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摘  要 : 为在小鼠细胞中表达并研究 T-bet 功能，首先构建了含有报告基因 Thy1.1 的小鼠 T-bet 逆转录病毒载

体，并将构建的载体质粒转染病毒包装细胞系包装成重组病毒，再利用重组病毒分别感染 NIH-3T3 和 D9 细胞

系检测其感染能力。之后，使用该重组病毒感染 T-bet 敲除小鼠的 CD4+ T 淋巴细胞，流式细胞术检测 T-bet 及

其下游靶基因 Ifng 的表达情况。经验证，重组的逆转录病毒感染 T-bet 敲除小鼠 T 淋巴细胞后可以在细胞中表

达 T-bet，并进一步引起下游靶基因 Ifng 的表达上调，证明本研究中外源表达的转录因子 T-bet 具有正常功能。

综上所述，本实验成功构建了含有报告基因的小鼠 T-bet 重组逆转录病毒载体，为进一步在小鼠细胞中研究

T-bet 功能奠定了基础。 
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gene Thy1.1 was constructed. Retrovirus particles were then produced by transfection of the recombinant retroviral plasmid 

into a packaging cell line Platinum-E. The recombinant retrovirus played considerable infection ability. T-bet expression 

was then identified by FACS after infection of CD4+ primary T cells from T-bet knockout mouse with recombinant 

retrovirus. To determine if exogenous expressing T-bet has normal function, we checked the expression level of T-bet target 

gene, Ifng. IFN-γ expression was upregulated in the T-bet knockout T cells infected with recombinant retrovirus. In 

conclusion, we successfully constructed an effective mouse T-bet recombinant retroviral vector. 

Keywords:  T-bet, recombinant retrovirus, IFN-γ 

T-bet是T-box基因家族的转录因子，于 2000

年被研究者发现，早期被认为只表达于 T 细胞

内[1]。近年的研究发现，T-bet 还广泛表达于天

然免疫系统及适应性免疫系统中的多种细胞之

中。T-bet含 530个氨基酸，包括一个由 189 个

氨基酸组成的能与 T盒 DNA结合的结构域，其

功能十分广泛而复杂。在适应性免疫应答中，

T-bet对 CD4+ T细胞亚群的分化以及 CD8+ T细

胞的功能维持均起重要作用。T-bet 发挥功能的

分子机制至今仍待进一步研究。 

为研究 T-bet的功能及其分子机制，本实验

构建了含有小鼠 T-bet基因 Tbx21的逆转录病毒

载体。该载体上含有 Thy1.1报告基因，可与 T-bet

共同转录表达。Thy1.1 表达于细胞表面，因此

可以通过检测 Thy1.1 的表达方便地鉴定出表达

T-bet的细胞。此外，本实验还进一步证明了包装

的病毒可以感染小鼠 T细胞，并且外源表达 T-bet

后，可进一步激活 T-bet的靶基因 Ifng[2]，从而引

起 γ 干扰素 (IFN-γ) 的表达。该方法可证明构建

的载体具有表达功能正常的小鼠 T-bet的能力。通

过构建该载体，为在小鼠来源的细胞中进一步研

究 T-bet的功能与作用机制奠定了良好基础。 

1  材料与方法 

1.1  动物、细胞株、载体及测序 

实验所用 Tbx21基因敲除小鼠购于 Taconic

公司；Platinum-E 逆转录病毒包装细胞株为本

实验室保存；T-bet表达载体为本实验室保存；

pGEM-T 载体购于 Promega 公司； pMSCV- 

IRES-Thy1.1载体购于 Addgene；感受态 DH5α

为本实验室自制；测序工作由 Invitrogen 公司

完成。 

1.2  试剂与仪器 

内切酶、连接酶及 PCR相关酶购于 TaKaRa

公司；Fugene 6转染试剂为 Promega公司产品；

Anti-CD8α、Anti-CD3、Anti-CD28为 BioLegend

公 司 产 品 ； 流 式 抗 体 Anti-CD4-APC 、

Anti-CD8α-PerCP、Anti-Thy1.1-FITC、Anti-IFN- 

γ-PE为 eBioscience公司产品；使用仪器主要为

流式细胞仪 BD FACSCalibur，购于 BD公司。 

1.3  含有酶切位点的T-bet基因的克隆和连接 

以 T-bet-GFP 表达质粒为模板，从 Tbx21 

cDNA 上游设计上游引物，引物 5′端加入 SalⅠ

内切酶酶切位点，从 Tbx21 基因下游设计下游

引物，3′端加入 BglⅡ内切酶酶切位点，扩增出

带有酶切位点及 Kozak 序列的 Tbx21 基因。胶

回收后与 pGEM-T 载体连接，连接产物转化感

受态 DH5α，用蓝白斑筛选的方法初步筛选重组

子。初步筛选阳性的重组子使用 PCR及 SalⅠ和

BglⅡ双酶切两种方法进行鉴定，对两种方法鉴

定均为阳性的重组子进行测序。 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  October 25, 2014  Vol.30  No.10 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1588 

1.4  pMSCV 逆转录病毒载体的构建 

将上一步得到的经测序带有 Tbx21基因的T

载体使用 SalⅠ和 BglⅡ双酶切，胶回收 1.6 kb

片段。同时，pMSCV-IRES-Thy1.1 载体亦使用

SalⅠ和 BglⅡ进行酶切，酶切后同样进行胶回

收。SalⅠ和 BglⅡ酶切位点均位于载体启动子后

及 IRES序列之前，可使插入序列与报告基因同

时表达。将酶切回收后的 Tbx21 片段与载体连

接，连接产物转化感受态 DH5α。抗性筛选阳性

克隆同样使用 PCR与 SalⅠ和 BglⅡ双酶切两种

方法进行鉴定。 

1.5  质粒的转染和逆转录病毒的包装 

提取所构建的 pMSCV-Tbet-IRES-Thy1.1质

粒以及 pMSCV-IRES-Thy1.1质粒，使用转染试

剂 Fugene 6转染 Platinum-E逆转录病毒包装细

胞系，转染后孵育 48 h收集上清液，即为病毒

悬液。使用 Thy1.1 荧光抗体对细胞进行染色，

流式细胞术检测质粒转染效率。 

1.6  逆转录病毒感染细胞系 

使用上述病毒悬液分别感染贴壁细胞系

NIH-3T3和悬浮小鼠杂交瘤细胞系 D9，48 h后

使用 Thy1.1 荧光抗体染色，流式细胞术检测感

染效率。 

1.7  逆转录病毒感染活化 CD4+ T 淋巴细胞 

磁珠负选出 CD4细胞，置于提前用 CD3、

CD28抗体包被好的 24孔板中，加入 200 U/mL

的重组人 IL-2，培养 48 h后可供感染。 

病毒悬液中加入终浓度为 8 μg/mL 的聚凝

胺，使用该病毒混合液重悬 T 细胞后室温条件

下 1 800 r/min离心 45 min进行感染，而后置于

培养箱孵育 4 h，将病毒液更换为加有重组人

IL-2的培养基，培养 48 h。 

1.8  逆转录病毒感染 T 细胞后 T-bet 表达检

测和功能鉴定 

感染 48 h 后，T 细胞先进行表面染色，固

定后加入破膜剂破膜，然后使用 T-bet 和 IFN-γ

荧光抗体进行胞内染色，染色完成后使用流式

细胞术检测感染效率以及 T-bet和 IFN-γ的表达

情况。 

2  结果 

2.1  pMSCV-Tbet-IRES-Thy1.1 载体的构建 

2.1.1  pGEM-T-Tbet载体的鉴定 

将蓝白斑筛选出再经 PCR 鉴定正确的重组

基因克隆，使用 SalⅠ和 BglⅡ进行酶切鉴定，

其图谱与原设计相同，包含 1.6 kb 的目的基因

条带及 3 kb的载体条带。对重组基因进行序列

测定，使用 M13 与 T7 引物分别从插入位点两

端进行测序，并设计引物从 Tbx21 基因 700 kb

处进行测序，测序结果进行拼接后，与小鼠 T-bet

基因吻合，结果正确 (图 1A)。 

2.1.2  pMSCV-Tbet-IRES-Thy1.1载体的鉴定 

将 PCR鉴定正确的克隆经 SalⅠ和 BglⅡ双

酶切鉴定，与原设计图谱相同，包含 1.6 kb 的

目的基因条带及 6 kb的载体条带 (图 1B、C)。 

2.2  逆转录病毒的包装 

使用构建的 pMSCV-Tbet-IRES-Thy1.1逆转

录病毒载体转染逆转录病毒包装细胞系

Platinum-E，并对细胞进行报告基因 Thy1.1 的

荧光抗体染色，从而利用流式细胞术检测转染

效率。结果显示报告基因 Thy1.1 表达率超过

80% (图为 84.4%)，表明所构建载体可以高效转

染包装细胞，并可同时转录表达目的基因及其

报告基因，从而进行高效的重组逆转录病毒的

包装(图 2)。 
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图 1  pMSCV-Tbet-IRES-Thy1.1 逆转录病毒载体的鉴定 

Fig. 1  Identification of pMSCV-Tbet-IRES-Thy1.1 retroviral vector. (A) M: TiangenTM DNA marker ; 1: Ⅳ

pGEM-T-Tbet digested with SalⅠand BglⅡ. (B) M: TiangenTM DNA marker ; 2: pMSCVⅣ -Tbet-IRES-Thy1.1 

digested with SalⅠand BglⅡ. (C) Map of pMSCV-IRES-Thy1.1 vector. 

 

 
 

图 2  pMSCV-Tbet-IRES-Thy1.1 转染包装细胞系 Platinum-E 的效率 

Fig. 2  Transfection efficiency of pMSCV-Tbet-IRES-Thy1.1 transfected into Platinum-E. (A) Flow cytometry of 
untransfected Platinum-E cells (left) and cells transfected with pMSCV-Tbet-IRES-Thy1.1 recombinant retroviral 
vector (right). (B) Histogram overlay of untransfected Platinum-E cells (dotted line) and cells transfected with 
pMSCV-Tbet-IRES-Thy1.1 recombinant retroviral vector (solid line). 

 

2.3  逆转录病毒感染细胞系 

使用重组病毒感染 NIH-3T3 及悬浮杂交瘤

细胞 D9，以检测重组逆转录病毒的感染能力，

对感染后细胞进行报告基因 Thy1.1 的荧光抗体

染色，并利用流式细胞术检测转染效率。结果

显示所包装的重组病毒可以成功感染贴壁细胞

系及悬浮细胞系，并具有较好的感染效率。两

种细胞系的感染效率分别为 57.2%和 58.3%  
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(图 3A、B)。 

2.4  逆转录病毒感染活化的 CD4+ T 细胞及其

T-bet 表达情况检测 

使用包装的 T-bet重组逆转录病毒及空重组

病毒分别感染活化的 T-bet敲除的 CD4+ T细胞， 

对 T细胞进行报告基因 Thy1.1和 T-bet的荧光

抗体染色并使用流式细胞术检测。结果发现，

T-bet重组逆转录病毒感染的细胞，Thy1.1阳性

细胞中的 T-bet表达明显上升，证明包装载体能够

有效地转录及表达目的基因和报告基因 (图 4)。 

 

 
 

图 3  重组逆转录病毒感染 NIH-3T3 及 D9 细胞系的效率检测 

Fig. 3  Infection efficiency of NIH-3T3 and D9 cell lines with recombinant retrovirus. (A) Flow cytometry 
histogram overlay of uninfected NIH-3T3 cells (dotted line) and NIH-3T3 cells infected with 
pMSCV-Tbet-IRES-Thy1.1 recombinant retrovirus (solid line). (B) Flow cytometry histogram overlay of uninfected 
D9 cells (dotted line) and D9 cells infected with pMSCV-Tbet-IRES-Thy1.1 recombinant retrovirus (solid line). 

 
 

 
 

图 4  被重组逆转录病毒感染的 T-bet 敲除 CD4+T 细胞可表达 T-bet 

Fig. 4  Expression of T-bet in T-bet knock out CD4+ T cells after infection of recombinant retrovirus. Flow 
cytometry histogram overlay of Thy1.1 negative T cells (dotted line) and Thy1.1 positive T cells (solid line). (A): 
T-bet knock out CD4+ T cell infected with pMSCV-IRES-Thy1.1 recombinant retrovirus. (B): T-bet knock out CD4+ 
T cell infected with pMSCV-Tbet-IRES-Thy1.1 recombinant retrovirus. 
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2.5  逆转录病毒载体所表达T-bet的功能鉴定 

对感染后的 T-bet敲除的 CD4+ T细胞进行

胞内 IFN-γ 荧光抗体染色，使用流式细胞术检

测。结果显示，被 T-bet重组病毒感染后的细胞，

Thy1.1 阳性细胞 IFN-γ 的表达水平增强，高于

未被感染的 Thy1.1 阴性细胞和被不含 T-bet 的

空重组病毒感染的细胞，表明所构建的逆转录

病毒表达的 T-bet可在小鼠细胞内发挥自身转录

因子功能，从而调控其下游靶基因的表达    

(图 5A、B)。 

3  讨论 

T-bet 作为免疫系统中重要的转录因子，其

功能多样。早期研究发现 T-bet在 naive T细胞

向 Th1 方向分化时具有重要的作用[1,3]。Th1 细

胞又称为炎症性 T细胞，主要分泌 IL-2、IFN-γ

和 TNF-α等细胞因子，在抗胞内病原体 (病毒、

细菌) 的感染中发挥重要作用，并与细胞毒和局

部炎症有关的免疫应答相关。随着对 T-bet研究

的不断深入，研究人员发现 T-bet亦广泛的在其

他一些 T 细胞亚群中，以复杂的机制发挥着多

种调控功能[4-5]，并对 CD4+ T细胞亚群的分化[6]

以及 CD8+ T细胞的功能维持[7]均起重要作用。

如T-bet可以促进 naive T细胞向Th1细胞分化[8]，

并抑制其向 Th2[9]、Th17[10]等其他亚群的分化过

程；同时，也可以通过与转录因子 Bcl-6的相互

相作用[11]而抑制 naive T 向 Tfh 细胞的分化过 

程[12]。T-bet同样也可在调节性 T细胞中表达，

并对免疫反应产生相应的调节作用[13]。此外，

T-bet 对 CD8+ T 细胞发挥免疫效应也起着重要

作用[14]。近年的研究还发现，T-bet还表达于天

然免疫系统及适应性免疫系统中的多种细胞之

中，如 T-bet在自然杀伤性细胞[15-17]以及天然淋

巴样细胞(ILCs)的形成中起着决定性作用[18-22]。

因此，作为天然免疫与适应性免疫的纽带[23]，

T-bet再次成为研究的热点。 

 

 
 
图 5  被重组逆转录病毒感染后，T-bet 敲除 CD4+ T 细胞的 IFN-γ 表达量显著上调 

Fig. 5  Upregulation of IFN-γ expression in T-bet knockout CD4+ T cell after infection of recombinant retrovirus. (A) 
Flow cytometry of T-bet knock out CD4+T cells infected with empty recombinant retrovirus (left) and 
pMSCV-Tbet-IRES-Thy1.1 recombinant retrovirus (right), respectively. (B) Proportion of IFN-γ positive cells among 
CD4+ T cells. Empty: T-bet knock out CD4+ T cells infected with empty recombinant retrovirus; T-bet: T-bet knock 
out CD4+ T cells infected with pMSCV-Tbet-IRES-Thy1.1 recombinant retrovirus; *P=0.0338 compared with Thy1.1 
negative group. 
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在临床研究中，对 T-bet的研究同样受到重

视。目前，T-bet 已被证明与病原体导致的炎症

反应、哮喘、Ⅰ型糖尿病、克罗恩氏病以及其

他一些自身免疫性疾病等均有重要联系[24]。对

T-bet 功能及其分子机制的研究可为相关研究提

供理论指导，具有重要的意义。 

在以往对 T-bet的研究中，国内研究者先后

构建了 T-bet 的真核表达载体[25]以及腺病毒载

体[26]，但真核表达载体无法直接转染动物细胞，

腺病毒载体包装体系较为复杂且重组效率较

低，因此，构建比较简单的逆转录病毒表达载

体不失为良好的解决办法。 

本研究通过构建 T-bet逆转录病毒载体，可

以在各种可增殖细胞中表达 T-bet，解决了原代

细胞或其他一些特殊细胞系不易转染的问题。

同时，由于 T-bet的流式染色效果并不十分理想，

而 我 们 构 建 的 载 体 目 的 基 因 后 含 有

IRES-Thy1.1 序列，可以在表达 T-bet 的同时表

达报告基因 Thy1.1，通过检测细胞表面的

Thy1.1表达情况即可方便地鉴定出外源性 T-bet

表达阳性的细胞。 

此外，载体构建通常都会使用免疫印迹技

术或者流式细胞术直接检测目的蛋白的方法在

细胞系中进行表达验证，但这种方法有一定的

缺陷。首先，载体蛋白表达可能受到细胞种类

的限制。其次，抗体结合是基于所表达蛋白的

特定结构域，这种验证方法只能证明表达蛋白

具有可被抗体结合结构域，并无法鉴定其功能

是否正常。尤其是在涉及到突变体载体构建时，

可能会出现突变体只影响抗体结合结构域而并

不影响特定功能的情况，反之，也可能存在突

变体影响了蛋白功能但并不影响抗体结合结构

域的情况。因此，在可以体现表达蛋白功能的

原代细胞中对其相关功能进行检测，能更好地

判断目的蛋白的表达与功能情况。本研究中，

我们采用了一种新方法对构建载体表达 T-bet的

功能进行了鉴定 ,可准确显示表达的目的基因

T-bet 是否具有正常功能。采用本实验方法与免

疫印迹法或者流式细胞术直接检测目的蛋白的

方法共同验证载体，可以更好地对载体的蛋白

表达情况进行确认。 

综上，本实验构建了带有报告基因的 T-bet

重组逆转录病毒载体，并使用两种方法验证了

所构建的载体的目的基因表达情况。该载体可

以方便地在各种细胞中表达小鼠 T-bet，为进一

步研究 T-bet发挥功能的分子机制奠定了良好的

实验基础。 
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