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摘要    以 intein 的蛋白反式剪接为工具, 研究了运用双载体的真核细胞凝血Ⅷ因子(FⅧ)

基因转移, 通过翻译后剪接得到完整的功能性 FⅧ蛋白. 将 B 结构域大部分缺失(Δ761~ 

1639)的人功能性 FⅧ(BDD-FⅧ) cDNA 于剪接所需保守残基 Ser1657 前断裂为重链和轻链, 

分别与 106 和 48 个氨基酸的 mini Ssp DnaB intein 的 N 端(IntN)和 C 端(IntC)编码序列融合, 
构建一对在质粒 pcDNA3.1 的强启动子 CMV 驱动下的真核表达载体. 用脂质体共转染至

293 细胞和 COS-7 细胞, 培养 48 h 后, 收集细胞上清, 用 ELISA 检测培养上清中剪接形成

的 BDD-FⅧ蛋白水平, 用 Coatest 法检测上清的功能性 FⅧ生物活性, 并用 Western blot 观

察细胞内的 BDD-FⅧ蛋白质剪接. 结果显示, 两种细胞培养上清中有较高水平的剪接

BDD-FⅧ蛋白形成, 分别达到(137±23)和(109±22) ng/mL, 由细胞内和细胞外(培养上清)的

剪接共同组成 ; 并检测到培养上清中较高水平的 FⅧ生物活性 , 分别为(1.05±0.16)和

(0.79±0.23) IU/mL, 包括细胞内、外剪接产物 BDD-FⅧ共同形成; 细胞总蛋白的 Western 

blot 进一步显示共转染后细胞内高效剪接形成的 BDD-FⅧ蛋白. 表明 intein 可用于双载体

系统真核细胞 FⅧ基因转移, 并不完全依赖细胞内的剪接产生具有高 FⅧ生物活性的

BDD-FⅧ蛋白, 为进一步在甲型血友病基因治疗研究中应用双腺相关病毒载体(AAV)转运

FⅧ基因, 克服 AAV 载体的容量限制提供了依据. 
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蛋白质剪接作用是一种包埋于前体蛋白中的

intein 多肽序列所介导的类似于 RNA 剪接的翻译后

蛋白质连接反应, 主要发现于原核生物和单细胞真

核生物的某些宿主蛋白, 在翻译后的蛋白质成熟过

程中通过自催化剪接反应被切除, 同时伴随两侧宿

主蛋白(N-extein, C-extein)的肽键连接, 成为具有生

物学功能的成熟蛋白质[1]. 蛋白质剪接分为顺式(cis)
和反式(trans)两种, 分别由连续的 intein 和断裂的

intein 介导, 大多数属于前者. Ssp DnaE intein 是第一

个被发现的天然反式剪接 intein, 存在于 Synechocystis  
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sp. strain PCC6803 的 DNA 聚合酶催化亚基 DnaE, 介
导分开表达的两部分 DnaE 蛋白的剪接、成熟为功能

性DnaE蛋白[2]. 人工断裂的顺式作用 intein可产生反

式剪接作用, 如将 Ssp DnaB intein 断裂为 106 个氨基

酸的 N 端和 48 个氨基酸的 C 端后的 split mini Ssp 
DnaB intein, 表现出对非天然宿主蛋白的反式剪接作

用[3]. Intein 间的同源性较低, 通过剪接部位保守性氨

基酸进行四步自发催化反应完成剪接, 剪接反应不

依赖细胞机制, 也不需要能量消耗[4], 这为蛋白质剪

接技术的应用提供了方便. 在基因治疗研究中, 为克

服基因载体如 AAV 的容量限制、蛋白质反式剪接技

术提供了一种解决的策略. 将大基因断裂后分别与

intein 融合, 构建双载体, 通过向靶细胞的基因共转

染、表达后蛋白质水平的反式剪接形成完整的功能性

蛋白(图 1).  
真核细胞凝血因子(FⅧ)基因的缺陷导致甲型血

友病, 体细胞基因治疗是其理想的治疗模式, 但由于

FⅧ基因太大(7 kb)而难以为大多数病毒载体所承载, 
即使是使用一种缩减的 B 结构域大部缺失(Δ761~639)
突变体功能性 FⅧ即 BDD-FⅧ (B-domain-deleted 
factor Ⅷ), 其 cDNA 长度为 4.5 kb, 加上基因表达的 
调控序列仍超过理想基因载体 AAV 的容量限制. 因

此相对于乙型血友病, 甲型血友病基因治疗研究进

展缓慢. 本文旨在运用蛋白质反式剪接技术进行双

载体转运 FⅧ基因的研究, 将人 BDD-FⅧ基因与满足

剪接反应所需的 Ser1657 密码子前断裂为重链和轻链

两部分, 分别与 split mini Ssp DnaB intein 的 N 端

(IntN)和 C 端(IntC)基因融合, 克隆到 CMV 强启动子

控制下的真核表达载体 pcDNA3.1, 共转染 293 细胞

和 COS-7 细胞, 瞬时表达观察到细胞内 BDD-FⅧ的

高效剪接; 培养上清中显示剪接形成的高水平 FⅧ活

性, 同时观察到不依赖细胞机制的分泌后的 BDD-FⅧ

剪接. 这些发现为进一步在动物体内运用双AAV载体

转基因的甲型血友病基因治疗研究, 提供了实验依据. 

1  材料与方法 

1.1  质粒、菌株和细胞 

含有 split mini Ssp DnaB intein 编码序列的质粒 
pMST 和含有人 BDD-FⅧ(Δ761~1639)cDNA 的质粒 
pXX-F8 构建于加拿大 Dalhousie 大学医学院 Paul Liu 
教授实验室, 本室保存. 含有人 BDD-FⅧ cDNA 的 
真核表达质粒 pCMV-F8(骨架为 pcDNA3.1)由本实验 
室构建并保存. pcDNA3.1(+)购自 Invitrogen 公司. 大 

 

 
 

图 1  基于蛋白质反式剪接作用的大基因双载体转运示意图 
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肠杆菌菌株 DH5α为本室保存, 293 细胞和 COS-7 细

胞购自中国科学院细胞库.  

1.2  工具酶和主要试剂 

限制性内切酶、DNA 连接酶试剂盒、DNA 分子

量标准产自 New England Biolabs 公司, 高保真 Pfu 
Turbo DNA 聚合酶购自 Stratagene 公司; Gel Extrac-
tion 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. 人重组 FⅧ为 BioChain

公司产品, 人 FⅧ重链单克隆抗体 ESH5 和 HRP 标记

的轻链单克隆抗体 ESH8(HRP-ESH8)购自 American 
Diagnostica 公司, 兔抗人 FⅧ多克隆抗体购自 Novus

公司; 羊抗兔 HRP-二抗和 ECL plus Western Blot 
Detection 试剂盒购自 Amersham Pharmacia Biotech    
(GE)公司; 人正常参比血浆为 George King Biomedi-
cal 公司产品. FⅧ活性检测的 COATEST SP FⅧ试剂

盒购自 Chromogenix 公司. 其他试剂均为国产或进口

分析纯.  

1.3  真核融合重组表达质粒 pCMV-HCIntN 和
pCMV-IntCLC 的构建 

以质粒 pCMV-F8 为模板, 用高保真 Pfu Turbo  

DNA 聚合酶、引物 P1 和 P2 进行反向 PCR 扩增含

BDD-FⅧ重链(HC)的编码序列和 pcDNA3.1 质粒骨架, 

以质粒 pMST 为模板, 用引物 P3 和 P4 PCR 扩增 Ssp 
DnaB intein N 端 106 个氨基酸(IntN)的编码序列, 用
ApaⅠ分别酶切上述 PCR 产物, T4 DNA 连接酶连接, 

得到FⅧ HC与 IntN的融合表达质粒pCMV- HCIntN.  

鉴于 FⅧ的分泌特性, 在构建 intein 与轻链融合 
表达载体时将其由 19 个氨基酸组成的信号肽的编码 
序列融合到表达框的 5′端, 为此合成一对互补的编码

信号肽的寡核苷酸 P5 和 P6, 退火后双链的两侧分别

含 HindⅢ和 MfeⅠ的黏性末端. 同时在起始密码子附

近引入了人 FⅧ的 Kozak 序列 5′-GTCATGC-3′; 以引

物 P7 和 P8 进行 PCR 从质粒 pMST 扩增出 Ssp DnaB 
intein 的 C 端 48 个氨基酸(IntC)的编码序列, 用 Mfe
Ⅰ酶切 PCR 产物; 用引物 P9 和 P10, 以质粒 pCMV- 

F8 为模板反向 PCR 扩增含 BDD-FⅧ轻链(LC)的编码

序列和 pcDNA3.1 质粒骨架, 用 HindⅢ酶切 PCR 产

物. 将上述经酶切的 PCR产物与退火的 FⅧ信号肽编

码 DNA 用 T4 DNA 连接酶连接, 构建成信号肽、IntC
和 LC 的融合表达质粒 pCMV-IntCLC. 用酶切方法及

DNA 测序鉴定所构建的质粒. 所用引物及序列见表

1, 由上海生工公司合成. 
 
表 1  构建载体所用寡核苷酸引物及序列 

引物 序列 引入酶切位点 

P1 5′-GCTAGGGCCCGTTTAAACCCGCTG-3′ ApaⅠ 

P2 5′-CTGAAGAGTAGTACGAGTTATTTC-3′  

P3 5′-TGCATCAGTGGAGATAGTTTGATC-3′  

P4 5′-CTAGGGGCCCTCACAATTGTAAAGAGGAGCTTTCTAG-3′ ApaⅠ 

P5 5′-AGCTTGTCATGCAAATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTC HindⅢ 

 TGTGCCTTTTGCGATTCTGCTTTAGTC-3′  

P6 5′-AATGACTAAAGCAGAATCGCAAAAGGCACAGAAAGAA MfeⅠ 

 GCAGGTGGAGAGCTCTATTTGCATGACA-3′  

P7 5′-CTAGCAATTGTCACCAGAAATAGAAAAG-3′ MfeⅠ 

P8 5′-GTTATGGACAATGATGACATTGG-3′  

P9 5′-TCAGATCAAGAGGAAATTGACTATG-3′  

P10 5′-CTCCAAGCTTAAGTTTAAACGCTAGC-3′ HindⅢ 
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1.4  细胞培养及基因转染 

293 细胞和 COS-7 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 5×105 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- 
HCIntN 和 pCMV-IntCLC 按 1︰1 比率各 4 μg 混合稀

释于 250 μL 的 Opti-MEM 培养液中, 与室温放置 5 
min 的含 20 μL 脂质体的 250 μL Opti-MEM 培养液混

合后继续室温放置 20 min, 共转染 293 细胞和 COS-7
细胞 . 同时 , 分别用 4 μg 的 pCMV-HCIntN 和

pCMV-IntCLC 质粒转染上述两种细胞, 用 4 μg 的

pCMV-F8 作为阳性对照和 pcDNA3.1 空白质粒作为

阴性(Mock)对照转染上述两种细胞. 培养箱内温育 5 
h 后换以 2 mL 的新鲜 Opti-MEM 培养液, 继续培养

48 h, 收集培养上清及细胞. 为了观察分泌后培养上

清的蛋白质剪接 , 将分别转染 pCMV-HCIntN 和

pCMV-IntCLC 的细胞于转染后 24 h, 吹打悬浮、合并

后转移至新培养板, 继续培养 24 h 后, 收集上清.  

1.5  细胞培养上清中剪接的 BDD-FⅧ蛋白浓度及
其 FⅧ生物活性检测 

将收集的细胞培养上清, 参照文献[5]用双夹心

ELISA 检测上清中剪接产生的 BDD-FⅧ蛋白量. 参

照文献[6]用 Coatest发色分析法检测上清中由 BDD-F
Ⅷ蛋白产生的 FⅧ生物活性.  

将以 2 μg/mL 稀释的重链特异性单抗 ESH5 每孔

100 μL 加入 96 孔酶标板, 4℃包被过夜. 用洗涤液

(PBS/0.05%Tween 20)洗板 3 次, 每孔用 200 μL 封闭

液(PBS+1%BSA+0.05%Tween 20), 37℃温育 2 h, 洗
板 3 次后, 将收集的培养上清和用 Opti-MEM 培养液

稀释的标准品 FⅧ(浓度范围为 10~300 ng/mL), 每个

样品及每个稀释度的标准品分别平行重复加样 3 个

孔, 每孔 100 μL, 37℃温育 1 h. 洗板后每孔加入 100 
μL 浓度为 2 μg/mL 的 HRP 标记轻链单抗 HRP-ESH8, 
37℃温育 1 h 后洗板 10 次, 加反应底物 OPD 溶液

37℃温育 30 min 进行显色, 用 2 mol/L 的 H2SO4 终止

反应, 490 nm 读板. 以系列稀释的标准品的浓度和吸

光值绘制标准工作曲线. 根据测得的上清样品的吸

光值从标准曲线读取 BDD-FⅧ浓度.  

用 Coatest 发色分析法, 按照试剂盒说明书操作

分析上清的 FⅧ生物活性. 以正常人参比血浆(FⅧ活

性为 1.0 IU/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 处读取吸光值. 以稀释百分

比为横坐标、405 nm 吸光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

值从标准曲线读出相应的百分比值, 以 100%为 1.0 
IU/mL 换算为上清的 FⅧ生物活性.  

1.6  Western blot 观察细胞内的蛋白质剪接 

将胰蛋白酶消化收集的细胞, 液氮 3 min, 37℃ 3 
min 反复冻融 3 次, 提取细胞总蛋白. 用 Bradford 法

进行蛋白定量, 取 12 μg总蛋白上样进行还原性 SDS- 
PAGE, 半干电转法将蛋白印迹至硝酸纤维素膜 , 
5%BSA 脱脂奶粉溶液室温封闭 2 h, 用 1︰500 稀释

的兔抗人 FⅧ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
胶片. 实验中设置 β-actin 为内参照, 用 1︰1000 稀释

的小鼠抗 β-actin 抗体进行检测内源性 β-actin 的表达.  

2  结果 

2.1  断裂 BDD-FⅧ基因 intein 融合真核表达载体
的构建及鉴定 

Intein 剪接反应除了其本身剪接位点的保守性氨

基酸参与, 还有赖于与下游剪接位点相连的宿主蛋

白首个保守性氨基酸残基, 即 Ser, Cys 或 Thr 的参与, 
选择与 Ssp DnaB intein 天然宿主蛋白相同的 Ser1657

前断裂 BDD- FⅧ. 用高保真 Pfu DNA 聚合酶从插入

BDD-FⅧ cDNA 的质粒 pCMV-F8 反向 PCR 扩增包

含信号肽的 BDD-FⅧ重链部分编码序列和 pcDNA3.1

载体序列, 与 PCR 扩增的末端引入终止密码子的 Ssp 
DnaB intein 的 IntN 编码序列, 连接环化得到重链与

intein融合表达质粒pCMV-HCIntN. 反向PCR扩增的

轻链编码序列与 pcDNA3.1 载体序列, 与 FⅧ信号肽

编码序列、PCR 扩增的 Ssp DnaB intein 的 IntC 连接

环化 ,  成为信号肽、 in te in 与轻链融合表达质粒 
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pCMV-IntCLC. 重组质粒 pCMV-HCIntN 和 pCMV- 
IntCLC的基因融合简图如图2(A)所示. pCMV-HCIntN
经 MfeⅠ和 BsrGⅠ酶切鉴定可见 0.9, 5.0 和 2.2 kb 3

个片段, pCMV-IntCLC 经 MfeⅠ和 EcoRⅠ酶切得到

0.9, 2.0 和 4.8 kb 3 个片段(图 2(B)). 测序结果得到进

一步证实, 所构建的质粒完全正确. 

2.2  细胞培养上清中剪接形成的 BDD-FⅧ蛋白 
浓度 

用 FⅧ重链单克隆抗体为包被抗体和轻链单克

隆抗体为检测抗体的双夹心 ELISA 结果显示(图 3), 
共转染 HCIntN 和 IntCLC 的 293 细胞和 COS-7 细胞

培养上清的 BDD-FⅧ蛋白浓度分别为 (137±23)和

(109±22) ng/mL, 低于 BDD-FⅧ转染的阳性对照上清

(146±28)和 (123±24) ng/mL. 单独转染 HCIntN 和

IntCLC 的细胞合并培养后上清仍可检测到剪接形成

的完整 BDD-FⅧ蛋白(46±11)和(35±8) ng/mL, 提示

分泌后的两部分融合蛋白在上清中仍能进行剪接反

应, 清楚地表明共转染细胞上清的 BDD-FⅧ由以细

胞内剪接为主的细胞内、外剪接共同形成. Mock 转

染、单独 HCIntN 或 IntCLC 转染的细胞上清均未检

测到 BDD-FⅧ. 

2.3  细胞培养上清中的 FⅧ生物活性 

Coatest分析结果显示, 共转染HCIntN和 IntCLC
的 293细胞和 COS-7细胞培养上清的 FⅧ活性分别为

(1.05±0.16) 和 (0.79±0.23) IU/mL, 由 剪 接 形 成 的

BDD-FⅧ产生, 从单独转染后合并的细胞上清仍可检

测到一定量的FⅧ活性(0.32±0.06)和(0.23±0.08) IU/mL, 

进一步说明, BDD-FⅧ剪接的不完全细胞依赖性. 两

种细胞的 BDD-FⅧ阳性对照转染的上清 FⅧ活性均

高于共转染的细胞上清, 而 Mock 转染、单独 HCIntN
或 IntCLC 转染的细胞上清均未检测到 FⅧ生物活性 

(图 4). 

2.4  蛋白质剪接的 Western blot 结果 

细胞总蛋白 Western blot 结果显示(图 5), 转染

BDD-FⅧ的阳性对照的 293 细胞和 COS-7 细胞可见 

明显的预期分子量大小的 BDD-FⅧ蛋白条带(169 

kD), Mock 转染细胞未见 BDD-FⅧ蛋白条带, 共转染 
 

 
 

图 2  intein 融合重组表达质粒构建结果 
(A) 重组质粒结构示意图. SS 为 FⅧ的信号肽编码序列, 以保证所表达的重组融合蛋白进入分泌途径. IntC 之后的 Ser 残基与 Ssp DnaB 

intein 的天然宿主蛋白相同, 为剪接反应所必需; (B) 质粒酶切鉴定结果. M为 DNA 分子量 marker, 泳道 1为 pCMV-HCIntN 的 MfeⅠ/BsrG 

Ⅰ双酶切结果, 由于在质粒骨架和重链与 IntN 融合处分别含有一 MfeⅠ识别位点, 在重链靠近 N 端处含一个 BsrGⅠ位点, 经双酶切后可

见 0.9, 5.0 和 2.2 kb 3 个片段.  泳道 2 为 pCMV-IntCLC 的 MfeⅠ/EcoRⅠ双酶切结果, 由于在质粒骨架和 IntC 与轻链融合处分别含有一个 

MfeⅠ识别位点, 在轻链靠近 C 端处含一 EcoRⅠ位点, 经双酶切后可见 0.9, 2.0 和 4.8 kb 3 个片段 
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HCIntN 和 IntCLC 的 293 细胞和 COS-7 细胞均可见

一明显的与阳性对照同样大小的剪接形成的 BDD-  
FⅧ蛋白条带(HC-LC), 显示较高的剪接效率, 同时

尚可见未完全剪接的两部分 intein 融合蛋白前体, 即
重链与 IntN 的融合蛋白(HC-IntN)和 IntC 与轻链的融

合蛋白(IntC-LC). 内参照 β-actin 条带比较均匀, 说
明蛋白上样量无明显差异. 

3  讨论 
由于对 intein不依赖细胞机制和能量消耗的分子

水平剪接机制的基本认识, 以及所表现出的对非天

然宿主蛋白的剪接作用, 其近年来在涉及蛋白质操

作的研究, 如蛋白质的纯化[7]、多肽的环化[8]以及蛋

白质相互作用[9]等研究中得到有效应用. 本研究运用

split mini Ssp DnaB intein 具有的蛋白质反式剪接功

能, 进行的双载体真核细胞转移人 BDD-FⅧ基因结

果显示, 通过翻译后蛋白质水平的剪接作用能有效地

使重链和轻链连接形成完整的具有较高 FⅧ生物活

性的 BDD-FⅧ蛋白, 表明 intein 的蛋白质反式剪接在

双载体基因转运系统中可作为一种有效的技术策略. 
FⅧ基因突变所导致的X染色体连锁遗传性甲型血友

病占血友病患者总数的 80%. 目前主要依靠血浆源

性和重组的 FⅧ补充治疗, 由于 FⅧ在人体内半衰期

较短(约 12 h), 需要反复用药, 有诸多不利, 如费用

高、易导致血源性传染病传播, 以及超过 20%的患者 

 

 
 

图 3  ELISA 定量分析培养上清中 BDD-FⅧ蛋白的含量 

 

 
 

图 4  Coatest 分析法测得的细胞培养上清的 FⅧ生物活性 
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可产生对 FⅧ的特异性抗体影响再次给药的疗效[10]. 

FⅧ是凝血过程的一种辅因子 , 只要达到生理水平

(100~200 ng/mL)的 2%~3%即可以达到治疗效果[11], 
因此其被认为是理想的体细胞基因治疗适应症. 在
众多已开发的基因运载体系中, AAV 具有可持续稳定

表达转基因, 并可感染非分裂期细胞以及不会引起

机体强免疫反应等优点, 而且静脉注射后主要感染

特别适合 FⅧ表达的肝细胞. 因生理性 FⅧ主要由肝

脏产生, 所以其特别适合于甲型血友病的基因治疗

中的基因转移. 但由于容量限制使 AAV 转运 FⅧ基

因比较困难, 即使是缩减型的长约 4.5 kb 的功能性

BDD-FⅧ基因, 加上基因表达调控序列后仍然偏大, 

超过 AAV 的容量上限. 目前体内、外研究中以 AAV
载体转运 FⅧ基因所采用的克服容量限制的策略主

要有两种, 一种是采用基于对内源性 FⅧ部分加工成

异源二聚体后分泌机制的认识和基于 DNA 水平的剪

接机制的双载体系统策略, 前者通过两个载体共转

染后分别表达的重、轻链形成异源二聚体[12~14], 由于

二聚体化对细胞机制的依赖, 必须在同一靶细胞中

表达重、轻链, 对共转染要求较高. 但其实际共转染

效率并不高, 从而影响形成二聚体的效率, 而且研究

表明重链本身的分泌效率明显低于轻链[12], 容易造 
成重链在内质网中积聚, 对细胞造成压力而使其不

稳定, 甚至可诱导细胞凋亡[15]. 后者分别在两个载体

的 3′端和 5′端引入剪接供点和受点, 共转染后通过

DNA 水平的二聚体化反式剪接形成完整的 FⅧ基因, 

因同样依赖同一靶细胞的共转染, 而且存在二聚体

化方向的随机性和 AAV 载体 DNA 自身环化的倾向, 
头尾正确相连的几率很低[16~18]. 另一种是采用小的

启动子/增强子的单个 AAV 载体策略, 如有人用白蛋

白启动子[19]、β-肌动蛋白启动子[20]或甲状腺素运载蛋

白启动子[21]的 AAV 转 BDD-FⅧ基因研究. 缺点在于

蛋白表达水平较低和/或缺乏组织特异性表达. 而基

于蛋白质反式剪接的双载体基因转移策略是通过表

达产物自发地进行高效剪接反应, 精确地将重链和

轻链首尾相连形成完整的功能蛋白分子. 不依赖细

胞机制, 而且两个载体都有充分的空间, 可以选用旨

在提高表达量和/或组织特异性表达的基因调控序列, 
与上述两种策略相比具有明显的优势. 由剪接蛋白 
的定量和功能检测结果(图 3 和 4)可见, 细胞内剪接

的比率较上清高. 对此有两种可能的解释, 一是细胞

内合成的两部分多肽加工分泌过程中在内质网腔中

相遇优先进行剪接, 二是细胞中新合成的两部分多

肽浓度比上清高, 有利于它们的相遇并剪接. 因此, 
即使在共转染效率不高的情况下, 由于 FⅧ的分泌特

性, 分泌后的未剪接蛋白仍可进行剪接产生一定量

的功能性 BDD-FⅧ. 另外, 由于 BDD-FⅧ重链相对

于轻链分泌过程的低效性. 本研究组最近运用 intein 
 

 
 

图 5  应用 FⅧ多克隆抗体的 Western blot 结果 
泳道 1, 4 示 Mock 转染; 泳道 2, 5 示转染 pCMV-F8 阳性对照; 泳道 3, 6 示 pCMV-HCIntN 和 pCMV-IntCLC 共转染 
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的剪接技术证明, 轻链具有明显的顺式促进重链分

泌的作用[22], 有助于解决细胞内的重、轻链量的不均

衡性, 缓解重链聚集对细胞产生的压力. 
需要指出的是, intein 通常对其天然宿主蛋白的

剪接十分迅速而且完全, 甚至难以检测到前体蛋白

的存在. 但研究[2]显示, intein 对非天然宿主蛋白的剪

接效率高低不一, 说明 intein 两侧 extein 的残基组成

和结构影响剪接效率, 但影响的机制未明确. 因此对

于特定的目的蛋白和 intein, 均需实验确定最有利于

剪接的融合方式, 特别是反式剪接, 尽管满足直接参

与剪接的保守性氨基酸要求, 但剪接位点附近不利

于剪接的氨基酸组成势必影响剪接的效率甚至不能

剪接 . 本研究组在原核表达系统实验了 mini Ssp 
DnaB intein 对不同点断裂的 BDD-FⅧ的剪接作用, 

包括 Ser741, Ser743, Ser746, Ser750, Ser1657 位点, 只有

Ser1657 断裂点显示较高的剪接前效率(结果未显示). 
最近有人报道用 split Ssp DnaE intein 介导的反式剪

接在哺乳动物细胞将转录激活因子融合, 产生了较

强的促进报告基因转录的活性[23]. 为了提高对目的

蛋白剪接效率, 有时甚至引入多个与临近 intein 剪接

位点的天然宿主蛋白相同的氨基酸残基, 由于剪接

后这些氨基酸残基的保留, 由此带来的对目的蛋白

生物学功能的影响和/或抗原性的改变都是潜在的不

利因素. 本研究为进一步运用 intein的双AAV载体系

统的甲型血友病动物模型体内基因治疗实验奠定了

基础, 也对蛋白质反式剪接技术用于其他大基因的

双载体转移, 如囊性纤维化治疗基因 CFTR 等具有借

鉴意义. 
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