
神经源性一氧化氮合酶（neuronal nitric oxide synthase，nNOS）是一氧化氮合酶的一种亚型，主要

存在于神经元中［1］。另外2种亚型是内皮型一氧化

氮合酶（endothelial nitric oxide synthase，eNOS）和诱

导型一氧化氮合酶（inducible nitric oxide synthase，
iNOS）。eNOS主要在血管内皮细胞中表达，而 iNOS
主要是在损伤后诱导表达［2-3］。nNOS是一种催化
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［摘 要］ 目的：构建编码大鼠神经元型一氧化氮合酶（neuronal nitric oxide synthase，nNOS）全长基因的慢病毒载体，并检测

其表达效率和催化活性功能。方法：采用RT⁃PCR提取nNOS的 cDNA，同时改造真核表达载体pCDH⁃GFP。鉴定nNOS的 cD⁃
NA碱基序列正确后，将目的基因克隆入慢病毒载体pCDH⁃GFP，得重组载体pCDH⁃GFP/nNOS，采用Lipofectamine 2000将其及

慢病毒包装辅助质粒转染293T细胞，超速离心纯化后，感染神经干细胞和海马齿状回神经元进行感染能力鉴定，并检测nNOS
蛋白表达和催化功能。结果：成功构建编码nNOS全长 cDNA，测序证明重组慢病毒载体pCDH⁃GFP/nNOS构建成功。包装慢

病毒颗粒LV⁃nNOS⁃GFP可以感染离体神经干细胞和在体神经元。Western blot检测证明nNOS蛋白成功表达。一氧化氮浓度

检测表明表达的nNOS具有催化活性。结论：慢病毒载体LV⁃nNOS⁃GFP构建成功，可以表达功能性全长nNOS蛋白。
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［Abstract］ Objective：This study aims to construct the lentiviral vector carrying the cDNA encoding neuronal nitric oxide synthase
（nNOS）of rat and to detect its expression and catalytic function. Methods：The cDNA of nNOS was extracted by RT⁃PCR followed by
eukaryotic expression vector of CDH ⁃GFP for cloning．After confirming the cDNA of nNOS by sequencing，cDNA of nNOS was
cloned into the lentiviral vector pCDH⁃GFP for constructing recombinant vector pCDH⁃GFP/nNOS．The plasmid pCDH⁃GFP/nNOS
was then transfected into 293T cells in the presence ofhelper plasmids by Lipofectamine 2000 mediation for packing lentiviral particles
LV ⁃ nNOS ⁃ GFP． The cultured neuronal stem cells（NSCs）were used to verify whether LV ⁃ nNOS ⁃ GFP can infect NSCs by co ⁃
incubation with LV⁃nNOS⁃GFP Afterwards，LV⁃nNOS⁃GFP was injected into the dentate gyrys（DG）of the hippocampus to measure the
expression of nNOS and the generation of nitric oxide（NO）. Results：The full length cDNA of nNOS could besuccessfully amplified
and constructed into the recombinant lentiviral vector pCDH⁃GFP/nNOS. The packaged LV⁃nNOS⁃GFP successfully infected cultured
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酶，主要催化生成一氧化氮（nitric oxide，NO）。NO是

一种气体神经递质或神经调节物质，是在一氧化氮合

酶的参与下由L⁃精氨酸合成产生。NO作为一种信号

分子几乎完全由一氧化氮合酶家族通过生物学方法

合成，由包括氧气和其他辅酶分子比如NADPH、黄

素、四氢生物蝶呤在内的两步反应完成［4］。大量研究

表明大脑中 nNOS与脑卒中、抑郁症、恐惧记忆、癫

痫等多种疾病有密切关联［5］。

目前研究 nNOS的功能主要基于其化学抑制

剂、RNA干扰、基因敲除小鼠等方法，尚没有过表达

完整功能性nNOS的病毒工具［6］。编码nNOS的基因

全长达4 389 bp，PCR时极易导致碱基错配，因而克

隆技术难以将其正确完整片段准确构建到病毒质

粒载体中［7］。本研究通过高通量筛选方法，测序得

到正确编码nNOS全长 cDNA，并且成功构建到慢病

毒载体中，包装得到高滴度 LV⁃nNOS⁃GFP。LV⁃
nNOS⁃GFP病毒能够高效感染神经干细胞（neuronal
stem cells，NSCs）和在体神经元，并且过表达 nNOS
具有催化生成NO的功能。本工作为研究 nNOS在

相关疾病中的功能提供了一种新的工具。

1 材料和方法

1.1 材料

清洁级C57BL/6小鼠（7~8周，22~25 g）以及出

生后 1 d的幼年大鼠（南京大学实验动物中心）。

293T 细胞和神经干细胞（上海细胞库）。DMEM/
F12、神经基础培养基、B27（Gibco 公司，美国）；

TRIzol、脂质体转染试剂盒 Lipofectamine 2000（Invit⁃
rogen 公司，美国）；2×PCR MasterMix、DNA Marker
（北京天根生化科技有限公司）；XbaⅠ和NotⅠ限制

性内切酶、DNA胶回收试剂盒、小鼠抗Flag⁃Tag单克

隆抗体、质粒 pHelper1.0（VSVG 元件）载体、质粒

pHelper2.0（RSV元件）载体、质粒 pHelper3.0（MDL
元件）（上海生工生物工程有限公司）；BeyoFusionTM

Plus DNA Polymerase、T4连接酶（上海碧云天生物科

技有限公司）；pCDH⁃GFP载体（上海吉凯基因化学

技术有限公司）；兔抗 nNOS 多克隆抗体（Thermo
Fisher公司，美国）；小鼠抗GAPDH单克隆抗体（上

海康成公司）；羊抗兔 IgG抗体、羊抗小鼠 IgG抗体

（上海联科公司）；其他试剂均为分析纯。

1.2 方法

1.2.1 慢病毒载体pCDH⁃GFP/nNOS的构建

提取幼年大鼠海马的齿状回（dentate gyrus，
DG）组织，采用TRIzol法提取总RNA并逆转成cDNA

作为模板。根据GenBank中大鼠 nNOS基因序列设

计引物，通过两步 PCR法在 nNOS基因序列的N端

引入 flag标签。第一步 PCR上游引物为：5′⁃GAT⁃
GACGACGATGAAGAGAACA⁃3′，下游引物为：5′⁃
ATAGTTTAGCGGCCGCTTAGGAGCTGAAAACC⁃3′，
C端引入NotⅠ酶切位点，PCR产物长度为4 420 bp，
反应条件如下：95 ℃预变性 5 min；94 ℃ 30 s，60 ℃
6 min，72 ℃ 1 min，循环30次；72 ℃延伸10 min。第

二步 PCR采用第一步 PCR产物为模板，上游引物

为：5′⁃TGCTCTAGAGCCACCATGGATTACAAGGAT⁃
GACGACGAT⁃3′，下游引物为：5′⁃ATAGTTTAGCG⁃
GCCGCTTAGGAGCTGAAAACC⁃3′，N端引入XbaⅠ
酶切位点和 flag标签，PCR产物长度为4 453 bp，反应

条件如下：95 ℃预变性5 min；94 ℃ 30 s，56 ℃ 6 min，
72 ℃ 1 min，循环30次；72 ℃延伸10 min。PCR产物

进行 1%琼脂糖凝胶电泳，紫外切胶仪下切胶回收

4 453 bp处凝胶块，DNA胶回收试剂盒回收核酸产

物。慢病毒载体 pCDH与目的基因用XbaⅠ、NotⅠ
限制性核酸内切酶双酶切，1%琼脂糖凝胶电泳，切

胶回收目的片段。用T4连接酶将慢病毒载体pCDH
与目的基因连接，酶连产物转化至StBl3感受态中，涂

氨苄抗性平板，挑取数个菌落，继续摇菌培养，采用菌

体PCR方式筛选阳性克隆，送去测序鉴定。测序正

确的阳性克隆命名为pCDH⁃GFP⁃flag⁃nNOS/StBl3。
1.2.2 慢病毒载体LV⁃nNOS⁃GFP的包装和滴度测定

将慢病毒颗粒的重组病毒质粒（LV⁃nNOS⁃GFP
质粒）和质粒 pHelper1.0（VSVG 元件）载体、质粒

pHelper2.0（RSV元件）载体、质粒 pHelper3.0（MDL
元件）载体这 3种辅助包装元件载体质粒分别进行

摇菌扩增抽提，用阳离子脂质体Lipofectamine 2000
共转染293T细胞，转染后8 h 更换为完全培养基，培

养 48 h后，收集富含慢病毒颗粒的细胞上清液，对

其浓缩后得到高滴度的慢病毒浓缩液，在 293T 细

胞中采用逐孔稀释法测定并标定病毒滴度。

1.2.3 nNOS表达检测

从共转染的 293T细胞中提取蛋白样品。蛋白

上样量为 20 μg。采用Western blot的方法进行检

测，分别检测nNOS分子和 flag分子。

1.2.4 慢病毒感染神经干细胞和293T细胞

培养 293T细胞和神经干细胞。293T细胞培养

至60%，加病毒浓缩液LV⁃nNOS⁃GFP感染，4 d后显

微镜下观察荧光，并拍照。原代神经干细胞培养接

种时以LV⁃nNOS⁃GFP感染，培养 4 d后观察荧光表

达和增殖情况。
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1.2.5 立体定位注射

将小鼠麻醉后固定于立体定位手术台，以前囟

为参照点，定位海马DG的位置（前后-0.28 mm，左

右±0.25 mm，上下-0.29 mm），进针后缓慢注射浓缩病

毒，留置5 min后拔针，小鼠缝合后返回原笼饲养。

1.2.6 LV⁃nNOS⁃GFP过表达验证

在小鼠的海马DG区注射LV⁃CON病毒和浓缩

包装的LV⁃nNOS⁃GFP病毒，7 d后提取小鼠DG区脑

组织，一抗兔抗 nNOS（1∶1 000稀释），二抗羊抗兔

IgG（1∶2 000 稀释），检测 LV⁃nNOS ⁃GFP 能否使

nNOS过表达。

1.3 统计学方法

应用 Stata11.0统计软件，所有数据均用均数±
标准差（x ± s），采用 t检验，P ≤ 0.05为差异有统计

学意义。

2 结 果

2.1 慢病毒载体pCDH⁃GFP/nNOS的PCR鉴定和测序

从幼年大鼠DG区组织通过逆转录方式获得全

长 nNOS片段（图 1），再通过PCR方式在 nNOS N端

插入 flag标签和XbaⅠ酶切位点，在C端插入NotⅠ
酶切位点（图 2），PCR 产物经酶切与慢病毒载体

pCDH⁃GFP相连，转化感受态 StBl3，挑取 6个克隆，

随机编号为1~6，继续摇菌培养，采用菌体PCR方式

鉴定出阳性克隆为2号、3号和6号（图3），测序结果

（图 4）表明重组质粒中 flag⁃nNOS 的 DNA 序列与

GenBank中检索到的序列一致，且读框正确，flag序
列亦正确插入到 nNOS序列的N端，从而证实了慢

病毒载体pCDH⁃GFP/nNOS的成功构建。

2.2 重组质粒 pCDH⁃GFP/nNOS 转染 293T细胞后

的荧光检测

目的基因 nNOS 融合 GFP 共同表达。pCDH⁃
GFP/nNOS和辅助质粒共同转染 293T 细胞，转染后

48 h可见明显的荧光表达，转染效率高，荧光强度强

（图 5）。
2.3 Western blot检测pCDH⁃GFP/nNOS的表达

pCDH⁃GFP/nNOS和辅助质粒共同转染293T细

胞，48 h后提取细胞蛋白质运用抗nNOS和抗FLAG
一抗进行Western blot检测。由于该载体含有编码

flag的序列，所以可以用 flag来反映目的蛋白的表达

情况。结果显示 control组（无转染组）和空载体组

无条带，pCDH⁃GFP/nNOS 转染组可以观察到 170
kDa附近处有特征条带，其大小和目的基因融合蛋

白相吻合（图 6）。阳性参照（Positive）显示 flag 位

置。总之，该质粒用 flag抗体检测到目的条带，虽然

有少许杂带，但是过表达目的蛋白显著。

2.4 病毒滴度测定结果

包装慢病毒颗粒，命名为LV⁃nNOS⁃GFP。采用

逐孔稀释法测定滴度。在荧光显微镜下观察到带

有荧光的细胞，得到所包装的慢病毒滴度：LV⁃nNOS⁃
GFP：2.8×108 pfu/mL。用浓缩的LV⁃nNOS⁃GFP感染

4 000 bp—
3 000 bp—

1 2

— 4 380 bp

1：DNA Marker；2：nNOS。
图1 RT⁃PCR扩增产物的电泳结果

Figure 1 Electrophoretic result of RT⁃PCR amplification
product

1 2

— 4 000 bp
— 3 000 bp

4 420 bp—

1：nNOS；2：DNA Marker。
图2 第一步PCR产物

Figure 2 Product of first PCR

1 2 3 4 5 6 7

— 4 000 bp
— 3 000 bp

4 453 bp—

1~6：1~6号克隆PCR结果；7：DNA Marker；2、3、6泳道为阳性克隆。

图3 Flag⁃nNOS的PCR鉴定

Figure 3 PCR analysis of Flag⁃nNOS
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293T细胞，验证病毒的感染效率（图7）。
2.5 感染神经干细胞和成年小鼠海马后的荧光检测

用LV⁃nNOS⁃GFP感染具有增殖能力的NSC，3 d
后在荧光显微镜下观察，病毒载体感染NSC效果良

好。将病毒载体立体定位注射到小鼠海马DG，7 d
后灌注切片观察，病毒载体感染小鼠海马DG细胞

良好（图 8），这些结果表明LV⁃nNOS⁃GFP具有较好

的应用效果。

2.6 LV⁃nNOS⁃GFP感染后 nNOS蛋白表达的变化

和检测

分别给小鼠海马DG区注射LV⁃CON病毒和LV
⁃nNOS⁃GFP病毒，7 d后提取小鼠的DG区组织进行

蛋白样本检测，注射 LV⁃nNOS⁃GFP 病毒的小鼠

nNOS蛋白表达量明显高于注射LV⁃CON病毒的小

鼠，同时，注射LV⁃nNOS⁃GFP病毒的小鼠 flag表达正

常，LV⁃nNOS⁃GFP病毒表达没有丢失（图9）。
2.7 LV⁃nNOS⁃GFP感染后NO含量的变化

分别给小鼠海马 DG 区注射 LV⁃CON 病毒和

LV⁃nNOS⁃GFP病毒，2个月后提取小鼠的DG区组织

进行NO含量检测，注射LV⁃nNOS⁃GFP病毒的小鼠

NO含量明显高于注射LV⁃CON病毒的小鼠（图10）。

File：ZB17011300398（m4）3P（011300398.P）［010905253］_Z_A07.ablSample：ZB17011300398（n4）3P（011300398.P） Run Started：Jan 15，2017，4：57：17Lane：63 Base spacing 14.71 Signal G：628 A：1144 T：1035 C：14871001 bases in 12139 scans Page 1 of
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A：前半部分测序结果（部分）；B：后半部分测序结果（部分）。

图4 LV⁃nNOS⁃GFP的测序分析

Figure 4 Results of sequencing of LV⁃nNOS⁃GFP

A：明视野；B：荧光视野。

图5 荧光检测Flag⁃nNOS转染 293T细胞（×100）
Figure 5 Fluorescence analysis of Flag⁃nNOS in 293T cells

（×100）

BA

1 2 3 4 5 6 7 8
—170
—— 130
—100
—70
—55
—40
—35

170—130 ——100—70 ——55—
40—
35—

GAPDH GAPDH
1、8：Marker；2、7：无转染组 293T；3、6：空载体组；4、5：pCDH⁃

GFP/nNOS转染组。

图6 Western blot检测pCDH⁃GFP/nNOS表达

Figure 6 Western blot analysis of pCDH⁃GFP/nNOS ex⁃
pression

（kDa） （kDa）

A、B：低倍镜观察（×100）；C、D：高倍镜观察（×200）；A、C：明视野；B、D：荧光视野。

图7 荧光检测LV⁃nNOS⁃GFP感染 293T细胞

Figure 7 Fluorescence analysis of LV⁃nNOS⁃GFP in 293T cells

DCBA
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3 讨 论

nNOS作为一种十分重要的可以催化生成NO
的合酶广泛分布于皮层、纹状体、海马等多个脑

区。nNOS参与了多种疾病的发病机制，特别是介

导了应激诱导的抑郁病理，可作为研发新型抗抑郁

药物的重要靶点［8］；不饱和脂肪酸二十二碳六烯酸

（docosahexoenoic acio，DHA）通过增加 nNOS丝氨酸

852位点磷酸化可以有效发挥缓解帕金森综合征的

作用［9］；nNOS参与了戊四氮（pentylenetetrazol，PTZ）
诱导的癫痫模型信号通路的调控，有望成为慢性

癫痫患者精神病学并发症靶向干预的潜在治疗靶

点［10］。nNOS作为针对多种疾病治疗的潜在药物靶

点，对于缓解病情改善人们的生活质量有着十分重

要的意义。

本研究构建的大鼠nNOS慢病毒载体同样适用

于小鼠，采用RT⁃PCR的方法，从大鼠或小鼠的海马

区均可提取出与预期长度相符的特异性产物［11-12］。

由于nNOS基因有较高的保守型，基因比对发现大鼠

和小鼠的nNOS基因序列具有高度一致性，因此该病

毒在小鼠体内也可以表达并且具有催化功能［13］。

在今后研究当中，海马区域的 nNOS与 Pilocar⁃
pine诱导的癫痫模型密切相关，nNOS在该模型中所

发挥的具体作用和机制仍有待研究［14］。基于我们

已得到的部分结论，被诱导癫痫的小鼠其 nNOS的

表达水平降低，产物NO的量也降低。因此，能否通

过过表达nNOS来减轻或者逆转癫痫诱导产生的惊

厥抽搐症状有着重要意义，基于此我们构建了可以

使得nNOS过表达的病毒LV⁃nNOS⁃GFP。在包装该

病毒的早期使用了病毒浓缩液进行浓缩，但效果并不

稳定，后期改为超速离心法浓缩病毒后效果稳定，且

细胞和小鼠的感染效率均较高。

本研究显示，LV⁃nNOS⁃GFP病毒确实发挥了使

nNOS过表达的作用，该结果提示LV⁃nNOS⁃GFP可

以作为基因治疗的载体发挥nNOS过表达的治疗作

用，因此我们将构建人源的慢病毒载体并研究其在

临床中的应用价值。
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