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Fat-1 基因真核表达载体的构建及其对人口腔鳞癌细胞

脂肪酸含量的影响 *
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（吉林大学畜牧兽医学院 动物胚胎工程吉林省重点实验室 吉林 长春 130062）

摘要 目的：构建真核表达载体 pcDNA3.1-Fat1，线性化稳定转染人口腔鳞癌细胞株 Tca8113，检测其细胞内脂肪酸含量变化。方

法：通过重叠延伸 PCR 方法人工合成利于真核表达的 Fat-1 基因，用基因重组技术构建真核表达载体 pcDNA3.1-Fat-1，用脂质体

转染真核细胞的方法转染人口腔鳞癌细胞株 Tca8113，用气相色谱仪检测脂肪酸的变化情况。结果：测序及酶切鉴定成功合成真

核偏好表达的 Fat-1 基因。与对照组相比，转染 Fat-1 基因的口腔癌细胞的 n-3 脂肪酸明显增多，n-6/n-3 明显下降。结论：成功构建

真核表达载体 pcDNA3.1-Fat1，并对口腔鳞癌细胞内脂肪酸含量产生明显影响，为进一步研究 Fat-1 基因在口腔鳞癌中的生物学

功能奠定了基础。
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ABSTRACT Objective: To construct eukaryotic expression vector pcDNA3.1-Fat1 and transfect human oral squamous cell

carcinoma cell line Tca8113, then tested the changes of fatty acids content in Tca8113. Methods: The Fat-1 gene was constructed by
SOE-PCR. The pcDNA3.1-Fat1 was constructed by using recombinant DNA technology, human oral squamous carcinoma cells line
Tca8113cells was transfected using lipofection method. The fatty acids content of the transfected Tca8113 cells was detected by using gas
chromatography technology. Results: Eukaryotic expression vector pcDNA3.1-Fat1 was successfully constructed and transfected into
human oral squamous carcinoma cell lineTca8113. The cells that expressed the fat-1 gene had a lower n-6/n-3 PUFA ratio compared with
the cells that expressed the control vector. Conclusion: The pcDNA3.1-Fat1 is successfully constructed, and it has significant effect on the
PUFAs content of Tca8113 cells, which makes a foundation in the future study on the biological function of Fat-1 gene in human oral
squamous carcinoma.
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前言

口腔鳞状细胞癌(oral squamous cell carcinoma)[1]，传统的治

疗方法包括手术、放化疗并不能明显提高患者的生存率，而且

手术治疗往往严重破坏患者的美观而致残，放疗、化疗产生严

重的毒副作用仍然是临床上的一个棘手问题。因此，积极寻求

治疗口腔鳞状细胞癌的新途径成为临床上面临的重要课题。
Fat-1 基因的翻译产物是由 402 个氨基酸组成的 n-3 PU-

FAs 脱氢酶，是第一个从动物体内分离出来的催化 n-6 脂肪酸

转变成 n-3 脂肪酸的酶。将 Fat-1 基因转入动物或者植物体内，

将改变动物或者植物的脂肪酸构成，使其产生对人类有利的一

系列 n-3 脂肪酸，从而成为人类膳食中 n-3 脂肪酸的重要来源
[2,3]。研究证实通过腺病毒介导 Fat-1 基因，对乳腺癌[4-6]和肺癌[7]

具有良好的抗癌效果，另有研究发现 Fat-1 基因的异源表达，可

有效调整细胞 n-6/n-3 脂肪酸比例，抑制胃癌细胞 SGC7901 的

增殖，诱导细胞凋亡[8]。这些研究证明，Fat-1 基因转移能够在人

体细胞中调整脂肪酸构成，进一步证实了 n-3 脂肪酸的抗癌作

用 [9]，预示可以通过在患有胃癌的病人中调整其组织细胞中

n-6/n-3 脂肪酸比例来达到治疗目的的新的癌症治疗策略。但

是，Fat-1 基因在口腔鳞癌的研究还没有报导。因此本研究拟在

研究自己合成的 Fat-1 基因能否改变口腔鳞癌细胞的 n-6/n-3
脂肪酸比例，为进一步研究 Fat-1 影响口腔鳞癌肿瘤的增殖与
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凋亡打下基础。

1 材料与方法

1.1 材料

大肠杆菌 DH5α 为实验室所保存。Ex TaqTM 高保真酶（含

dNTPs 及 Mg2+）、pMD18-T Simple Vector、限制性内切酶购于宝

生物工程（大连）有限公司。口腔鳞癌细胞株 Tca8113 购于吉林

大学口腔医院。LipofectamineTM 2000 转染试剂购于 invitrogen
公司。G418 购于 Gibco 公司。FBS、DMEM、青链霉素等细胞培

养试剂均购自于 PAA 公司。NheⅠ、KpnⅠ限制性核酸内切酶

购于 Fermentas 公司。质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒、Pfu
DNA Polymerase 等均购于北京 TIANGEN 公司。T4 DNA 连接

酶购于 promega 公司。
1.2 引物的设计

引物由北京赛百盛基因技术有限公司合成。参照 NCBI 上

秀丽线虫 C.elegans 的 n-3 脂肪酸去饱和酶基因 cDNA 序列

（长度 1209 bp)，首先进行遗传密码优化设计[10,11]，即根据密码

子偏爱性把线虫的基因遗传编码方式改变为哺乳动物密码子

的编码方式。再设计 16 对引物，每条引物在 38 bp 左右的寡核

苷酸片段进行合成，每段寡核苷酸片段相互有 18～20 bp 的重

叠碱基。并在序列末端分别加入 NheⅠ和 KpnⅠ酶切位点。
1.3 利用重叠延伸 PCR[12,13] 拼接合成 Fat-1 基因

Fat-1 基因的 PCR 拼接过程可用如下的示意图 （图 1）说

明。首先进行延伸反应，分别取引物 2.5μl、10×Pfu Reaction
Buffer 5μl、dNTP 8μl、ddH2O 30μl 配成 50μl 反应体系并混匀。
反应条件均为：94℃ 5 min，55℃ 10 min；然后各加入 Pfu DNA
Polymerase 2μl，55℃ 5 min，72℃，15 min。接着进行第一轮

PCR 反应，分别以上述延伸产物为模板，按照 Pfu DNA Poly-
merase 的反应体系配制 50μl 的 PCR 反应液。反应条件均为：

94℃ 30 S，55℃ 30 S，72℃ 30 S，循环 30 次，最后 72℃延伸 10
min，12℃保存。接下来进行第二次 PCR 反应，分别以上述 PCR
产物为模板进行 PCR 反应，反应体系及条件同前。反应产物经

胶回收试剂盒纯化，再进行第三次 PCR 反应，分别以回收纯化

产物为模板进行 PCR 反应，反应体系及条件同前。反应产物经

胶回收试剂盒纯化，再进行第四次 PCR 反应，以纯化产物为模

板，反应条件为：94℃ 30 S，55℃ 30 S，72℃ 60 S。循环 30 次，最

后 72℃延伸 10 min，12℃保存，经胶回收试剂盒纯化后进行第

五次 PCR 反应，以纯化产物为模板，反应条件为：94℃ 30 S，

55℃ 30 S，72℃ 90 S，循环 30 次，最后 72℃延伸 10 min，12℃
保存。
1.4 全长基因的克隆及序列分析

将拼接完整的 Fat-1 基因克隆到载体 pMD18-T Simple
Vector 上。连接产物经过转化大肠杆菌 DH5α、涂 LB 平板、挑
选克隆、摇菌、提取质粒和酶切初步鉴定后再测序鉴定而获得

正确的插入了目的基因的克隆。这些操作均按相关的试剂说明

书进行。
1.5 Fat-1 真核表达载体的构建

将测序正确的目的基因和真核表达载体 pcDNA3.1 (+)用
NheI、KpnI 双酶切，利用 T4 DNA 连接酶连接，然后转化感受

态细菌，挑取克隆并酶切鉴定，获得真核表达载体 pcDNA3.

1-Fat1，载体结构如图 2 所示。

1.6 pcDNA3.1-Fat1 转染口腔鳞癌细胞及筛选

采用脂质体法，按 LipofectamineTM2000 转染试剂说明书进

行操作。转染后，加入细胞完全培养液(10%FBS+DMEM)继续

培养。培养 48h 后，加入含 G418（终浓度为 250μg/ml）的细胞筛

选液。用选择性培养基大约筛选 10d 左右出现单克隆时，倒掉

原来的培养液，用预热的 PBS 将细胞清洗 1 遍，用自制的克隆

环将单个细胞克隆套住，加入适量的胰酶消化约 30sec~1min，

镜下见细胞变圆后加入带血清的 G418 选择培养基以终止消

化反应。将细胞轻轻地吹散后先后用 24 孔板和 6 孔板继续扩

大培养。待 6 孔板中的细胞长满以后，将一部分细胞冻存，一部

分细胞用于检测。
1.7 克隆细胞的鉴定

获得克隆细胞后，利用 PCR 进行鉴定。鉴定引物为：上游

引 物 5' CCGCCACCGCTCCCGTCAC 3'， 下 游 引 物 5'
TGCTTCCCAATCCTTATCCTG3'，产物长度为 527bp。PCR 体

系：DNA 模板 1μl，Pfu DNA Polymerase 1μl，10×Pfu Reaction
Buffer 2.5μl、dNTP 4μl 上下游引物各 0.5μl，ddH2O 15.5μl 配成

25μl 反应体系并混匀。反应条件均为：94℃预变性 5 min，94℃
30s，53℃ 30s，72℃ 45s，循环数 30 个，最后 72℃延伸 5min。
PCR 结束后，取 5μl 跑琼脂糖凝胶电泳。
1.8 脂肪酸含量测定[14]

用含 0.005%丁羟甲苯（作为一种抗氧化剂）的，按体积比

=2：1 的氯仿 / 甲醇抽提细胞脂类物质。脂肪酸甲酯 (fatty acid
methylestes)用含 14%三氟化硼 / 甲醇试剂来准备。然后用全自

动 HP5890 气象色谱分析仪分析检测。具体方法按文献进行[14]。

图 1 Fat-1 基因拼接示意图

Fig.1 Schematic Representation of Fat-1 gene splicing

图 2 pcDNA3.1-Fat1 载体结构

Fig.2 The structure of pcDNA3.1-Fat1 vector
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图 3 Fat-1 基因片断的拼接：a：第四轮 PCR 结果；b：第五轮 PCR 结果

Fig.3 Fat-1 gene splicing：a: The fourth round of PCR; b:The fifth round

of PCR

图 4 重组质粒 pMD18-T-Fat-1 的酶切鉴定：M1：DL2000；1：1.2 kb；M2：

DL15000

Fig.4 Restriction analysis of the pMD18-T-Fat-1：M1: DNA Marker

DL2000; 1:1.2 kb fragment; M2:DNAMarker DL15000

图 5 Fat-1 克隆细胞 PCR 鉴定：M3：DNAMarkerⅢ；1，2、3：Fat-1

Fig.5 The identification of Fat-1 transgenic cell by PCR：M3:DNAMarker

Ⅲ;1,2,3: Fat-1 transgenic cells

图 6 n-6 PUFAs 与 n-3 PUFAs 的比值

Fig.6 The ratio of n-6 PUFAs to n-3 PUFAs

Mol % of total fatty acid Control Fat-1 transfected

n-6 Polyunsaturate

18:2n-6 4.31 7.68

20:4n-6 16.95 10.88

Total 20.96 18.56

n-3 Polyunsaturate

18:3n-3 0.32 1.62

20:5n-3 2.29 22.58

22:5n-3 4.68 13.86

22:6n-3 9.15 10.61

Total 16.44 48.67

n-6/ n-3 ratio 1.275 0.381

表 1 气相色谱数据表

Table 1 The data of Gas Chromatography

2 结果

2.1 Fat-1 基因的拼接合成

利用重叠延伸 PCR 法获得 Fat-1 基因的全序列长度为

1221bp，经核酸电泳、酶切鉴定、测序证实正确。

2.2 拼接 Fat-1 基因的克隆及验证

拼接的基因与载体 pMD18-T Simple Vector 连接并转化到

DH5α，提取质粒进行酶切鉴定，结果如图 4 所示。最后测序获

得质粒 pMD18-T-Fat-1 的正确克隆。

2.3 口腔鳞癌细胞的克隆鉴定

PCR 结果显示，鉴定基因的 PCR 产物为 527bp，说明目的

基因已完全整合到口腔鳞癌细胞基因组当中。PCR 产物片段经

测序证实为 Fat-1 基因。
2.4 脂肪酸含量测定结果与 n-6/n-3 PUFAs 比例变化

用气相色谱仪测定 Fat-1 阳性克隆细胞与对照组细胞内

n-6 PUFAs 和 n-3 PUFAs 的含量，结果见表 1。结果显示：与转

染线性化 pcDNA3.1 空载体的 Tca8113 细胞相比，转染 pcD-
NA3.1-Fat-1 基因的 Tca8113 细胞 n-3 脂肪酸明显增多，n-6/n-3
PUFAs 比例明显降低，二者比较差异显著（图 6，P<0.05）。

3 讨论

近年来，n-3 多不饱和脂肪酸已成为研究的热门课题，人们

认识到它与人类的生命和健康关系密切。药理实验证明，n-3
PUFAs 具有降血脂、降血压、促进脂肪代谢、抑制血小板凝集、

注：表中所列对照组和实验组脂肪酸含量分别为三次测定值的和

Note: Sum of the thrice test value of control group and experimental group

fatty acid content

2119· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.11 JUN.2011

对不同的行为，可以处于不同的行为改变阶段，如患者可能处

于饮食行为改变的意图前期和运动改变的准备期[17]。评估患者

的行为改变意愿，提供与患者的行为改变阶段相匹配的行为干

预能够改变患者的行为和改善血糖控制[3]。评估的时候，要使用

开放性的问题，积极的倾听[16]，从患者最关心的问题开始，并注

意将问题尽可能地具体化[18]。一般采取面对面访谈的形式进行

评估，也有研究者通过远程医疗系统或触摸屏进行评估[19,20]。
3.2 设定目标

通过评估，医患双方达成共识，明确了存在的问题和患者

愿意改变的行为，然后再双方一起设定目标。设定目标要以病

人为中心，可以由病人自己选择或与医务人员一起协商制定。
与患者一起设立目标是一个有效的策略，那些参与选择目标并

清楚目标的含义的病人能够更容易实现自己的目标[21]。设定目

标的时候，需要注意目标必须与行为相关；目标清晰、具体、明
确，可观察和测量。如：" 晚饭后不吃零食 " 而不是笼统的 " 吃

得更健康 "；如 " 每周步行 3 次，每次半小时 "，而不是 " 减轻体

重 "。同时，目标要合理但有挑战性：不要太难让患者感觉无法

完成而受挫折，也不能太容易而让患者感觉不到达成目标的乐

趣[18]。Darren 等[14]建议行为目标开始的时间最好在近期，如从下

周开始。避免一次设定太多的目标，一般不超过 2 个。一次设定

的目标太多，患者很难达到，并有很大的压力，容易产生受挫

感，不利于行为改变[22]。把目标记录在病历上有利于在以后的

会谈中均进行针对性的教育[16]。此外，糖尿病决定支持手册[11]、
糖尿病自我管理指南[14]等都有助于医务人员和患者在在实际

工作中更好地设定目标。
3.3 识别障碍

目标设定后，需要评估患者达成目标的信心（LOS），让患

者从 0 到 10 的范围内标出行为改变信心的大小 (0 为最小,10
为最大) ，如患者的信心评分在 7 以下，则教育者和患者一起分

析原因，修改目标，建议患者从小的改变开始[16]。障碍是影响目

标达成最主要的因素[23]，行为改变的障碍包括患者的信念、情
感、社会支持、资源和客观环境等[24]。不但要分析存在的障碍，

还要分析障碍存在的原因及探讨克服障碍的策略，利用患者既

往成功的经验可以增加患者的自我效能[18]。
3.4 随访及评价

目标设定后，患者回家开始实施，要求患者记录自己的行

为，记录成功和失败的经历，一般在 2~4 周内予以电话随访，或

通过个别会谈和小组会谈等方式提供鼓励和支持，询问患者是

否记得自己设定的行为目标，评估目标达成情况，分析目标没

有达成的原因，修改目标或继续执行目标[11，14，16，19，22]。目标达成

后可以给患者适当奖励以鼓励患者继续坚持[25]，奖励可以是患

者喜欢做的事情 [26]，但注意奖励不应该是与目标相对立或违

背，例如用大吃一顿来奖励坚持了合理饮食。研究显示，随着时

间的延长，达成目标且能维持行为的患者逐步减少[14]，在患者

目标达成后定期与患者联系，继续支持鼓励患者，可以防止患

者不良行为的反复[27]。
4 目标设定在糖尿病教育中的应用

尽管目标设定包括以上步骤，但在实际应用的时候，这几

个步骤并不是截然分开的。许多研究者将目标设定融入到日常

工作当中，借助于一些目标设定的工具，取得了良好的效果。
Darren A 等设计了糖尿病自我管理指南，帮助患者与医务人员

沟通。在与患者会谈的时候，研究者利用指南，询问患者的行为

改变意愿，以患者为中心，制定行为目标，分别于第 2、4 周进行

电话随访和支持，结果发现，大多数患者都选择饮食和运动行

为改变目标，93%的患者至少达成了一个目标，73%的患者达成

了 2 个行为目标，且患者对干预都很满意[14]。
圣彼得家庭医生教育项目（SPFM）采用慢性病电子管理系

统注册软件记录、评估患者的一般情况，动态追踪、评价患者的

目标达成情况，结合个别咨询、小组讨论的方式，让患者分享在

行为改变过程中所经受的挫折，获得解决问题的技巧，设定个

体化的目标，增强了患者的主人翁责任感，从而更积极地管理

自己的疾病[16]。
电脑及网络在目标设定的过程中也发挥着重要的作用。

Susan 等[19]利用远程医疗系统进行远程访问，将目标设定的程

序融入到每一次的远程访问中，如对话、探讨及动态反馈，结果

发现，68%的目标得到改善或达成，胰岛素注射技术和足部护

理也有很大的改观。Paul A[20]等借助目标设定光盘，通过触摸屏

进行人机互动，评估患者的饮食和运动行为，比较患者的行为

与指南的差距，引导患者自行设定感兴趣的目标，并帮助患者

分析目标达成的障碍，最后制定目标与行为计划，辅以 8～10
分钟的面对面咨询。结果发现，目标设定软件可以帮助患者自

行选择合适的行为目标，识别行为改变的障碍，并导致行为改

变。
国内研究者以阶段性改变模式为指导，与患者设定个体化

的、合理的目标，患者的目标达成率和坚持率达 100%，血糖也

有所改善[22]，患者在饮食、运动、血糖监测、吸烟、饮酒几方面行

为产生了明显的改变[12]。

5 存在的问题及展望

尽管目标设定是一个有效的行为干预策略，但在临床工作

中并没有得到广泛应用[7,14]。可能是由于传统的教育材料都是

以提供知识为主，并不注重激励患者自我寻找解决问题的技

巧，不适用于目标设定；医务人员习惯于传授知识，帮患者做决

定，缺乏帮助患者设定目标的知识和技能，而且工作繁忙，缺乏

时间[14,28]。
为了促进目标设定在临床工作中的广泛应用，医务人员需

要接受相关理论和技能的培训，培训的内容包括医患沟通技

巧、跨理论模式、行为改变阶段评估及设定目标的注意事项等，

培训的方式包括理论授课、观看录像、小组讨论及角色扮演，培

训所需的时间大概为 6 小时，且培训后仍需专家的指导[29]。另

外，发展、设计与目标设定相匹配的教育材料也是以后研究的

重点。
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