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摘要 最近的研究表明，蛋白质内含子(intein)介导的 B区缺失型凝血因子峪 (BDD-F峪)的轻链和重链剪接可顺式促进后者的
分泌，而且剪接反应在细胞内、外均可发生．为进一步提高基于蛋白质内含子的双载体转 BDD-F 基因的功效，将具有促进

重链分泌作用的位于 Pro1640～Ser1690的酸性区 3(acidic region-3，AR-3)引入重链，检验对蛋白质内含子剪接的 BDD-F峪蛋白分
泌和活性的影响．用融合蛋白内含子的附加 ar-3重链(HCAR3IntN)基因和轻链(IntCLC)基因共转染培养的 HEK293细胞，分
别用 ELISA 和 Coatest 法定量分析分泌至培养上清中剪接 BDD-F峪蛋白量和生物活性，并用免疫印迹观察了细胞内的
BDD-F峪剪接．结果显示，共转 HCAR3IntN 和 IntCLC 基因细胞，分泌至上清的剪接 BDD-F峪蛋白量和活性分别为
(173依26) 滋g/L和(1.31依0.15) U/ml，明显高于未添加 ar-3的蛋白质内含子融合重链(HCIntN)与轻链(IntCLC)基因共转染细胞
[(102依 12) 滋g/L和(0.79依0.09) U/ml]，提示 AR-3对蛋白质内含子剪接的 BDD-F峪蛋白分泌和活性有明显改善作用．而且，分
别转 HCAR3IntN 和 IntCLC 基因细胞混合培养后的上清中，亦检测到剪接的 BDD-F峪蛋白和活性 [(35 依7) 滋g/L和
(0.28依0.08) U/ml]，表明蛋白质内含子可进行不依赖细胞机制的蛋白质剪接．另外，转基因细胞总蛋白呈现明显的可与 F峪多
克隆抗体进行反应的剪接 BDD-F峪蛋白条带，直观地反映细胞内 BDD-F峪的剪接．为动物模体内运用蛋白质反式剪接技术
的双腺相关病毒载体(AAV)转 BDD-F 基因实验提供了依据．
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凝血因子峪 (F峪)虽然与因子吁 (F吁)具有相似
的结构域组成 A1-A2-B-A3-C1-C2，而且二者的 A
和 C结构域的氨基酸有 40%的同源性，但前者的
分泌效率明显低于后者[1]，限制了外源重组 F峪产
品在甲型血友病患者治疗中应用，也因 F峪表达水
平较低使甲型血友病基因治疗的疗效欠佳，另外编

码 F峪的基因较大，也给基因治疗中具有较多优点
的基因载体腺相关病毒载体(adeno-associated virus,
AAV)的应用带来了困难[2]．目前，采用 AAV携带
F 基因的策略之一是选择小的基因调控序列，但

缺点是缺乏组织特异性和较低基因表达水平[3-4]．

采用双 AAV分别转运 F峪的重链和轻链基因、通
过表达后重链和轻链多肽形成功能性异源二聚体的

方法，可有效克服 AAV容量限制[5-6]，但由于异源

二聚体形成依赖细胞机制，且重链的分泌效率远低

于轻链，由此导致突出的链不均衡问题，一方面使

分泌的异源二聚体水平降低，另一方面使过多分泌

的轻链多肽归于“无效分泌”．如何提高基因共转

染率和重链分泌效率是改善双载体转 F 基因的关

键．我们最近应用蛋白质内含子的蛋白质反式剪接

技术进行双载体转 B 区缺失型 F峪 (B-domain
deleted F峪，BDD-F峪)基因研究证明，轻链不仅可
顺式促进重链多肽的分泌，而且蛋白质内含子催化

的重链与轻链多肽连接反应可不依赖细胞机制[7-8].
蛋白质内含子是包埋在蛋白质前体中的多肽序列，

翻译后蛋白质水平通过自催化作用切除其自身，并
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伴随两侧宿主蛋白的肽键连接，类似于 RNA分子
剪接，被称为蛋白质剪接作用 [9]．最近有报道将

位于 BDD-F峪的 Pro1640～Ser1690 酸性区 3 (acidic
region-3，AR-3)添加于重链末端可显著提高重链的
分泌效率 [10]．为进一步提高蛋白质内含子剪接

BDD-F峪蛋白的分泌效率和活性，本文将具有促进
重链分泌的 AR-3序列添加于重链末端，用双载体
HEK293细胞共转融合蛋白内含子的 BDD-F峪重链
和轻链基因，观察到 AR-3添加重链对蛋白质内含
子剪接的 BDD-F峪蛋白分泌和活性的明显改善作
用，为进一步运用蛋白质内含子的双 AAV动物体
内转 BDD-F 基因研究提供了实验依据．

1 材料和方法

1援1 材料

含有 Ssp DnaB 蛋白内含子编码序列的质粒
pMST为加拿大 Dalhousie 大学医学院 Liu 教授实
验室构建，本室保存．含有全长 F峪 cDNA的质粒
pXX-F峪为美国 Pittsburgh大学分子遗传与生物化
学系基因治疗中心 Xiao教授实验室构建，本室保
存．BDD-F峪的真核表达质粒 pCMV-F8由本实验
室构建．BDD-F峪重链、轻链与 Ssp DnaB 蛋白内
含子融合表达载体 pCMV-HCIntN 和 pCMV-
IntCLC为我们以前的工作构建 [8]．大肠杆菌菌株

DH5琢为本室保存．HEK293细胞购自中国科学院
细胞库．限制性内切酶、DNA 连接酶试剂盒、
DNA 分子质量标准产自 New England Biolabs 公
司；Gel Extraction Kit、PCR Purification Kit、Spin
Miniprep Kit 均为 Qiagen 公司产品；DMEM 和
Opti-MEM培养基、Lipofectamine 2000转染试剂盒
购自 Invitrogen公司；胎牛血清购自 Hyclone公司；
重组 F峪为 BioChain公司产品；F峪的重链单克隆
抗体 ESH-5 和 F峪轻链单克隆抗体 ESH8 及 HRP
标记的 ESH8 购自 American Diagnostica 公司；
HRP标记的兔抗人 F峪多克隆抗体购自 Novus公
司；羊抗兔 HRP-二抗和 ECL plus Western blotting
detection试剂盒购自 GE公司；人正常参比血浆为
George King Biomedical公司产品；F峪活性检测的
COATEST SP F峪试剂盒购自 Chromogenix公司．
其他试剂均为国产或进口分析纯．

1援2 真核重组表达质粒的构建

以本室以前构建的含有人 F峪重链和 Ssp DnaB
蛋白内含子融合基因的表达质粒 pCMV-HCIntN
(重链末端已包含了 1640～1656氨基酸编码序列)

为模板，用 5忆 TGCATCAGTGGAGATAGTTTG 3忆
和 5忆 CCATCGATTTCCCGTTGATGGCGTTTC 3忆
(含 Cla玉位点)引物对，通过反向 PCR 扩增得到
pCMV-HCIntN的线性化 DNA大片段；以 pXX-F峪
为模板，用 5忆 CCATCGATCTGACTACTCTTCAG-
TCAG 3忆 (含 Cla玉位点 )和 5忆 GCTGCGGGGGC-
TCTGA 3忆 引物对 PCR扩增 F峪的 1657～1690氨
基酸的编码序列，用 Cla玉分别酶切 PCR产物后用
T4 DNA连接酶连接，得到末端添加 AR-3(1640～
1690)编码序列的重链基因表达载体 pCMV-
HCAR3IntN，与以前构建的含有 BDD-F峪轻链和
Ssp DnaB蛋白内含子融合基因的表达质粒 pCMV-
IntCLC成为一对载体．
1援3 细胞培养及基因转染

HEK293 细胞于 5% CO2 37℃培养箱，以含
10%胎牛血清的 DMEM培养液贴壁培养．转染前
一天用胰蛋白酶消化分散细胞，按每孔 5伊105个细

胞于 2 ml DMEM 培养液将细胞转接于 6 孔培养
板 ， 待细 胞 生 长 融 合 至 80% 以 上 时 ， 用
Lipofectamine2000脂质体按试剂盒说明书进行转
染，将两种质粒 pCMV-HCAR3IntN 和 pCMV-
IntCLC 按等比例各 4 滋g 混合稀释于 250 滋l 的
Opti-MEM培养液，与室温放置 5 min 的含 20 滋l
脂质体的 250 滋l Opti-MEM培养液混合后继续室温
放置 20 min，共转染 HEK293 细胞． 同时用
pCMV-F8 转染 HEK293 细胞、用 pCMV-HCIntN
和 pCMV-IntCLC 共转染 HEK293 细胞作为对照，
并用空载体 pcDNA3.1转染 HEK293细胞作为阴性
对照(mock)．培养箱内温育 5 h 后换 2 ml 新鲜的
Opti-MEM培养液，继续培养 48 h，收集细胞和培
养上清，并在收集的上清中加 40 滋l混合蛋白酶抑
制剂．为观察蛋白质内含子在培养上清中的剪接反

应，按上法分别单独用 pCMV-HCAR3IntN 和
pCMV-IntCLC转染 HEK293细胞，培养 24 h后合
并两组细胞继续培养 48 h，收集细胞和上清．
1援4 细胞培养上清中分泌的 BDD鄄F峪重、轻链以
及剪接的全长 BDD鄄F峪浓度分析
参照我们以前建立的重链特异性 ELISA检测

培养上清的重链蛋白浓度[7]．用 F峪重链 A1区单
抗 ESH5作为包被抗体，HRP标记 F峪多克隆抗体
为检测抗体，用标准系列稀释的标准品 F峪的吸光
值和浓度绘制标准曲线，样品中重链多肽的浓度从

标准曲线查得．

以轻链特异性 ELISA检测培养上清的轻链多
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肽浓度[7]． 用 F峪轻链 C2 区单抗 ESH8 作为包被
抗体，HRP标记 F峪多克隆抗体为检测抗体，用系
列稀释的标准品 F峪的吸光值和浓度绘制标准曲
线，样品中轻链多肽的浓度从标准曲线查得．

参照文献[11]用双夹心 ELISA检测上清中的全
长 BDD-F峪蛋白量，以 F峪重链 A1区单抗 ESH5
为包被抗体，HRP标记轻链单抗 ESH8为检测抗
体．以系列稀释的标准品的浓度和吸光度值绘制标

准曲线，根据测得上清样品的吸光度值从标准曲线

读取 BDD-F峪的浓度．
1援5 细胞培养上清中剪接 BDD鄄F峪产生的生物活
性分析

用 Coatest发色法，参照文献[12]按试剂盒说
明书操作，分析培养上清的 F峪生物活性．以正常
人血浆为参比(F峪活性为 1.0 U/ml)，用 Opti-MEM
培养液配成低浓度范围(1%～20%)和高浓度范围
(20%～150%)两种浓度系列，序列反应后 405 nm
处读取吸光度值，以稀释百分比为横坐标、405 nm
吸光度值为纵坐标分别绘制低量程和高量程标准曲

线，由培养上清样品测得的吸光度值从标准曲线读

出相应的百分比值，以 100%为 1.0 U/ml换算为上
清的 F峪生物活性．
1援6 Western blotting观察细胞内剪接的 BDD鄄F峪
蛋白

用冻融法裂解所收集的细胞样品，提取转基因

细胞总蛋白，Bradford法进行蛋白质定量，每个样
品取 12 滋g总蛋白上样，用还原性 SDS-PAGE 分
离蛋白质，半干电转系统将蛋白质转移至 PVDF
膜，5%脱脂奶粉溶液室温封闭 2 h，1∶1 000稀释
的兔抗人 F峪多克隆抗体 37℃轻摇孵育 1 h，再用
HRP-抗兔血清 37℃轻摇孵育 1 h，ECL plus法曝
光 X光胶片．
1援7 统计学处理

实验数据以 x 依 s 形式表示,两组之间用 t检验
进行差异显著性比较，P < 0.05被认为差异具有统
计学意义．

2 结 果

2援1 添加 ar鄄3序列重链变构体的构建
F峪分子结构域的排列为 A1-A2-B-A3-C1-C2，

去掉大部分 B 结构域 (驻761～1639)后的 F峪为
BDD-F峪．我们以前的工作将 BDD-F峪于 Gln1656～

Ser1657 之间断裂为重链和轻链，分别与 Ssp DnaB
蛋白内含子融合，构建了融合蛋白内含子的重链

(HCIntN)和轻链(IntCLC)，将它们分别插入真核表
达载体 pcDNA3.1 (+ )后得到 pCMV-HCIntN 和
pCMV-IntCLC[8]．本文将通过 PCR扩增得到的 F峪
的 AR-3 区 (Pro1640～Ser1690)编码序列，插入到
HCIntN中的重链末端，得到重链添加 ar-3区融合
蛋白内含子的 HCAR3IntN．上述几种 F峪的结构
示意图见图 1．

2援2 转基因细胞分泌的重链、轻链多肽和剪接

BDD鄄F峪蛋白的量
为观察 AR-3 对蛋白质内含子融合重链多肽

(HCAR3IntN)分泌的影响，以 F峪重链特异性抗体
ESH-5为包被抗体和以 HRP标记 F峪多克隆抗体
为检测抗体的 ELISA 结果显示 (图 2)， 单独转
HCAR3IntN基因后分泌至培养上清中的重链多肽
为(59依8) 滋g/L，明显高于单独转蛋白质内含子融合
未添加 ar-3序列重链 HCIntN基因细胞分泌的重链
多肽(13依4) 滋g/L (P < 0.01),表明 AR-3可显著促进重
链分泌．共转 HCAR3IntN基因和融合蛋白内含子
的轻链 IntCLC基因结果显示，重链多肽分泌量进
一步增加到(248依32) 滋g/L，明显高于共转 HCIntN
和 IntCLC基因细胞的重链分泌(146依17) 滋g/L，也
明显高于转 BDD-F 基因对照细胞的重链分泌

Fig. 1 Schematic representation of F峪 structures
The wild-type human full-length F峪 (wt F峪 ) contains three distinct
structural domains including A1～3, B, and C1～2 defined by internal
sequence homology and arranged in the order of A1-A2-B-A3-C1-C2.
The BDD-F峪 was produced by deleting amino acids of B-domain from
761～1639 with a small B-domain retention. A pair of intein-contained
heavy and light chains termed HCIntN and IntCLC were constructed
previously by splitting BDD-F峪 before Ser1657 to heavy and light
chains and fusing N- and C-terminus (In, Ic) of Ssp DnaB intein to
them．The intein-fused heavy chain with an additional AR-3
(HCAR3IntN) was produced by incorporating an AR-3 sequence of F峪
to the C-terminus of the heavy chain within HCIntN. SS: Signal
sequence of F峪.

SS A1 A2 B A3 C1 C2

AR-2 AR-3

Wt F峪

BDD-F峪
(驻761～1639)

HCAR3IntN

HCIntN

IntCLC

SS A1 A2 A3 C1 C2

AR-2 AR-3

SS A1 A2 In

AR-2
SS A1 A2 In

AR-2 AR-3

SS Ic A3 C1 C2

AR-3
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(125依19) 滋g/L，由于蛋白质内含子催化轻链与重链
多肽的共价连接，表明轻链多肽可以顺式促进

AR-3添加重链的分泌．

我们以前的研究证明，BDD-F峪的轻链分泌效
率明显高于重链[7]．为了观察共转 HCAR3IntN 和
IntCLC基因对轻链分泌的影响，以轻链特异性抗
体 ESH-8为包被抗体和以 HRP标记 F峪多克隆抗
体为检测抗体的 ELISA结果显示(图 3)，转基因细
胞的轻链多肽分泌量为(309依36) 滋g/L,共转 HCIntN
和 IntCLC基因细胞的轻链分泌量为(289依22) 滋g/L，
单独转 IntCLC基因细胞的轻链分泌量为(279依25)滋g/L,
三者之间无明显差别(P > 0.05)，但均明显高于转
BDD-F 基因对照细胞的轻链分泌 (136依17) 滋g/L，
上述结果提示，添不添加 AR-3重链对轻链的分泌
无明显影响，但单独分开的轻链分泌明显高于

BDD-F峪分子的轻链分泌，因为 BDD-F峪分子中
轻链和重链的等比率关系，反映受重链分泌低效性

的拖累，轻链的分泌也随之降低．

生理性 F峪功能的发挥有赖于其重链和轻链异
源二聚体的形成，为观察添加 AR-3重链对于由蛋
白质内含子催化与轻链剪接产生的 BDD-F峪蛋白
分泌影响，用 F峪重链抗体 ESH-5 和 HPR标记的
轻链抗体 ESH-8为包被抗体和检测抗体进行的双
夹心 ELISA结果显示(图 4)，共转 HCA R3IntN 和
IntCLC 基因细胞培养上清中经蛋白质内含子剪接
的 BDD-F峪蛋白为(173依26) 滋g/L，明显高于共转
HCIntN和 IntCLC基因细胞上清中分泌的 BDD-F峪
蛋白(102依12) 滋g/L和转 BDD-F 基因对照细胞分泌

至上清的 BDD-F峪蛋白(129依16) 滋g/L，与前者的
差别更明显，表明添加 AR-3的重链具有显著提高
培养上清中蛋白质内含子剪接的 BDD-F峪蛋白分
泌．另外，从分别转 HCAR3IntN和 IntCLC基因细
胞混合培养后的上清中检测到剪接的 BDD-F峪蛋
白(35依7) 滋g/L，此为分泌至上清的重链和轻链剪接
形成，表明蛋白质内含子可通过不依赖细胞机制的

剪接融合 AR-3的重链和轻链．

2援3 转基因细胞上清的凝血生物活性

应用 Coatest生色分析法检测培养上清的凝血
生物活性结果显示(图 5),共转 HCAR3IntN和 IntCLC
基因细胞上清中经蛋白质内含子剪接的 BDD-F峪
蛋白所产生的凝血生物活性为(1.31依0.15) U/ml，明
显高于共转 HCIntN和 IntCLC基因细胞培养上清的
凝血生物活性(0.79依0.09) U/ml (P < 0.01)，也高于
转 BDD-F 基因对照细胞培养上清的凝血生物活

性 (0.97依0.15) U/ml．结合上述蛋白质水平剪接
BDD-F峪实验结果，表明添加 AR-3重链，可通过

Fig. 2 Secreted heavy chain
The data are represented as the x 依 s. n=3 in each group, ##P < 0.01 vs
HCIntN transfection, **P < 0.01 vs HCIntN and IntCLC co-transfection

and BDD-F transfection. 1: Mock; 2: BDD-F ; 3: HCIntN; 4:

HCAR3IntN; 5: IntCLC; 6: HCIntN+IntCLC; 7: HCAR3IntN+IntCLC.

Fig. 3 Secreted light chain
The data are represented as the x 依 s. n=3 in each group, *P > 0.05 vs
HCIntN and IntCLC co-transfection, and IntCLC transfection, ##P < 0.01

vs BDD-F transfection. 1: Mock; 2: BDD-F ; 3: HCIntN; 4:

HCAR3IntN; 5: IntCLC; 6: HCIntN+IntCLC; 7: HCAR3IntN+IntCLC.
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Fig. 4 Spliced BDD鄄F峪 protein in culture supernatant
The data are represented as the x 依 s. n=3 in each group, **P < 0.01 vs
HCIntN and IntCLC co-transfection, and ##P < 0.05 vs BDD-F
transfection. Note that supernatant of mixed cells individually transfected

with HCAR3IntN and IntCLC gene shows detectable BDD-F峪 spliced.

1: Mock; 2: BDD-F ; 3: HCIntN+IntCLC; 4: HCAR3IntN+IntCLC; 5:

Mixed HCAR3IntN+IntCLC.
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Fig. 5 Bioactivity of spliced BDD鄄F峪
in culture supernatant

The data are represented as the x 依 s. n=3 in each group, **P < 0.01 vs
HCIntN+IntCLC co-transfection, and ##P < 0.05 vs BDD-F transfection.

Note that supernatant of mixed cells individually transfected with

HCAR3IntN and IntCLC shows a detectable coagulation activity. 1:

Mock; 2: BDD-F ; 3: HCIntN +IntCLC; 4: HCAR3IntN +IntCLC; 5:

Mixed HCAR3IntN+IntCLC.

增加蛋白质内含子介导的与轻链剪接的 BDD-F峪
蛋白分泌量，提高凝血活性．另外，从单独转

HCAR3IntN和 IntCLC基因细胞合并培养后培养上
清也可检测到(0.28依0.08) U/ml的凝血活性，提示
蛋白质内含子可通过不依赖细胞机制的 BDD-F峪
剪接产生相应的凝血活性．

2援4 转基因细胞内 BDD鄄F峪的剪接
细胞总蛋白经电泳分离、转膜后，用 F峪多克

隆抗体进行的Western blotting结果显示(图 6)，共
转融合蛋白质内含子的 ar-3添加 BDD-F峪重链和
轻链基因(HCAR3IntN+IntCLC)细胞，可见一明显
的与转 BDD-F 基因阳性对照细胞表达的 BDD-F峪
蛋白大小一致的剪接 BDD-F峪蛋白条带．另外，
尚可见到未完全剪接的与单独转 HCA R3IntN 和

IntCLC 细胞表达蛋白大小一致的前体蛋白
(HCAR3IntN，IntCLC)，产生的原因，一方面为剪
接的不反应不完全性所致，另一方面为没用共感染

的细胞分别表达的前体蛋白，因无另一半前体蛋白

可供剪接使然．

3 讨 论

本室最近运用蛋白质内含子的蛋白质反式剪接

功能进行双载体分别转 BDD-F峪重链和轻链基因
工作表明，蛋白质内含子可有效介导转基因后表达

的重、轻链多肽反式剪接形成完整的 BDD-F峪蛋
白，产生相应的凝血生物活性[7-8]．相对于依赖细

胞机制的功能性异源二聚体 BDD-F峪形成的双载
体转基因策略，重链和轻链基因的非同一靶细胞表

达、分泌后的重链和轻链多肽并不能形成异源二聚

体，影响转基因的功效，蛋白质内含子催化的重、

轻链间精确、高效的肽键无缝连接，以及可进行不

依赖细胞机制剪接反应，因而并不需要重、轻链基

因共进入同一靶细胞，是运用蛋白质内含子转分泌

性蛋白基因包括 BDD-F峪的优点所在．另外，两
种双载体转 BDD-F 基因的策略中，由于重链分

泌效率远低于轻链，产生明显的链不均衡问题，尽

管轻链可反式促进重链的分泌，但依然需要二者共

表达于同一靶细胞，轻链通过蛋白质内含子催化与

重链连接可进一步顺式促进后者分泌．重链多肽分

泌效率低下主要是由于其分子的 A1区存在与内质
网分子伴侣蛋白 BiP结合位点，使得其分泌依赖
ATP的能量消耗[13]．分泌困难的重链淤积于内质网

使细胞变得不稳，甚至会诱导细胞凋亡[14]．我们曾

用蛋白质内含子融合的 F309S突变的 A1区重链和
轻链转全长 F 基因证明，F309S突变具有一定的
促进重链分泌作用，但效率依然明显低于轻链多

肽，说明重链分泌的复杂性[15]．虽然我们最近的工

作证明轻链具有促进重链分泌的效应[7]，但此作用

的分子机制并不清楚，推测轻链中存在的某种促进

重链分泌的序列元件．在致力于轻链中促重链分泌

元件的探索中，发现位于 BDD-F峪轻链的 AR-3结
构添加于重链末端后可使重链的分泌量提高 5～6
倍[10]．本文将 ar-3添加到重链末端，单独转融合蛋
白内含子的该重链基因后表达的重链多肽的分泌明

显改善，近 5倍于未添加 AR-3的蛋白质内含子融
合重链的分泌 (图 2)，与蛋白质内含子融合的轻链
共转基因结果显示，AR-3亦可明显提高蛋白质内
含子剪接的 BDD-F峪蛋白分泌，是共转未添加

Fig. 6 Observation of spliced BDD鄄F峪 protein in gene
co鄄transfected cells by Western blotting

1: Mock transfection showing no reactive protein band(Mock); 2: BDD-F峪
transfection showing a expressed BDD-F峪 protein band (wt F峪 ); 3:

HCAR3IntN plus IntCLC co-transfection showing a spliced BDD-F峪
protein band with a molecular mass similar to the control (BDD-F
transfection) and incompletely spliced protein precursors (HCAR3IntN
and IntCLC) (HCAR3IntN +IntCLC ); 4: HCAR3IntN transfection alone

(HCAR3IntN); 5: IntCLC transfection alone(IntCLC).
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ar-3 的蛋白质内含子融合重链与轻链基因的 1.7
倍，凝血生物活性也明显提高(图 4, 5)，说明 AR-3
不仅可促进所添加的重链分泌，而且可增强轻链顺

式促剪接 BDD-F峪的分泌作用．轻链的分泌不受
共转基因的影响，但与 AR-3添加重链共转基因分
泌的轻、重链比率为 1.2∶1，而与未添加 AR-3重
链共转基因的比率为 2∶1，前者共转基因使链不
均衡得到进一步缓解．另外从分别转 ar-3添加的
蛋白质内含子融合重链和融合轻链基因细胞混合培

养上清液中，可检测到剪接的 BDD-F峪蛋白和活
性，说明蛋白质内含子可进行不依赖细胞机制的剪

接反应，与我们以前的观察相一致[8]．本文添加于

重链末端的 AR-3序列来自 F峪分子本身，不会因
产生新抗原表位而给体内试验带来不利影响，而且

在 F峪的分泌过程和 /或凝血反应过程中被活化时
该 AR-3 序列的 Glu1649～Arg1689被水解切除 [16]．需

要指出的是，蛋白质剪接反应被切下的蛋白质内含

子存在对细胞和机体的潜在毒副作用和免疫反应，

但由于蛋白质内含子属于小分子多肽，蛋白质剪接

技术在体内、体外研究的应用中均未观察到此类不

良反应[7, 17]，而且其他体内外研究中广泛应用外源

小分子多肽如荧光蛋白、荧光素酶和 LacZ等报告
基因表达产物均没有毒副作用的报道．另外，迄今

发现的蛋白质内含子有 100多种，即使某种蛋白质
内含子对机体有不良反应，可选用其他蛋白质内含

子，不会限制蛋白质内含子技术的应用．因此，目

前蛋白质内含子的精确蛋白质剪接技术作为一种有

力工具在蛋白质工程和药物开发，如体内外多肽的

连接、多肽环化、蛋白质纯化、生物传感器及基因

治疗等研究中的应用受到较多关注[18-19]．本研究为

进一步用蛋白质反式剪接技术的双 AAV载体共转
BDD-F 基因动物体内实验奠定了基础．

致谢 感谢加拿大 Dalhousie大学医学院 P. Liu教
授提供的 Ssp DnaB蛋白内含子基因以及所提供的
蛋白质剪接技术帮助．
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Acidic Region鄄3 Fused Heavy Chain Ameliorates Intein鄄based
Dual鄄vector Delivery of The B鄄Domain Deleted F Gene*

ZHU Fu-Xiang**, YANG Shu-De, LIU Ze-Long, MIAO Jing, QU Hui-Ge, CHI Xiao-Yan
(College of Life Science, Ludong University, Yantai 264025, China)

Abstract It was previously demonstrated that an intein-catalyzed splicing of B-domain deleted coagulation factor
峪 (BDD-F峪) heavy and light chains could improve the secretion of heavy chain in cis and the splicing can occur
independently of cellular entities exhibiting a splicing activity in and out of the cell. In order to improve the
efficacy of intein-based dual-vector delivery of the BDD-F gene, here an additional acidic region-3 (AR-3)
between Pro1640 and Ser1690 of F峪 proven to be helpful for the secretion of heavy chain was incorporated into BDD-
F峪 heavy chain to examine its effect on secretion and bioactivity of an intein-spliced BDD-F峪 protein. By
co-transfection of the cultured HEK293 cells with genes of the ar-3 incorporated heavy chain and light chain with
fused intein (HCAR3IntN and IntCLC), an ELISA and Coatest assay were performed to determine the amount of
spliced BDD-F峪 protein and coagulation activity secreted in the culture supernatant, and the intracellular
BDD-F峪 splicing was observed by Western blotting. The data showed that the amount of spliced BDD-F峪
protein (173依26) 滋g/L and coagulation activity (1.31依0.15) U/ml of supernatant from gene co-transfected cells
were greater than supernatant from intein-fused ar-3-free heavy and light chain genes (HCIntN and IntCLC)
co-transfected cells (102 依 12) 滋g/L and (0.79 依 0.09) U/ml indicating the additional AR-3 in the heavy chain
could dramatically improve the secretion and activity of intein spliced BDD-F峪 . A spliced BDD-F峪 protein
((35 依7) 滋g/L) and coagulation activity ((0.28 依0.08) U/ml) was also detected in the culture supernatant of
combined cells separately transfected with the HCAR3IntN and IntCLC genes implying the cellular entities
independent BDD-F峪 splicing of the intein. The total protein from gene co-transfected cells displayed an obvious
protein band of the spliced BDD-F峪 detected by a F峪 polyclone antibody indicating the intracellular BDD-F峪
splicing. It paved a way for ongoing study on protein trans-splicing based dual-adeno-associated virus (AAV)
delivery of the split BDD-F gene in gene therapy for hemophilia A animals.
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