
 Journal  of  Pharmaceutical  Analysiswww.ywfxzz.cn 药物分析杂志Chinese

·583· 药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2017,37(4)        

技术研发

无义突变型荧光素酶稳定表达细胞株的建立 *

谢骁祥 1，2，袁辉 1，2，王震宇 2，程静 1，吴磊 2，杜柳涛 2，江高峰 1**

（1. 武汉科技大学附属天佑医院中心实验室，武汉 430064；2. 武汉科技大学医学院公共卫生学院，武汉 430065）

摘要　目的：建立稳定表达含无义突变位点荧光素酶的细胞株，用以筛选新的无义突变通读剂。方法：酶

切质粒 pGL4-WT 和 pGL4-MUT，得到野生型和无义突变荧光素酶编码 cDNA，分别插入到慢病毒载体

pLVX-IRES-Neo 多克隆位点。酶切及 PCR 鉴定后，将重组载体包装成慢病毒颗粒，感染 HEK 293 细胞，单

克隆细胞抗性筛选获得稳定细胞株，提取总 RNA，经逆转录 PCR 方法验证荧光素酶 mRNA 表达。最后用

已知阳性无义突变通读剂 G 418 处理细胞，Western blot 方法检测处理前后荧光素酶蛋白表达水平，同时分

析荧光素酶活性。结果：经酶切获得 2.7 kb 长野生型和无义突变荧光素酶编码 cDNA，与 pLVX-IRES-Neo
连接获得重组慢病毒载体 pLVX-WT、pLVX-MUT，EcoR Ⅰ单酶切、Nhe Ⅰ与 BamH Ⅰ双酶切结果证明序

列正确插入，PCR 也扩增出目的片段；稳定感染慢病毒的 HEK293WT 和 HEK293MUT 细胞经逆转录 PCR
方法成功检测到荧光素酶 mRNA 表达；阳性通读剂 G 418 处理细胞后发现，HEK293WT 细胞在处理前后均

表达荧光素酶蛋白，荧光素酶活性也基本相同，而 HEK293MUT 细胞在处理前不表达荧光素酶蛋白，无荧光

素酶活性，处理后恢复了部分荧光素酶蛋白表达，其荧光素酶活性相当于 HEK293WT 细胞的 20%。结论：成

功建立了稳定表达无义突变荧光素酶的细胞株，可用于筛选新的无义突变通读剂。

关键词：基因治疗药物筛选；无义突变通读剂；提前终止密码子；荧光素酶；蛋白质截短试验；双荧光素酶

报告基因检测方法

中图分类号：R 917　　　文献标识码：A　　　文章编号：0254-1793（2017）04-0583-06
doi：10.16155/j.0254-1793.2017.04.04

Establishment of cells stably expressing luciferase containing nonsense mutation*

XIE Xiao-xiang1，2，YUAN Hui1，2，WANG Zhen-yu2，CHENG Jing1， 
WU Lei2，DU Liu-tao2，JIANG Gao-feng1**

（1. Central Laboratory，Tianyou Hospital，Wuhan University of Science and Technology，Wuhan 430064，China； 

2. School of Public Health，Medical College，Wuhan University of Science and Technology，Wuhan 430065，China）

Abstract　Objective：To construct cells stably expressing luciferase containing nonsense mutation for rapid 
screen of compounds which can induce readthrough of nonsense mutations. Methods：Plasmids pGL4-WT and 
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pGL4-MUT were digested by endonuclease to give cDNA encoding wild type luciferase and nonsense mutant，
which were then inserted into the multiple cloning site of lentiviral vector pLVX-IRES-Neo respectively. After 
endonuclease digestion and identification by PCR，the recombinant lentiviral vectors were packaged into lentiviral 
particles for the infection of HEK293 cells. Stably infected HEK293 cells were obtained by resistance screening 
monoclonal cells，total DNA extraction，and validation for expression of luciferase mRNA by reverse transcription 
PCR. Finally，stably infected HEK 293 cells were treated with G 418，a positive nonsense mutation readthrough 
agent，and the protein level and the activity of luciferase were detected using Western blot and chemiluminescence 
assay，respectively. Results：After digestion，2.7 kb wild type luciferase cDNA and nonsense mutant were both 
obtained. The recombinant lentiviral vectors pLVX-WT and pLVX-MUT were successfully constructed，confirmed 
by the results of EcoR Ⅰ digestion，Nhe Ⅰ and BamH Ⅰ digestion，as well as PCR. The result of reverse 
transcription PCR of luciferase demonstrated that HEK 293 cells stably infected with pLVX-WT and pLVX-
MUT were successfully selected，which were named as HEK293WT and HEK293MUT respectively. It was found 
that HEK293WT cells stably expressed luciferase and showed the same luciferase activities treated with G 418 
or not. HEK293MUT cells did not express luciferase or show any luciferase activity before G 418 treatment. After 
G418 treatment，HEK293MUT cells expressed luciferase whose activity is equal to 20% of that in HEK293WT. 
Conclusion：HEK293 cells stably expressing luciferase containing nonsense mutations were successfully 
established and may be helpful for screening new compounds which can induce readthrough of nonsense mutations.
Keywords：gene therapy drug screening；nonsense mutation readthrough agent；premature termination codons；
luciferase；protein truncation test；dual luciferase reporter gene assay

等。然而，这类抗生素系统毒性大，用于长期治疗的

可能很小。氨基糖苷类抗生素衍生物 NB 74 和 NB 
84 具有更高的通读效率，且毒性小，体外试验已证实

其对 CF、Usher 综合征等遗传病有通读活性［7-8］，但

体内研究报道甚少。PTC 124 是一种研究最多的小

分子通读剂，在 DMD、CF、Usher 综合征等疾病模型

中表现出了良好的通读活性［9-14］，且具有毒性低，可

口服等优点，临床Ⅲ期试验已在 CF 及 DMD 患者中

开展，欧洲药品管理局 2014 年准许其有条件上市，但

美国 FDA 认为临床Ⅲ期试验未达到预定目标，仍拒

绝在美国上市。RTC 13 和 RTC 14 是 Du 等［5，15-16］从

34 000 种化合物中筛选出的 2 个小分子化合物，其通

读活性在 DMD、A-T 在内的多种基因中被证实，但相

关研究还处于前期细胞和动物试验阶段。

由于目前临床上还没有理想的通读药物，并且可

测试的活性通读剂数量极少，因此筛选和研发更多的

新型有效又安全的无义突变通读剂，对于最终成功研

发此类新药至关重要。为此，本研究通过利用带有无

义突变型虫荧光素酶基因（本文采用虫荧光素酶）的

慢病毒载体感染细胞，进而建立稳定表达无义突变型

荧光素酶的细胞株，用以高效筛选无义突变通读诱 

随着肿瘤疾病发病率的不断增长，肿瘤疾病相

关的基因突变越来越引起人们的广泛关注。在人类

所有致病基因突变中，近三分之一的突变属于无义突

变［1］。无义突变的发生是因为某个碱基的改变，在

mRNA 内提前形成终止密码（premature stop codon，

PTC），从而导致 mRNA 翻译在突变位置提前终止，形

成不完整、无功能的肽链，造成编码蛋白缺失，从而导

致疾病发生。研究表明，少数化合物能够诱导无义突

变的通读，在类同功 tRNA 参与下，核糖体跨过无义

突变位点，诱导突变基因的 mRNA 在突变位点继续

翻译，进而恢复有功能的全长蛋白的表达［2-6］。对于

众多无义突变所致的疾病，无义突变通读剂是一种潜

在的治疗药物。目前已知的该类化合物大多数都属

于氨基糖苷类抗生素类（如庆大霉素和 G 418）及其

衍生物（NB 74、NB 84），此外还有若干小分子化合物

（PTC 124，RTC 13 和 RTC 14）。

作 为 氨 基 糖 类 抗 生 素 的 代 表，庆 大 霉 素 在

不同细胞和动物模型中显示了明显的通读活性，

如 Duchenne 型 肌 营 养 不 良（duchenne muscular 
dystrophy，DMD）、共济失调毛细血管扩张病（ataxia-
telangiectasia，A-T）、囊性纤维化（cystic fibrosis，CF）
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导剂。

1　材料与方法

1.1　材料　野生型荧光素酶质粒 pGL4-WT、无义

突变型荧光素酶质粒 pGL4-MUT（英国邓迪大学医

学研究所生命科学院分子医学系 Irwin McLean 教授

惠赠），其中 pGL4-MUT 的荧光素酶编码序列第 223
位精氨酸遗传密码被终止密码 TGA 替换；限制性内

切 酶 BamH Ⅰ 和 Bgl Ⅱ（NEB 公 司），CIAP 酶（NEB
公 司），凝 胶 回 收 试 剂 盒（Qiagen 公 司），Amp 固 体

培养基、小量质粒提取试剂盒（Promega 公司），无内

毒素质粒大提试剂盒（Promega 公司），慢病毒浓缩

纯化试剂盒、慢病毒滴度检测试剂盒、DMEM 培养

基、G 418、Trizol 试 剂 盒、96 孔 细 胞 板、RT-PCR 试

剂 盒（Qiagen 公 司），Western-Blot 试 剂 盒（Pierce
公 司），荧 光 素 酶 报 告 基 因 检 测 试 剂 盒（Promega 
公司）。

1.2　RT-PCR 引物　用软件 primer premier 5.0 设计

引物。luciferase-sense（5’-ACC GTC GTA TTC GTG 
AGC AA-3’） 和 luciferase-antisense（5’-GGT GGC 
AAA TGG GAA GTC A-3’），内参 β-actin-sense（5’-
TAT GGA ATC CTG TGG CAT C-3’） 和 β-actin-
antisense（5’-GTG TTG GCA TAG AGG TCT T-3’）。

1.3　重组慢病毒载体构建　利用 BamH Ⅰ和 Bgl Ⅱ

同尾酶特点，参照流程图（图 1）构建重组慢病毒载

体，其中插入野生型荧光素酶 cDNA 片段的慢病毒命

名为 pLVX-WT，插入无义突变型荧光素酶 cDNA 片

段的慢病毒命名为 pLVX-MUT。并对重组慢病毒载

体进行 EcoR Ⅰ单酶切，验证是否插入外源片段。为

确定插入方向是否正确，对重组慢病毒载体进行定向

克隆的酶切鉴定。同时设计荧光素酶引物，进一步确

认荧光素酶插入到慢病毒载体中。PCR 反应条件设

置为 95 ℃变性 30 s，52 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，

并用 1.5% 琼脂糖凝胶电泳检测。

图 1　重组慢病毒构建流程

Fig. 1　Schematic representation of construction of recombinant 
lentiviral vectors

1.4　慢病毒包装　用慢病毒二质粒包装系统质粒

psPAX2 及 pCMV-VSV-G 包 装 病 毒。 慢 病 毒 重 组

表达载体、psPAX2 和 PCMV-VSV-G 按 3∶2∶1 的质

量比混匀，加入无血清无双抗的高糖 DMEM 液体培

养基中，室温孵育 15 min，加入 293T 细胞中进行转

染，培养 4 d 后收取上清液，并用无菌 0.45 μm 滤器

过滤，最后利用慢病毒浓缩纯化试剂盒进行浓缩，并

利用慢病毒滴度检测试剂盒进行效价测定，分装后 
-80 ℃冻存待用。

1.5　慢病毒稳定感染细胞筛选　HEK 293 和 293 T
接种于含 10% 胎牛血清的 DMEM 高糖培养基中，并

加入终浓度为 100 U·mL-1 青霉素和 100 U·mL-1 链

霉素，然后于 37 ℃和 5%CO2 的细胞培养箱中过夜培

养。当细胞密度达到 80% 融合率后，加 1 mL 病毒工

作液（将“1.4”项中病毒包装后浓缩的病毒浓缩液用

DMEM 培养液按体积比 1∶10 000 稀释），同时设置空

白转染对照组。感染 3 d 之后，加入 G 418（终浓度

为 1 mg·mL-1）进行细胞筛选。每 2 d 更换新鲜的加

药培养基 1 次。当对照组中细胞完全死光后，从实

验组留下的细胞中用无菌细胞挑种针挑选单克隆细

胞，分别接种于 96 孔细胞板中培养扩增，最后常规传

代培养稳定感染细胞。其中感染 pLVX-WT 的细胞

命名为 HEK293WT，感染 pLVX-WT 的细胞命名为

HEK293MUT。

1.6　逆转录 PCR 方法检测细胞内荧光素酶 mRNA
表 达　在 6 孔 板 的 培 养 细 胞 中 按 每 孔 1 mL 加 入

Trizol 提取总 RNA，按照逆转录 PCR 试剂盒说明进

行操作。PCR 反应条件设置为 95 ℃变性 30 s，52 ℃
退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，并用 1.5% 琼脂糖凝胶电

泳检测。

1.7　Western blot 方法检测细胞内荧光素酶蛋白表达   
常规培养 HEK293WT 和 HEK293MUT 细胞，用终浓

度 为 10 μmol·L-1 的 G 418 处 理，48 h 后 提 取 总 蛋

白，用 Western blot 检测野生型和突变型荧光素酶蛋

白表达，以 GAPDH 作为内参对照。

1.8　 细 胞 内 荧 光 素 酶 活 性 检 测　 将 HEK293、

HEK293WT 和 HEK293MUT 细 胞 接 种 于 24 孔 细 胞

培养板上，分为无药物处理组和通读剂 G 418（终浓

度 10 μmol·L-1）处理组，培养 48 h 后，破碎细胞，按

照荧光素酶报告基因检测试剂盒说明操作，检测各细

胞样中荧光素酶活性，以 HEK293 细胞发光值作为本

底，每个实验样本均独立操作，实验重复 3 次以上，数
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据经统计学分析。

2　结果

2.1　重 组 慢 病 毒 载 体 构 建　对 质 粒 pGL4-WT 和

pGL4-MUT 进行酶切并电泳分离后可得 2 条片段，

一条 3.4 kb，一条 2.7 kb，利用胶回收试剂盒纯化回

收 2.7 kb 大小的片段。如图 2 所示，根据 Marker 指

示，所切得的野生型片段和突变型片段与预期相

符，说明成功切得所需片段。然后将目的片段插

入到慢病毒载体中，即可构建出含野生型荧光素酶

编码序列的重组慢病毒载体 pLVX-WT 和含无义

突变荧光素酶编码序列的重组慢病毒载体 pLVX- 
MUT。

A. BamH Ⅰ和 Bgl Ⅱ双酶切质粒 pGL4-WT 的结果（BamH Ⅰ and Bgl Ⅱ digestion of pGL4-WT）：M. 1 kb Marker　1. pGL4-WT 双酶切结果（digestion 

of pGL4-WT）　B. BamH Ⅰ 和 Bgl Ⅱ 双 酶 切 pGL4-MUT 质 粒 及 BamH Ⅰ 单 酶 切 pLVX-IRES-Neo 质 粒 的 结 果（BamH Ⅰ and Bgl Ⅱ digestion of 

pGL4-MUT and BamH Ⅰ digestion of pLVX-IRES-Neo）：M. 1 kb Marker　1. pGL4-MUT 双酶切结果（digestion of pGL4-WUT）　2. pLVX-IRES-Neo

单酶切结果（digestion of pLVX-IRES-Neo）

图 2　带目的片段的 pGL4-WT 和 pGL4-MUT 质粒及慢病毒表达质粒 pLVX-IRES-Neo 的酶切结果

Fig. 2　Endonuclease digestion results of pGL4-WT，pGL4-MUT and pLVX-IRES-Neo

2.2　重 组 慢 病 毒 载 体 鉴 定　首 先 对 pLVX-WT、

pLVX-MUT 进行 EcoR1 单酶切，获得 3.1 kb 片段，与

预期一致，说明荧光素酶在慢病毒载体中插入成功

（图 3-A）；由于不能确定插入方向是否正确，于是对

A. 重 组 质 粒 pLVX-WT（1）与 pLVX-MUT（2）的 EcoR Ⅰ 酶 切 鉴

定［EcoR Ⅰ digestion of pLVX-WT（1） and pLVX-MUT（2）］： M. 1 

kb Marker　B. 重 组 质 粒 pLVX-WT（1，2） 与 pLVX-MUT（3，4） 的

Nhe Ⅰ、BamH Ⅰ 酶 切 鉴 定［（Nhe Ⅰ and BamH Ⅰ digestion of pLVX-

WT（1，2） and pLVX-MUT（3，4）］：M. 1 kb Marker　C. 荧光素酶 2 编

码序列 PCR 鉴定（PCR analysis of luciferase 2 coding sequence）：M. 100 

bp Marker　1. pLVX-WT　2. pLVX-MUT

图 3　重组慢病毒表达质粒的酶切和 PCR 鉴定

Fig. 3　Identification of recombinant lentiviral vectors by restriction 
analysis and PCR

其进行定向克隆的双酶切鉴定，获得 2.7 kb 片段，与

预期一致，说明荧光素酶 cDNA 片段以正确方向插入

慢病毒载体中（图 3-B）。同时根据虫荧光素酶特征

序列设计了相应引物，用以进一步确定所得产物为插

入荧光素酶编码序列的重组慢病毒载体中，结果显示

所得产物均成功扩增出目的片段，即表明所得为目的

重组载体（图 3-C）。

2.3　稳定表达荧光素酶编码序列细胞模型的建立　 
接 种 HEK 293 细 胞，分 别 感 染 pLVX-WT、pLVX- 
MUT 获得稳定感染细胞 HEK293WT 和 HEK293MUT。

提取总 RNA 后，利用逆转录 PCR 鉴定细胞是否稳定

整合并表达荧光素酶 mRNA。结果显示，所建立细胞

株稳定表达荧光素酶 mRNA（图 4）。

M. 100 bp Marker　1. HEK293 细胞　2. HEK293WT 细胞　

3. HEK293MUT 细胞

图 4　稳定转染细胞株荧光素酶 mRNA 表达逆转录 PCR 鉴定

Fig. 4　Identification of the expression of luciferase mRNA of stable 
transfected cells by reverse transcription PCR

用 已 知 无 义 突 变 阳 性 通 读 剂 G 418 处 理

HEK293WT 和 HEK293MUT 细 胞，再 用 Western blot
杂交技术检测荧光素酶蛋白表达变化情况，结果发
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现，野生型 HEK293WT 细胞在 G418 处理前后均稳

定表达荧光素酶蛋白，且表达水平基本相同；而突

变型 HEK293MUT 细胞未经药物处理时，不表达荧

光素酶蛋白，而 G 418 处理可以恢复荧光素酶表达，

但表达水平低于 HEK293WT 细胞；作为阴性对照的

HEK293 细胞，药物处理前后均无荧光素酶蛋白的表

达（图 5）。

control. HEK293 细胞（HEK293 cell）　1. HEK293WT 细胞（HEK293WT 

cell） 　2. HEK293MUT 细胞（HEK293MUT cell）

图 5　稳定转染细胞株在通读剂 G 418 处理前（A）、后（B）荧光素酶

蛋白表达 Western 检测

Fig. 5　Western blot analysis of luciferase in stable transfected cells 
treated without（A） or with（B） G 418

最后，利用荧光素酶活性检测技术来观察无义突

变阳性通读剂 G 418 对 HEK293WT 和 HEK293MUT
细 胞 内 源 荧 光 素 酶 活 性 的 影 响。 结 果 发 现，

HEK293WT 细胞在 G 418 处理前后，均有较强的荧

光素酶活性；未经 G 418 处理时，HEK293MUT 细胞

中未检测到荧光素酶活性，而 G 418 的处理可使之

酶活性增强，不过，相比于 HEK293WT 细胞，仅为其

20% 左右（图 6）。

图 6　稳定转染细胞株在通读剂 G 418 处理前后荧光素酶活性检测

Fig. 6　Activity of luciferase in stable transfected cells treated with or 
without G 418

3　讨论

目前，用于筛选新型无义突变通读剂的方法还

锁定在蛋白质截短实验（protein truncation test，PTT）

及双荧光素酶报告系统。PTT 是一种细胞外蛋白合

成实验，此方法存在非特异翻译产物的干扰，对于结

果的解释并不准确，而且还具有放射性污染，因此限

制了此方法的广泛应用。后期，研究人员又在 PTT
基 础 上 建 立 了 PTT-Western 方 法 和 PTT-ELISA 方

法［17-20］。PTT-Western 方法降低了假阳性率，且避

免了放射性污染，但是检测时间较长，效率并未提

高。PTT-ELISA 方法中的蛋白质可能由于无生物素

标记而不被捕获。此后，又出现了一种全新的高通

量 PTT-ELISA 试 验（HTS-PTT-ELISA），通 过 巢 式

PCR，在蛋白质 N 末端和 C 末端分别引入 c-myc 和

V5 抗体捕获并检测。与全长产物相比，阶段蛋白由

于缺乏 V5 标签，因此更容易被区分，从而灵敏地检

测通读活性。然而，PTT 是细胞外检测方法，不能真

实反映细胞内的情况。

荧光素酶报告系统［21-25］是以荧光素为底物来检

测萤火虫荧光素酶活性的一种报告系统。双荧光素

酶即萤火虫荧光素酶与海肾荧光素酶的结合，可以更

好地体现检测结果的准确性。但是，目前双荧光素酶

系统一般是用瞬时转染细胞而不是稳定的细胞系，这

样不仅使实验操作步骤繁杂，增加了许多不确定因

素，同时导致不同批次实验间可比性较差，为了解决

这个问题，增加检测的稳定性和可比性，因此需要建

立一个新的稳定的细胞筛选系统。

本研究构建了含无义突变荧光素酶编码序列

的重组慢病毒载体，再感染 HEK 293 细胞获得了

可稳定表达无义突变荧光素酶的 HEK293MUT 细

胞。用阳性通读剂 G 418 测试，发现该细胞可以恢

复部分荧光素酶表达，并且活性相当于对照细胞的

20%。这一结果说明，该细胞模型可以用于高通量

筛选和开发更多新型的具有临床潜力的无义突变

通读剂及其同系物，从中发现具有临床药物潜力的

候选药物，用来治疗无义突变所致的众多遗传病和 
肿瘤。

虽 然 本 研 究 所 建 立 的 细 胞 只 含 有 无 义 突 变

TGA，但是研究发现，能够通读 TGA 的无义突变通

读 剂 对 其 他 2 种 类 型 无 义 突 变（TAG、TAA）都 具

有较好的通读效率，TGA 无义突变常用于通读剂初 
筛［5，20］。当然，通过此细胞模型的成功建立，还可以

构建含有其他无义突变类型的细胞模型，这将为无义

突变通读诱导剂的筛选提供更广阔、更有效的、更准

确的研究平台。
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