
书书书

中国生物工程杂志　ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１７，３７（７）：９７１０４

ＤＯＩ：１０．１３５２３／ｊ．ｃｂ．２０１７０７１６

基于 ＩＲＥＳ序列的多基因共表达载体构建

田聪慧１　谢雪梅１　李　英１　尹晓东２　韩　军１　李　军１
（１聊城大学药学院生物制药研究院　聊城　２５２０００　２宜兴市赛尔生物科技有限公司　宜兴　２１４２００）

摘要　目的：构建一个ＩＲＥＳ序列介导的多基因共表达载体，实现两个目的基因和筛选标记基因
共用一个启动子高效表达，提高多基因稳定共表达细胞株的筛选效率。方法：以实验室前期构建

的载体ｐＬＶＭＣＳＰｕｒｏ为骨架，设计并全基因合成双基因克隆表达元件，连接到骨架载体，构建多
基因共表达载体ｐＬＶ２ＭＣＳＰｕｒｏ，以ＤｓＲｅｄ２和 ＥＧＦＰ荧光蛋白基因验证该载体用于多基因稳定
共表达细胞株筛选的效率。结果：成功构建了 ｐＬＶ２ＭＣＳＰｕｒｏ载体以及 ＤｓＲｅｄ２和 ＥＧＦＰ共表达
重组质粒ｐＬＶＤｓＲｅｄ２ＥＧＦＰＰｕｒｏ。瞬时转染实验证明该载体能介导多基因共表达。抗性筛选获
得了ＭＤＣＫ和ＨｅＬａ两种细胞的多基因稳定共表达细胞池。细胞池涂片荧光显微镜观察和计数
表明抗性细胞池ＤｓＲｅｄ２和ＥＧＦＰ双阳率接近１００％。基因组和转录水平ＰＣＲ及蛋白质免疫印迹
实验表明，ＤｓＲｅｄ２和ＥＧＦＰ稳定整合到抗性细胞基因组，并且两种蛋白质表达水平较为一致。结
论：成功构建了多基因共表达载体ｐＬＶ２ＭＣＳＰｕｒｏ，实现了两个目的基因和抗性基因串联共表达，
并且具有高效的多基因稳定共表达细胞株筛选效率。该载体在研究蛋白质相互作用及工程细胞

构建等方面具有一定的应用前景。
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　　科学研究中构建稳定表达细胞株，抗体工程和细

胞工程领域筛选种子细胞经常需要实现两个或以上的

基因稳定共表达。通常通过两个载体共转染的筛选方

法来实现，然而实践中常面对以下问题：①两个载体共

转染需要两种筛选标记；②两个载体的共转染效率，整

合效率和目的基因的共表达效率及表达稳定性存在差

异［１］；③筛选标记基因与目的基因的共整合效率。以

上问题为筛选合适的稳定表达细胞株在效率、时间和

人工成本等方面提出了挑战。因此，有必要开发单个

载体实现多基因共同表达来解决以上问题。

　　ＩＲＥＳ（ｉｎｔｅｒｎａｌｒｉｂｏｓｏｍｅｅｎｔｒｙｓｉｔｅ）序列是于１９８８年

分别由ＮａｈｕｍＳｏｎｅｎｂｅｒｇ和ＥｃｋａｒｄＷｉｍｍｅｒ实验室在脊

髓灰质炎病毒（ＰＶ）［２］和脑心肌炎病毒（ＥＭＣＶ）［３］的

ＲＮＡ基因组中发现。ＩＲＥＳ通常位于 ＲＮＡ病毒的

５′ＵＴＲ中，允许 ＲＮＡ以５′帽子非依赖性方式翻译［４９］。

利用 ＩＲＥＳ连接两个基因，在上游启动子的控制下，

ＩＲＥＳ和两个基因转录成为同一条ｍＲＮＡ，翻译时，ＩＲＥＳ

上游基因翻译起始遵循真核生物基因的帽依赖性方

式，而下游基因则通过ＩＲＥＳ招募核糖体进入起始基因

的翻译，实现了ＩＲＥＳ序列连接的两个基因共用同一个

转录单位表达［１０１２］。目前，已经有较多利用 ＩＲＥＳ序列

连接两个目的基因，实现双基因的瞬时表达或者稳定

表达细胞株构建的研究［１３１８］。但是使用唯一启动子，

利用２个或以上ＩＲＥＳ序列串联２个或者以上目的基因

和抗性基因共表达，以提高多基因稳定共表达细胞株

的筛选效率的研究未见报道。

　　本研究在实验室前期构建的慢病毒表达载体ｐＬＶ

ＭＣＳＰｕｒｏ的基础上，设计并全基因合成双基因克隆表

达元件（ＢａｍＨＩＭＣＳ１ＩＲＥＳＭＣＳ２ＩＲＥＳＢｓｉＷＩ），构建

双基因共稳定表达筛选载体ｐＬＶ２ＭＣＳＰｕｒｏ，该载体通

过两个 ＩＲＥＳ序列串联两组多克隆位点以及嘌呤霉素

抗性基因，由上游唯一的启动子转录形成一个长的转
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中国生物工程杂志 ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｖｏｌ．３７Ｎｏ．７２０１７

录框，进而实现外源双基因和抗性基因的共同表达，提

高双基因共稳定表达细胞株的筛选效率。

１　材料与方法

１．１　材　料
１．１．１　载体、菌种和细胞株　真核表达载体 ｐＥＧＦＰ、
ｐＤｓＲｅｄ２和大肠杆菌菌种 ＤＨ５α由中山大学医药分子
生物学实验室惠赠；细胞株 ＨＥＫ２９３Ｔ、ＭＤＣＫ和 ＨｅＬａ
细胞购自中国科学院细胞库；表达载体 ｐＬＶＭＣＳＰｕｒｏ
为本实验室自主构建并保种。

１．１．２　酶、试剂盒和其他试剂　质粒提取试剂盒和胶

回收试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ公司；限制性内切核酸酶购自
ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏＬａｂｓ公司；ＤＮＡ聚合酶、连接酶和反转
录试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司；全基因合成和测序由上海
生工生物工程有限公司完成；ＪｅｔＰＥＩＴＭ转染试剂购自
ＰｏｌｙＰｌｕｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ（ＰＴ）公司；基因组 ＤＮＡ提取试剂
盒购自天根生化科技有限公司；ＲＮＡ提取试剂盒购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清 ＦＢＳ、胰酶购
自Ｇｉｂｃｏ公司；嘌呤霉素（ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ）购自 ＴＣＩ公司；鼠
抗ＧＦＰ单克隆抗体、鼠抗 ＲＦＰ单克隆抗体、鼠抗 β
Ｔｕｂｕｌｉｎ单克隆抗体和辣根过氧化酶标记的山羊抗鼠
ＩｇＧ购自美国Ａｂｂｋｉｎｅ公司。
１．１．３　主要仪器　全温培养摇床购自上海新苗医疗
器械制造有限公司；台式冷冻离心机购自 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公
司；超微量紫外分光光度计购自Ｉｍｐｌｅｎ公司；梯度ＰＣＲ
仪、电泳槽购自ＢｉｏＲａｄ公司；成像仪购自Ｕｖｉｔｅｃ公司；
洁净工作台购自北京东联哈尔仪器制造有限公司；二

氧化碳培养箱购自 Ｔｈｅｒｍｏ公司；生物照相显微镜购自
奥林巴斯公司；倒置荧光显微镜购自Ｎｉｋｏｎ公司。
１．２　方　法
１．２．１　ｐＬＶ２ＭＣＳＰｕｒｏ载体的构建　分析骨架载体
ｐＬＶＭＣＳＰｕｒｏ已有的限制性酶切位点，设计两组多克
隆位点，全基因合成双基因克隆表达元件（ＢａｍＨＩ
ＭＣＳ１ＩＲＥＳＭＣＳ２ＩＲＥＳＢｓｉＷＩ）（图１Ａ），克隆到ｐＵＣ５７
载体。ＢａｍＨＩ和ＢｓｉＷＩ双酶切ｐＵＣ５７载体和骨架载体
ｐＬＶＭＣＳＰｕｒｏ，胶回收，连接ＢａｍＨＩＭＣＳ１ＩＲＥＳＭＣＳ２

ＩＲＥＳＢｓｉＷＩ与骨架载体，连接产物转化 ＤＨ５α感受态，
涂板，挑克隆，接种，提质粒，用ＢａｍＨＩ和ＳｂｆＩ双酶切鉴
定质粒，获得ｐＬＶ２ＭＣＳＰｕｒｏ载体。
１．２．２　ｐＬＶＤｓＲｅｄ２ＥＧＦＰＰｕｒｏ表达载体构建 　以
ｐＥＧＦＰ表达质粒为模板，设计 ＥＧＦＰ上游克隆引物５′
ＣＧＡＣＣＧＧＴＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧＧＡ３′和

下游克隆引物５′ＣＴＣＣＴＧＣＡＧＧＴＴＡＴＧＡＴＣＡＧＴＴＡＴＣ

ＴＡＧＡＴＣＣＧＧ３′，ＰＣＲ克隆和胶回收 ＥＧＦＰ基因片段，
ＡｇｅＩ和ＳｂｆＩ双酶切 ＥＧＦＰ基因片段和载体 ｐＬＶ２ＭＣＳ
Ｐｕｒｏ，胶回收后连接，转化ＤＨ５α感受态，涂板，挑克隆，
菌落 ＰＣＲ阳性鉴定，接种，提质粒 ｐＬＶＭＣＳ１ＥＧＦＰ
Ｐｕｒｏ。以ＤｓＲｅｄ２表达质粒为模板，设计ＤｓＲｅｄ２上游克
隆引物５′ＴＣＡＴＧＣＴＡＧＣＧＣＣＡＴＧＧＴＧＣＧＣＴＣＣＴＣＣＡＡ
ＧＡＡＣ３′和下游克隆５′ＡＧＧＣＧＣＧＣＣＣＴＡＣＡＧＧＡＡＣＡＧ
ＧＴＧＧＴＧＧＣＧＧＣ３′，ＰＣＲ克隆和胶回收，ＮｈｅＩ和 ＡｓｃＩ双
酶切 ＤｓＲｅｄ２基因片段和载体 ｐＬＶＭＣＳ１ＥＧＦＰＰｕｒｏ。
按以上克隆方法回收，连接，转化，鉴定，接种，提取重

组质粒ｐＬＶＤｓＲｅｄ２ＥＧＦＰＰｕｒｏ。
１．２．３　细胞培养、转染和稳定表达细胞株筛选　
ＨＥＫ２９３Ｔ、ＭＤＣＫ和 ＨｅＬａ细胞在 ＤＭＥＭ、１０％ ＦＢＳ、
５％ ＣＯ２、３７℃条件下培养。ＭＤＣＫ和 ＨｅＬａ细胞铺板
２４ｈ后，用嘌呤霉素终浓度分别为０．５μｇ／ｍｌ、１μｇ／ｍｌ、
２μｇ／ｍｌ、４μｇ／ｍｌ、６μｇ／ｍｌ、８μｇ／ｍｌ、１０μｇ／ｍｌ的１０％ ＦＢＳ
ＤＭＥＭ培养，以３～４天以内能杀死所有细胞的最小浓
度配制稳定表达细胞株筛选培养基。细胞转染使用

ＪｅｔＰＥＩ试剂盒完成，转染３６ｈ后，换筛选培养基培养，
３～４天更换一次筛选培养基，直至克隆形成，获得耐药
细胞池（ｐｏｏｌ）。瞬时转染爬片的ＨＥＫ２９３Ｔ细胞荧光显
微镜观察质粒的转染效率和目的基因表达情况，筛选

得到的ＭＤＣＫ和ＨｅＬａ耐药细胞池消化悬浮后涂片，荧
光显微镜观察和计数荧光蛋白表达情况。

１．２．４　基因组和转录水平 ＰＣＲ鉴定稳定表达细胞株

　使用天根生化科技有限公司的基因组 ＤＮＡ提取试
剂盒分别提取稳定表达 ＤｓＲｅｄ２和 ＥＧＦＰ的 ＭＤＣＫ和
ＨｅＬａ细胞的基因组ＤＮＡ，以基因组 ＤＮＡ为模板，用上
述 ＤｓＲｅｄ２和 ＥＧＦＰ克隆引物进行 ＰＣＲ鉴定。使用
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的 ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ说明书提取稳定表
达ＤｓＲｅｄ２和ＥＧＦＰ的 ＭＤＣＫ和 ＨｅＬａ细胞总 ＲＮＡ，然
后用 ＴａＫａＲａ公司的 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＩＩ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ将总 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ为模
板，使用上述 ＤｓＲｅｄ２和 ＥＧＦＰ克隆引物进行 ＰＣＲ
鉴定。

１．２．５　蛋白质水平鉴定稳定表达细胞株　提取稳定
表达ＤｓＲｅｄ２和 ＥＧＦＰ的 ＭＤＣＫ和 ＨｅＬａ细胞总蛋白
质，聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质，转移至硝酸纤维

素膜，５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，将膜片分别与封闭液
稀释的鼠抗 ＧＦＰ单克隆抗体及鼠抗 ＲＦＰ单克隆抗体
４℃杂交过夜，洗膜１０ｍｉｎ／次，３次；然后用辣根过氧化
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２０１７，３７（７） 田聪慧 等：基于ＩＲＥＳ序列的多基因共表达载体构建

酶标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ室温杂交 ２ｈ，ＥＣＬ显色，

ＵＶＩＴＥＣ化学发光成像。

２　结　果

２．１　构建ｐＬＶ２ＭＣＳＰｕｒｏ载体

　　连接设计合成的双基因克隆表达元件（图１ａ下划

线处所示两酶切位点之间部分）和骨架载体 ｐＬＶＭＳＣ

Ｐｕｒｏ（图１ｂ），挑取阳性克隆提取质粒后，从两个多克隆

位点各选取一个限制性内切核酸酶切位点（ＢａｍＨＩ和

ＳｂｆＩ）双酶切，１％琼脂糖凝胶电泳鉴定，获得了７５０ｂｐ

的目的基因条带及１０ｋｂ的载体条带（图１ｃ）。测序证

实ｐＬＶ２ＭＣＳＰｕｒｏ载体构建成功（图１ｄ）。

图１　ｐＬＶ２ＭＣＳＰｕｒｏ载体构建

Ｆｉｇ．１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐＬＶ２ＭＣＳＰｕｒｏｖｅｃｔｏｒ
（ａ）Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｅｓｉｇｎｏｆｔｈｅｂｉｃｉｓｔｒｏｎｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｅｌｅｍｅｎｔ　（ｂ）ＭａｐｏｆｔｈｅｐＬＶＭＣＳＰｕｒｏｖｅｃｔｏｒ　（ｃ）ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐＬＶ

２ＭＣＳＰｕｒｏｖｅｃｔｏｒ　Ｍ：１ｋｂＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ｐＬＶ２ＭＣＳＰｕｒｏｖｅｃｔｏｒ；２：ＤｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐＬＶ２ＭＣＳＰｕｒｏｖｅｃｔｏｒｂｙＢａｍＨＩａｎｄＳｂｆＩ

　（ｄ）ＭａｐｏｆｔｈｅｐＬＶ２ＭＣＳＰｕｒｏｖｅｃｔｏｒ

２．２　ｐＬＶＤｓＲｅｄ２ＥＧＦＰＰｕｒｏ载体构建

　　将 ＥＧＦＰ荧光蛋白基因先克隆到 ｐＬＶ２ＭＣＳＰｕｒｏ

载体的多克隆位点 ＭＣＳ２，菌落 ＰＣＲ验证得到 ｐＬＶ

ＭＣＳ１ＥＧＦＰＰｕｒｏ（图２ａ），然后将 ＤｓＲｅｄ２荧光蛋白基

因克隆到 ｐＬＶＭＣＳ１ＥＧＦＰＰｕｒｏ的多克隆位点 ＭＣＳ１，

菌落 ＰＣＲ验证得到表达载体 ｐＬＶＤｓＲｅｄ２ＥＧＦＰＰｕｒｏ

（图２ｂ）。

２．３　瞬时转染 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞验证 ｐＬＶ２ＭＣＳＰｕｒｏ

载体

　　将构建完成的 ｐＬＶＤｓＲｅｄ２ＥＧＦＰＰｕｒｏ载体转染

爬片的ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，转染２４ｈ后荧光倒置显微镜用

４８８ｎｍ和５５９ｎｍ激发光观察 ＤｓＲｅｄ２和 ＥＧＦＰ表达情

况。可见 ＤｓＲｅｄ２和 ＥＧＦＰ能在 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中共表

达，从荧光强度看具有很高的协同性，而且具有较高的

转染效率（图３）。

２．４　ＭＤＣＫ和 ＨｅＬａ稳定共表达细胞筛选实验验证

ｐＬＶ２ＭＣＳＰｕｒｏ载体

　　嘌呤霉素耐药性预试验确定了 ＭＤＣＫ和 ＨｅＬａ细

图２　ｐＬＶＤｓＲｅｄ２ＥＧＦＰＰｕｒｏ载体构建

Ｆｉｇ．２　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐＬＶ

ＤｓＲｅｄ２ＥＧＦＰＰｕｒｏｖｅｃｔｏｒ
（ａ）ＶｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐＬＶＭＣＳ１ＥＧＦＰＰｕｒｏｖｅｃｔｏｒｂｙｃｌｏｎｉｎｇ

ＥＧＦＰｇｅｎｅ　（ｂ）ＶｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐＬＶＤｓＲｅｄ２ＥＧＦＰＰｕｒｏｖｅｃｔｏｒ

ｂｙｃｌｏｎｉｎｇＤｓＲｅｄ２ｇｅｎｅ；Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

胞的筛选给药浓度分别为１０μｇ／ｍｌ和２μｇ／ｍｌ。将重组

质粒ｐＬＶＤｓＲｅｄ２ＥＧＦＰＰｕｒｏ分别转染 ＭＤＣＫ和 ＨｅＬａ

细胞，经嘌呤霉素筛选，分别获得了具有嘌呤霉素抗性

的ＭＤＣＫ和ＨｅＬａ细胞池（ｐｏｏｌ）。去除嘌呤霉素，正常
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中国生物工程杂志 ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｖｏｌ．３７Ｎｏ．７２０１７

图３　荧光显微观察ｐＬＶＤｓＲｅｄ２ＥＧＦＰ

Ｐｕｒｏ质粒瞬时转染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞

Ｆｉｇ．３　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆＨＥＫ２９３Ｔ

ｃｅｌｌｓｔｈａｔｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＬＶ

ＤｓＲｅｄ２ＥＧＦＰＰｕｒｏｐｌａｓｍｉｄ

培养传代３个月约６０代次以后，取消化处理的细胞涂

片，荧光显微镜观察所获抗性细胞池的 ＤｓＲｅｄ２和

ＥＧＦＰ表达情况。结果表明所获得的ＭＤＣＫ和ＨｅＬａ耐

药细胞池的ＤｓＲｅｄ２和ＥＧＦＰ阳性率都接近１００％。其

中ＭＤＣＫ耐药细胞池两种荧光蛋白在所有细胞中亮度

较为一致，且表达量均较高（图４ａ）。ＨｅＬａ细胞池中两

种荧光蛋白表达也较为一致（图４ｂ），但是均存在弱表

达的细胞群（图 ５），且通过进一步提高药物浓度到

５μｇ／ｍｌ不能去除弱表达细胞群。

２．５　稳定共表达ＤｓＲｅｄ２和ＥＧＦＰ的ＭＤＣＫ和ＨｅＬａ

细胞池基因组鉴定

　　提取传代３个月传代６０代的两种耐药细胞池，提

取基因组，ＰＣＲ鉴定。ＭＤＣＫ和 ＨｅＬａ细胞嘌呤霉素抗

性细胞的基因组 ＰＣＲ产物均包含６５１ｂｐ的 ＤｓＲｅｄ２基

因条带和７８１ｂｐ的ＥＧＦＰ基因条带以及包含ＤｓＲｅｄ２基

因、一个ＩＲＥＳ序列和 ＥＧＦＰ基因的２２００ｂｐ的基因条

带（ＤＩＥ）（图６ａ）。

图４　转染ｐＬＶＤｓＲｅｄ２ＥＧＦＰＰｕｒｏ的ＭＤＣＫ和ＨｅＬａ耐药细胞池涂片

Ｆｉｇ．４　ＳｍｅａｒｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＭＤＣＫａｎｄＨｅＬａｃｅｌｌｐｏｏｌｓｔｈａｔｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＬＶＤｓＲｅｄ２ＥＧＦＰＰｕｒｏｖｅｃｔｏｒ
（ａ）ＤｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＭＤＣＫｃｅｌｌｐｏｏｌｓ　（ｂ）ＤｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＨｅＬａｃｅｌｌｐｏｏｌｓ．

２．６　稳定共表达ＥＧＦＰ和ＤｓＲｅｄ２的ＭＤＣＫ和ＨｅＬａ

细胞ＲＴＰＣＲ鉴定

　　提取稳定共表达 ＥＧＦＰ和 ＤｓＲｅｄ２的 ＭＤＣＫ和

ＨｅＬａ细胞池总ＲＮＡ。以 ｃＤＮＡ为模板 ＰＣＲ鉴定，ＰＣＲ

产物均包含 ６５１ｂｐ的 ＤｓＲｅｄ２基因条带和 ７８１ｂｐ的

ＥＧＦＰ基因条带以及包含ＤｓＲｅｄ２基因、一个ＩＲＥＳ序列

和ＥＧＦＰ基因的２２００ｂｐ的基因条带（图６ｂ）。

２．７　稳定共表达ＥＧＦＰ和ＤｓＲｅｄ２的ＭＤＣＫ和ＨｅＬａ

细胞蛋白质水平鉴定

　　提取稳定共表达 ＥＧＦＰ和 ＤｓＲｅｄ２的 ＭＤＣＫ和

ＨｅＬａ细胞池总蛋白质，蛋白质免疫印迹鉴定结果表明，

在所获得的两种细胞池中，ＥＧＦＰ和 ＤｓＲｅｄ２表达量较
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２０１７，３７（７） 田聪慧 等：基于ＩＲＥＳ序列的多基因共表达载体构建

图５　ＭＤＣＫ和ＨｅＬａ耐药细胞池高荧光亮度细胞计数统计

Ｆｉｇ．５　ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｃｏｕｎｔｉｎｇｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＭＤＣＫａｎｄＨｅＬａｃｅｌｌｐｏｏｌｓｗｉｔｈｈｉｇｈｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｂｒｉｇｈｔｎｅｓｓ
（ａ）ＤｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＭＤＣＫｃｅｌｌｐｏｏｌｓ　（ｂ）ＤｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＨｅＬａｃｅｌｌｐｏｏｌｓ

图６　基因组和转录水平ＰＣＲ验证

稳定共表达细胞池

Ｆｉｇ．６　Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｓｔａｂｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｃｅｌｌｐｏｏｌｓｏｎｇｅｎｏｍｉｃａｎｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｌｅｖｅｌｓ
（ａ）Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｓｔａｂｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｅｌｌｐｏｏｌｓｏｎｇｅｎｏｍｉｃｌｅｖｅｌ　

（ｂ）Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｓｔａｂｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｅｌｌｐｏｏｌｓｏｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ

ｌｅｖｅｌ　Ｌａｎｅｓ１３：ＭＤＣＫｃｅｌｌｓ；ｌａｎｅｓ４６：ＨｅＬａｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｂａｎｄｓ

ｉｎｄｉｃａｔｅｄＤｓＲｅｄ，ＥＧＦＰａｎｄＤＩＥ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ　Ｍ：１ｋｂＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ

为一致（图７）。

３　讨　论

　　科研和细胞工程领域获得两个基因的共表达可以

通过共转染两个表达质粒的方法实现，然而限于两个

载体的转染和表达效率差异以及不稳定性，在效率和

成本等方面带来一系列问题。要克服转染效率的差

异，可以将两个基因克隆到同一个载体表达，目前主要

有以下方式：①在同一个载体，由不同的启动子启动表

达两个基因［１９］；②两个基因之间插入剪切位点，应用选

择性剪切机制表达两个基因［２０２２］；③基因之间以切割

靶点序列连接，如２Ａ肽［２３２５］或者 ｉｎｔｅｉｎ［２６２７］序列链接

两个蛋白质；④两个蛋白质编码序列之间插入内部核

糖体进入位点（ｉｎｔｅｒｎａｌｒｉｂｏｓｏｍｅｅｎｔｒｙｓｉｔｅ，ＩＲＥＳ）。文

图７　蛋白质水平验证稳定共表达细胞池

ＤｓＲｅｄ２和ＥＧＦＰ蛋白表达量

Ｆｉｇ．７　Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｓｔａｂｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｃｅｌｌｐｏｏｌｓｏｎｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ
（ａ）ＡｎｔｉＧＦＰｂａｎｄｓａｎｄａｎｔｉβｔｕｂｕｌｉｎｂａｎｄｓ　（ｂ）ＡｎｔｉＲＦＰ

ｂａｎｄｓａｎｄａｎｔｉβＴｕｂｕｌｉｎｂａｎｄｓ　ＡｎｔｉＧＦＰｂａｎｄｓａｎｄａｎｔｉＲＦＰ

ｂａｎｄｓ：ｅｘｐｏｓｕｒｅ１０ｓ，ａｎｔｉβＴｕｂｕｌｉｎｂａｎｄｓ：ｅｘｐｏｓｕｒｅ２ｍｉｎ．Ｌａｎｅｓ

１４：ＰａｒｅｎｔａｌＭＤＣＫｃｅｌｌｓ，ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＭＤＣＫｃｅｌｌｐｏｏｌｓ，Ｐａｒｅｎｔａｌ

ＨｅＬａｃｅｌｌｓ，ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＨｅＬａｃｅｌｌｐｏｏｌｓ；Ｍ１：Ｍｅｍｂｒａｎｅ１；Ｍ２：

Ｍｅｍｂｒａｎｅ２

献报道，ＩＲＥＳ介导的双基因共表达系统在表达效率上

相较前三者具有明显的优势［１９，２８２９］。

　　在科研和细胞工程领域经常需要筛选稳定表达细

胞株，尤其是双基因共表达细胞株构建，实质上是要实

现两个目的基因和筛选标记基因至少三个基因的共表

达，更是增加了筛选的难度。本文基于 ＩＲＥＳ序列构建

了一个多基因共表达载体，含有两个多克隆位点，串联

表达２个目的基因以及筛选标记基因。由一个高效启

动子启动目的基因和筛选标记基因转录为一个转录

本，而且筛选标记基因位于转录本的３′端，位于两个外

源基因读码框的下游，原理上筛选到的抗性细胞克隆

都能够共同表达目的基因。
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中国生物工程杂志 ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｖｏｌ．３７Ｎｏ．７２０１７

　　本文以ＤｓＲｅｄ２和 ＥＧＦＰ荧光蛋白为模型，利用载

体ｐＬＶ２ＭＣＳＰｕｒｏ，筛选得到了 ＭＤＣＫ和 ＨｅＬａ两种抗
性细胞池，得到抗性细胞池以后，取出筛选压力，传代３
个月约６０代次。荧光显微观察表明，两种细胞均稳定
表达两种荧光蛋白，双阳性率接近１００％。荧光细胞计
数表明，ＭＤＣＫ细胞池几乎全部细胞都能同时表达两
种荧光蛋白且呈现较强而且一致的荧光亮度；ＨｅＬａ细
胞池中两种荧光蛋白亮度也高度一致，但存在荧光强

弱两种细胞群，强荧光强度细胞约占总细胞的７５％以
上，提高筛选压力不能去除弱表达的细胞群，可能是因

为基因组整合位点差异。但是处于第二个多克隆位点

依靠ＩＲＥＳ起始翻译的ＥＧＦＰ蛋白高荧光亮度细胞数甚
至略高于ＤｓＲｅｄ２荧光高亮度细胞数，表明该载体分别
以５′帽式和ＩＲＥＳ分别启动两个蛋白质以大体一致的
效率翻译表达。通过基因组和转录水平的 ＰＣＲ验证，
都证明目的基因稳定整合到了细胞的基因组上，而且

两个目的基因以一个共同的转录本转录。蛋白质免疫

印迹鉴定验证，在所获得的两种细胞池中，ＥＧＦＰ和
ＤｓＲｅｄ２表达量较为一致。另外，据文献报道 ＭＤＣＫ细
胞转染效率不高，只有４％左右［３０］，与我们的转染实验

结果基本一致，如此低的转染效率能够成功筛选到稳

定表达细胞株也表明该载体具有高效的筛选效率。

　　该载体在多基因共表达或稳定共表达细胞株筛选
方面具有一定的应用前景。以单克隆抗体药物为例，

单抗药物已经达到了千亿美元的市场规模，在单抗药

物研发的过程中，种子细胞的构建是关键环节之一。

抗体是由轻重链构成的同源四聚体，种子细胞筛选的

过程中需要同时转染轻链和重链两个表达基因，转染，

整合，表达效率的一致性和基因整合后的稳定性制约

了种子细胞筛选的成功率和效率，影响抗体药物研发

环节的时间，以及人力、物力、成本。本文构建的载体

为此提供了一种选择。另外载体是以慢病毒表达载体

为骨架改造的，未来的应用中可以用于慢病毒包装进

一步提高一些难转染细胞的转染效率。同时在抗性筛

选标记的选择上也具有比较大选择空间。

４　结　论

　　本文成功构建了一个基于 ＩＲＥＳ介导的多基因共
表达载体ｐＬＶ２ＭＣＳＰｕｒｏ。利用ＩＲＥＳ可以有效地介导
双外源基因和抗性基因共表达。在 ＭＤＣＫ和 ＨｅＬａ两
种转染效率差别较大的细胞中实现了高效的筛选效

率，而且连续传代证明以该载体筛选到的稳转株细胞

稳定性较好。该载体在将来科学研究中瞬时共表达两

个基因，或者抗体工程和细胞工程领域构建稳定表达

种子细胞等方面都具有比较好的应用前景。
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ｈｉｓｔａｍｉｎｅ４．Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ，２００６，８８（６）：７３７７４６．

［２］ＰｅｌｌｅｔｉｅｒＪ，ＳｏｎｅｎｂｅｒｇＮ．Ｉｎｔｅｒｎａｌｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｏｆ

ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｍＲＮＡｄｉｒｅｃｔｅｄｂｙａｓｅｑｕｅｎｃｅｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓ

ＲＮＡ．Ｎａｔｕｒｅ，１９８８，３３４（６１８０）：３２０３２５．

［３］ＪａｎｇＳＫ，ＫｒａｕｓｓｌｉｃｈＨＧ，ＮｉｃｋｌｉｎＭＪ，ｅｔａｌ．Ａｓｅｇｍｅｎｔｏｆｔｈｅ

５′ｎｏｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎｏｆｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓｖｉｒｕｓＲＮＡｄｉｒｅｃｔｓ

ｉｎｔｅｒｎａｌｅｎｔｒｙｏｆｒｉｂｏｓｏｍｅｓｄｕｒｉｎｇｉｎｖｉｔｒｏｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，１９８８，６２（８）：２６３６２６４３．

［４］ＬｅｗｉｓＳＭ，ＨｏｌｃｉｋＭ．ＦｏｒＩＲＥＳｔｒａｎｓａｃｔｉｎｇｆａｃｔｏｒｓ，ｉｔｉｓａｌｌ

ａｂｏｕｔｌｏｃａｔｉｏｎ．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２００８，２７（８）：１０３３１０３５．

［５］ＬｕＪ，ＺｈａｎｇＪ，ＬｉｎＭ，ｅｔａｌ．ＩＲＥＳ：ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｅｌｅｍｅｎｔｏｆＲＮＡ

ｖｉｒｕｓｅｓ．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ＆ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，

２００７，２７（０３）：５１３５１８．

［６］ＪａｃｋｓｏｎＲＪ，ＨｅｌｌｅｎＣＵ，ＰｅｓｔｏｖａＴＶ．Ｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆ

ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎａｎｄｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓｏｆｉｔｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ．

ＮａｔｕｒｅＲｅｖｉｅｗｓ．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣｅｌｌＢｉｏｌｏｇｙ，２０１０，１１（２）：１１３

１２７．

［７］ＣｈａｐｐｅｌｌＳＡ，ＥｄｅｌｍａｎＧＭ，ＭａｕｒｏＶＰ．Ｒｉｂｏｓｏｍａｌｔｅｔｈｅｒｉｎｇ

ａｎｄ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ａｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ．

ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄ

ＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，２００６，１０３（４８）：１８０７７１８０８２．

［８］ＳｈａｔｓｋｙＩＮ，ＤｍｉｔｒｉｅｖＳＥ，ＴｅｒｅｎｉｎＩＭ，ｅｔａｌ．ＣａｐａｎｄＩＲＥＳ

ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓｃａｎｎｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎａｓａｎ

ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｔｏｔｈｅｃｏｎｃｅｐｔｏｆｃｅｌｌｕｌａｒＩＲＥＳｓ．ＭｏｌｅｃｕｌｅｓａｎｄＣｅｌｌｓ，

２０１０，３０（４）：２８５２９３．

［９］ＫｏｍａｒＡＡ，ＨａｔｚｏｇｌｏｕＭ．Ｉｎｔｅｒｎａｌｒｉｂｏｓｏｍｅｅｎｔｒｙｓｉｔｅｓｉｎｃｅｌｌｕｌａｒ

ｍＲＮＡｓ：ｍｙｓｔｅｒｙｏｆｔｈｅｉｒｅｘｉｓｔｅｎｃｅ．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ

Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００５，２８０（２５）：２３４２５２３４２８．

［１０］ＭｉｓｔｅｌｉＴ，ＳｐｅｃｔｏｒＤＬ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｂｉｏｌｏｇｙａｎｄｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．ＮａｔｕｒｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

１９９７，１５（１０）：９６１９６４．

［１１］ＦｕｓｓｅｎｅｇｇｅｒＭ，ＭｏｓｅｒＳ，ＢａｉｌｅｙＪＥ．ｐＱｕａｔｔｒｏｖｅｃｔｏｒｓａｌｌｏｗｏｎｅ

ｓｔｅｐｍｕｌｔｉｇｅｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇａｎｄ ａｕｔｏｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ

ｑｕａｔｔｒｏｃｉｓｔｒｏｎｉｃａｒｔｉｆｉｃｉａｌｍａｍｍａｌｉａｎｏｐｅｒｏｎｓ．Ｃｙｔｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

１９９８，２８（１３）：２２９２３５．

［１２］ＭａｒｔｉｎｅｚＳａｌａｓＥ，ＬｏｐｅｚｄｅＱｕｉｎｔｏＳ，ＲａｍｏｓＲ，ｅｔａｌ．ＩＲＥＳ

ｅｌｅｍｅｎｔｓ：ｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｔｈｅＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｎｇｔｏｔｈｅｉｒ

ａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ，２００２，８４（８）：７５５７６３．
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２０１７，３７（７） 田聪慧 等：基于ＩＲＥＳ序列的多基因共表达载体构建

［１３］ＭａｒｔｉｎｅｚＳａｌａｓＥ．Ｉｎｔｅｒｎａｌｒｉｂｏｓｏｍｅｅｎｔｒｙｓｉｔｅｂｉｏｌｏｇｙａｎｄｉｔｓｕｓｅ

ｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓ．ＣｕｒｒｅｎｔＯｐｉｎｉｏｎｉｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１９９９，

１０（５）：４５８４６４．

［１４］ＬｉｕＸ，ＣｏｎｓｔａｎｔｉｎｅｓｃｕＳＮ，ＳｕｎＹ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆ

ｍａｍｍａｌｉａｎ ｃｅｌｌｓ ｓｔａｂｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｇｅｎｅｓ ａｔ

ｐｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｌｅｖｅｌｓ．ＡｎａｌｙｔｉｃａｌＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０００，２８０（１）：

２０２８．

［１５］ＭｕｒａｋａｍｉＭ，ＷａｔａｎａｂｅＨ，ＮｉｉｋｕｒａＹ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｌｅｖｅｌ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｘｏｇｅｎｏｕｓｇｅｎｅｓｂｙｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｃｏｍｐｅｔｅｎｔｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ

ｖｅｃｔｏｒｓｗｉｔｈａｎｉｎｔｅｒｎａｌｒｉｂｏｓｏｍａｌｅｎｔｒｙｓｉｔｅ．Ｇｅｎｅ，１９９７，２０２

（１２）：２３２９．

［１６］ＲａｙｓｓａｃＡ，ＮｅｖｅｕＣ，ＰｕｃｅｌｌｅＭ，ｅｔａｌ．ＩＲＥＳｂａｓｅｄｖｅｃｔｏｒ

ｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＦＧＦ２ａｎｄＣｙｒ６１ｐｒｏｖｉｄｅｓｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｎｄｓａｆｅ

ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓｏｆｌｏｗｅｒｌｉｍｂｉｓｃｈｅｍｉａ．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＴｈｅｒａｐｙ，２００９，

１７（１２）：２０１０２０１９．

［１７］ＪａｚｗａＡ，ＴｏｍｃｚｙｋＭ，ＴａｈａＨＭ，ｅｔａｌ．Ａｒｔｅｒｉｏｇｅｎｉｃｔｈｅｒａｐｙ

ｂａｓｅｄｏｎｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｌｉｖｅｒｙｏｆＶＥＧＦＡａｎｄＦＧＦ４ｇｅｎｅｓ

ｉｍｐｒｏｖｅｓｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｆｒｏｍ ａｃｕｔｅｌｉｍｂｉｓｃｈｅｍｉａ．ＶａｓｃＣｅｌｌ，

２０１３，５（１）：１３．

［１８］ＺｈａｎｇＣ，ＷａｎｇＫＺ，ＱｉａｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ａｎｇｉｏｐｏｉｅｓｉｓａｎｄｂｏｎｅ

ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｖｉａｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｈＶＥＧＦａｎｄｈＢＭＰｇｅｎｅｓ

ｆｒｏｍａｎａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ．Ａｃｔａ

ＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａＳｉｎｉｃａ，２０１０，３１（７）：８２１８３０．

［１９］ＮｇｏｉＳＭ，ＣｈｉｅｎＡＣ，ＬｅｅＣＧ．Ｅｘｐｌｏｉｔｉｎｇｉｎｔｅｒｎａｌｒｉｂｏｓｏｍｅ

ｅｎｔｒｙｓｉｔｅｓｉｎｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙｖｅｃｔｏｒｄｅｓｉｇｎ．ＣｕｒｒｅｎｔＧｅｎｅＴｈｅｒａｐｙ，

２００４，４（１）：１５３１．

［２０］ＣｅｐｋｏＣＬ，ＲｏｂｅｒｔｓＢＥ，ＭｕｌｌｉｇａｎＲＣ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄ

ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆａｈｉｇｈｌｙｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅｍｕｒｉｎｅｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｓｈｕｔｔｌｅ

ｖｅｃｔｏｒ．Ｃｅｌｌ，１９８４，３７（３）：１０５３１０６２．

［２１］ＫｏｒｍａｎＡＪ，ＦｒａｎｔｚＪＤ，ＳｔｒｏｍｉｎｇｅｒＪＬ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｈｕｍａｎｃｌａｓｓＩＩｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘａｎｔｉｇｅｎｓｕｓｉｎｇ

ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｓ．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆ

ＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，１９８７，８４（８）：２１５０

２１５４．

［２２］ＦａｌｌｏｔＳ，ＢｅｎＮａｙａＲ，ＨｉｅｂｌｏｔＣ，ｅｔａｌ．Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓｐｌｉｃｉｎｇ

ｂａｓｅｄｂｉｃｉｓｔｒｏｎｉｃｖｅｃｔｏｒｓｆｏｒｒａｔｉｏｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｔｏｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｎｔｉｂｏｄｙｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ．Ｎｕｃｌｅｉｃ

ＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２００９，３７（２０）：ｅ１３４．

［２３］ＤｏｒｏｎｉｎａＶＡ，ＷｕＣ，ｄｅＦｅｌｉｐｅＰ，ｅｔａｌ．Ｓｉｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｒｅｌｅａｓｅｏｆ

ｎａｓｃｅｎｔｃｈａｉｎｓｆｒｏｍｒｉｂｏｓｏｍｅｓａｔａｓｅｎｓｅｃｏｄｏｎ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄ

ＣｅｌｌｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００８，２８（１３）：４２２７４２３９．

［２４］ｄｅＦｅｌｉｐｅＰ，ＬｕｋｅＧＡ，ＨｕｇｈｅｓＬＥ，ｅｔａｌ．Ｅｕｎｕｍｐｌｕｒｉｂｕｓ：

ｍｕｌｔｉｐｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍａｓｅｌｆｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｐｏｌｙｐｒｏｔｅｉｎ．Ｔｒｅｎｄｓｉｎ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００６，２４（２）：６８７５．

［２５］ＢｏｓｃｈＭ Ｋ，ＮｅｒｂｏｎｎｅＪＭ，ＯｒｎｉｔｚＤ Ｍ．Ｄｕａｌｔｒａｎｓｇｅｎｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ ｍｕｒｉｎｅｃｅｒｅｂｅｌｌａｒＰｕｒｋｉｎｊｅｎｅｕｒｏｎｓｂｙ ｖｉｒａｌ

ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｉｎｖｉｖｏ．ＰＬｏＳＯＮＥ，２０１４，９（８）：ｅ１０４０６２．

［２６］ＳａｌｅｈＬ，ＰｅｒｌｅｒＦＢ．Ｐｒｏｔｅｉｎｓｐｌｉｃｉｎｇｉｎｃｉｓａｎｄｉｎｔｒａｎｓ．Ｔｈｅ

ＣｈｅｍｉｃａｌＲｅｃｏｒｄ，２００６，６（４）：１８３１９３．

［２７］ＥｒｙｉｌｍａｚＥ，ＳｈａｈＮＨ，ＭｕｉｒＴＷ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌａｎｄ
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