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【摘要】 目的 构建 Klotho-pWPXLd 重组质粒包装慢病毒并检测目的基因的表达。方法 采

用 BamHI 和 EcoRI 双 酶 将 pcDNA3 中 的 目 的 基 因 片 断 切 除，并 构 建 慢 病 毒 载 体 Klotho-

pWPXLd。包装 Klotho 慢病毒并感染小鼠螺旋神经节细胞（SGCs），RT-PCR 和 WB 方法检测

Klotho 基因及蛋白表达情况。结果 成功地构建 Klotho 基因的慢病毒载体，并可在 SGC 细胞中表

达 Klotho 蛋白。结论 成功实现慢病毒介导 SGN 细胞外源表达 Klotho 蛋白。

【关键词】 Klotho；慢病毒；基因转导；螺旋神经节细胞；基因治疗 

听力障碍目前尚无精确治疗方法［1-3］。Klotho

是中枢系统重要衰老保护因子［4］，已有研究发现

其同样具备听觉保护功能［5］。但受制于内耳解

剖结构及细胞类群复杂，常规转染方法难以实现

理想的外源表达效果，故本研究拟开发慢病毒

（lentivirus）介导 SGN 细胞外源表达 Klotho 蛋白

的实验体系，为 SNHL 潜在基因治疗奠定基础。

1  材料和方法

1．1   材料 Lent iv i ru s  He lper  Free  Sys tem

（ lentivirus-pWPXLd vector、 lentivirus-PAX 

plasmid、PMD-2a plasmid） 和 pcDNA3-Klotho

质粒，由徐州医科大学人工听觉工程重点实验室

提供。限制性核酸内切酶 BamH I、EcoR I 及 T4

连接酶，均购自 NEB 公司。含全长 Klotho 融合

基因表达质粒（Klotho-pcDNA），由徐州医科大

学时晰副教授提供。HEK 293、SGN 细胞为徐州

医科大学实验室保存。

1．2   方法

1．2．1  Klotho 基因质粒的提取和片断回收 以

Klotho-pcDNA3 质粒为模板，PCR 扩增获得

携带 BamH I/EcoR I 识别序列的 Klotho 基因

片段，产物经 8g/L 的琼脂糖凝胶电泳鉴定并回收

（3075bp），置 TE 缓冲液中，同时将 pWPXLd 载

体用 BamH I/EcoR I 酶切消化后，胶回收酶切产

物。将上述 Klotho 基因片断用 T4 连接酶连接到

pWPXLd 质粒的多克隆位点，并转染到 DH5-α

感受态细菌。12h 后进行单克隆培养及酶切，测序

鉴定 Klotho-pWPXLd 阳性克隆。

1．2．2  HEK293 细胞和小鼠螺旋神经节细胞

（SGCs）的培养 HEK293 细胞培养于含 100mL/ L

胎牛血清的 DMEM 培养基中生长。SGN 细胞在

含 100mL/L 胎牛血清的 DME/F-12 培养基中生

长，用 2．5g/L 的胰酶消化传代。

1．2．3  Klotho- 慢病毒包装 参见 lentivirus-

pWPXLd 质粒、lentivirus-PAX、PMD-2G 三质

粒系统慢病毒包装方法进行操作［6］。

1．2．4  重组浓缩病毒感染 SGN 细胞 待 SGN

细胞长至 80％汇合度时，以 MOI100 病毒量感

染细胞，后加入完全培养基，放入 37℃培养箱中，

48 ～ 72h 后收获细胞，用半定量 RT-PCR 和

Western Blot 方法检测病毒感染后 Klotho 的表达

水平。

2  结  果

2．1   pcDNA3-Klotho 经携带 BamH I / EcoR 

I 识别序列的特异引物，进行 PCR 扩增反应鉴

定结果 以 pcDNA3-Klotho 质粒为模板，用携
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带 BamH I / EcoR I 识别序列的特异引物，进行

PCR 扩增反应，得到 3075 bp Klotho 特异性片段

（见图 1A）。

2．2   慢病毒载体质粒的酶切鉴定 慢病毒载体

pWPXLd 经 BamH I 和 EcoR I 双酶切后，进行琼

脂糖凝胶电泳鉴定，得到 10kbp 慢病毒特异性片

断（见图 1B）。

2．3   Klotho-pWPXLd 的重组子酶切鉴定 Klotho-

pWPXLd 经 BamH I 和 EcoR I 双酶切鉴定后进行

琼脂糖凝胶电泳鉴定，同样得到 3075 bp Klotho

特异性片段（见图 1C）。

2．4   序列分析 所获 lentivirus-pWPXLd-Klotho

重组子进行测序分析，Klotho 基因与 lentivirus-

pWPXLd 序列连接处序列与预测序列相同。部分序

列比对结果见图 1D。

2．5   RT-PCR 检测病毒感染 SGN 细胞后 Klotho

基因表达情况 重组病毒 Klotho-pWPXLd 感染

SGN 细胞 72h 后，结果显示未感染 SGN 细胞及

GFP-pWPXLd 感染的 SGN 细胞均表现为 Klotho

低表达，以重组病毒 Klotho-pWPXLd 感染的 SGN

细胞有明显的 Klotho 基因表达（见图 2A）。

2．6   Western Blot 方法检测病毒感染 SGN 细

胞后 Klotho 基因表达情况 重组病毒 Klotho-

pWPXLd 感染 SGN 细胞 72h 后，结果显示未以

重组病毒 Klotho-pWPXLd 感染的 SGN 细胞没

有 Klotho 表达，以重组病毒 Klotho-pWPXLd 感

染的 SGN 细胞有明显的 Klotho 蛋白表达。（见

图 2B）

图 1 pcDNA3-Klotho 质粒构建

A．Klotho 目的基因片段扩增：1．marker DNA；2-3．以 pcDNA3-Klotho 质粒为模板经特异引物 PCR 扩增

（引物携带 BamH I/EcoR I 识别序列）获得 3075bp 特异目的基因片段；B．慢病毒载体质粒经 BamH I 和

EcoR I 双酶切后鉴定结果：1．分子量 marker；pWPXLd 载体质粒经 BamH I 和 EcoR I 双酶切后出现

10kbp 特异性片段；3．未经酶切处理的 pWPXLd 载体；C．重组质粒 Klotho-pWPXLd 经 BamHI 和 EcoRI

双酶切后鉴定结果：1．分子量 marker；2，3，5．重组质粒 Klotho-pWPXLd 经 BamH I 和 EcoR I 双酶

切后出现 10k bp pWPXLd 片段以及 3075 bp Klotho 特异性片段，表明重组质粒 Klotho-pWPXLd 的

构建正确；4．异常克隆；D：重组 pWPXLd-Klotho 质粒部分测序结果与正常 Klotho 序列比对。

图 2 Klotho 基因表达情况鉴定

A．R-PCR 检测病毒感染 SGN 细胞后 Klotho 基因表达结果

B．Western Blot 方法检测病毒感染 SGN 细胞后 Klotho 基因表达结果

3  讨  论

听觉形成的过程中，毛细胞感受声波的震

动，将机械震动转换为电信号，此信号经 SGN 传

入中枢神经系统。因此 SGN 的破坏程度与听功能

受损具有相关性。维持 SGN 数目及功能是治疗听

觉基本的基础。衰老抑制因子（Klotho）广泛分

布于各级神经系统，是维持听觉上皮和听觉神经

元生存的重要物质［7］，其受体 FGF 表达在耳蜗螺

旋神经节和前庭神经节上［8］。为实现听神经保护

效果，基因转导是一种较为理想的途径。

KI 基因（称为 α-Klotho 或 Klotho）已被

Kuro-o，M．等人（1997）首次确定为鼠类抗衰

老基因。人类 KI 位于 13q12 染色体上，它由 5 万
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个碱基对组成，包含五个外显子。它在一些器官

和组织中表达：Kl 及其产物在肾脏中的水平最

高，在前列腺、肺、肝脏、骨骼肌、主动脉、胰岛

和大脑中的水平低得多。其类似物 KIB 位于第 4

条染色体上，其大小和结构与 KI 非常相似。人类

β-Klotho 的主要来源是脂肪组织。它也在肺和

胰腺中合成，但它的 mRNA 在许多组织中发现，

包括骨骼肌、主动脉和心脏。这两个基因都编码

为膜结合和可分泌的蛋白质。Klotho 家族的第

三个成员是由 Lctl（类似乳酶的基因）编码的。

它的产物是一种跨膜的乳酶样蛋白，替代名称为

Klotho/ 乳酶 - 盐酸水解物相关蛋白，KLPH 或

LCTL，或 γ-Klotho。该人类基因位于 15 号染

色体上。它被大多数器官以同样低的水平表达。

睾丸表达这种蛋白的水平最高。KI 的表达水平

最高，LctI 的表达水平最低。因此，哺乳动物的

基因组编码了 Klotho 家族的三个成员。它们是不

同大小的跨膜蛋白。α-Klotho 直接与 FGFR1c 和

FGFR4、IGF1/ 胰岛素受体和 TGFβRII 以及 Wnt

结合。与 FGFR1c 和 FGFR4 结合后，Klotho 作

为一个共同受体，转换受体的特异性，并将其对内

分泌 FGF23 的亲和力提高数倍，同时降低其对典

型激动剂 FGF1-20 的亲和力，后者需要肝素来与

受体结合。结构分析显示，α-Klotho 与 FGF23

的 C- 末端和 FGFR1Rc 的 D3 结构域都有相互

作用，作为一种伴侣，稳定三级复合物。FGF23 的

C 端 含 有 RXXR 结 构，与 FGFR1c-α-Klotho

二聚体结合。三级复合物的活性取决于肝素 - 硫

酸盐，这是 FGF 旁分泌信号的一个强制性辅助因

子。Klotho 分子中的三个天冬氨酸和一个半胱氨

酸残基与锌离子协调。Klotho 在这种复合物中的

构象使其不可能具有酶的活性。与 α-Klotho 的

相互作用从根本上改变了 FGFR1 刺激的生理结

果。在没有 α-Klotho 的情况下，由 FGF 结合激

活的典型途径导致受体的二聚化和自磷酸化，

激活其底物、ERK1/2、Akt、Ras/MAPK。它参

与器官形成、细胞分化，诱导细胞增殖和迁移，

与 TGFβ1、Notch 和非典范 Wnt 途径合作。本

研究为 Klotho 基因转导治疗 SNHL 提供了理想

的策略。临床前、转化和临床研究推进了我们对

Klotho 生物学、病理生物学和潜在临床应用的理

解。尽管取得了这一成就，但向临床应用的转化

却很缓慢。

Klotho 是一种进化保守的管家蛋白，在许多

器官上有无数的功能，它可以作为一种生物标志

物，用于早期诊断和 / 或对急性肾脏病进行风险

分层。由于它的普遍存在和广泛的功能，特异性

仍然是一个问题（例如，循环的 Klotho 水平可能

在许多疾病中发生变化，无论是否涉及肾脏）。我

们相信 Klotho 对于耳聋的治疗在不久的将来，完

善相关研究后能够应用于临床，能够为耳聋患者

带来希望。
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