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(57)摘要

本发明公开一种四环素慢病毒诱导表达载

体及其建立方法和应用，所述四环素慢病毒诱导

表达载体包含目的基因表达框和反义四环素转

录激活因子表达框；诱导型CRISPR/Cas9系统将

Cas9蛋白置于诱导型启动子的下游，并将U6启动

表达的sgRNA序列置于整个四环素诱导体系的上

游。本发明首次提出TRE3Gp与TetON3G的组合效

果最佳，该诱导体系引入细胞后可在保持低背景

表达的同时，最大水平的诱导表达目的基因。该

诱导系统对诱导剂反应灵敏、效率高、分子量小，

可广泛应用于基因功能研究中。
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1.一种四环素慢病毒诱导表达载体，其特征在于，所述四环素慢病毒诱导表达载体包

含目的基因表达框和反义四环素转录激活因子表达框；目的基因表达框包括四环素诱导型

启动子及目的基因；反义四环素转录激活因子表达框包括组成型启动子、反义四环素转录

激活因子、连接肽以及筛选标记基因；诱导方向选用目的基因与反义四环素转录激活因子

表达框相反的反向；将Cas9蛋白置于诱导型启动子的下游，将U6启动表达的sgRNA序列置于

整个四环素诱导体系的上游；诱导型启动子采用TRE3Gp、反义四环素转录激活因子选用

TetON3G，反义四环素转录激活因子的启动子选用PGK启动子，连接肽选用P2A，筛选基因选

用Puro；TRE3Gp启动子和PGK启动子反向插入到慢病毒诱导体系中。

2.一种如权利要求1所述的四环素慢病毒诱导表达载体的建立方法，其特征在于，包括

以下步骤：

改建pLVX-Puro载体：选用pLVX-Puro载体作为慢病毒骨架载体，通过定点突变技术突

变了Puro序列上的Tth111I、SacII和BsmBI位点；再以pLVX-Puro载体为模板，在Puro片段前

后分别引入BamHI和SpeI位点，扩增Puro片段；再克隆到经BspMI-Tth111I双酶切、再补平的

pLVX-Puro载体中，得到改建pLVX-Puro载体；

TetON3G基因合成及pLVX-TetON3G载体构建：根据已经公布的TetON3G序列进行基因合

成，并定点突变掉序列上的XbaI位点；再在TetON3G序列上游引入多克隆位点：ClaI-MluI-

XbaI-AgeI-EcoRI-XhoI-BstBI，在TetON3G序列下游引入连接肽P2A及SmaI和BamHI位点，

SmaI位点位于TetON3G和P2A之间，位于P2A后的BamHI则介导着与Puro序列的融合连接，合

成基因TetON3G-P2A的序列如SEQ  ID  NO.1所示；将合成基因TetON3G-P2A用ClaI-BamHI双

酶切，通过相同的酶切位点克隆到改建pLVX-Puro载体中，得到载体pLVX-TetON3G；

亚克隆PGK启动子：扩增得到人PGK启动子片段，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO.3，用XhoI-

BstBI双酶切PCR产物，然后通过相同的酶切位点分别克隆到pLVX-TetON3G载体中，得到的

载体pL/PGK-TetON3G；

亚克隆红色荧光蛋白RFP-PolyA：扩增RFP-PolyA序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO.4；

用AgeI-MluI双酶切PCR产物，通过相同的酶切位点克隆到pL/PGK-TetON3G载体中，得到载

体pL/RFP/PGK-TetON3G；

亚克隆含有四环素顺式应答作用元件的诱导型启动子TRE3Gp：取诱导型启动子

TRE3Gp，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO.5，用EcoRI-AgeI酶切，通过相同的酶切位点反向插入

到pL/PGK-TetON3G载体中，得到载体pL/RFP-TRE3Gp/PGK-TetON3G。

3.一种如权利要求1所述的四环素慢病毒诱导表达载体的应用，其特征在于，将所述四

环素慢病毒诱导表达载体用于CRISPR/Cas9体系中。

4.根据权利要求3所述的四环素慢病毒诱导表达载体的应用，其特征在于，将所述四环

素慢病毒诱导表达载体用于构建CRISPR/Cas9体系，包括以下步骤：

扩增Cas9-Flag序列，用AgeI-XbaI双酶切PCR产物，然后反向克隆到经同样双酶切的

pL/RFP-TRE3Gp/PGK-TetON3G载体中，得到载体pL/Cas9-TRE3Gp/PGK-TetON3G；

扩增ClaI位点突变的U6-ccdb序列，用ClaI-MluI双酶切PCR产物，然后克隆到经同样双

酶切的pL/Cas9-TRE3Gp/PGK-TetON3G载体中，得到U6-ccdb与Cas9共表达载体pL/U6-ccdb/

Cas9-TRE3Gp/PGK-TetON3G。
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一种四环素慢病毒诱导表达载体及其建立方法和应用

技术领域

[0001] 本发明涉及功能基因组学研究领域，主要涉及一种四环素慢病毒诱导表达载体及

其建立方法和应用。

背景技术

[0002] 基因的调控表达可以使基因功能的研究更为精细。1992年Gossen等成功地利用原

核基因调控元件构建了四环素(tetracycline,Tet)真核细胞基因表达调控系统，利用Tet

或其衍生物对所感兴趣的基因进行诱导表达。四环素诱导系统包括Tet-off和Tet-on系统，

其中Te t - o n系统利用反义四环素转录激活因子(rt T A) ，在无诱导物多西霉素

(Doxycycline，Dox)的条件下处于关闭状态，只有在Dox刺激下才能快速诱导目的基因表

达，因而Tet-on系统更受人们青睐(Gossen  M，Freundlieb  S  et  al，Science，1995)。随着

人们对该系统的不断改进，使诱导表达具有严密、高效、可控性强、表达泄露小等优点，已广

泛应用于基因功能研究和基因治疗研究。Urlinger等通过密码子优化、剪切位点移除及

VP16激活区的引入等一些列手段开发出了第二代反义四环素转录激活因子蛋白rtTA2s-

M2，显著地提高了诱导系统对Dox的敏感性与诱导效率(Urlinger  S，Baron  U  et  al，Proc 

Natl  Acad  Sci，2000)。pTRIPZ(ThermoFisher)载体是基于rtTA2s-M2突变生成的rtTA3变

体而开发出来的一个商业化载体，rtTA3变体能在保持二代rtTA2s-M2体系本底不变的同

时，将诱导水平提高五倍，并显著提高系统对诱导物Dox的敏感性(Das  AT，Zhou  X  et  al，

Journal  of  Biological  Chemistry，2004)。Zhou等通过将四环素诱导系统引入到HIV病毒

基因组中，通过突变筛选出具有更优诱导倍数的rtTA蛋白(Zhou  X，Vink  M  et  al，Gene 

Ther，2006)。

[0003] 尽管四环素诱导系统得以长足发展，但依赖于慢病毒载体的Tet-On体系还不够完

善，这是因为源于慢病毒载体的LTR启动子/增强子会造成表达泄露现象，尤其是在构建同

一载体共表达诱导基因和rtTA时，更需要优化最佳组合方式。Clontech公司研发的Lenti-X 

Tet-One  Inducible  Expression  System是在lentivirus载体上正向插入了PKG启动子控

制下的Tet-On  3G和反向插入的TRE3Gs诱导性启动子及下游目的基因。

发明内容

[0004] 鉴于上述现有技术的不足，本发明的目的在于提供一种四环素慢病毒诱导表达载

体及其建立方法和应用，发明人经研究系统性比较了诱导型慢病毒表达载体上的各个元件

及其组合对Tet-on系统的诱导效率及本底表达水平的影响，并将CRISPR/Cas9体系引入到

新建立的四环素慢病毒诱导系统中，旨在建立一种更高效的诱导型慢病毒表达体系和更优

秀的CRISPR/Cas9系统。

[0005] 本发明的技术方案如下：

[0006] 一种四环素慢病毒诱导表达载体，其中，所述四环素慢病毒诱导表达载体包含目

的基因表达框和反义四环素转录激活因子(rtTA)表达框；目的基因表达框包括四环素诱导
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型启动子及目的基因；反义四环素转录激活因子表达框包括组成型启动子、反义四环素转

录激活因子、连接肽以及筛选标记基因；诱导型CRISPR/Cas9系统将Cas9蛋白置于诱导型启

动子的下游，并将U6启动表达的sgRNA序列置于整个四环素诱导体系的上游。

[0007] 所述的四环素慢病毒诱导表达载体，其中，诱导型启动子选用TRE3Gp、TRE3Gs或

TetO6。

[0008] 所述的四环素慢病毒诱导表达载体，其中，反义四环素转录激活因子选用rtTA3或

TetON3G，其启动子选用CMV、PGK、EF1α、Ubc或SV40。

[0009] 所述的四环素慢病毒诱导表达载体，其中，诱导方向选用目的基因表达框与反义

四环素转录激活因子相同的正向或相反的反向。

[0010] 所述的四环素慢病毒诱导表达载体，其中，诱导型启动子采用TRE3Gp、反义四环素

转录激活因子选用TetON3G。

[0011] 所述的四环素慢病毒诱导表达载体，其中，TRE3Gp启动子和PGK启动子反向插入到

慢病毒诱导体系中。

[0012] 所述的四环素慢病毒诱导表达载体，其中，反义四环素转录激活因子的启动子选

用PGK启动子，连接肽选用P2A，筛选基因选用Puro。

[0013] 一种如上所述的四环素慢病毒诱导表达载体的建立方法，其中，包括以下步骤：

[0014] 改建pLVX-Puro载体：选用pLVX-Puro载体作为慢病毒骨架载体，通过定点突变技

术突变了Puro序列上的Tth111I、SacII和BsmBI位点；再以pLVX-Puro载体为模板，在Puro片

段前后分别引入BamHI和SpeI位点，扩增Puro片段；再克隆到经BspMI-Tth111I双酶切、再补

平的pLVX-Puro载体中，得到改建pLVX-Puro载体；

[0015] TetON3G基因合成及pLVX-TetON3G载体构建：根据已经公布的TetON3G序列进行基

因合成，并定点突变掉序列上的XbaI位点；再在TetON3G序列上游引入多克隆位点：ClaI-

MluI-XbaI-AgeI-EcoRI-XhoI-BstBI，在TetON3G序列下游引入连接肽P2A及SmaI和BamHI位

点，SmaI位点位于TetON3G和P2A之间，位于P2A后的BamHI则介导着与Puro序列的融合连接，

合成基因TetON3G-P2A的序列如SEQ  ID  NO.1所示；将合成基因TetON3G-P2A用ClaI-BamHI

双酶切，通过相同的酶切位点克隆到改建pLVX-Puro载体中，得到载体pLVX-TetON3G；

[0016] 亚克隆PGK启动子：扩增得到人PGK启动子片段，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO.3，用

XhoI-BstBI双酶切PCR产物，然后通过相同的酶切位点分别克隆到pLVX-TetON3G载体中，得

到的载体pL/PGK-TetON3G；

[0017] 亚克隆红色荧光蛋白RFP-PolyA：扩增RFP-PolyA序列，其核苷酸序列如SEQ  ID 

NO.4；用AgeI-MluI双酶切PCR产物，通过相同的酶切位点克隆到pL/PGK-TetON3G载体中，得

到载体pL/RFP/PGK-TetON3G；

[0018] 亚克隆含有四环素顺式应答作用元件的诱导型启动子TRE3Gp：取诱导型启动子

TRE3Gp，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO.5，用EcoRI-AgeI酶切，通过相同的酶切位点正向或反

向插入到pL/PGK-TetON3G载体中，得到载体pL/TRE3Gp-RFP/PGK-TetON3G或载体pL/RFP-

TRE3Gp/PGK-TetON3G。

[0019] 一种如上所述的四环素慢病毒诱导表达载体的应用，其中，将所述四环素慢病毒

诱导表达载体用于CRISPR/Cas9体系中。

[0020] 所述的四环素慢病毒诱导表达载体的应用，其中，将所述四环素慢病毒诱导表达
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载体用于构建CRISPR/Cas9体系，包括以下步骤：

[0021] 扩增Cas9-Flag序列，用AgeI-XbaI双酶切PCR产物，然后反向克隆到经同样双酶切

的pL/RFP-TRE3Gp/PGK-TetON3G载体中，得到载体pL/Cas9-TRE3Gp/PGK-TetON3G；

[0022] 扩增ClaI位点突变的U6-ccdb序列，用ClaI-MluI双酶切PCR产物，然后克隆到经同

样双酶切的pL/Cas9-TRE3Gp/PGK-TetON3G载体中，得到U6-ccdb与Cas9共表达载体pL/U6-

ccdb/Cas9-TRE3Gp/PGK-TetON3G。

[0023] 有益效果：通过比较上述不同载体的诱导活性、本底活性以及诱导倍数，得出以下

成果：

[0024] (1)比较不同诱导型启动子、反义四环素转录激活因子与诱导方向的12种不同组

合时发现，pL/RFP-TRE3Gp/PGK-TetON3G载体的诱导活性以及诱导倍数最强，且背景表达水

平处于较低程度。本发明首次提出了TRE3Gp与TetON3G的组合效果最佳。

[0025] (2)比较插入方向对诱导效果的影响时发现，反向诱导系统本底表达水平显著低

于正向诱导系统的同时，诱导活性及诱导倍数也强于正向系统。

[0026] (3)比较不同启动子对诱导效率的影响时发现，用PGK启动子组成的反向四环素诱

导表达体系的绝对诱导活性与其它启动子的诱导活性无显著性区别，但在不加Dox下的本

底表达水平显著低于另外四种启动子参与组成的载体，导致其诱导倍数最高。CMV启动子组

成的载体虽然具有最高的诱导活性，但其背景最高。

附图说明

[0027] 图1为本发明中新型四环素慢病毒诱导表达载体的建立流程图。

[0028] 图2为本发明中新型U6-sgRNA及诱导型CRISPR/Cas9慢病毒载体的建立流程图。

[0029] 图3a～3d为本发明实施例1中诱导性启动子、反义四环素转录激活因子与诱导方

向在四环素诱导系统中的比较结果图。

[0030] 图4a～4b为本发明实施例2中比较五种不同反义四环素转录激活因子启动子对载

体诱导效率的影响的结果图。

[0031] 图5为本发明中实施例3中新型四环素诱导表达载体诱导表达Cas9的免疫印迹结

果。

[0032] 图6为本发明实施例1中载体pL/TRE3Gp-RFP/PGK-TetON3G的质粒图谱。

具体实施方式

[0033] 本发明提供一种四环素慢病毒诱导表达载体及其建立方法和应用，为使本发明的

目的、技术方案及效果更加清楚、明确，以下对本发明进一步详细说明。应当理解，此处所描

述的具体实施例仅仅用以解释本发明，并不用于限定本发明。

[0034] 本发明旨在提供一种更优的适合于慢病毒载体的All-in-One  Tet-On诱导表达体

系，并将其应用于CRISPR/Cas9基因编辑技术。CRISPRs/Cas9技术是基因组编辑领域重要的

突破。在Cas9与sgRNA的共同作用下，定点基因组改变的难度显著降低，而且可进行操作的

目标生物种类大大增加。但是脱靶效应以及相应的细胞毒性效果仍然制约着该技术的进一

步运用。有研究发现，Cas9蛋白的组成型表达可能会增加CRISPR系统的脱靶效应(Hsu  P  D，

Scott  D  A  et  al，Nat  Biotechnol，2013)。本发明中将CRISPR/Cas9体系引入到四环素慢
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病毒诱导表达系统上，构建了诱导型CRISPR/Cas9系统。

[0035] 具体地，所述四环素慢病毒诱导表达载体的建立方法，结合图1，包括以下步骤：

[0036] (1)改建pLVX-Puro载体：

[0037] 选用pLVX-Puro载体作为慢病毒骨架载体，通过定点突变技术在不改变氨基酸序

列的前提下突变了Puro序列上的Tth111I、SacII和BsmBI位点；再以pLVX-Puro载体为模板，

在Puro编码序列前后分别引入BamHI和SpeI位点，扩增Puro片段；再克隆到经BspMI-

Tth111I双酶切、再补平的pLVX-Puro载体中，得到改建后的pLVX-Puro载体骨架。

[0038] 其中，扩增Puro片段是采用上游引物(SEQ  ID  NO：8)和下游引物(SEQ  ID  NO：9)进

行扩增。

[0039] (2)TetON3G基因合成及pLVX-TetON3G载体构建：

[0040] 根据已经公布的TetON3G序列进行基因合成并定点突变掉序列上的XbaI位点，再

在TetON3G序列上游引入多克隆位点：

[0041] ClaI-MluI-XbaI-AgeI-EcoRI-XhoI-BstBI，在TetON3G序列下游引入连接肽P2A及

SmaI和BamHI位点，SmaI位点位于TetON3G和P2A之间，位于P2A后的BamHI则介导着与Puro序

列的融合连接。合成基因的全序列(TetON3G-P2A)见SEQ  ID  NO .1。将合成的基因片段用

ClaI-BamHI双酶切，然后通过相同的酶切位点克隆到改建后的pLVX-Puro载体，新克隆载体

命名为pLVX-TetON3G。

[0042] (3)pLVX-rtTA3载体构建

[0043] 以pTRIPz载体(Thermo  fisher)为模板，通过PCR扩增得到rtTA3片段(其核苷酸序

列如SEQ  ID  NO.2)，用BstBI-SmaI双酶切PCR产物，然后通过相同的酶切位点克隆到pLVX-

TetON3G载体中，替换pLVX-TetON3G载体上的TetON3G，从而得到新的克隆载体pLVX-rtTA3。

[0044] 其中，扩增rtTA3片段是用上游引物(SEQ  ID  NO：10)和下游引物(SEQ  ID  NO：11)。

[0045] (4)亚克隆人PGK启动子：

[0046] 以pLKO.1(Addgene)载体为模板，扩增得到人PGK启动子片段(其核苷酸序列如SEQ 

ID  NO .3)，用XhoI-BstBI双酶切PCR产物，然后通过相同的酶切位点分别克隆到pLVX-

TetON3G或pLVX-rtTA3载体中，得到的新载体分别命名为pL/PGK-TetON3G或pL/PGK-rtTA3。

[0047] 其中，扩增PGK启动子片段是用上游引物(SEQ  ID  NO：12)和下游引物(SEQ  ID  NO：

13)。

[0048] (5)亚克隆红色荧光蛋白RFP-PolyA：

[0049] 以pTRIPz(Thermo  fisher)载体为模板，分别扩增RFP片段和PolyA片段的cDNA序

列；再以RFP和PolyA序列为模板，Overlap  PCR扩增RFP-PolyA序列，RFP、PolyA序列间隔以

XbaI(其核苷酸序列如SEQ  ID  NO.4)；用AgeI-EcoRI双酶切PCR产物，通过相同的酶切位点

分别克隆到pL/PGK-TetON3G和pL/PGK-rtTA3载体中，得到的新载体分别命名为pL/RFP/

PGK-TetON3G或pL/RFP/PGK-rtTA3。

[0050] 其中，扩增RFP片段是用上游引物(SEQ  ID  NO：14)和下游引物(SEQ  ID  NO：15)。扩

增PolyA片段是用上游引物(SEQ  ID  NO：16)和下游引物(SEQ  ID  NO：17)。扩增RFP-PolyA序

列是用上游引物(SEQ  ID  NO：14)和下游引物(SEQ  ID  NO：17)。

[0051] (6)亚克隆含有四环素顺式应答作用元件的诱导型启动子TRE3Gp、TRE3Gs或

TetO6：
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[0052] 用MluI-AgeI分别酶切pL/RFP/PGK-TetON3G或pL/RFP/PGK-rtTA3，然后将合成的

诱导型启动子TRE3Gp、TRE3Gs或TetO6(核苷酸序列分别为SEQ  ID  NO5、6、7)启动子分别通

过相同的酶切位点插入骨架载体，得到新的载体分别命名为：

[0053] pL/TRE3Gp-RFP/PGK-TetON3G；pL/TRE3Gs-RFP/PGK-TetON3G

[0054] pL/TetO6-RFP/PGK-TetON3G；pL/TRE3Gp-RFP/PGK-rtTA3；

[0055] pL/TRE3Gs-RFP/PGK-rtTA3；pL/TetO6-RFP/PGK-rtTA3。

[0056] (7)不同诱导方向四环素诱导表达载体的构建：

[0057] 以pL/TRE3Gp-RFP/PGK-TetON3G、pL/TRE3Gs-RFP/PGK-TetON3G载体为模板，扩增

得到TRE3Gp-RFP-PolyA、TRE3Gs-RFP-PolyA片段；以pTRIPz载体为模板，PCR扩增得到

TetO6-RFP-PolyA片段；用XhoI和EcoRI双酶切PCR产物，通过相同的酶切位点分别反向插入

到pL/PGK-TetON3G或pL/PGK-rtTA3载体中，六个反向诱导表达红色荧光蛋白的四环素诱导

表达载体，得到的新载体命名为：

[0058] pL/RFP-TRE3Gp/PGK-TetON3G；pL/RFP-TRE3Gs/PGK-TetON3G

[0059] pL/RFP-TetO6/PGK-TetON3G；pL/RFP-TRE3Gp/PGK-rtTA3；

[0060] pL/RFP-TRE3Gs/PGK-rtTA3；pL/RFP-TetO6/PGK-rtTA3。

[0061] 其中，扩增TRE3Gp-RFP-PolyA、TRE3Gs-RFP-PolyA片段是用上游引物(SEQ  ID  NO：

18)和下游引物(SEQ  ID  NO：19)。扩增TetO6-RFP-PolyA片段是用上游引物(SEQ  ID  NO：20)

和下游引物(SEQ  ID  NO：21)。

[0062] (8)不同启动子效果的比较：

[0063] 通过PCR扩增得到CMV、EF1a、Ubc和SV40启动子，经XhoI-BstBI酶切后，分别替换

pL/RFP-TRE3Gp/PGK-TetON3G载体上的PGK启动子，得到的新载体命名为：

[0064] pL/RFP-TRE3Gp/CMV-TetON3G；pL/RFP-TRE3Gp/EF1a-TetON3G

[0065] pL/RFP-TRE3Gp/Ubc-TetON3G；pL/RFP-TRE3Gp/SV40-TetON3G

[0066] 在上述方案中，目的基因两端设有限制性酶切位点AgeI和EcoRI，用于构建不同目

的基因的诱导型表达体系。

[0067] 本发明中还提供一种四环素慢病毒诱导表达载体，所述四环素慢病毒诱导表达载

体包含目的基因表达框和反义四环素转录激活因子(rtTA)表达框；目的基因表达框包括四

环素诱导型启动子及目的基因；反义四环素转录激活因子表达框包括组成型启动子、反义

四环素转录激活因子、连接肽以及筛选标记基因；诱导型CRISPR/Cas9系统将Cas9蛋白置于

诱导型启动子的下游，并将U6启动表达的sgRNA序列置于整个四环素诱导体系的上游。

[0068] 其中，诱导型启动子可选用TRE3Gp、TRE3Gs及TetO6。反义四环素转录激活因子选

用rtTA3或TetON3G，其启动子可选用常见的CMV、PGK、EF1α、Ubc和SV40启动子。诱导方向可

选用目的基因表达框与反义四环素转录激活因子相同的正向以及相反的反向。

[0069] 通过比较不同载体的诱导活性、本底活性以及诱导倍数，比较不同诱导型启动子、

反义四环素转录激活因子与诱导方向的12种不同组合时发现，当诱导型启动子采用

TRE3Gp、反义四环素转录激活因子选用TetON3G时，组合效果最佳。进一步地，反义四环素转

录激活因子的启动子选用PGK启动子，连接肽选用P2A，筛选基因选用Puro。更进一步地，

TRE3Gp启动子和PGK启动子反向插入到慢病毒诱导体系中。比较插入方向对诱导效果的影

响时发现，反向诱导系统本底表达水平显著低于正向诱导系统的同时，诱导活性及诱导倍
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数也强于正向系统。

[0070] 该诱导体系引入细胞后可在保持低背景表达的同时，最大水平的诱导表达目的基

因。该诱导系统对诱导剂反应灵敏、效率高、分子量小，可广泛应用于基因功能研究中。

[0071] 本发明中还提供所述四环素慢病毒诱导表达载体的应用，将新开发的四环素诱导

系统应用于CRISPR/Cas9体系中，构建新型诱导型CRISPR/Cas9系统。具体的构建方法，结合

图2，包括以下步骤：

[0072] (1)pL/Cas9-TRE3Gp/PGK-TetON3G载体的构建

[0073] 以LentiCRISPR  v2(Addgene)载体为模板，用上游引物(SEQ  ID  No：31)与下游引

物(SEQ  ID  No：32)PCR扩增Cas9-Flag序列，用AgeI-XbaI双酶切PCR产物，然后反向克隆到

经同样双酶切的pL/RFP-TRE3Gp/PGK-TetON3G载体中，得到新型诱导型CRISPR/Cas9载体并

命名为pL/Cas9-TRE3Gp/PGK-TetON3G。

[0074] (2)pL/U6-ccdb/Cas9-TRE3Gp/PGK-TetON3G载体的构建

[0075] 以LentiCRISPR  v2(Addgene)载体为模板，用上游引物(SEQ  ID  No：33)与下游引

物(SEQ  ID  No：34)PCR扩增ClaI位点突变的U6-ccdb序列，用ClaI-MluI双酶切PCR产物，然

后克隆到经同样双酶切的pL/Cas9-TRE3Gp/PGK-TetON3G载体中，U6-ccdb与诱导型Cas9共

表达载体命名为pL/U6-ccdb/Cas9-TRE3Gp/PGK-TetON3G。

[0076] 诱导型CRISPR/Cas9体系为新型四环素慢病毒诱导表达系统在CRISPR/Cas9体系

中的应用，该诱导型CRISPR/Cas9系统能在U6组成型表达sgRNA的同时诱导表达Cas9蛋白，

消除Cas9蛋白组成型表达对细胞及其靶向效果的影响并构建了一种同时表达sgRNA及Cas9

蛋白的新型慢病毒表达体系。

[0077] 以下通过具体实施例对本发明作进一步说明。

[0078] 本发明实施例中所用的实验材料来源见表1。扩增不同载体序列所需引物见表2。

[0079] 表1实验材料及来源

[0080]

[0081] 实施例1不同诱导型启动子、诱导方向与反义四环素转录激活因子的载体构建及

功能分析

[0082] 本实施例针对TRE3Gp、TRE3Gs及TetO6三种诱导型启动子与rtTA3、TetON3G两种反

义四环素转录激活因子并就不同诱导方向进行系统性比较分析，分析12种组合参与构成的

相应诱导型载体的目的基因的诱导表达量、本底表达水平及相应的诱导倍数。
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[0083] (1)改建pLVX-Puro载体

[0084] 本系统选用pLVX-Puro(Clontech)载体作为慢病毒骨架载体。首先通过定点突变

技术突变掉Puro序列上的Tth111I、SacII、和BsmBI位点，再以pLVX-Puro载体为模板，用上

游引物(SEQ  ID  NO：8)和下游引物(SEQ  ID  NO：9)扩增Puro片段(含有BamHI和SpeI位点)，

然后克隆到经BspMI-Tth111I双酶切，再补平的pLVX-Puro载体中，得到改建后的pLVX-Puro

载体骨架。

[0085] (2)TetON3G基因合成及克隆

[0086] 根据已经公布的TetON3G序列进行基因合成并突变掉序列上的XbaI位点，并在

TetON3G序列上游引入多克隆位点：ClaI-MluI-XbaI-AgeI-EcoRI-XhoI-BstBI，在TetON3G

序列下游引入连接肽P2A及SmaI和BamHI位点，SmaI位点位于TetON3G和P2A之间，位于P2A后

的BamHI则介导着与Puro序列的融合连接。合成基因的全序列见SEQ  ID  NO.1。将合成的基

因片段用ClaI-BamHI双酶切，然后通过相同的酶切位点克隆到改建后的pLVX-Puro载体上，

新克隆载体命名为pLVX-TetON3G。

[0087] (3)pLVX-rtTA3的构建

[0088] 以pTRIPz载体为模板，用上游引物(SEQ  ID  NO：10)和下游引物(SEQ  ID  NO：11)扩

增rtTA3片段(其核苷酸序列如SEQ  ID  NO.2)，用BstBI-SmaI双酶切PCR产物，然后通过相同

的酶切位点克隆到pLVX-TetON3G载体中，新克隆载体命名为pLVX-rtTA3。

[0089] (4)亚克隆PGK启动子：

[0090] 以pLKO.1(Addgene)载体为模板，用上游引物(SEQ  ID  NO：12)和下游引物(SEQ  ID 

NO：12)扩增PGK片段PGK启动子片段(其核苷酸序列如SEQ  ID  NO.3)，用XhoI-BstBI双酶切

PCR产物，然后通过相同的酶切位点分别克隆到pLVX-TetON3G或pLVX-rtTA3载体中，新克隆

载体命名为pL/PGK-TetON3G或pL/PGK-rtTA3。

[0091] (5)亚克隆红色荧光蛋白RFP-PolyA：

[0092] 以pTRIPz(Thermo  fisher)载体为模板，用上游引物(SEQ  ID  NO：14)和下游引物

(SEQ  ID  NO：15)扩增RFP片段，上游引物(SEQ  ID  NO：16)和下游引物(SEQ  ID  NO：17)扩增

PolyA片段。再以RFP、PolyA序列为模板，用上游引物(SEQ  ID  NO：14)和下游引物(SEQ  ID 

NO：17)Overlap  PCR扩增RFP-PolyA序列，RFP与PolyA序列间间隔以XbaI位点(其核苷酸序

列如SEQ  ID  NO .4)。用AgeI-EcoRI双酶切PCR产物，然后通过相同的酶切位点分别克隆到

pL/PGK-TetON3G和pL/PGK-rtTA3载体中，新克隆载体命名为pL/RFP/PGK-TetON3G或pL/

RFP/PGK-rtTA3。

[0093] (6)亚克隆四环素诱导型启动子TRE3Gp、TRE3Gs或TetO6：

[0094] 用MluI-AgeI分别酶切pL/RFP/PGK-TetON3G或pL/RFP/PGK-rtTA3载体，然后将合

成的诱导型启动子TRE3Gp、TRE3Gs或TetO6启动子(核苷酸序列分别为SEQ  ID  NO5、6、7)分

别通过相同的酶切位点插入骨架载体，得到新的载体分别命名为：

[0095] pL/TRE3Gp-RFP/PGK-TetON3G；pL/TRE3Gs-RFP/PGK-TetON3G；

[0096] pL/TetO6-RFP/PGK-TetON3G；pL/TRE3Gp-RFP/PGK-rtTA3；

[0097] pL/TRE3Gs-RFP/PGK-rtTA3；pL/TetO6-RFP/PGK-rtTA3。

[0098] (7)不同诱导方向慢病毒表达载体：

[0099] 以实施例1(6)中新构建的四环素诱导载体pL/TRE3Gp-RFP/PGK-TetON3G、pL/
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TRE3Gs-RFP/PGK-TetON3G为模板，用上游引物(SEQ  ID  NO：18)和下游引物(SEQ  ID  NO：19)

PCR扩增TRE3Gp-RFP-PolyA、TRE3Gs-RFP-PolyA。以pTRIPz载体为模板，用上游引物(SEQ  ID 

NO：20)和下游引物(SEQ  ID  NO：19)PCR扩增TetO6-RFP-PolyA序列，用XhoI-EcoRI双酶切

PCR产物，然后通过相同的酶切位点分别反向克隆到pL/PGK-TetON3G或pL/PGK-rtTA3载体

中，得到六个反向诱导表达红色荧光蛋白的四环素诱导表达载体：

[0100] pL/RFP-TRE3Gp/PGK-TetON3G；pL/RFP-TRE3Gs/PGK-TetON3G

[0101] pL/RFP-TetO6/PGK-TetON3G；pL/RFP-TRE3Gp/PGK-rtTA3；

[0102] pL/RFP-TRE3Gs/PGK-rtTA3；pL/RFP-TetO6/PGK-rtTA3。

[0103] 其中，载体pL/RFP-TRE3Gp/PGK-TetON3G的质粒图谱如图6所示。

[0104] (8)亚克隆荧光素酶蛋白Luc：

[0105] 以p4xSTAT6-Luc2P(Addgene)载体为模板，用上游引物(SEQ  ID  NO：21)和下游引

物(SEQ  ID  NO：22)扩增Luc片段，扩增之前突变掉Luc2P序列中的AgeI位点。用AgeI-XbaI双

酶切PCR产物，然后通过相同的酶切位点分别克隆到实施例1(6)(7)新构建的诱导表达红色

荧光蛋白载体中，构建十二个正反向诱导表达Luc的定量分析载体。

[0106] 表2扩增不同载体序列所需引物

[0107]
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[0108]

[0109] (9)不同诱导型启动子、反义四环素转录因子与诱导方向载体的系统性分析

[0110] 以(6)-(8)中制备得到的重组诱导表达红色荧光载体与表达荧火虫荧光素酶载体

进行载体的诱导性启动子、反义四环素转录因子与诱导方向的诱导效率分析，具体包括以

下步骤：

[0111] 使用加10％FBS的DMEM培养293A细胞于37℃、5％CO2的培养箱中，转染前一天接种

细胞于48孔板，细胞密度为5.0×104个细胞/孔，培养12～24h。

[0112] 诱导红色荧光蛋白表达实验：待细胞密度达到60％～80％时，pL/TRE3Gp-RFP/

PGK-TetON3G、pL/TRE3Gs-RFP/PGK-TetON3G等十二种诱导表达红色荧光载体分别与绿色荧

光蛋白质粒用PEI转染试剂共转细胞。该转染体系所需的重组载体及绿色荧光载体分别为

400ng和100ng；将上述质粒混合均匀后，补加NaCl(150mM)使Solution  A终体积为12.5μl；

每组所需转染试剂PEI为4μl，Solution  B中所需的NaCl(150mM)为8.5μl。实验以红色荧光

蛋白作为目的基因，绿色荧光蛋白作为归一化内参。

[0113] 诱导红色荧光素酶表达实验：待细胞密度达到60％～80％时，pL/TRE3Gp-Luc/

PGK-TetON3G、pL/TRE3Gs-Luc/PGK-TetON3G等十二种诱导表达荧光素酶载体分别与海肾荧

光素酶表达载体用PEI转染试剂共转细胞。该转染体系所需的重组载体及海肾荧光素酶载

体分别为50ng和5ng，每组设置4个重复。实验以萤火虫荧光素酶表达量为目的蛋白，海肾荧

光素酶表达水平为内参。

[0114] Solution  A与Solution  B混合均匀后，室温静置10min。

[0115] 将体积为50μl的转染试剂添加到293A细胞培养液中，轻轻混匀后培养箱中培养4-

8h，更换新鲜的培养液，实验分为两组，一组换液时加含有Dox(Doxycycline，终浓度2μg/

ml)诱导剂的培养液，另一组更换无Dox的新鲜培养液(对照组)，红绿荧光转染组48h后在荧

光显微镜下观察绿色荧光蛋白及红色荧光蛋白的表达情况。

[0116] 荧光素酶蛋白表达组转染48h后收集细胞，1×PBS清洗细胞两次，每孔加入20μl  1

×Passive  Lysis  Buffer，室温温和震荡裂解细胞15min，收集细胞裂解液，2500rpm离心

5min。每组样品吸取2μl，加入10μl的LARII溶液，轻轻涡旋混匀，使用Lumat3LB9508仪器检

测萤火虫荧光素酶催化底物产生的荧光读值，然后加入10μl的Stop&Glo溶液，涡旋混匀后

检测海肾荧光素酶催化底物产生的荧光读值，萤火虫荧光素酶的活性通过内参荧光素酶的
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活性来标准化。每次检测时长设为5s。

[0117] 本实施例对三种诱导性启动子、两种反义四环素转录因子、正反不同诱导方向进

行系统性比较分析。在pLVX-hPGK-P2A-Puro载体骨架上构建了对应的四环素诱导表达载

体。从图3a～图3d结果看出，反义四环素转录因子的比较中，TetON3G构成的诱导表达载体

相比rtTA3载体具有更高的目的蛋白诱导表达水平以及更低的本底表达水平。三种诱导性

启动子的比较中，TRE3Gp启动子具有最高的诱导活性，TetO6居中，而TRE3Gs最弱。本底活性

比较中，TRE3Gs最低，TRE3Gp居中而TetO6最高。结果导致对应的TRE3Gp诱导倍数最高，

TRE3Gs居中而TetO6最低。正反诱导方向的比较中，反向诱导系统诱导活性与诱导倍数都强

于正向诱导系统，只有TetO6的正向诱导系统由于本地表达活性降低而导致诱导倍数强于

反向诱导系统。结果表明，由TRE3Gp和TetON3G反向组合的慢病毒诱导表达载体具有最高的

诱导活性、诱导倍数以及较低的本底表达水平，具有更好的应用前景。

[0118] 实施例2不同反义四环素转录激活因子启动子的载体的构建及功能分析

[0119] 本实施例定量研究了五种不同的反义四环素转录激活因子启动子对系统诱导活

性、本底表达水平以及诱导倍数的影响，在已筛选出的载体骨架的基础上对载体进行进一

步的优化研究。

[0120] (1)不同启动子载体的构建

[0121] 本实施例中用于扩增不同载体序列所需引物，见表3。以pIRESneo-FLAG-HA-Ago2

(Addgene)载体为模板，用上游引物(SEQ  ID  No：23)和下游引物(SEQ  ID  No：24)扩增CMV片

段；以pCDH-CMV-MCS-EF1-copGFP(SBI)载体为模板，用上游引物(SEQ  ID  No：25)和下游引

物(SEQ  ID  No：26)扩增EF1a片段；以pTRIPz(Thermofisher)载体为模板，用上游引物(SEQ 

ID  No：27)和下游引物(SEQ  ID  No：28)扩增Ubc片段；以pmirGLO(Promega)载体为模板，用

上游引物(SEQ  ID  No：29)和下游引物(SEQ  ID  No：30)扩增SV40片段。用XhoI-BstBI双酶切

PCR产物，然后克隆到经同样双酶切的pL/Luc-TRE3Gp/PGK-TetON3G载体中，得到四种新的

重组载体分别命名为：

[0122] pL/Luc-TRE3Gp/CMV-TetON3G；pL/Luc-TRE3Gp/EF1a-TetON3G；

[0123] pL/Luc-TRE3Gp/Ubc-TetON3G；pL/Luc-TRE3Gp/SV40-TetON3G。

[0124] 表3扩增不同载体序列所需引物

[0125]
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[0126]

[0127] (2)不同反义四环素转录激活因子启动子的诱导表达载体的定量分析

[0128] 本实施例针对2中制备得到的四种重组载体与pL/Luc-TRE3Gp/PGK-TetON3G进行

比较，分析五种载体的荧光素酶诱导表达水平、本底表达水平以及诱导倍数，具体步骤如下

所示：

[0129] 转染前一天293A细胞接种于48孔板，接种后细胞培养12-24h。同实施例1。

[0130] 待细胞密度达到60％～80％时，进行转染实验，同实施例1。

[0131] 将实施例2中的四种重组质粒、pL/Luc-TRE3Gp/PGK-TetON3G质粒与海肾荧光素酶

载体共转293A细胞，4～8h后更换Dox+/-的新鲜培养液。转染细胞48h后分析其荧光素酶活

性以及诱导倍数，具体操作同实施例1。

[0132] 实施例2在已构建的新型四环素慢病毒诱导表达体系的基础上对五种不同启动子

进行了比较分析。从图4a～4b结果看出，反向诱导系统中，CMV启动子虽然具有最高的诱导

表达水平，但背景表达水平也很高；PGK启动子则具有最低的背景表达水平，且在诱导活性

上与另外三个启动子相近，由于其具有的显著低于其他四着的背景表达水平而导致其诱导

倍数显著高于另外四种启动子。故由定量结果可知，PGK启动子由于其不低的诱导活性、最

低的背景表达水平以及显著地诱导倍数而最适合于诱导表达体系，具有更好的应用前景。

[0133] 实施例3新型四环素诱导系统在CRISPR/Cas9体系中的应用

[0134] 本实施例将新开发的四环素诱导系统应用于CRISPR/Cas9体系中，构建新型诱导

型CRISPR/Cas9系统，并于细胞水平验证了诱导型CRISPR/Cas9系统的诱导效率。

[0135] (1)pL/Cas9-TRE3Gp/PGK-TetON3G载体的构建

[0136] 以LentiCRISPR  v2(Addgene)载体为模板，用上游引物(SEQ  ID  No：31)与下游引

物(SEQ  ID  No：32)PCR扩增Cas9-Flag序列，用AgeI-XbaI双酶切PCR产物，然后反向克隆到

经同样双酶切的pL/RFP-TRE3Gp/PGK-TetON3G载体中，得到新型诱导型CRISPR/Cas9载体并

命名为pL/Cas9-TRE3Gp/PGK-TetON3G。

[0137] (2)pL/U6-ccdb/Cas9-TRE3Gp/PGK-TetON3G载体的构建

[0138] 以LentiCRISPR  v2(Addgene)载体为模板，用上游引物(SEQ  ID  No：33)与下游引

物(SEQ  ID  No：34)PCR扩增ClaI位点突变的U6-ccdb序列，用ClaI-MluI双酶切PCR产物，然

后克隆到经同样双酶切的pL/Cas9-TRE3Gp/PGK-TetON3G载体中，U6-ccdb与诱导型Cas9共

表达载体命名为pL/U6-ccdb/Cas9-TRE3Gp/PGK-TetON3G。

[0139] 表4扩增不同载体序列所需引物
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[0140]

[0141] (3)新型诱导型CRISPR/Cas9体系的诱导表达水平验证

[0142] 以(2)制备得到重组载体进行诱导型CRISPR/Cas9系统诱导效率的验证，具体步骤

如下所示。

[0143] 转染前一天293A细胞接种于12孔板，接种后细胞培养12-24h。同实施例1。

[0144] 待细胞密度达到60％～80％时，进行转染实验，同实施例1。

[0145] 将实施例3中的诱导型CRISPR/Cas9载体与对照载体pL/Luc-TRE3Gp/PGK-TetON3G

转染293A细胞。48h后裂解细胞，收集蛋白样品，进行蛋白定量，取30μg的蛋白样品上样，80V

恒压条件下跑浓缩胶后再120V恒压跑分离胶。

[0146] 0 .25A恒流转膜2h，转膜后，将膜放置于5％脱脂奶粉封闭液中封闭1h，再用1×

TBST将膜洗两遍。

[0147] 加入用2％BSA(牛血清蛋白)配制的Flag、β-actin一抗(1:5000稀释)，放置于摇床

中，4℃过夜。

[0148] 第二天用1×TBST将膜洗三次，每次5min，加入用3％脱脂奶粉配制的兔/鼠的二抗

(1:5000稀释)，置室温杂交1h后进行显色(或化学发光自显影反应)。

[0149] 实施例3针对新构建的四环素诱导系统在CRISPR/Cas9体系上进行应用，通过诱导

表达Cas9蛋白构建一种诱导型CRISPR/Cas9系统。从图5结果看出，Dox刺激条件下该诱导体

系中的反向诱导型启动子TRE3Gp能高效诱导表达Cas9蛋白，且已知U6启动子能启动sgRNA

的胞内表达，故当研究人员将sgRNA通过BsmBI的酶切位点替换掉载体中的ccdb序列，该诱

导型CRISPR/Cas9体系能在组成型表达sgRNA的同时通过Dox诱导表达Cas9蛋白。

[0150] 应当理解的是，本发明的应用不限于上述的举例，对本领域普通技术人员来说，可

以根据上述说明加以改进或变换，所有这些改进和变换都应属于本发明所附权利要求的保

护范围。
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[0001] SEQUENCE  LISTING

[0002] <110>  深圳大学

[0003] <120> 一种四环素慢病毒诱导表达载体及其建立方法和应用

[0004] <160>  34

[0005] <210>  1

[0006] <211>  863

[0007] <212>  DNA

[0008] <213>  Artificial

[0009] <220>

[0010] <223>  TetON3G-P2A基因序列

[0011] <400>  1

[0012] caccatcgat  acgcgttcta  gaaccggtga  attcctcgag  ttcgaaatgt  caagactgga  60

[0013] caagagcaaa  gtcataaact  ctgctctgga  attactcaat  ggagtcggta  tcgaaggcct  120

[0014] gacgacaagg  aaactcgctc  aaaagctggg  agttgagcag  cctaccctgt  actggcacgt  180

[0015] gaagaacaag  cgggccctgc  tcgatgccct  gccaatcgag  atgctggaca  ggcatcatac  240

[0016] ccactcctgc  cccctggaag  gcgagtcatg  gcaagacttt  ctgcggaaca  acgccaagtc  300

[0017] ataccgctgt  gctctcctct  cacatcgcga  cggggctaaa  gtgcatctcg  gcacccgccc  360

[0018] aacagagaaa  cagtacgaaa  ccctggaaaa  tcagctcgcg  ttcctgtgtc  agcaaggctt  420

[0019] ctccctggag  aacgcactgt  acgctctgtc  cgccgtgggc  cactttacac  tgggctgcgt  480

[0020] attggaggaa  caggagcatc  aagtagcaaa  agaggaaaga  gagacaccta  ccaccgattc  540

[0021] tatgccccca  cttctgaaac  aagcaattga  gctgttcgac  cggcagggag  ccgaacctgc  600

[0022] cttccttttc  ggcctggaac  taatcatatg  tggcctggag  aaacagctaa  agtgcgaaag  660

[0023] cggcgggccg  accgacgccc  ttgacgattt  tgacttagac  atgctcccag  ccgatgccct  720

[0024] tgacgacttt  gaccttgata  tgctgcctgc  tgacgctctt  gacgattttg  accttgacat  780

[0025] gctccccggg  agcggagcta  ctaacttcag  cctgctgaag  caggctggcg  acgtggagga  840

[0026] gaaccctgga  cctggatccg  gtg  863

[0027] <210>  2

[0028] <211>  719

[0029] <212>  DNA

[0030] <213>  Artificial

[0031] <220>

[0032] <223>  rtTA3片段基因序列

[0033] <400>  2

[0034] caccttcgaa  atgtctaggc  tggacaagag  caaagtcata  aacggagctc  tggaattact  60

[0035] caatggtgtc  ggtatcgaag  gcctgacgac  aaggaaactc  gctcaaaagc  tgggagttga  120

[0036] gcagcctacc  ctgtactggc  acgtgaagaa  caagcgggcc  ctgctcgatg  ccctgccaat  180

[0037] cgagatgctg  gacaggcatc  atacccactt  ctgccccctg  gaaggcgagt  catggcaaga  240

[0038] ctttctgcgg  aacaacgcca  agtcataccg  ctgtgctctc  ctctcacatc  gcgacggggc  300
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[0039] taaagtgcat  ctcggcaccc  gcccaacaga  gaaacagtac  gaaaccctgg  aaaatcagct  360

[0040] cgcgttcctg  tgtcagcaag  gcttctccct  ggagaacgca  ctgtacgctc  tgtccgccgt  420

[0041] gggccacttt  acactgggct  gcgtattgga  ggaacaggag  catcaagtag  caaaagagga  480

[0042] aagagagaca  cctaccaccg  attctatgcc  cccacttctg  agacaagcaa  ttgagctgtt  540

[0043] cgaccggcag  ggagccgaac  ctgccttcct  tttcggcctg  gaactaatca  tatgtggcct  600

[0044] ggagaaacag  ctaaagtgcg  aaagcggcgg  gccgaccgac  gcccttgacg  attttgactt  660

[0045] agacatgctc  ccagccgatg  cccttgacga  ttttgacctt  gacatgctcc  ccgggggtg  719

[0046] <210>  3

[0047] <211>  519

[0048] <212>  DNA

[0049] <213>  Artificial

[0050] <220>

[0051] <223>  PGK启动子片段基因序列

[0052] <400>  3

[0053] ttccacgggg  ttggggttgc  gccttttcca  aggcagccct  gggtttgcgc  agggacgcgg  60

[0054] ctgctctggg  cgtggttccg  ggaaacgcag  cggcgccgac  cctgggtctc  gcacattctt  120

[0055] cacgtccgtt  cgcagcgtca  cccggatctt  cgccgctacc  cttgtgggcc  ccccggcgac  180

[0056] gcttcctgct  ccgcccctaa  gtcgggaagg  ttccttgcgg  ttcgcggcgt  gccggacgtg  240

[0057] acaaacggaa  gccgcacgtc  tcactagtac  cctcgcagac  ggacagcgcc  agggagcaat  300

[0058] ggcagcgcgc  cgaccgcgat  gggctgtggc  caatagcggc  tgctcagcag  ggcgcgccga  360

[0059] gagcagcggc  cgggaagggg  cggtgcggga  ggcggggtgt  ggggcggtag  tgtgggccct  420

[0060] gttcctgccc  gcgcggtgtt  ccgcattctg  caagcctccg  gagcgcacgt  cggcagtcgg  480

[0061] ctccctcgtt  gaccgaatca  ccgacctctc  tccccaggg  519

[0062] <210>  4

[0063] <211>  844

[0064] <212>  DNA

[0065] <213>  Artificial

[0066] <220>

[0067] <223>  RFP-PolyA序列

[0068] <400>  4

[0069] caccaccggt  atgagcgagc  tgatcaagga  gaacatgcac  atgaagctgt  acatggaggg  60

[0070] caccgtgaac  aaccaccact  tcaagtgcac  atccgagggc  gaaggcaagc  cctacgaggg  120

[0071] cacccagacc  atgaagatca  aggtggtcga  gggcggccct  ctccccttcg  ccttcgacat  180

[0072] cctggctacc  agcttcatgt  acggcagcaa  agccttcatc  aaccacaccc  agggcatccc  240

[0073] cgacttcttt  aagcagtcct  tccctgaggg  cttcacatgg  gagagaatca  ccacatacga  300

[0074] agacgggggc  gtgctgaccg  ctacccagga  caccagcttc  cagaacggct  gcatcatcta  360

[0075] caacgtcaag  atcaacgggg  tgaacttccc  atccaacggc  cctgtgatgc  agaagaaaac  420

[0076] acgcggctgg  gaggccaaca  ccgagatgct  gtaccccgct  gacggcggcc  tgagaggcca  480

[0077] cagccagatg  gccctgaagc  tcgtgggcgg  gggctacctg  cactgctcct  tcaagaccac  540
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[0078] atacagatcc  aagaaacccg  ctaagaacct  caagatgccc  ggcttccact  tcgtggacca  600

[0079] cagactggaa  agaatcaagg  aggccgacaa  agagacctac  gtcgagcagc  acgagatggc  660

[0080] tgtggccaag  tactgcgacc  tccctagcaa  actggggcac  agataatcta  gaaacttgtt  720

[0081] tattgcagct  tataatggtt  acaaataaag  caatagcatc  acaaatttca  caaataaagc  780

[0082] atttttttca  ctgcattcta  gttgtggttt  gtccaaactc  atcaatgtat  cttagaattc  840

[0083] ggtg  844

[0084] <210>  5

[0085] <211>  358

[0086] <212>  DNA

[0087] <213>  Artificial

[0088] <220>

[0089] <223> 诱导型启动子TRE3Gp序列

[0090] <400>  5

[0091] gcgttttact  ccctatcagt  gatagagaac  gtatgaagag  tttactccct  atcagtgata  60

[0092] gagaacgtat  gcagacttta  ctccctatca  gtgatagaga  acgtataagg  agtttactcc  120

[0093] ctatcagtga  tagagaacgt  atgaccagtt  tactccctat  cagtgataga  gaacgtatct  180

[0094] acagtttact  ccctatcagt  gatagagaac  gtatatccag  tttactccct  atcagtgata  240

[0095] gagaacgtat  aagctttagg  cgtgtacggt  gggcgcctat  aaaagcagag  ctcgtttagt  300

[0096] gaaccgtcag  atcgcctgga  gcaattccac  aacacttttg  tcttatactt  gcggccgc  358

[0097] <210>  6

[0098] <211>  378

[0099] <212>  DNA

[0100] <213>  Artificial

[0101] <220>

[0102] <223> 诱导型启动子TRE3Gs序列

[0103] <400>  6

[0104] gcgttttact  ccctatcagt  gatagagaac  gtatgaagag  tttactccct  atcagtgata  60

[0105] gagaacgtat  gcagacttta  ctccctatca  gtgatagaga  acgtataagg  agtttactcc  120

[0106] ctatcagtga  tagagaacgt  atgaccagtt  tactccctat  cagtgataga  gaacgtatct  180

[0107] acagtttact  ccctatcagt  gatagagaac  gtatatccag  tttactccct  atcagtgata  240

[0108] gagaacgtat  aagcttttgc  ttatgtaaac  cagggcgcct  ataaaagagt  gctgattttt  300

[0109] tgagtaaact  tcaattccac  aacacttttg  tcttatacca  actttccgta  ccacttccta  360

[0110] ccctcgtaaa  gcggccgc  378

[0111] <210>  7

[0112] <211>  299

[0113] <212>  DNA

[0114] <213>  Artificial

[0115] <220>

[0116] <223> 诱导型启动子TetO6序列
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[0117] <400>  7

[0118] cacctctaga  cgagtttact  ccctatcagt  gatagagaac  gatgtcgagt  ttactcccta  60

[0119] tcagtgatag  agaacgtatg  tcgagtttac  tccctatcag  tgatagagaa  cgtatgtcga  120

[0120] gtttactccc  tatcagtgat  agagaacgta  tgtcgagttt  atccctatca  gtgatagaga  180

[0121] acgtatgtcg  agtttactcc  ctatcagtga  tagagaacgt  atgtcgaggt  aggcgtgtac  240

[0122] ggtgggaggc  ctatataagc  agagctcgtt  tagtgaaccg  tcagatcgca  ccggtggtg  299

[0123] <210>  8

[0124] <211>  25

[0125] <212>  DNA

[0126] <213>  Artificial

[0127] <220>

[0128] <223>  引物Puro-BamHI-U序列

[0129] <400>  8

[0130] ggatccatga  ccgagtacaa  gccca  25

[0131] <210>  9

[0132] <211>  26

[0133] <212>  DNA

[0134] <213>  Artificial

[0135] <220>

[0136] <223>  引物Puro-SpeI-D序列

[0137] <400>  9

[0138] actagtcagg  caccgggctt  gcgggt  26

[0139] <210>  10

[0140] <211>  30

[0141] <212>  DNA

[0142] <213>  Artificial

[0143] <220>

[0144] <223>  引物rtTA3-BstBI-U序列

[0145] <400>  10

[0146] caccttcgaa  atgtctaggc  tggacaagag  30

[0147] <210>  11

[0148] <211>  24

[0149] <212>  DNA

[0150] <213>  Artificial

[0151] <220>

[0152] <223>  引物rtTA3-SmaI-D序列

[0153] <400>  11

[0154] cacccccggg  gagcatgtca  aggt  24

[0155] <210>  12
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[0156] <211>  40

[0157] <212>  DNA

[0158] <213>  Artificial

[0159] <220>

[0160] <223>  引物PGK-XhoI-U序列

[0161] <400>  12

[0162] gcttaattaa  ctcgagttcc  acggggttgg  ggttgcgcct  40

[0163] <210>  13

[0164] <211>  42

[0165] <212>  DNA

[0166] <213>  Artificial

[0167] <220>

[0168] <223>  引物PGK-BstBI-D序列

[0169] <400>  13

[0170] tccagccttg  acatggtgtt  cgaaccctgg  ggagagaggt  cg  42

[0171] <210>  14

[0172] <211>  25

[0173] <212>  DNA

[0174] <213>  Artificial

[0175] <220>

[0176] <223>  引物RFP-AgeI-U序列

[0177] <400>  14

[0178] caccaccggt  atgagcgagc  tgatc  25

[0179] <210>  15

[0180] <211>  32

[0181] <212>  DNA

[0182] <213>  Artificial

[0183] <220>

[0184] <223>  引物RFP-XbaI-D序列

[0185] <400>  15

[0186] aacaagtttc  tagattatct  gtgccccagt  tt  32

[0187] <210>  16

[0188] <211>  30

[0189] <212>  DNA

[0190] <213>  Artificial

[0191] <220>

[0192] <223>  引物PolyA-XbaI-U序列

[0193] <400>  16

[0194] acagataatc  tagaaacttg  tttattgcag  30
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[0195] <210>  17

[0196] <211>  25

[0197] <212>  DNA

[0198] <213>  Artificial

[0199] <220>

[0200] <223>  引物PolyA-EcoRI-U序列

[0201] <400>  17

[0202] caccgaattc  taagatacat  tgatg  25

[0203] <210>  18

[0204] <211>  21

[0205] <212>  DNA

[0206] <213>  Artificial

[0207] <220>

[0208] <223>  引物TRE3G-XhoI-U序列

[0209] <400>  18

[0210] caccctcgag  gcgttttact  c  21

[0211] <210>  19

[0212] <211>  25

[0213] <212>  DNA

[0214] <213>  Artificial

[0215] <220>

[0216] <223>  引物PolyA-MluI-D序列

[0217] <400>  19

[0218] caccacgcgt  taagatacat  tgatg  25

[0219] <210>  20

[0220] <211>  21

[0221] <212>  DNA

[0222] <213>  Artificial

[0223] <220>

[0224] <223>  引物TetO6-XhoI-U序列

[0225] <400>  20

[0226] caccctcgag  tagacgagtt  t  21

[0227] <210>  21

[0228] <211>  26

[0229] <212>  DNA

[0230] <213>  Artificial

[0231] <220>

[0232] <223>  引物Luc2P-AgeI-U序列

[0233] <400>  21
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[0234] caccaccggt  atggaagatg  ccaaaa  26

[0235] <210>  22

[0236] <211>  25

[0237] <212>  DNA

[0238] <213>  Artificial

[0239] <220>

[0240] <223>  引物Luc2P-XbaI-D序列

[0241] <400>  22

[0242] cacctctaga  ttagacgttg  atcct  25

[0243] <210>  23

[0244] <211>  35

[0245] <212>  DNA

[0246] <213>  Artificial

[0247] <220>

[0248] <223>  引物CMV-XhoI-U序列

[0249] <400>  23

[0250] caccctcgag  cgcgttatta  atagtaatca  attac  35

[0251] <210>  24

[0252] <211>  38

[0253] <212>  DNA

[0254] <213>  Artificial

[0255] <220>

[0256] <223>  引物CMV-BstBI-D序列

[0257] <400>  24

[0258] ggtgttcgaa  gcgccggtgc  cagtaagcag  tgggttct  38

[0259] <210>  25

[0260] <211>  30

[0261] <212>  DNA

[0262] <213>  Artificial

[0263] <220>

[0264] <223>  引物EF1a-XhoI-U序列

[0265] <400>  25

[0266] caccctcgag  aaggatctgc  gatcgctccg  30

[0267] <210>  26

[0268] <211>  30

[0269] <212>  DNA

[0270] <213>  Artificial

[0271] <220>

[0272] <223>  引物EF1a-BstBI-D序列
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[0273] <400>  26

[0274] caccttcgaa  gcgccggtca  cagcttggat  30

[0275] <210>  27

[0276] <211>  35

[0277] <212>  DNA

[0278] <213>  Artificial

[0279] <220>

[0280] <223>  引物Ubc-XhoI-U序列

[0281] <400>  27

[0282] caccctcgag  cgcgtggcct  ccgcgccggg  ttttg  35

[0283] <210>  28

[0284] <211>  38

[0285] <212>  DNA

[0286] <213>  Artificial

[0287] <220>

[0288] <223>  引物Ubc-BstBI-D序列

[0289] <400>  28

[0290] ggtgttcgaa  gcgccggtat  ggatccgcta  gcgtctaa  38

[0291] <210>  29

[0292] <211>  35

[0293] <212>  DNA

[0294] <213>  Artificial

[0295] <220>

[0296] <223>  引物SV40-XhoI-U序列

[0297] <400>  29

[0298] caccctcgag  cgcgtgcgca  gcaccatggc  ctgaa  35

[0299] <210>  30

[0300] <211>  38

[0301] <212>  DNA

[0302] <213>  Artificial

[0303] <220>

[0304] <223>  引物SV40-BstBI-D序列

[0305] <400>  30

[0306] ggtgttcgaa  gcgccggtaa  gctttttgca  aaagccta  38

[0307] <210>  31

[0308] <211>  30

[0309] <212>  DNA

[0310] <213>  Artificial

[0311] <220>
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[0312] <223>  引物Cas9-AgeI-U序列

[0313] <400>  31

[0314] caccaccggt  atggacaaga  agtacagcat  30

[0315] <210>  32

[0316] <211>  29

[0317] <212>  DNA

[0318] <213>  Artificial

[0319] <220>

[0320] <223>  引物Flag-XbaI-D序列

[0321] <400>  32

[0322] caccacgcgt  ttacttatcg  tcatcgtct  29

[0323] <210>  33

[0324] <211>  28

[0325] <212>  DNA

[0326] <213>  Artificial

[0327] <220>

[0328] <223>  引物U6-ClaI-U序列

[0329] <400>  33

[0330] caccatcgat  gagggcctat  ttcccatg  28

[0331] <210>  34

[0332] <211>  34

[0333] <212>  DNA

[0334] <213>  Artificial

[0335] <220>

[0336] <223>  引物Ccdb-MluI-D序列

[0337] <400>  34

[0338] caccacgcgt  aaaaaagcac  cgactcggtg  ccac  34
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图1

说　明　书　附　图 1/7 页
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图2

说　明　书　附　图 2/7 页

25

CN 107523588 B

25



图3a
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图3b
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图3c

图3d
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图4a

图4b
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图5

图6
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