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L303EIF309S 突变促进细胞分泌内含肤连接的 B 区

缺失型;疑血 VIII 因子
朱甫祥*杨树德刘泽隆缪静屈慧鸽迟晓艳

(鲁东大学生命科学学院，烟台 264025)

摘要 凝血 VIII 因子(FVIII)尽管与凝血V 因子具有相似的结构，但其分泌的低效性不仅限

制了重组产品在甲型血友病患者中的广泛应用，也困扰基于转 FVIII基因的基因治疗 。 为了提高

FVIII 的分泌效率， 在我们以前用内含肤(intein)的蛋白质剪接功能介导的双载体转 B 区缺失型 FVIII

(BDD-FVIII)基因研究的基础上，探讨了重链 L303E/F309S 双突变对剪接 BDD-FVIII 蛋白分泌的影

响 。 PCR 突变法将 L303E/F309S 双突变引入我们以前构建的融合 Ssp DnaB 内含肤的野生型重链

(HCIn创)，得到融合内含肤的重链突变基因 (DMHCln州，与融合内含肤的轻链(IntCLC)基因共特染

培养的 293 细胞，用 ELISA检测了培养上清中的重链多肤和剪接的 BDD-FVIII蛋白浓度，用 Coatest

法分析了培养上清的凝血生物活性。 结果显示，羊独转DMHClntN和 DMHClntN 与 IntCLC共转染

细胞上清中的分泌的重链多肤浓度分别为 (35 :t 12) ng/ml 和(178土 19) ng/ml，高于单独特 HClntN 细

胞和 HClntN 与 IntCLC共转细胞[(14土6) ng/ml 和(127:t23) ng/ml] ; 共转 DMHClntN和 IntCLC 细胞上

清中剪接的 BDD-FVIII 蛋白浓度和活性分别为(128土24) ng/ml 和(1.01 :t0 .15) U/时，明显高于共转

HClntN和 IntCLC 细胞[(90土 12) ng/ml 和(0 .71土0 . 14) U/ml]; 另外，单独转 DMHClntN和 IntCLC 的细

胞合并培养后的上清也检测到剪接的 BDD-FVIII 蛋白 [(20土3) ng/ml]和活性[(0.17士0.07) U/ml] 。 结

果表明，双突变可提高重链的分泌效率并明显被轻链顺式提高，伴之以剪接BDD-FVIII的分泌增加 ，

表明内含肤对双载体转 BDD-FVIII基因功效的改善并表现出不依赖、细胞机制的 BDD-FVIII 剪接作

用 。 为进一步动物体内实验运用内含肤的双AAV 转重链双突变 BDD-FVIII基因研究奠定了基础。

关键词 B 区缺失型 FVIII; 突变重链;分泌;内含肤;蛋白质剪接

甲型血友病是一种 x- 染色体联锁性出血疾病，

由凝血 VIII 因子(coagulation factor VIII, FVIII)基因

缺陷导致。 FVIII 作为一种辅因子参与活化的 FIX对

FX 的酶促激活，血浆浓度为 100-200 ng/ml [ l l。目前

针对甲型血友病的主要治疗方法包括血浆浓缩物和

基因重组 FVIII 产品替代治疗尽管对于止血和预防

出血有较好的疗效， 但存在潜在性血源性传染病播

散、 抑制性抗体产生和费用高等缺点[凡由于该病

属于单基因缺陷性疾病，基因治疗是其理想的疗法，但

编码FVIII 的基因较大，难以被拥有较多优点(可感染

非分裂期细胞和使转基因长期表达)的腺相关病毒

效率远低于轻链多肤，导致出现分泌的重、轻链量

的不均衡性问题， 一方面使过多分泌的轻链多肤为无

效分泌，另一方面淤积于细胞内的重链多肤会使细胞

变得不稳定，甚至会诱导细胞凋亡闷 。 为了提高

FVIII 的分泌性，基于对FVIII分子重链中存在与内质

网分子伴侣蛋白 BiP 结合位点的认识， 有人将其分子

Al区的疏水口袋中的Phe309突变为Ser后可降低FVIII

分泌对于 ATP 能量消耗的依赖，使 FVIII 的分泌量增

加 3 倍，联合将 Leu303 突变为 Glu 后会进一步提高其

分泌性[η 。 我们最近运用内含肤(intein)蛋白质剪接

技术的双载体共转 B 区缺失型 FVIII(B -domain -de-

~ (adeno-associated virus , AA V)载体包装;另外， FVIII 

翻译后的分泌过程中与内质网分子伴侣蛋白结合，使

其分泌效率远低于具有相似结构的其它凝血因子如

FV[31，引起低水平 FVIII 表达， 影响基因治疗的效果。

目前克服AAV容量限制的策略之一为应用双AAV载

体的重链和轻链共转 FVIII基因[叫但重链多肤分泌
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leted FVIII, BDD-FVIlη基因研究表明，轻链不仅可

顺式促进重链多肤的分泌泌、而且重链与轻链间肤键的

连接反应不依赖细胞机制[阴8乱8.9叽9

质前体中的多肤序歹列U ， 类似于RNA 的剪接反应，在翻

译后水平催化宿主蛋白的剪接反应，使其自身被切除

伴随以两侧宿主蛋白间的肤键连接[ 1 0] 。本文将具有

促进 FVIII 分泌的双突变 L303E/F309S 引入 BDD­

FVIII 重链，运用蛋白质剪接技术，进行双载体培养

细胞共转重、轻链基因 ， 观察到明显改善的剪接

BDD-FVIII 蛋白的分泌和活性，为进一步动物体内基

于内含肤的双 AAV转双突变的 BDD-FVIII基因研究

提供了实验依据。

1 材料与方法

1.1 质粒、菌株和细胞

含有 Ssp DnaB 内含肤编码序列的质粒 pMST 为

加拿大 Dalhousie 大学医学院 Liu P 教授实验室构建，

本室保存。包含 FV皿编码基因的质粒 pXX-FVIII 为

美国 Pittsburgh大学分子遗传与生物化学系基因治疗

中心 Xiao 教授实验室构建，本室保存。含有 BDD­

FVIII cDNA 的真核表达质粒 pCMV-F8 由本实验室

构建 。 BDD-FVIII 重链、 轻链与 Ssp DnaB 内含肤

融合基因的真核表达载体 pCMV-HCIntN 和 pCMV­

IntCLC 为本室之前的工作构建[9] 。 大肠杆菌菌株

DH5α 为本室保存， 293 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 ; Gel Extrac­

tion Kit 、 PCR Purification Kit 、 Spin Miniprep Kit 土句

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;重组FV皿为BioChain公

司产品; FVIII 的重链单克隆抗体 ESH-5、轻链单克

隆抗体 ESH8 和 HRP 标记的 ESH8 购自 American

Diagnostica 公司 ; HRP 标记的兔抗人 FVIII 多克隆抗

体购自 Novus 公司;人正常参比血浆为 George Ki ng 

Biomedical公司产品; FVIII活性检测的COATEST SP 

FVIII 试剂盒购自 Chromogenix 公司。其它试剂均为

国产或进口分析纯。

1.3 真核重组表达质粒的构建

以本室以前工作中构建的含有 BDD-FVIII 重链

与Ssp DnaB内含肤融合基因的表达质粒pCMV-HCIn时

为模板，以 5'-AGGACA GπTCT ACT GπTTG-3 ' 

研究论文·

(正向)和 5 '-TCG TCC ATC AAG AGT GTT TG-3'(反

向)为引物，通过反向PCR扩增得到引入Leu303→Glu

(L303E)突变的线性pCMV-HCIntN， 白连接后成为含 H

L303E 的载体 pCMV-L303EHCIntN; 再以 pCMV­

L303EHCIntN为模板， 以 5'-TTG TCA TAT CTC TTC 

CCACC-3'(正向所日5'-GAC AGT AGA AAC TGT CCT 

TC-3'(反向)为引物进行反向 PCR扩增引入Phe309→

Ser(F309S) 突变，得到线性化含双突变(L303EIF309S)

的 pCMV-HCIntN，自连接后即成为融合内含肤的含

L303E 和 F309S 双突变重链基因的表达载体 pCMV­

DMHCIntN 。 与 以前构建的含有 BDD-FVIII 轻链与

Ssp DnaB 内含肤融合基因的表达质粒pCMV-IntCLC 

构成一对载体。

1.4 细胞培养及基因转染

293 细胞于 5% CO2, 37
0

C培养箱以含 10% 胎牛

血清的 DMEM培养液贴壁培养。转染前一天用膜蛋

白酶消化分散细胞， 按每孔 5x 10 5 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-DMHCIntN

和 pCMV-IntCLC 按等比率各 4μg 混合稀释于 250 11 1

的 Opti巾伍M培养液，与室温放置 5 rnin 的含 20μl 脂

质体的 250μIOpti-MEM培养液混合后继续室温放置

20 rnin，共转染 293 细胞。 同时用 pCMV-F8 转染 293

细胞、 用 pCMV-HCIntN和 pCMV-IntCLC共转染 293

细胞作为对照，并用空载体 pcDNA3 . 1 转染 293 细胞

作为阴性对照(Mock) 。 培养箱内温育 5h 后换以 2 rn1

的新鲜 Opti-MEM 培养液，继续培养 48 h，收集培养

上清，并在收集的上请中加 40μl 混合蛋白酶抑制剂。

为观察内含肤在培养上清中的剪接反应，按上法分别

单独用 pCMV-DMHCIntN和 pCMV-IntCLC 转染 293

细胞，培养 24 h 后合并两组细胞继续培养 48 h，收集

上清 。

1.5 细胞培养上清中分泌的重、轻链多肤以及

剪接的 BDD-FVIII 蛋白浓度分析

参照我们以前建立的重链特异性 ELISA 方法检

测培养上清中的重链蛋白浓度[句。 用浓度为 2μg/rn1

的凹III 重链单抗 ESH5 包被酶标板，用洗涤液(PBS/ f

0.05% Tween-20)洗板 3 次，每孔用 200μl封 闭液(PBS

+ 1 % BSA + 0.05% Tween-20), 37
0

C温育 2 h，洗板 3

次后，按每孔 100μl 加上清样品或标准品 FVIII，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， 3 7
0

C温育 1 h，洗板后每孔加入 100μl 浓度为
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2 μg/ml 的 E虫P标记 FVIII 多克隆抗体， 37
0

C温育 1 h 

后洗板，加反应底物 OPD 溶液 3TC温育 30min 进行

A 显色， 用 2 mol/L 的 H2S04 终止反应， 490 nm 读板 。

以轻链特异性 ELISA 检测培养上清的轻链蛋白

浓度[8] 。 用浓度为 2 μg/ml 的 FVIII 轻链单抗 ESH8

包被酶标板， 洗板、封闭后， 按每孔 100μl 加上清

样品或标准品 FVIII，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， 37
0

C温育 1 h， 洗板后每

孔加入 100μl 浓度为 2 μg/ml 的 HRP标记 FVIII 多克

隆抗体， 37
0

C温育 1 h 后洗板，加反应底物 OPD 溶液

37
0

C温育 30min 进行显色， 用 2 mol/L 的 H2S04 终止
反应， 490 nm 读板。

参照文献川用双夹心 ELISA 检测上请中的全长

BDD-FVIII 蛋白量， 将以 2μg/ml 稀释的 FVIII 重链

单抗 ESH5 每孔 100μl 加入 96 孔酶标板， 4
0

C包被过

夜， 洗板、 封闭后，将收集的培养上清和用 Opti-MEM

培养液稀释的标准品FV皿(浓度范围为 3∞-10 nglml), 

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 l∞ μ1 ， 3TC温育 1 h，洗板后每孔加入 1∞ μl

浓度为 2 μg/ml 的 HRP 标记轻链单抗 ESH8 ， 37
0

C温

育 1 h 后洗板 10 次，加 OPD 溶液后 37
0

C温育 30min

进行显色， 用 2 mol/L 的 H2S04 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 FVIII 浓度 。

1.6 细胞培养上清中剪接 BDD-FVIII 产生的生

物活性分析

参照文献[1 2]用 Coatest 发色分析试剂盒按照试剂

盒说明书操作分析上清的 FVIII 生物活性。 以正常人

参比血浆σVIll 活性为1.0U/ml)，用 Opti占1EM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， 系列反应后 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 U/ml 换算为上清的 FVIII 生物活性 。

1.7 实验结果的统计学处理

实验数以 王土s 表示，采用 Student ' s t-tes t 进行组

、 μ 间 比较和统计学分析，以 P<0.05 定为差异具有统计
学意义 。

2 结果

2.1 L303EIF309S 双突变 BDD-FVIII 重链的构建

FVIII的分子的结构为AI-A2-B-A3-CI-C2， 去掉

大部分B 结构域(.1761-1639)后的 FVIll 为 BDD-FVIll。

我们以前的工作将BDD-FVIII于Gln 1 656_Ser 1 657之间断

裂为重链和轻链，分别与 Ssp DnaB 内含肤融合， 构建

了融合内含肤的重链(HClntN)和轻链(IntCLC)，将它

们分别插入真核表达载体pcDNA3 . 1 (+)后得到一对质

粒 pCMV-HClntN和 pCMV-IntCL08] ; 本文用 PCR方

法将pCMV-HClntN 中重链Al 区的Leu303 和 Phe3ω分

别突变成 Glu 和 Ser ， 得到融合内含肤的双突变重链

DMHClntN 0 上述几种 FVIII 的结构见图 1 。

2.2 培养上清中重链、 轻链多月太以及剪接的 BDD­

FVIII 蛋白分泌量

为观察重链Al 区 L303EIF309S双突变对融合内

含肤的重链多肤(DMHClntN)分泌的影响， 重链特异

性ELISA结果显示， 单独转DMHClntN细胞分泌至培

养上清的重链多)1大浓度为(35土 12) ng/ml ， 明显高于单

独转内含肤融合野生型重链基因(HClntN)细胞重链多

肤分泌量(14:t6) ng/ml (P<O.O日，表明双突变可较好

地促进重链分泌。 与融合内含肤轻链基因 (JntCLC)

共转染细胞的重链多肤分泌量进一步增加到(178士19)

ng/时，高于共转 HClntN 细胞的重链多肤分泌量为

(1 27:t23) ng/时，也高于转 BDD-FVIIl对照细胞的分

泌量(1 38士23) ng/ml，由于内含肤催化轻链与多肤的

共价连接， 表明轻链多j放可以顺式作用的方式明显地

促进双突变重链的分泌( 图 2) 。

我们以前的研究证明 ， BDD-FVIII的轻链分泌效

率明显高于重链[8] 。 为了观察共转双突变重链基因

对轻链多肤分泌的影响， 轻链特异性ELISA结果显示，

DMHClntN 与 IntCLC 共转染细胞分泌的轻链量为

(297:t24) ng/ml , HClntN 与 IntCLC 共转染细胞为

(261 :t34) ng旭1， 单独转 IntCLC 细胞为(282:t25) nglml, 

三者之间无明显差别(P>O.O日，但均明显高于转BDD­

FVIII对照细胞分泌的轻链量(132:t2 1) ng/时， 说明重

链双突变对轻链的分泌无明显影响， 但单独的轻链分

泌明显高于完整的 BDD-FVIII分子的轻链分泌，由于

BDD-FVIII 分子中轻链和重链的等比率关系，说明受

重链分泌低效的影响， 轻链的分泌也随之降低(图 3) 。

生理性FVIII功能的发挥有赖于其重链和轻链异

源二聚体的形成， 为观察共转基因细胞中双突变重链

对内含肤介导的剪接BDD-FVIII蛋白分泌的影响， 用

重链抗体为包被抗体和轻链抗体为检测抗体的双夹

心 ELISA 结果显示， 共转 DMHClntN和 IntCLC 细胞

上请中剪接的 BDD-FVIII 蛋白量为(1 28:t24) ng/rnl , 
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Fig. 1 Schematic representation of FVIII 

The wild-type human full-Iength FVIII (wt FVIII) contains three distinct structural domai l1s includi l1g AI-3 , B, a l1d Cl -2 a盯al1ged as AI-A2-B­

A3-CI-C2. The BDD-FVIII was produced by deleting ami l10 ac ids of B-domain from 76 1 to 1639 with a small B-domain retained. A pair of 

intei l1-contained heavy and light chains termed HCIntN a l1d 111tCLC were CO l1structed previously by splitting BDD-FVIII before Serl657 to 

heavy and light chains, and fusing N- and C-terminus (termed In and Ic) of Ssp DnaB intein to them. The intein-fused BDD-FVIII heavy chain 

with double mutation sites L303EfF309S (DMHClntN) was produced by PCR directed mutagenesis based on HClntN. SS: signal sequence of FVIII. 
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Fig. 2 Levels of secreted heavy chain peptide in supernatants 

The data are represented as the mean:!:SD. n=3 in each group, *P<0.05 vs HClntN transfection , ** P<0.05 vs HClntN and IntCLC co-transfection 

明显高于共转HClntN和IntCLC细胞上请中分泌的剪

接 BDD-FVIII 蛋白 [(90土 12) ng/ml]，也高于转 BDD­

FVIll对照细胞上请中分泌的剪接 BDD-FVIII 蛋白

[(113 :t23) ng/ml ]， 表明重链的双突变可明显提高培

养上清中内含肤剪接的 BDD-FVIII 蛋白分泌量。 从

分别转DMHClntN和 IntCLC细胞混合培养后的上清

中检测到剪接的 BDD-FVIII 蛋白 [(20:t 3) ng/ml]， 为

分泌后的重链和轻链在内含肤的蛋白质反式剪接作

用下产生， 表明内含肤可不依赖细胞机制对双突变重

链和轻链进行剪接(图 的 。

2.3 细胞上清中转基因表达产物剪接产生的;JÆ

血生物活性

应用生色分析法检测的培养上清的凝血生物活 r

性显示，共转 DMHClntN和 IntCLC 细胞培养上清的

凝血生物活性为(1. 01 :t0 . 15 ) U/时，由内含肤剪接的

BDD-Fvm产生，高于共转 HClntN和 IntCLC 细胞上

清的凝血生物活性[(0 .71 :t0 . 14) U/ml] (P<O . O日，也高

于转 BDD-FVIll对照细胞培养上清的凝血生物活性
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Fig. 3 Light chain peptide levels in supernatants 

The data are represented as the mean土SD . n=3 in each group, *P>O.05 vs HClntN plus IntCLC co-transfec tion and IntCLC transfection but 

P<O.O l vs BDD-FVIII transfec tion. 
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Fig. 4 Levels of Iigated BDD.FVßI protein produced by protein trans.splicing 

The data are represented as the mean士SD . n=3 in each group , *p<o.OS vs HCl ntN and IntCLC co-transfec tion , and P>O.OS vs BDD-FVIII 

transfec tion. Note that supernatant of mixed cells individually transfec ted with DMHClntN and IntCLC shows detectable BDD-FVIII produced 

by splicing 

在重链的 A1 区引入口03EIF309S双突变转基因证明，

此种变构体重链的分泌性明显得到改善， 并且被内含

肤介导与重链共价连接的轻链以顺式的方式进一步

增强，与野生型重链基因相比， 双载体转 BDD-FVIII

基因的功效得到提高。 相对于应用 AAV基因载体的

乙型血友病基因治疗临床试验的成功开展[ lM]， 甲型

血友病基因治疗进展缓慢，主要障碍为过大的 FVIII

编码基因难以为AAV包装和凹III的低分泌性使血浆

中的 FVIII 表达水平过低[15J 。 基于对生理性 FVIII 加

工、分泌过程中功能性异源二聚体形成机制的认识，

[(0 . 8 3土0 . 16) U/ml] 。结合上述剪接蛋白量的检测结

果，表明重链双突变可通过提高内含肤介导与轻链剪

接形成的 BDD-凹皿蛋白量提高凝血活性。 另外，单

独转 DMHClntN和 IntCLC细胞合并培养上清检测到

』 一定水平的凝血活性[(0 . 17土0 .07) U/ml] ， 表明内含肤

可不依脑细脚机制|的萌接反应产生凝血活性(图 5) 。

讨论

在我们前期运用内含肤的蛋白质反式剪接的双

载体转BDD-FVIII基因研究基础上，本文进一步通过

3 
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Fig. 5 Coagulation activity derived from spliced BDD-FVIII in supernatants 

The data are represented as the mean土SD. n=3 in eac h group , *P<0.05 vs HClntN +lntCLC co-transfec tion and P>0.05 vs BDD-FVlll 

transfection . Note that supernatant of mixed cells indi vidually transfected with DMHClntN and lntCLC show detectable coagulation activity 

运用双载体转 FVIII基因是解决 AAV 容量限制的一

种策略[4，坷，但由于重链分泌低效性带来新的链不均衡

性问题，而且异源二聚体形成有赖重、轻链在同一

靶细胞的分泌过程中相遇并在分子伴侣帮助下在两

条多肤链间形成二硫键，因此，这种双载体转基因的

效果依赖于重、 轻链基因进入同一靶细胞内的表达，

不同细胞分泌至上清的重链和轻链多肤难以形成异

源二聚体[1飞鉴于 BDD-FVIII 的分泌特性，我们运

用内含肤具有的不依赖细胞机制的高效、 精确的蛋

白质剪接功能催化的多肤之间肤键无缝连接的特性，

由转内含肤融合的重、轻链基因细胞混合培养体系

表明，表达、分泌后的重、轻链多肤可在内含肤的

催化作用下剪接形成以肤键相连的完整 BDD-FVIII

分子， 发挥凝血生物活性(图 4，图 5)，因此无需重、

轻链基因转染同一靶细胞，即可产生剪接的凝血功能

的 BDD-FV田，和依赖细胞机制的双载体转基因技术

相比，具有明显的优点。另外，本文的双突变重链

转基因表明，其分泌量是野生型重链的 2 . 5 倍，说明

干扰重链与内质网 BiP 的结合可促进其分泌，部分缓

解了重链分泌性问题， 但仍明显低于轻链的分泌，说

明影响重链分泌因素的复杂性;轻链表现出对重链的

顺式促分泌作用，使共转基因表达后与其在内含肤的

蛋白质剪接作用下连接的双突变重链分泌量大幅增

加，明显高于轻链与野生型重链共转基因细胞的重链

分泌，同时也使分泌至培养上请中的剪接 BDD-FVIII

蛋白量和由其产生的生物活性明显提高，提高了基于

内含肤的双载体转 BDD-FVIII基因的实际功效 。 内

含肤的高效蛋白质剪接功能作为蛋白质工程和药物

开发的有力工具，如体内外多肤的连接、多肤环

化、 蛋白质纯化、 生物传感器及基因治疗等近年来

受到重视[ 1 7 ， 18]。本研究为进一步运用蛋白质剪接技

术的双 AAV载体转含双突变重链的 BDD-FVIII基因

动物体内实验、提高 BDD-FVIII 的表达水平提供了

实验依据。
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L303E/F309S Mutations Enhance Secretion of Intein-Ligated B-Domain­

Deleted Coagulation Factor VIII 

Abstract 

Fu-Xiang Zhu飞 Shu-De Yang, Ze-Long Liu, Jing Miao, Hui-Ge Qu, Xiao-Yan Chi 
(Life Science College of Ludong Universi吵\ Yantai 264025, China ) 

The coagulation factor VIII (FVIII) has a similar structure with factor V but its inefficient 

secretion not only hampered the wide use of recombinant FVIII product for treatment of hemophilia A but adversely 

affected the FVIII transgene-based gene therapy for its low levels of expression. Our previous work demonstrated 

that an intein's protein splicing can be used in delivery of the B-domain-deleted FVIII (BDD-FVIII) gene by a dual 

vector system. In this study , the effect of L303E/F309S mutations within FVIII heavy chain on secretion of an 

intein-spliced BDD-FVIII protein was investigated. A PCR directed mutagenesis was performed to produce the 

intein-fused heavy chain containing L303EIF309S mutations (DMHCIntN) from the Ssp DnaB intein-fused wild­

type heavy chain (HCIntN) constructed previously. By co-transfection of the cultured 293 cells with DMHClntN 

and intein-fused light chain (IntCLC) genes, the amount of secreted heavy chain polypeptide and spliced intact BDD­

FVIII protein and coagulation activity in the culture supernatant were respectively determined by ELISA and Coatest 

assay. The data showed that the amount of heavy chain in supematant from cells transfected with DMHCIntN alone 

and both DMHCIntN plus IntCLC were (35土 12) ng/ml and (l78:t 19) ng/ml greater than that of HCIntN alone and 

HCIntN plus IntCLC cotransfecteion [(l4:t6) ng/ml and (l27:t23) ng/ml]. The amount of spliced BDD-FVIII and 

coagulation activity in supernatant from DMHCIntN and IntCLC cotransfected cells were (l28:t24) ng/ml and (1.01 

:t0.15) U/ml respectively also higher than HCIntN and IntCLC cotransfection [(90:t12) ng/ml and (0.71 :t0.14) U/ml]. 

The spliced BDD-FVm and its activity were also detected in supernatant of mixed cells transfected with DMHCIntN 

and IntCLC individually [(20:t3) ng/ml and (0.17土0.07) U/ml]. The results demonstrated that secretion of the 

mutated heavy chain can be markedly improved by the light chain in cis with an increased secretion of spliced FVIII, 

and intein can increase efficacy of dual-vector delivery of the doubly mutated BDD-FVIII gene with splicing 

independently of any cellular mechanisms. It encourages our ongoing study in animal model in vivo by using intein­

based dual-AAV vector to transfer doubly mutated BDD-FVIII gene. 
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