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慢病毒介导的重组人α1-抗胰蛋白酶在小鼠体内的表达
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■背景资料
α1-抗胰蛋白酶缺
乏症是由于α1-抗
胰蛋白酶(AAT)基
因功能缺陷导致
的一种单基因遗
传病, 目前对AAT
缺 乏 症 的 治 疗 , 
除了注射外源的
AAT外, 基因治疗
是有望根治该病
的有效方法.
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Abstract
AIM: To construct a recombinant lentiviral vec-
tor carrying the human α1-antitrypsin (hAAT) 
gene to deliver the gene to fibroblasts and mice. 

METHODS: The coding sequence of the hAAT 
gene was amplified by RT-PCR and ligated into 
a lentiviral vector to construct a recombinant 
lentiviral vector expressing hAAT (pLVX-ser). 
Lentiviral particles were packaged in vitro and 
used to infect fibroblasts and mice. GFP expres-
sion was detected by fluorescence microscopy. 
The supernatants of infected cells and liver sam-
ples from infected mice were used to detect the 
expression of hAAT by Western blot and ELISA. 

RESULTS: The recombinant hAAT lentiviral 
vector pLVX-ser was successfully constructed. 
The titer of lentiviral particles reached 8×106 
TU/mL after viral packaging. Fluorescence mi-
croscopic analysis showed that hAAT was suc-

cessfully expressed in fibroblasts. Western blot 
analysis suggested that hAAT was expressed 
well in mice, and ELISA assay showed that the 
mean expression level amounted to 190 μg/L. 
The expression of hAAT in mice could even last 
for several months.

CONCLUSION: Delivery of a recombinant len-
tiviral vector carrying the hAAT gene allows 
efficient and persistent expression of hAAT in 
mice, which paves the way to producing hAAT 
in industry and gene therapy for AATD disease.
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摘要
目的: 构建重组人α1-抗胰蛋白酶(hAAT)因子
的慢病毒表达载体, 并通过体外细胞水平和小
鼠体内分析其表达情况. 

方法: 通过RT-PCR的方法扩增出人hAAT基因
的�码序列, 并构建重组慢病毒质粒; 经体外
包装后, 感染鼠成纤维细胞及注射小鼠. 荧光
显微镜下观察GFP的表达情况, 同时对收获
的细胞及感染小鼠的肝脏或血浆进行Western 
blot、ELISA检测. 

结果: 获得重组人hAAT因子的慢病毒表达质
粒pLVX-ser; 包装后得到8×106 TU/mL滴度的
慢病毒颗粒. 通过荧光显微镜下观察, 显示重
组hAAT因子在成纤维细胞中正常表达; 对小
鼠尾���脉注射病毒之后, 进行人hAAT因子检
测, Western blot结果说明人hAAT因子在小鼠
体内成功表达; 通过ELISA检测发现hAAT在
小鼠体内的表达平均达190 μg/L左右, 而且在
慢病毒的介导下hAAT在小鼠中的表达可持续
3 mo以上. 

结论:  重组慢病毒载体可高效、持续表达
hAAT因子, 为通过基因工程生产重组hAAT因
子以及为α1-AT缺乏症的基因治疗奠定基础. 

■同行评议者
丁士刚, 教授, 北
京大学第三医院
消化科



欧海龙�� ��� ���������, 等. ���������慢病毒介导的重组人α1-抗胰蛋白酶在小鼠体内的表达��������������					              1721

www.wjgnet.com

■研发前沿
在AAT缺乏症的
基 因 治 疗 中 ,  外
源SerpinA1 基因
在宿主体内的表
达水平高低以及
能否持续性表达
问 题 ,  一 直 是 受
关 注 的 热 点 ,  也
是研究重点之一.
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0  引言

α1-抗胰蛋白酶(α1-antitrypsin, AAT)因子是�

类体内一种重要的丝氨酸蛋白酶抑制剂, 是主

要由肝细胞合成并分泌到血液中的一种糖蛋白. 
同时巨噬细胞以及支气管上皮细胞中也合成少

量的AAT. 他能抑制多种蛋白酶活性包括弹性蛋

白酶、胰蛋白酶、糜蛋白酶、纤维蛋白溶酶以

及凝血酶等各种丝氨酸蛋白酶类, 维持组织、

器官的正常功能. AAT因子由SerpinA1基因编

码, 位于染色体的14q31-32.3位置上, 全长12.2 
kb, 包含7个外显子和6个内含子. SerpinA1基因

具有极大的异质性, 根据等电聚焦电泳进行分

型, 其中PiMM占95%以上, 存在于正常�群中, 
血浆中AAT浓度大约为20-53 μmol/L[1]. α1-抗胰

蛋白酶缺乏症(α1-antitrypsin deficiency, AATD)
是由于SerpinA1基因的某些碱基突变导致α1-
抗胰蛋白酶因子缺失或功能异常, 进而引起的

一种遗传性疾病. 血清中AAT水平由1对常染

色体等位基因的不同类型所决定. PiSS(Glu264
→Val264)、PiZZ(Glu342→Lys342)以及�合型

PiSZ等亚型均可致病. 其中PiZZ最为常见, 占
AATD病例的95%以上, 其血清中AAT含量是正

常�的10%-15%[2-4]. AATD的临床表现多样, 新
生儿表现为胆汁淤积、肝脾肿大. 青少年时最

典型的临床表现为肺气肿, 这主要是由于AAT缺
乏时, 体内蛋白酶与抗蛋白酶的平衡关系被打

破, 中性粒细胞释放的弹力蛋白酶、组织蛋白

酶不断累积并降解肺部组织的弹性蛋白, 损伤

了肺泡结缔组织中的弹力纤维, 破坏肺泡间隔, 
使气腔持续扩大, 从而导致肺气肿[5]. 另外由于

合成的Z突变型AAT不能分泌到血浆, 聚集成多

聚体, 累积在肝细胞内, 形成包涵体, 从而使某

些AATD患者表现出不同程度的肝硬�[6,7]. 
目前对于AATD的治疗, 除了进行支持性疗

法如对新生儿口服苯巴比妥、补充各种维生素

以及远离烟尘空气, 避免肺部感染等外, 主要还

是通过不断注射AAT的方法, 维持体内蛋白酶与

抗蛋白酶的平衡. 另外, 对于特别是如AATD、

地中海贫血以及家族性高胆固醇血症等单基因

遗传病, 基因治疗是有望根治这类疾病的有效

方法. 本文以慢病毒载体为工具, 通过构建重组

�α1-抗胰蛋白酶(hAAT)因子表达载体, 分析其

表达情况. 该研究结果可为利用基因工程技术

生产hAAT制剂提供新的思路, 同时为AATD基

因治疗的研究提供可靠的实验证据. 

1  材料和方法

1.1 材料 大肠杆菌TPO10感受态细菌、293T
细胞(本室保存); pLVX-AcGFP1-N1载体以及

Lenti-X HTX Packaging Mix(Clontech)由本所实

验室保存; 聚凝胺(Polybrene, Sigma-Aldrich); �
α1抗胰蛋白酶酶联免疫分析试剂盒(上海希美

生物公司); 琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒(北京天

根生物公司); 各种限制性内切酶、T4连接酶、

Taq酶(Takara公司); 胎牛血清、RPMI 1640培养

基及DMEM培养基(Hyclone公司); TRIzol试剂

(北京天根生物公司); 逆转录酶(Promega公司); 
DNA Marker(北京全式金生物公司); 其他各种试

剂为国产分析纯; PCR引物由南京金斯瑞生物有

限公司合成. 
1.2 方法  
1.2.1 SerpinA1 基因的扩增及慢病毒载体构建: 
体外培养293T细胞, 当生长至对数末期后, 用
0.25%胰酶��并收获细胞. 稍离心后用TRIzol
��、异丙醇沉淀的方法获得总RNA. 并用紫

外分光光度计测得吸光度(A )值. 取1 μg RNA
作为模板依据相关说明进行第一链cDNA的合

成. 根据NCBI公布的数据(NM_000295)设计

SerpinA1基因编码序列的扩增引物, 上游引物

ser1、下游引物ser2(表1), 引物5'分别连上限制性

内切酶EcoRⅠ的识别序列. 取1 μL逆转录产物

进行PCR反应, 扩增条件: 94 ℃ 5 min; 94 ℃ 45 s, 
60 ℃ 45 s, 72 ℃ 45 s, 32 个循环; 72 ℃ 10 min. 
PCR产物进行凝胶回收纯�, 分别用EcoRⅠ酶

对PCR回收片段和纯�好的慢病毒基因转移质

粒pLVX-AcGFP1-N1过夜酶切, 经纯�回收后用

表  1  引物序列

     引物名称 序列 5'- 3'

ser1 ccg GAATTC ATG CCG TCT TCT GTC TCG TG

ser2 ccg GAATTC TTA TTT TTG GGT GGG ATT CA

F1 ATT GAC GTC AAT GGG TGG AG

GFP1 TGA CCT ACG GCG TGC AGT GCT T

GFP2 TCG TCC ATG CCG AGA GTG ATC C

下划线: EcoRⅠ识别位点.
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■相关报道
最近 ,  Mueller等
通 过 m i R N A 手
段抑制体内不正
确折叠、功能异
常的PiZ-AAT突
变 蛋 白 ,  以 减 少
其在肝组织内的
积 累 ;  同 时 转 入
具有正常功能的
PiM-AAT�型, 提
高体内AAT蛋白
水平, 实现对α1-
抗 胰 蛋 白 酶 缺
乏 症 ( A AT D ) 的 
治疗.

T4连接酶连接. 将扩增片段连接进CMV启动子

下游的EcoRⅠ酶切位点, 连接产物转�大肠杆

菌, 挑取单克隆. 同时用pLVX-AcGFP1-N1载体

上的EcoRⅠ识别位点的上游设计引物F1与ser2
引物进行菌落PCR对插入的方向性进行鉴定, 可
扩增出比1 257 bp稍大的1 882 bp片段为正确质

粒, 将初步鉴定为正确的克隆进行测序, 将其命

名为pLVX-ser. 
1.2.2 慢病毒的制备: 取纯�好的pLVX-ser质粒

15 μg以及30 μL Lenti-X HTX Packaging Mix, 对
培养至对数生长期的293T细胞采用磷酸钙沉淀

的方法进行共转染, 转染6 h后换成含100 mL/L 
FBS的DMEM完全培养液, 并在37 ℃、50 mL/L、50 mL/L50 mL/L 
CO2条件下继续培养, 完成假病毒颗粒的包装. 
12、24 h后荧光显微镜下观察荧光表达情况, 
2-3 d后收集上清液, 15 000 r/min超速离心0.5 h, 
弃上清, 收集病毒, 保存于-70 ℃备用. 
1.2.3 滴度测定及细胞感染: 转染前1 d, 在6孔板

中分别对每孔接种2×105的293T细胞, 将所收集

的病毒液按1、10、1010-1、1010-2、1010-3、1010-4及10-5比例

进行梯度稀释, 将0.5 mL稀释后的病毒液分别加

入到相应的每个孔中, 37 ℃培养12 h 后, 更换含

100 mL/L血清的DMEM. 48-72 h后在荧光显微

镜下观察各孔中GFP的表达, 统计阳性细胞个数, 
将之乘以相应的稀释倍数再除于0.5 mL病毒原

液即得到病毒滴度值(TU/mL). 根据所测得的病

毒滴度, 在小鼠成纤维细胞中加入含有5 μL病毒

液、8 mg/L聚凝胺的不含血清的培养液DMEM, 
2 h后换成完全培养液, 于37 ℃、50 mL/L CO2条

件下继续孵育、培养. 当长至80%-90%汇合度

时, 进行传代、扩增培养, 并通过荧光显微镜下

观察hAAT的表达. 
1.2.4 动物实验:实验:验: C57BL/6J纯系小鼠在贵阳医学

院实验动物中心饲养、繁殖, 环境条件为室温

20 ℃-25 ℃, 相对湿度40%-70%. 对8周龄左右、

体质量为25-30 g的C57BL/6J纯系♂小鼠(n  = 4)
用200 μL含重组慢病毒的PBS瞬间经尾静脉注

射, 以空质粒pLVX-AcGFP1-N1为对照组. 
1.2.5 RT-PCR: 对注射后5 d的小鼠断颈处死, 获
取肝组织, TRIzol裂解法抽提总RNA. 经逆转录

之后, 分别用引物ser1、ser2和GFP1、GFP2(表
1)对SerpinA1和GFP基因的cDNA进行PCR扩增. 
1.2.6 Western blot检测: 对注射后5 d的小鼠肝

组织提取总蛋白, 经浓缩后, 用BCA法定量, 取 
20 μg进行SDS-PAGE电泳, 转至硝酸纤维素(NC)
膜, NC膜经漂洗、封闭后用生物素标记的羊抗

α-1抗胰蛋白酶抗体(一抗, 1∶1 000)以及辣根过

氧�物酶标记抗羊IgG抗体(二抗, 1∶1 000)进行

免疫检测, 最后冲洗、显影.    
1.2.7 ELISA分析: 分别对pLVX-AcGFP1-N1空
质粒感染的对照组以及实验组 ,  在注射后的

5、10、20、30、50和100 d通过尾静脉采集血、10、20、30、50和100 d通过尾静脉采集血10、20、30、50和100 d通过尾静脉采集血、20、30、50和100 d通过尾静脉采集血20、30、50和100 d通过尾静脉采集血、30、50和100 d通过尾静脉采集血30、50和100 d通过尾静脉采集血、50和100 d通过尾静脉采集血50和100 d通过尾静脉采集血

样, 进行α-1抗胰蛋白酶表达水平的检测, 根据

ELISA试剂盒说明书进行相关操作, 最后用酶联

仪在450 nm波长依序测量各孔的A值, 每样品重

复3次. 
统计学处理 基因表达定量分析每组实验

均重复3次, 所有数据采用mean±SD表示, 用
SPSS10.0软件处理, 两个样本均数间的比较采用

t检验, 以P <0.05为差异显著. 

2  结果

2.1 重组人SerpinA1 基因慢病毒载体构建 从细

胞中提取总RNA, 对SerpinA1基因进行扩增, 
获得1 257 bp的目的条带(图1A). pLVX-AcG-
FP1-N1与扩增片段分别经EcoRⅠ酶切后连接, 
获得重组�SerpinA1基因菌落. 接着用载体上的

EcoRⅠ识别位点上游设计的引物F1与ser2配对, 
对插入的方向性进行PCR鉴定, 结果从菌落中扩

增出比1 257 bp稍大的1 882 bp片段(图1B), 说明

在这些质粒中外源片段正确插入. 对初步鉴定

为正确的质粒进行测序, 测序结果与NCBI上公

布的一致. 这样我们获得CMV启动子表达�α1-
抗胰蛋白酶的慢病毒载体pLVX-ser. 
2.2 慢病毒感染鼠成纤维细胞 收获包装后的病

毒, 根据293T细胞GFP的集落数, 我们获得约8×
106 TU/mL病毒滴度值. 感染小鼠成纤维细胞48 h
后, 荧光显微镜下观察慢病毒载体的GFP表达. 
结果显示大部分细胞已被感染, 并成功表达外

1 257 bp 1 882 bp

图� �� �������  1  �������PCR扩增��. A: SerpinA1基因cDNA; B: SerpinA1 基因

cDNA片段的插入方向的鉴定. 1: 扩出SerpinA1 基因cDNA

的阳性条带; 2, 3: 正确质粒; 4: 空白对照; M: Marker.

1    M               M    2     3    4A B
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■创新盘点
本研究以慢病毒
为载体, 在其介导
下, 外源SerpinA1
基因有效地与宿
主染色体整合, 实
现AAT因子的高
效、持续表达.

源基因(图2). 
2.3 外源基因在小鼠体内的转录分析 对注射后

5 d的小鼠进行解剖获取肝脏组织mRNA, 并进

行RT-PCR分析, 结果我们分别从GFP、serpin 
mRNA中分别扩出相应的530 bp、1 257 bp的目

的条带(图3A). 这说明在慢病毒的介导下外源基

因在小鼠内可以进行成功转录. 
2.4 SerpinA1基因表达检测 用pLVX-ser病毒颗粒

注射的小鼠中检测到大小相应的阳性条带, 而在

pLVX-AcGFP1-N1病毒颗粒感染的小鼠中检测

不到(图3B). 这说明SerpinA1基因在慢病毒的介

导下能稳定表达. 我们进一步利用ELISA定量分

析SerpinA1基因的表达水平, 并在含有pLVX-ser
质粒的实验组中, 测得231 μg/L±0.25 μg/L AAT
的表达量. 另外, 对注射后10、20、30、50和100、20、30、50和10020、30、50和100、30、50和10030、50和100、50和10050和100 
d的小鼠分别采集血样, 进行ELISA检测, 分析

hAAT在小鼠体内的持续性表达能力. 结果显示

在注射后的第5-10天内, 表达量持续增高(图4),天内, 表达量持续增高(图4),内, 表达量持续增高(图4), 
到第10天时hAAT表达水平达到最高(308 μg/L). 

而在10-100 d之间, hAAT在小鼠体内的表达水平

波动不大, 维持在190 μg/L左右. 

3  讨论

对于AATD, 现在还没有特别有效的治疗途径时, 
对患者输入外源的AAT, 是最直接的方法, 可以

短时间内提高血液中蛋白酶抑制剂水平, 恢复

或在一定程度上缓解弹性蛋白酶对肺部组织的

损伤, 这需要AAT有充实的储备. 另外, AAT是一

种多功能蛋白, 除了与AATD有关外, AAT还参

与血液凝固过程[8,9], 其与抗凝血酶联合使用, 可
对弥漫性血管内凝血进行治疗[10]. 而且AAT也在

细菌、病毒感染的免疫调节过程中起作用[11-15]. 
研究发现在外周血单个核细胞和滤泡树突状细

胞中, AAT可通过下调NF-κB的活性, 抑制HIV病

毒的复制[16]. AAT的广阔用途使只依靠从血液中

分离纯�来的AAT, 无法满足现实需要, 并且代

价昂贵, 还存在感染的风险. 
随着生物工程技术的不断发展, �们开始

通过基因重组进行体外生产AAT以节约血浆、

降低成本. 另外, 由于AAT的编码序列不长, 又是

一种分泌型蛋白, 使他在遗传操作上更加方便, 
下游的蛋白纯�更加简单. Garver等[17]首先获得

了能稳定、持续表达AAT的鼠成纤维细胞克隆. 

图� �� ����  2  ����病毒感染
后荧光显微镜下
观察GFP基因在成
纤维细胞中的表
达(×400)��. A: 荧

光; B: 白光.

A B

A

530 bp

1    2     3    4    5    M    6    7

1 257 bp

hAAT

B

GAPDH

1                         2

图� �� ����������������  3  ����������������外源基因在小鼠体内的表达检测��. A: RT-PCR, 1: 空

白对照; 2-5: GFP; 6, 7: SerpinA1 . B: hAAT Western blot检测, 

1: 在pLVX-ser病毒颗粒感染的细胞中检测出阳性的hAAT

蛋白; 2: 以pLVX-AcGFP1-N1病毒颗粒感染的细胞作阴性

对照, 以看家基因GAPDH为内对照.

图� ��� ������������������������ ����  4 � ������������������������ ����在注射后的第5、10、20、30、50以及100 天小鼠体
内hAAT的表达水平(mean ± SD)�.
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之后�们又分别在不同的细胞类型如C H O、

COS-7、造血干细胞和单核吞噬细胞等[18-20]; 不
同的物种如真菌、绵羊、狗甚至烟草中进行表

达AAT的研究[21-24]. 但到目前为止还没有一个重

组hAAT制剂上市, 还需进一步深入的探索. 
另外AAT的半衰期很短, 仅为4-6 d, 这既给

AATD患者的治疗带来麻烦, 同时也是影响重组

hAAT成功开发的一个重要原因. 对于一些治疗

性蛋白, 经常通过进行转录后的相关修饰, 从而

改善该蛋白的某些属性或提高其治疗性能等[25]. 
由于经聚乙二醇修饰的蛋白的溶解度和稳定性

得到提高, 并增强耐酶水解的能力. 早期�们试

图通过在hAAT的Cys232位置或者某些特定的糖

基�位点进行聚乙二醇长链修饰, 解决hAAT半
衰期短的问题[26-28]. 最近, Lindhout等[29]尝试利用

一种可生物降解的, 免疫原性更低的唾液酸, 对
hAAT的N聚糖进行修饰, 以延长hAAT的半衰期. 
在今后的研究中, 除了追求成功高效表达外, 还
希望能通过对hAAT的某些修饰进一步改善其相

关的理�性质, 实现更好的疗效. 
最有希望根治AATD应当是基因治疗, 通

过原位纠正突变基因, 恢复其功能或体内异位

表达外源的AAT, 补充蛋白酶抑制剂的水平, 保
护组织结构的完整性. 在基因治疗中病毒载体

经常被作为输送外源基因的运载工具. 从HIV-1
病毒改造过来的慢病毒载体, 与逆转录病毒载

体、腺病毒载体等其他病毒类基因转移载体相

比, 慢病毒载体具有对分裂细胞和非分裂细胞

均具有感染能力的优点, 而且具有更广的宿主

范围, 可以有效感染神经元细胞、肝细胞、心

肌细胞、肿瘤细胞、内皮细胞、干细胞等多种

类型的细胞, 引发机体免疫反应小等特点. 另
外, 还可实现外源基因有效地在宿主染色体上

整合, 从而实现持久表达. 特别是随着慢病毒载

体技术的不断发展如通过多质粒的包装系统等, 
其安全性大大增加. 所以慢病毒载体开发时间

尽管不是很长, 已成功地被运用于如β-地中海

贫血、血友病等多种遗传病的基因治疗中[30,31]. 
本研究通过构建重组hAAT慢病毒表达载体, 研
究其表达情况. 结果显示慢病毒在293T细胞中

成功包装; 体内外的研究均显示hAAT在慢病毒

载体的介导下持续、高效表达. 这为我们进行

利用基因工程生产hAAT因子以及下一步开展

AATD的基因治疗工作奠定基础. 
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■同行评价
本文成功构建了
SerpinA1 基因的
慢病毒表达载体, 
并通过感染小鼠
证实其可在体内
表达AAT, 为AAT
缺乏症的基因治
疗提供了实验室
基础, 因此本研究
具有一定的临床
价值.
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