具有转

移基因片段容量大，不易诱发宿主免疫反应，安全性较好，不仅

能感染分裂细胞还能用于感染不分裂细胞，稳定整合于靶细胞

的基因组，治疗基因表达时间长等优点[14]，其感染机制是在宿

主细胞内以病毒 RNA 为模板在自身反转录酶 (RT)的作用下

合成 cDNA，再以此 cDNA 为模板合成双链 DNA，经环化后通

过病毒整合酶( IN)作用整合在宿主细胞的染色体上并长期表

达[15]。因此，应用慢病毒感染的细胞，可长期稳定的表达目的基

因，便于研究目的基因对细胞功能的影响，并且利于进行更进

一步的动物实验。慢病毒已成为当前基因治疗中转移载体研究

的热点，并被寄予了厚望。pWPI 属于第二代慢病毒载体的载体

质粒，结构中只含有 HIV-1 的 gag、pol、tat 及 rev4 个基因，去除

了病毒复制所必须的启动子和增强子，需要与结构质粒

pCMV-dR 8.74 和 封 套 质 粒 pMD2.G 一 起 共 转 染 包 装 细 胞

293T，在 293T 细胞中进行病毒颗粒的重组后进行复制，再感

染目的细胞。pWPI 结构上只有一个允许外源性基因插入的克

隆位点，在 EMCVIRES 的下游，拥有 EGFP 荧光蛋白基因，可

以此作为转染外源性基因后进行筛选的标记。此外，pWPI 含有

氨卞青霉素抗性基因，可以借此进行抗性筛选。我们将构建的

DHFR 重组慢病毒载体测序后进行比对，未发现碱基突变现

象；将重组载体单独转染 293T 细胞，荧光显微镜下能观察到有

绿色荧光蛋白的表达；采用 PCR 检测细胞 mRNA 也发现有

DHFR 基因的表达，证实 DHFR 基因的慢病毒载体成功构建，

为进一步的基因靶向治疗研究奠定了基础。
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图 5 重组慢病毒质粒 DHFR-pWPI 的测序结果图

Fig. 5 Sequence result and sequence mapping of recombinant lentivirus plasmid DHFR-pWPI

图 6 荧光显微镜下观察 293T 细胞 DHFR 表达情况（×100）
Fig. 6 The expression of DHFR gene in 293T cell under fluorescence microscope(×100)
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1 未稀释病毒液转染镜下观 2 病毒液稀释 8 倍镜下观 3 病毒液稀释 16 倍镜下观

1: Microscopic observation of virus liquid without dilution;

2: Microscopic observation of virus liquid with 8 times dilution;

3: Microscopic observation of virus liquid with 16 times dilution.

图 7 测定病毒滴度

Fig. 7 The detection of virus titer
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图 8 重组慢病毒感染 293T 细胞 PCR 鉴定

5: Marker2000（100-2000 bp）;1:未感染的 293T 细胞;2:阴性对照;3:感染

空载体的 pWPI-293T 细胞;4:感染重组慢病毒的 DHFR-pWPI-293T 细

胞。
Fig. 8 Expression of DHFR-pWPI in 293T cells was determined by PCR

5 :2000 bpDNA marker ;1: PCR amplification of 293T cell without

recombinant virus infection;2:negative control;3: PCR amplification of

293T cell with positive control vector pWPI;4: PCR amplification of 293T

cell with recombinant plasmid virus infection.
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