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摘要 目的：构建绿色荧光蛋白和海肾荧光素酶共同高效表达的双报告基因真核表达载体。方法：将增强型绿色荧光蛋白基因和

海肾荧光素酶基因以昆虫病毒 T2A序列相连接而后克隆进入 pcDNA3.1(-)质粒，构建双报告基因真核表达载体。将该载体转染至
COS-7细胞，通过荧光显微镜观察、照度计定量分析检测绿色荧光蛋白和海肾荧光素酶生物活性，Western Bolt检测 T2A序列自

剪切效率。结果：双报告基因真核表达载体能够同时表达非融合的绿色荧光蛋白和海肾荧光素酶，与单独表达载体产物具有相似

的生物活性和表达效率。结论：双报告基因真核表达载体建立成功，为基因表达调控等相关领域研究提供辅助工具。
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Constructing and Functional Analysis of the Expression Vector with Double
Reporter Genes*

To construct an expression vector with double reporter genes of green fluorescent protein and renilla
luciferase. Enhanced green fluorescent protein and renilla luciferase gene were linked by T2A sequences of insect virus. Then

the sequences were cloned into pcDNA3.1(-) plasmid to obtain the expression vector. The vector was transfected into Cos-7 cell line. The

morphological changes of Cos-7 cells were observed under microscope. Illuminometer was used to analyze the bioactivity of green

fluorescent protein and renilla luciferase. Western blot assay was used to detect self-shear efficiency. The expression vector was

constructed successfully which could express unfused green fluorescent protein and renilla luciferase. The bioactivity and expression
efficiency of the vector were equal to each single expression vector. The constructed eukaryotic expression vector with

double reporter genes will provide an alternative and helpful method for gene expression regulation studies.
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前言

报告基因是指一组编码可以被检测的蛋白质或酶的基因，

其表达产物易于与内源性背景蛋白相区别，并且不会改变宿主

细胞的生理功能[1]。将报告基因序列与基因表达调控序列相融

合形成嵌合基因或与其它目的基因相融合，可通过报告基因的

产物来指示不同调控序列在基因转录调节时的作用或其他目

的基因的表达情况。报告基因主要有荧光蛋白家族、多种荧光

素酶（1uciferase）、氯霉素乙酰基转移酶 [2]（Chloramphenicol

acetyltransferase，CAT）、茁 半 乳 糖 苷 酶 [3]（茁-galactosidase，

茁-gal）、分泌型碱性磷酸酶（secreted alkaline phosphatase，
SEAP）等几类，其中荧光蛋白和荧光素酶最为常用[4]。

增强型绿色荧光蛋白（Enhanced Green Fluorecence Pro-

tein，EGFP）是一种优化的突变型绿色荧光蛋白，具有结构稳

定、高效表达、无种系依赖性等特点，是最常用的荧光蛋白类报

告基因[5]。EGFP检测便捷安全无害，被 488 nm光源激发即可
放射出荧光，无需附加底物或辅助因子即可在活细胞条件下对

基因表达调控和目的蛋白定位等进行研究[6]。但是由于 EGFP

激发的荧光信号强度相对较弱，且无法通过级联反应进行放

大，故不适用于某些对灵敏度要求较高的实验。另外，EGFP荧

光信号不易定量检测，也限制了其在某些领域的应用。海肾荧

光素酶基因（renilla 1uciferase，RLuc）是一种新型的荧光素酶报

告基因，其表达产物为 36 KDa的单体酶，能够氧化其底物腔肠

素并发出荧光。RLuc具有低背景、灵敏度高、线性范围广、可用

于定量检测等优点[7]。虽然有报道腔肠素能够穿透细胞膜，可以

直接在活细胞中对 RLuc进行检测，但为了提高检测的准确性、
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避免底物渗透效率差异和光稳定性较差所引起的误差，将细胞

裂解后再对 RLuc酶活力进行测定的应用方式更为广泛[8]。上

述两种报告基因各有优劣，如果构建一个能够同时表达 EGFP

和 RLuc的双报告基因真核表达载体，将会整合荧光蛋白和荧

光素酶两类报告基因的优势、互相弥补不足。

T2A是来源于昆虫病毒（Thosea asigna）的基因序列，编码

产生一种具有自我加工能力的 23aa短肽。将两个基因克隆到
T2A序列的两侧，构建融合基因，翻译出的多聚蛋白会在编码
T2A区域的 C末端断裂为两个蛋白，产生 C端融合了 T2A的
上游蛋白和完整的下游蛋白[9]。

本实验拟构建一个双报告基因真核表达载体，利用 T2A

序列的自剪切作用，实现绿色荧光蛋白和海肾荧光素酶的共同

高效表达，应用荧光显微镜和照度计两种技术手段对报告基因

的表达进行实时监测和定量分析，可望为基因表达调控等相关

领域研究提供辅助工具。

1 材料和方法

1.1 材料
1.1.1 菌株、质粒、细胞 大肠杆菌 DH5琢菌株（本实验室保
存）；质粒 pcDNA3.1-EGFP、pcDNA3.1-RLuc、pcDNA3.1 (-)（本

实验室保存）；质粒 pMCS-T2A是本实验室构建的中间克隆载
体，以 pMD18T载体为骨架，其中插入部分常用酶切位点和
T2A碱基序列；非洲绿猴肾细胞 COS-7（本实验室保存）。
1.1.2 主要的试剂和仪器 DMEM（美国 HyClone公司）；PCR

试剂、限制性内切酶、T4 DNA连接酶（大连宝生物工程有限公

司）；质粒小提试剂盒、胶回收试剂盒（安徽优晶生物工程有限

公司）；LipofectamineTM 2000（美国 Invitrogen 公司）；荧光素酶

活力测定试剂盒（美国 Promega公司）；BX50正置荧光显微镜

（日本 Olympus公司）；蛋白电泳装置（美国 Bio-Rad公司）；
Odyssey红外成像系统（美国 LI-COR 公司）；照度计（美国
Promega公司）。
1.2 方法
1.2.1 构建双报告基因真核表达载体 设计引物，EGFP-

I-P5：5’-tttctcgagcgccaccatggtgagcaagggcgagga-3’含 I 酶切

位 点 ，EGFP- I-P3：5’-gccgaattccttgtacagctcgtccatgc-3’含
I 酶 切 位 点 ，EGFP- I-P3：5’-gccggatcccttg-

tacagctcgtccatgc-3’含 I酶切位点，RLuc- I-P5：5’
-ataggatccatgacttcgaaagtttatga-3' 含 I 酶切位点，RLuc-

V-P3：5’-cccgatatcttattgttcatttttgagaa-3’含 V酶切位

点；以 pcDNA3.1-EGFP质粒为模板，EGFP- I-P5和 EGFP-

I-P3为上下游引物，扩增带有 I和 I酶切位点
的 EGFP 基因；以 pcDNA3.1-RLuc 质粒为模板，RLuc-

I-P5和 RLuc- V-P3为上下游引物，扩增带有 I和
V酶切位点的 RLuc基因；上述 PCR产物经相应酶切后，

连接入 pMCS-T2A克隆载体中，转化 DH5琢，挑取阳性克隆，提
取质粒，送北京奥科鼎盛生物科技有限公司测序，测序正确后

命名为 pEGFP-T2A-RLuc。以 pcDNA3.1-EGFP 质粒为模板，
EGFP- I-P5 和 EGFP- I-P3 为上下游引物，扩增带有

I和 I酶切位点的 EGFP 基因，PCR 产物经相应酶

切后，连接入 pEGFP-T2A-RLuc，构建 pEGFP-RLuc质粒。将构

建成功的 pEGFP-T2A-RLuc 和 pEGFP-RLuc 质粒经 I 和
V双酶切，连入 pcDNA3.1(-)载体中，构建具有 T2A序列

的双报告基因真核表达载体 pcDNA3.1-EGFP-T2A-RLuc，以及

不具有 T2A序列的对照载体 pcDNA3.1-EGFP-RLuc。
1.2.2 COS-7细胞的转染 取对数生长期细胞 COS-7接种至 6

孔板中，待细胞汇合率达到 80%后，将 4 滋g质粒（pcDNA3.

1-EGFP、pcDNA3.1-RLuc、pcDNA3.1-EGFP-RLuc 或 pcDNA3.

1-EGFP-T2A-RLuc）与 10 滋L Lipofectamine 2000分别加入 250

滋L无血清培养液中充分混匀后静置 5 min，然后再将二者混
匀，室温静置 20 min；将混合液加入经无血清培养液漂洗的细

胞中，孵育 6 h后撤液，以含血清培养液继续培养 40 h后进行

相关检测。

1.2.3 转染细胞表达绿色荧光蛋白检测 将细胞培养孔板置于

荧光显微镜上，观察转染细胞绿色荧光蛋白表达情况并拍照。

1.2.4 转染细胞荧光素酶活性 取 2× 105个转染细胞，以 PBS

清洗两遍，加入 150 滋L细胞裂解液，振荡裂解 10 min；将裂解

液以 4℃ 12000 rpm离心 10 min；取 10 滋L裂解上清，与 10 滋L

荧光素溶液混匀，照度计检测 5 s内荧光素酶催化底物产生光

强，表示荧光素酶活力的高低。

1.2.5 Western Blot 将转染细胞以 RIPA 裂解液裂解后，用

SDS-PAGE分离蛋白样品，电转移至硝酸纤维膜上，经 5%脱脂

奶粉封闭后，以兔抗 EGFP多克隆抗体（1:500）室温孵育 1 h，再

以羊抗兔 IgG荧光二抗（1:15000）室温孵育 30 min，Odessy红

外激光成像系统扫膜。

2 结果

2.1 绿色荧光蛋白表达情况鉴定

将绿色荧光蛋白真核表达质粒 pcDNA3.1-EGFP、构建成

功的双报告基因真核表达载体 pcDNA3.1-EGFP-T2A-RLuc及

对照质粒 pcDNA3.1-EGFP-RLuc（图 1）瞬时转染入 COS-7 细
胞，撤液 40 h后荧光显微镜观察绿色荧光蛋白表达情况。图 2

显示，COS-7细胞瞬时转染 pcDNA3.1-EGFP后，绿色荧光蛋白

表达水平较高；在转染双报告基因真核表达载体 pcDNA3.

1-EGFP-T2A-RLuc的 COS-7细胞中，绿色荧光蛋白在包浆弥

漫分布，荧光强度与 pcDNA3.1-EGFP组无显著差异；转染对照

质粒 pcDNA3.1-EGFP-RLuc后，虽然能够在细胞中观察到绿色
荧光分布，但荧光强度显著低于 pcDNA3.1-EGFP组。
2.2 荧光素酶活性分析

图 1 双报告基因真核表达载体酶切鉴定图谱

Fig. 1 Restriction endonuclease map of the double reporter vector
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将海肾荧光素酶真核表达质粒 pcDNA3.1-RLuc、双报告基

因真核表达载体 pcDNA3.1-EGFP-T2A-RLuc及对照质粒瞬时

转染入 COS-7细胞，撤液 40 h后裂解细胞，通过照度计检测荧

光素酶表达情况。转染海肾荧光素酶真核表达质粒 pcDNA3.

1-RLuc后，COS-7细胞裂解液具有较高的荧光素酶活力；双报

告基因真核表达载体 pcDNA3.1-EGFP-T2A-RLuc 转染组，荧

光素酶活力（91.1± 8.4%）与 pcDNA3.1-RLuc转染组无显著差

异；对照质粒 pcDNA3.1-EGFP-RLuc转染组荧光素酶活力仅

为 pcDNA3.1-RLuc转染组酶活力的 19.2± 2.7%，差异极显著

（图 3）。
2.3 T2A序列自剪切效率测定

将绿色荧光蛋白真核表达质粒 pcDNA3.1-EGFP、双报告

基因真核表达载体 pcDNA3.1-EGFP-T2A-RLuc 及对照质粒
pcDNA3.1-EGFP-RLuc瞬时转染入 COS-7细胞，裂解细胞获取

蛋白样品，通过 Western Blot 检测 EGFP阳性条带位置反映
T2A序列自剪切效率（图 4）。转染 pcDNA3.1-EGFP后，EGFP

阳性条带位置为 26.9KDa，与理论大小一致；双报告基因真核

表达载体 pcDNA3.1-EGFP-T2A-RLuc转染组，由于 2A序列的

自剪切作用发生在该序列的 C末端，表达产物为 EGFP-T2A

和 RLuc，EGFP阳性条带位置为 29.5KDa，与理论值相符；除在

29.5KDa处出现阳性条带外，未在其他位置检测到 EGFP阳性

条带，表明 T2A序列自剪切效率较高，荧光蛋白和荧光素酶得

到了有效分离，二者的生物作用能够独立发挥；对照质粒 pcD-

NA3.1-EGFP-RLuc转染组，绿色荧光蛋白（26.9KDa）和海肾荧
光素酶蛋白（36.1KDa）融合表达为一个蛋白分子，EGFP阳性

条带出现在二者分子量大小之和处。

3 讨论

目前，实现多基因在一个载体上同时表达主要有构建多启

动子表达载体或剪切载体、将不同基因融合表达、在基因间插

入内部核糖体进入位点（IRES）序列和不同基因间以 2A 序列

连接等方法[10,11]。多启动子表达载体和剪切载体需要加入较长

的调控序列，由于载体容量的限制，这类策略往往较难实施。将

不同基因融合表达的方法往往对蛋白生物活性或表达效率造

成较大影响。插入 IRES序列的方法虽然能够产生非融合蛋白，

但是处于 IRES上下游的蛋白表达水平极不平衡，且 IRES自

身活性不易调节，限制了其广泛应用。不同基因间以 2A序列

连接的策略，在能够产生非融合蛋白的同时避免了上下游蛋白

表达水平的差异，是较为理想的多基因表达策略[12,13]。

最早被发现的具有自剪切功能的 2A肽源于口蹄疫病毒，

图 2 瞬时转染后绿色荧光蛋白表达情况鉴定

Fig. 2 The expression of green fluorescent protein after transient transfection

A pcDNA3.1-EGFP；B pcDNA3.1-EGFP-T2A-RLuc；C pcDNA3.1-EGFP-RLuc；Scale bar = 100 滋m

图 3 瞬时转染后海肾荧光素酶活性分析

Fig. 3 The activity of renilla luciferase after transient transfection

图 4 Western Blot检测 T2A序列自剪切效率

Fig. 4 Self-cleaving efficiency of T2A sequence by western blot
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该肽段能够在其 C 末端 Gly Pro 残基之间介导多聚蛋白的自

剪切[14-16]。在昆虫病毒、C型轮状病毒和猪捷申病毒等病毒中都
发现了具有与 2A肽功能相似的基因序列[17,18]。研究表明，不同

来源的自剪切肽切割效率有较大差异，源自昆虫病毒的 T2A

序列剪切效率最高，几乎能够实现完全剪切[19]。

本研究将 EGFP基因和 Rluc基因以 T2A序列连接，构建

了双报告基因真核表达载体，通过瞬时转染的方法，鉴定该表

达载体能够在 COS-7细胞中实现荧光蛋白和荧光素酶两类报

告基因的同时表达。荧光显微镜观察和照度计定量分析表明，

双报告基因真核表达载体 pcDNA3.1-EGFP-T2A-RLuc编码产

生的 EGFP 和 RLuc 与单独表达载体（pcDNA3.1-EGFP、pcD-
NA3.1-RLuc）产生的荧光蛋白或荧光素酶具有相似的生物活

性和表达效率（图 2、图 3）。Western Blot证实，双报告基因真核

表达载体具有极高的自剪切效率，能够实现 EGFP和 RLuc的
非融合表达（图 4）。而对照质粒 pcDNA3.1-EGFP-RLuc将两种

报告基因进行融合表达，不仅蛋白表达效率大幅下降（图 4），

并且由于 EGFP和 RLuc的相互干扰，二者的生物活性也显著

降低（图 2、图 3）。

实验结果表明，双报告基因真核表达载体 pcDNA3.

1-EGFP-T2A-RLuc 能够在真核生物中实现 EGFP 和 RLuc 的

高效非融合表达，表达产物的生物活性与单独表达载体接近。

该载体的建立，能够将荧光蛋白和荧光素酶两类报告基因的优

势互补，实现对基因表达情况的实时监测和定量分析，为基因

表达调控等相关领域研究提供辅助工具。
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