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9+#+基因荧光表达载体在真核细胞中的表达

周海文!杨雯君!刘德莉!刘!伟!周曾同

摘!要!目的!研究具绿色荧光蛋白报道系统的端粒酶基因真核质粒载体在真核细胞中的表达情况# 方法!用 UQZ2G

\/=:,*TbA%444 介导重组端粒酶 ZABCJ>XLDL质粒转染 %#3 细胞及人正常口腔黏膜细胞!经荧光显微镜"激光共聚焦显微镜观

察荧光表达并进行流式细胞仪检测转染效率!采用 DL>JSD检测转染细胞中外源性 XLDL的表达# 结果!质粒在 %#3 细胞及人

正常口腔黏膜细胞中正确表达!外源性端粒酶在细胞中表达# %#3 细胞及人正常口腔黏膜角化细胞转染效率分别为 3FY'F6和

$Y((6# 结论!XLDL基因荧光表达载体在真核细胞中表达!便于观察转染情况!对研究组织工程种子细胞的衰老问题具有重要

的意义#

关键词!端粒酶 绿色荧光蛋白 基因转染 质粒
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O813FY'F6和 $Y((6 0/1Z/=:Q7/@̂YI>?1DF&">?!LX/ZABCJ>XLDLX81?//- 1[==/11\[@@̂:08-1\/=:/. Q-:2/[P80̂2:Q==/@@1! OXQ=X X81
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N=H O><E&!XLDL, L08-1H/-Q=Z@81IQ., BCJ, UQZ212I/

!!端粒):/@2I/0/*是真核细胞染色体末端的 +b,

序列# 端粒的丢失被认为是细胞进入衰老的关键!端

粒缩短到一定长度!细胞就停止生长并衰老死亡# 端

粒由端粒酶):/@2I/081/*合成# 端粒酶在生殖细胞及

一些干细胞中具有活性!而在人体大多数体细胞中不

表达!因此端粒会随着细胞的分裂而逐渐缩短# 基于

端粒"端粒酶与细胞衰老之间的密切关系!人们设想

在正常体细胞中重建端粒酶活性!补足因细胞分裂而

导致的端粒缩短!从而增强细胞增生能力!延长细胞

寿命
."/

#

本课题组在得到 B/02- 公司馈赠的携带有 XLDL

=+b,的质粒 ZBDb"F&!导入细胞!试图延长细胞寿

命的过程中发现!ZBDb"F& 质粒较大!致使转导入细

胞的效率较低!而且该质粒缺乏报道基因不适宜对转

染结果进行简单"及时的观察和检测# 因此构建了具

绿色荧光蛋白报道系统的端粒酶基因真核载体 ZABG

CJ>XLDL质粒!并观察其在真核细胞中表达情况#

材料与方法

"YXLDL基因荧光表达载体 ZABCJ>XLDL构建# 以

ZBDb"F&)美国 B/02- 公司馈赠*作为目的基因片段 XLDL=+G

b,的来源# 该质粒全长 "FP?!F%"& 位点为 A=2D

'

酶切位

点!F%%& 为 XLDL开放阅读框的起始点!'$%4 为 XLDL开放阅

读框的终止点!'$%$ 是 XLDL=+b,序列末端!'$34 为 b2:

'

酶

切位点!'$$( 为 A=2D

'

酶切位点# 用 A=2D

'

酶切 ZBDb"F&!

琼脂糖凝胶电泳!切下 3FF3P? 条带!用 hQ8H/- 凝胶纯化试剂

盒回收目的基因片段 XLDL=+b,# ZABCJ>S" 为绿色荧光

蛋白质粒载体 )S@2-:/=X 公司*# 采用 A=2D

'

酶切 ZABCJ>

S"!用小牛肠碱性磷酸酶 )STJ*进行 &9末端除磷处理# 采用

LF 连接酶!按载体与插入片段比为 "o3 进行连接反应# 将连

-"%-
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接形成的新质粒导入感受态 +E&

"

菌!菌液涂于含丁胺卡那

霉素的琼脂糖平板上 3'p过夜培养!挑取抗性单菌落!进行质

粒 +b,扩增!抽提质粒 +b,!EQ-.

&

限制性内切酶酶切!电

泳!筛选出 (Y"P? 大小的质粒标本!再用 EQ-.

&

和 b2:

'

双酶

切!4Y(6琼脂糖凝胶电泳分析电泳条带!并测序
.%/

#

%Y%#3 细胞及口腔黏膜角化细胞 )VKS*的培养与分组#

%#3 细胞用 +*A*培养液)含 "46C<R*培养于 $ 孔板!长至

(46融合时待用# 无菌条件下取健康人拔智齿时切除的龈黏

膜# J<R 冲洗!除去黏膜下组织!剪成约 &IIi&II小块!加

入 4Y%&6 .Q1Z81/)美国 BT<SV*!Fp消化 "$ )"(X!将表层上

皮及上皮下层分开# 上皮层加入混合消化液中 )4Y%&6胰蛋

白酶(4Y4%6 A+L,l"o"*!3'p振荡消化 & )"4IQ-!加小牛

血清终止消化!用吸管吹打成单细胞悬液# 洗涤!弃上清!加

入角化细胞培养液)美国 BT<SV*!血球计数板计数# 以 4Y%&

i"4

F

个细胞5平方厘米的密度接种于 3&II直径的塑料培养

皿中)丹麦 bebS*!置 3'p &6SV

%

饱和湿度细胞培养箱)美

国 b,JSV*中培养# 第 3 天首次换液!以后每 % 天换液一

次
.3!F/

# 取指数生长期的人正常口腔黏膜角化细胞!4Y4&6胰

蛋白酶消化传代!血清终止# $ 孔板中每孔种植 " i"4

&

个口

腔黏膜角化细胞!采用角化细胞培养液!3'p &6SV

%

饱和湿

度细胞培养箱培养# 细胞融合至 $46)(46时准备转染# 设

立实验组)ZABCJ>XLDL质粒转染*!阳性对照组 ) ZABCJ>

S" 质粒转染*!空白载体对照组 )仅未加质粒!其余过程同实

验组*#

3YZABCJ>XLDL质粒转染及观察# 用 UQZ2\/=:,*TbA

%444)购自 BT<TSV* 介导法进行基因转染!# 取 ZABCJ>

XLDL质粒 %

!

H" ZABCJ质粒 %

!

H"ZABCJ>S" 质粒 %

!

H!分别

加入 UQZ2\/=:,*TbA%444 $

!

@! 转染细胞 $X 后终止反应!换成

新鲜培养液!连续培养 F(X 后在荧光显微镜下观察发绿色荧

光的细胞!激光共聚焦显微镜拍摄!流式细胞仪 )C,SR*检测

转染效率#

FYZABCJ>XLDL质粒转染 %#3 细胞及口腔黏膜角化细胞

的鉴定# 采用 DL>JSD检测转染细胞中外源性 XLDL的表

达# 引物设计(应用 +b,1:80软件!选取 ZABCJ>XLDL融合

基因中 BCJ和融合位点两侧序列设计引物!由上海华美生物

工程公司合成# 引物序列为 J0QI/0,(&9>,SSL,SBBS

BLSBLBS,BLBSLL>39,J0QI/0<( &9>,BLBSBLSBBLS

,SSBLBLL>39# 收集转染细胞!裂解提取细胞 Db,进行

JSD反应# 试剂盒为 <=8<ARLL* Db,JSDKTL;ADY"Y"#

JSD反应产物进行琼脂糖凝胶电泳分析#

结!!果

"Y重组质粒的筛选鉴定(新质粒导入感受态

+E&

"

菌后经培养挑取抗性单菌落!抽提新质粒 +b,

标本!经 EQ-.

&

酶切"电泳!分析条带!选取插入片段

与载体连接方向正确的 (Y"P? 质粒!经 EQ-.

&

和 b2:

'

双酶切鉴定"筛选出目的质粒# 序列测定结果与

ZABCJ>S" 插入点序列及目的基因片段 XLDL+b,

两端序列对比!序列相同
.%/

#

%Y转染细胞的观察(ZABCJ>XLDL质粒转染 %#3

细胞及人正常口腔黏膜角化细胞 F(X 后!激光共聚焦

显微镜及荧光显微镜下观察发现多数细胞发出绿色

荧光!前者的荧光强度较后者强!密度亦大)第 "%F 页

彩图 "*# 转染 ZABCJ>XLDL质粒的细胞绿色荧光

仅在细胞核中表达!而转染 ZABCJ的细胞绿色荧光

在整个细胞中表达# 流式细胞仪检测结果显示!%#3

细胞及人正常口腔黏膜角化细胞转染效率分别为

3Fd'F6和 $Y((6#

3Y外源性 XLDL的表达(采用 DL>JSD检测转

染细胞中外源性 XLDL的表达!经琼脂糖凝胶电泳!

转染 ZABCJ>XLDL质粒的 %#3 细胞及口腔黏膜角化

细胞均检测到 #&(?Z 的条带# 根据引物设计外源性

XLDL表达条带正是 #&(?Z)图 ""图 %*#

图 ()#+7,I#检测转染细胞中外源性 9+#+的表达

*Y"44?Z U8../0,EY转染了 ZABCJ>XLDL的 %#3 细胞,

SY转染了 ZABCJ>S" 的 %#3 细胞

!

图 -)#+7,I#检测转染 0NI外源性 9+#+的表达

*Y"44?Z U8../0,EY转染了 ZABCJ>XLDL的 VKS细胞,

SY转染了 ZABCJ>S" 的 VKS细胞,BYB,J+E内参照

!

-%%-
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讨!!论

正常人体细胞在体外培养条件下生命有限!大多

数培养细胞只能维持一定时间的生长!之后生长停滞

并逐渐衰退死亡# 影响细胞老化的因素很多!其中端

粒的缩短被认为是细胞衰老过程中的一个十分关键

的事件!直接决定了细胞进入衰老的命运# 人的端粒

由 %&4 )"&44 个LL,BBB六碱基重复序列组成!细胞

每分裂一次!其端粒 +b,序列就丧失 & )%&?Z!端粒

缩短到一定长度!细胞就停止增生进而衰老死亡# 端

粒酶能合成端粒!它由 3 部分构成!一是端粒酶 Db,

)XI8- :/@2I/081/Db,!XLD*!端粒酶以此为模板!使

端粒延长!是一种反转录酶# 二是端粒酶的催化亚基

)XLADL*!也是其活性部位# 三是端粒酶相关蛋

白
.&/

# <2.80等学者报道首次将人端粒酶反转录酶

基因成功转入正常人成纤维细胞及视网膜色素上皮

细胞中!能使细胞寿命延长!且维持正常表型
."/

# 另

外一些学者也证实了其研究结果
.$!'/

#

本课题在得到 B/02- 公司的携带有 XLDL=+b,

的质粒 ZBDb"F& 导入细胞!试图延长细胞寿命的过

程中发现!ZBDb"F& 质粒较大!长 "FP?!转染细胞的

效率较低!且该质粒缺乏报道基因!不适宜对转染结

果进行简单"及时的观察和检测# 因此重新构建了一

个携有 XLDL=+b,的新的质粒载体# 采用绿色荧光

蛋白)H0//- \@[20/1=/-:Z02:/Q-!BCJ*作为报告基因#

它是一种新的标记基因# 对细胞无毒性!不影响与其

连接的目的基因的表达!也不影响目的蛋白的结构和

功能!便于用荧光显微镜及激光共聚焦显微镜观察以

了解转染表达情况
.(!#/

#

为研究 ZABCJ>XLDL在真核细胞中的表达情

况!本研究对较易进行基因转染的 %#3 细胞及人正常

口腔黏膜角化细胞进行转染!比较重组质粒转染两类

细胞的转染情况# %#3 细胞为人胚胎肾脏上皮细胞

转化细胞系!为永生细胞系!又称 EAK%#3 细胞# 而

人正常口腔黏膜角化细胞是正常的上皮细胞!寿命有

限# 观察荧光显微镜及激光共聚焦显微镜观察绿色

荧光结果表明!细胞均已导入 ZABCJ>XLDL质粒并

表达 XLDL外源基因# 由于 XLDL存在于细胞核中!

转染 ZABCJ>XLDL质粒的细胞绿色荧光仅在细胞核

中表达说明绿色荧光报告基因示踪定位正确
."4/

# DL

>JSD检测到转染细胞中外源性 XLDL的表达进一

步表明 ZABCJ>XLDL成功转染了 %#3 细胞及人正常

口腔黏膜角化细胞# 这些结果说明 XLDL基因荧光

表达载体 ZABCJ>XLDL可在真核细胞中表达!为后

继研究打下基础# 两种细胞转染率的差异再次验证

了基因转染正常细胞!尤其是上皮细胞的困难!因此

也提示我们需在人正常口腔黏膜角化细胞转染体系

的优化方面做进一步的研究#

XLDL基因荧光表达载体的在真核细胞中成功表

达!尤其是在人正常细胞中的成功表达!对延长人正

常细胞寿命以及进一步研究组织工程种子细胞的衰

老问题具有重要的意义#
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