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摘 要:目的 构建人类免疫缺陷病毒1型(HIV-1)tat基因重组慢病毒表达载体。方法 将pCDH-GFP和pCDH-
RFP载体分别用EcoRⅠ和 HindⅢ双酶切制备线性化载体;通过设计引物及PCR扩增,获得5′端与3′端分别与15nt线

性化载体3′端与5′端互补的tat基因片段;tat基因片段和线性化载体经纯化后,进行重组反应;将重组产物转化感受态

细胞DH5α,通过菌落PCR、质粒双酶切、序列测定等方法鉴定重组克隆。结果 菌落PCR扩增产物经琼脂糖凝胶电

泳,在约354bp位置出现预期的条带;EcoRⅠ和 HindⅢ双酶切重组质粒经琼脂糖凝胶电泳,在约7544bp和354bp位置

上出现预期条带;通过测序,重组质粒中插入的tat基因序列与GenBank基因库中的 HIV-1tat基因序列同源。结论 
采用本研究方法能成功构建 HIV-1tat基因重组慢病毒表达载体。
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  Abstract: Objective Toconstructrecombinantlentivirusexpressionvectorforhumanimmunodeficiency
virus1(HIV-1)tatgene. Methods ThepCDH-GFPandpCDH-RFPvectorswereusedtopreparethelinear
vectorsrespectivelybyEcoRⅠandHindⅢ.BydesigningprimersandPCRamplification,15ntcomplementary
sequencesof3′terminaland5′terminaloflinearizedvectorswasaddedtothe5′terminaland3′terminaloftat
gene,andthegenefragmentsthatthe5′terminaland3′terminalrespectivelycomplemented3′terminaland5′
terminalof15ntlinearizedvectorswereobtained.Subsequently,therecombinantreactionwasperformedafter
thetatgenefragmentsandthelinearizedvectorswerepurified.Therecombinantproductsweretransformedin-
tocompetentcellsDH5αbyconventionalmethods.Finally,therecombinantcloneswereidentifiedwithcolony
PCR,plasmiddoubleenzymedigestionandsequencing. Results ExpectedDNAbandsoccurredatabout
354bpafterthecolonyPCRamplificationproductswereseparatedbyagarosegelelectrophoresis,twoDNA
bandswiththeexpectedsizeatabout7500bpand350bpwerevisiblewhenEcoRⅠandHindⅢdoubleenzyme
digestionrecombinantplasmidswereseparatedbyagarosegelelectrophoresis.Thedataofthegenesequencing
showedthatthetatgeneinsertedinrecombinantplasmidwashomologoustotheHIV1tatgenesequenceof
GenBank. Conclusion TheHIV1tatgenelentivirusrecombinantexpressionvectorcanbesuccessfullycon-
structedbytheprotocoldesignedinthisstudy.
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  人类免疫缺陷病毒1型(humanimmunodeficien-
cyvirus,HIV-1)是获得性免疫缺陷综合征的病原体。
其中Tat蛋白是HIV基因复制和表达调控所必需的

一种蛋白[1]。Tat蛋白由2个外显子编码,一个外显

子编码1-72位氨基酸残基,另一个编码73-101位氨

基酸残基,其中一个外显子编码的72个残基的肽段具

有完全的体外反式激活活性[2]。Tat蛋白能从 HIV-1
感染的细胞中释放到胞外,当细胞外的 Tat蛋白被

HIV感染的细胞吸收时,Tat蛋白可反式激活 HIV-1
长末端重复序列而致下游的 HIV-1基因表达,促进

HIV-1病毒颗粒的产生。最近有研究者研究了 Tat
蛋白进入细胞后与宿主细胞基因组的结合图谱,结果

发现约53%的Tat结合靶区位于DNA重复元件中,
约30%位于Alu序列中,仅有约7%位于转录起始位

点附近,剩下的Tat蛋白结合靶区位于内含子和基因

间区[3]。此结果提示,Tat蛋白不仅可增强 HIV-1病

毒基因的转录,还可结合到宿主基因组的特异位置,是
维持病毒生活周期的潜在重要因素。Tat蛋白是一种

具有多功能的蛋白,既能通过反式激活效应调控病毒

基因的复制和表达,又可以激活静态T淋巴细胞抑制

免疫细胞的分化和增殖,诱导细胞凋亡,加快病毒在体

内的感染和传播以及引发各种并发症[4]。因此构建

tat基因重组慢病毒表达载体,是进一步研究Tat蛋白

功能的重要工作基础。

1 资料与方法

1.1 实验耗材 pSec-Tat质粒为本课题组构建保

存,pCDH-GFP和pCDH-RFP质粒载体由南京医科

大学卢春教授惠赠。PCR引物由Takara生物公司合

成,PCR 试剂盒、限制性内切酶、DNA 标准分子量

Marker、EasyGeno重组试剂盒、感受态DH5α、质粒小

量提取试剂盒、DNA切胶回收试剂盒均购自北京天根

生化科技有限公司。研究中主要使用下列仪器:5424
型冷冻 离 心 机(德 国 Eppendorf公 司 ),Chemidoc
XRS凝胶成像系统(美国 Bio-Rad公司),Mycycler
PCR仪(美国 Bio-Rad公司),NanophtoometerP360
超微量分光光度计(美国IMPLEN公司)。

1.2 方法

1.2.1 tat基因片段及线性化pCDH-GFP、pCDH-
RFP载体的制备 根据 Genbank基因库中登记的

HIV-1tat基因序列以及pCDH-GFP和pCDH-RFP
载体序列设计PCR引物,在tat基因片段5′端和3′端
分别加入15nt经EcoRⅠ和 HindⅢ双酶切制备的线

性化载体3′端或5′端序列,使扩增的tat基因片段上

下游分别带有15nt与线性化载体两端互补的序列。
引物序列如下(下划线部分分别为与线性化载体3′端
或5′端序列互补的序列):

ForwardattctagagctagcgaattcATGGAGCCAGTAGA
TCCTAGAC
ReversetccttcgcggccgcggatccCTTGTCATCGTCGT
CCTTG

以100ngpSec-Tat质粒为模板,用合成的PCR
引物扩增tat基因,50μlPCR反应体系包括Forward
2.0μl、Reverse2.0μl、5×FastHiFidelityPCRBuff-
er10μl、Fast HiFidelity Polymerase1.0μl,以

ddH2O补足50μl;扩增条件为:94℃预变性2min,

94℃15s、60℃10s、68℃15s循环30次,68℃延

伸5min。
用限制性内切酶 EcoRⅠ和 HindⅢ对pCDH-

GFP和pCDH-RFP载体进行双酶切。双酶切的20μl
体系如下:载体1μg,EcoRⅠFastDigestenzyme1μl,

HindⅢ FastDigestenzyme1μl,10×FastDigest
GreenBuffer2μl,以ddH2O补足20μl;双酶切体系

在37℃水浴15min。

PCR反应产物和双酶切产物分别加上样缓冲液

后,用1%琼脂糖凝胶电泳,在凝胶成像系统中观察扩

增条带。最后用DNA琼脂糖凝胶回收试剂盒按说明

书回收并纯化凝胶产物,并用紫外分光光度计进行浓

度的测定。-20℃保存备用。

1.2.2 tat基因重组慢病毒表达载体的构建 建立

10μl重组反应体系:线性化载体0.02pmol,tat基因

0.2pmol,2×EasyGenoAssembly Mix45μl,以

ddH2O补足10μl;把重组反应混合液置于50℃水浴

15min,反应结束后将离心管置于冰上冷却5min。
取5μl重组产物转化感受态细胞,以含氨苄青霉素的

LB固体培养基筛选克隆。挑取生长的克隆接种含氨

苄青霉素的LB培养液,180rpm振荡培养1h后,取1

μl菌液进行PCR鉴定,50μl反应体系如下:PCRSu-
perMix45μl、Forward2.0μl、Reverse2.0μl、菌液1

μl,反应条件如下:94℃预变性3min,94℃30s、55
℃15s、72℃30s,共30个循环,68℃延伸5min。

PCR产物检测、双酶切验证反应条件及反应体系同

1.2.1。提取菌落PCR和双酶切验证阳性克隆质粒送

广州天一辉远公司测序。

2 结果

2.1 tat基因片段及线性化pCDH-GFP、pCDH-RFP
载体的制备 以pSec-Tat为模板,经PCR扩增并用

1%琼脂凝胶电泳后,在约354bp处出现条带,与预期

的354bp大小基本一致,结果见图1a。限制性内切酶

EcoRⅠ和 HindⅢ对pCDH-GFP和pCDH-RFP载体

进行双酶切,琼脂糖凝胶电泳后,在约7544bp处出现

条带,电泳结果见图1b。
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图1a PCR使tat基因两端分别带有15nt与线性化载体

两段3′端与5′端重叠互补的序列1%琼脂糖凝胶电泳图

注:Marker:100bpladder;1,2:tat基因

图1b pCDH-GFP和pCDH-RFP两个载体

分别用EcoRⅠ和 HindⅢ双酶切制备线性化载体

注:Marker:10000bpladder;1,2:pCDH-GFP;3,4:pCDH-RFP

2.2 重组克隆的鉴定

2.2.1 菌落PCR重组克隆 在LB固体培养基上挑

选生长的菌落进行菌落PCR验证,琼脂糖凝胶电泳后

在约354bp处出现条带,与预期的条带大小一致。电

泳结果见图2a和图2b。

图2a LB固体培养基上挑选菌落进行菌落

PCR验证pCDH-RFP-Tat阳性克隆

注:1,4,5,6:阳性克隆;2,3,7:阴性克隆

图2b LB固体培养基上挑选菌落进行菌落

PCR验证pCDH-GFP-Tat阳性克隆

注:1,5,6:阳性克隆;2,3,4,7:阴性克隆

2.2.2 双酶切鉴定菌落PCR阳性克隆 提取菌落

PCR阳性克隆质粒进行EcoRⅠ和 HindⅢ双酶切验

证,酶切产物经1%琼脂糖凝胶电泳,其中3个pCDH-
GFP-Tat阳性克隆和5个pCDH-RFP-Tat阳性克隆

在7544kp和354bp位置上出现条带,与预期的载体

和tat基因片段的大小一致。电泳结果见图3a和图

3b。

图3a 对疑似阳性克隆双酶切验证pCDH-GFP-Tat
注:2,5,6:阳性克隆;1,3,4,7:阴性克隆

图3b 对疑似阳性克隆双酶切验证pCDH-RFP-Tat
注:1,2,4,5,6:阳性克隆;3,7:阴性克隆

2.2.3 阳性克隆tat基因序列的测定 送菌落PCR
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和双酶切鉴定均为阳性的克隆质粒到测序公司进行测

序,结果显示,重组的pCDH-GFP-Tat和pCDH-RFP-
Tat中tat基因序列与GenBank中登记的 HIV-1tat
基因100%同源。

3 讨论

HIV-1反式转录激活因子 Tat(Trans-activator
oftranscription,Tat)是一种非常重要的调节蛋白,产
生于病毒感染的早期,它可与位于HIV-1基因组5′端
长末端重复序列的反式激活效应元件(Transactivat-
ingresponsiveregion,TAR)结合,促进HIV-1复制及

转录,在 HIV-1感 染 及 致 病 中 起 着 非 常 重 要 的 作

用[5]。Tat蛋白是HIV-1编码的可溶性蛋白之一,具
有上调许多病毒和细胞基因表达的转录因子特性。我

们之前的研究已经证实 HIV-1Tat可激活KSHV裂

解复制周期,JAK-STAT信号通路参与调节Tat激活

KSHV裂解复制周期[6],在激活和促进病毒复制中起

重要作用。
本实验是根据DNA序列同源性进行片段重组,

用2×EasyGenoAssemblyMix试剂盒中的重组酶活

性,可将载体和PCR扩增的tat基因片段同源区域重

组连接,转化感受态细胞筛选克隆,并经PCR、双酶切

和测序鉴定重组成功。本课题组计划将重组tat基因

的慢病毒表达载体转染293T细胞,经免疫印迹技术、
RT-PCR技术检测构建的重组tat基因在293T细胞

中的表达后,鉴定Tat蛋白的反式激活活性。构建的

重组tat基因的慢病毒表达载体与包装质粒共载体转

染293T细胞,包装重组慢病毒后,可用于感染多种人

体细胞并稳定表达Tat蛋白,从而研究Tat蛋白对人

体细胞的表观遗传学或转录组的影响,探索Tat蛋白

在HIV-1感染的相关疾病中的作用。
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