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摘耍 目的: 构建含自杀基因胞心吮脱氛醉 ( CD) 的真核表达载体 pe DNA3
.

1 /HA 一 吐理C 一 任。 ( 一 ) z 一 CD
,

并进行哺乳动物细

胞 】任X四3 转染研究
。

方法 : 以本实脸室保存的含 CD 基因全长的质杜为模版
,

用 P CR 方法扩增 CD 基因阅读框序列
,

并定向充隆

到带有 HA gat 的 牌D NA3
.

1 / HA 一 吐寸e 一 托 (s 一 ) z 载体上
,

使 目的基因与拟吨在同一阅读框
。

重组体质杜经 E 国丑 1和 肠即扭 双吟

切鉴定
,

并对擂入的 Dc 基因片段进行侧序
,

将鉴定好的 阳性重组质杜 钾D饰”
.

1/ HA 一
衅

c 一

地 ( 一 ) z 一

CD 用脂质体介导转染

班K四3
,

提取细胞蛋白
,

~
m 撇 检浏 CD 基因的表达情况

。

结果 : 阳性重组质杜 钾D NA3
.

1 / HA
一

myc
一 托

。
(
一 )z CD 经 D , 用

和 B al l
们 1双阵切后

,

获得约为 5
.

s kb 片段和 1
.

3 kb 插入片段
,

序列分析表明插入的片段与 侥证细成发布的序列一致
, 侧吧欧 e m bl 伏 检

侧到 CD 基因的表达
。

结论 :成功构建了含自杀基因 CD 的真核表达质杜
。

关健词 : 自杀基因 ; CD 基因; 载体构建 ;基因表达
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目前自杀基因疗法是肿瘤基因治疗的一个热点
,

此类基

因转人哺乳动物肿瘤细胞后
,

产生的酶能将无毒或毒性极低

的药物前体转化成细胞毒性代谢产物
,

从而杀伤肿瘤细胞
。

胞啥吮脱氛醉乃 一氟胞略吮系统 (口万 5 一 代 )是研究最多的自

杀基因治疗系统之一
,

CD 是真菌
、

细菌等原核生物中具有特

殊功能的酶类
,

在哺乳动物细胞中缺乏
,

可将 5 一 氟胞啥吮 ( 5

一
冗 )脱氨生成 5 一 氟尿啥吮( 5 一

刊 )
,

5 一
刊作为化疗药物已

经广泛用于治疗消化道肿瘤
、

胶质瘤
、

乳癌
、

肺癌等 [ ’
一 5 ]

。

本实验以 pe D NA3
.

l/ All
一 呵

C 一 拓 (s
一 Z) 质粒为基础

,

构

建携带 CD 基因的真核表达载体
,

并监测其在哺乳动物细胞

H日心纷 3 中的表达
。

1 材料和方法

1
.

1 主要试剂

DME M 购自GI BCO 公司 ; 小牛血清购自杭州四季青生物

工程材料有限公司 ;脂质体转染试剂 il 冈ecr tna `二 2以刃购自美

国俪恤解
” 公司 ;单克隆 冉刀` 一 HA 抗体购自美国 Si , 扭 公司 ;

E犯抽 6 c
ha ocil 感受态菌株 DHS 。 由北京博大泰克公司提供 ;

QAI GNE 内耐 d 裕 st 由场吧即公司提供 ; 核酸内切酶阮RI
、

B ar 吐丑和 T4 D NA 连接酶以及 IKb 日朋 DNA L己山 r

由大连宝生

物技术公司提供 ; 引物由上海基康生物公司合成
。

1
.

2 质较和细胞株

碑D NA3
.

1 /HA
一 m y c 一 比

。
( 一 ) (z 在 pe DN A3

.

1 /m y c 一 巧
,

( 一 )A 多克隆酶切位点 B al l l l丑 和 K州 之间插人 AII gat 序列 )

由上海肿瘤研究所痛基因与抑痛基因国家重点实验室提供 ;

包含 DC 全长基因的质粒由本实验室提供 ; H EI 口93 细胞由本

实验室保存
。
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1
.

3 CD宾核裹达峨体的构趁

按反n
Ba吐 中醉母菌 CD基因全长 C6 D序列 (注册号

1 76 3 2 21 )
,

用 户. 此 r R en
l
ier 5

.

0软件设计一对引物
,

以含 Dc 基
因全长序列质粒 (本实验室保存 )为橇版

,

在上游引物 5
,

端加

上 D闰用醉切位点
,

下游引物 5
’

端加上 致叨d刀醉切位点
,

引物
中去掉 Dc 基因终止密码子AGT

。

砂扩增的上游引物为
: 5

,

一 CCG GA ` n 陀 A CQ 订。义羌 A`G e林 A CA 。 七 冗
一 3’

,

实

下划线序列为 E的m 醉切位点
,

虚下劫线序列所示的是 为州止

序列 ;下游引物为
: 5

’ 一 CGC GG川陀C A CG l l l
.

口火 刃优 CAT

GGc 俄
一 3’

,

实下划线序列是 Bna J抽醉切位点
。

用函 醉进

行 P CR反应
:

制备两个混装管编号为M XI I 和 M XI Z
,

M以 l管里

有面场 0 Zl d
、

101 1诩 d阿IP l ul
、

上下游引物各 0
.

4司从
、

模版 D NA

i ng
,

体系为 25 以
。

M xl Z管里有 面玛。
{

19
.

25 ul
、

10让刘晚 r s ul
、

内

酶 0
.

75 ul
,

体系为 25 ul
。

M IX I 管男℃
、
2而

n

后
,

把 M xl Z管棍合

很咖人到 M XI I 管中
,

脚℃
、

巧。 ,

52 ℃
、

刃 . ,

龙℃
、

l面 n ,

10 个循

环
。

然后在接下来的 20 个循环中
,

设里代R仪使延伸时间每

个循环增加 5。
,

变性
、

退火沮度和时间不变
。

循环结束后
,

最

后 72 ℃
、

7而
n 。

酚抓仿抽提 PCR 产物
,

异丙醉沉淀
,

70 % 乙醉

洗
,

晾干后翻几O溶解核酸沉淀
。

反申 l/ 且叨止刀对 P CR产物和

质粒 体DN A3
.

l/ HA
二双叮c 一

ha ( 一 Z) 进行双醉切
,

醉切产物用

酚抓仿抽提
,

异丙醉沉淀
,

然后用 70 % 乙醉洗
,

1%琼脂精凝胶

电泳对醉切产物定盘
。

目的基因片断与载体按摩尔数 3 : 1 比

例混合
,

用 T4 NAD 连接醉在 16 ℃过律连接
,

连接体系为 1时
。

取 5以连接产物转化 D H5 a 感受态细菌
,

氮节青称素平板筛选
。

牙签挑取单克隆于枷 的比 (含有坏节青霉素 )培养基中以

之刃, 记而 n展摇过夜
。

用 S璐 碱裂解法小量制备质粒 DNA
,

用 D为斑 和 B皿日刃双醉切鉴定
,

并侧序分析
。

鉴定正确的克隆

命名为 件 DNA3
.

1/ HA 一 m界 一

地 ( ` ) z 一

Dc
。

用 卿认c川
p脑

” id枷提取质粒
,

供进一步转染细胞用
。

.4l 细胞培养及 钾D NA3
·

l/ HA
一

畔
一

haI 《一 )z 一

CD 转染

细胞

转染前一天
,

接种 4 x l护个 印张四 3 细胞 /孔于六孔板
,

用

含 10 %小牛血清 ( F。 )和 100 画` 润 育霉素
、

l田创d 链祥素

的 DMEM (压曲即印
, 。 n幻山6目 n 沈庙unI )培养基在 37 ℃

,

5% C场

培养箱中培养 24 h
。

当细胞汇聚率达到 40 一
80 % 时

,

u洲阮
-

t. ` 二 2以犯 转染质粒到 HE `四 3 细胜中
:

用 加&
r

Ec 稀释 。

4 ug ND A 到体积为 1, ) 11
,

加人 s ul 酬腼枕
r

后展荡 sl 进行混

合
,

在室温 ( 15 一
25 ℃ )孵育 2 一 5面

,

离心几秒使液体沉降于管

底
,

DNA
一 乙血明茂 r 混合物中加入 25 过 创阮忱拙 毛也目忱don 试

剂
,

展荡 105 棍合
,

再在室沮 (巧 一 25 ℃ )孵育样品 5 一 101对n ,

以

便转染复合物的形成
,

此间轻轻吸绷六孔板中的培养基
,

PBS

洗细胞一次
,

加人 Zd 上述 DME M 墙养基
。

在转染复合物的

管中加人 ld 上述 DMEM 培养基
,

上下吹打两次混匀
,

立即逐
滴加人到六孔板中

,

轻轻晃动平板
,

使转染复合物均匀分布
。

1
.

5 W因 e m 日以 鉴定裹达产物

转染 48 卜后
,

将转染 脚洲幻
.

1 /HA 一
叫

。 一
Hsi ( 一 )z 一 kt

一 U司沈 r 一 CD 的 扣张湘3细胞平板 t 于冰上
,

PBS 漂洗两遍
,

加

人 1

咖 细胞裂解液 (Tsri s
Mm

,

E价入5枷
,

脚
2%

,

巧朽F

3 n
诩 )

,

用自制的细部刮
,

刮取细胞移人到 1
.

s d 口管中
,

继续

冰上裂解 太腼加
,

120 田甲m 离心 1俪
n , 收集上清

。

在上清中加

人上样缓存液并煮沸 10 分钟后
,

10崛就
一 P AG E分离蛋白质

,

电转移到 扒勺F 膜
,

5% 的脱脂奶粉封闭 hl 后
,

加人限源抗

拟叱单克隆抗体 (l
: 11刀阅 )

。
4℃孵育过夜

,

1习s r 漂洗 3 次
,

再加人辣根过氧化物醉标记的兔抗鼠够抗体 ( 1渭众 , )
,

屏育

h2 后
口

份盯漂洗 3次
。

最后给 扒旧F 膜加上 L 加̀ 一 U咖 W` t
-

eur B l浏邝 5 山由川 e ( R曰记 A pp li司 弘一 )溶液
,

X 光片. 光显

影
。

2 结果

2
.

1 皿组质较的醉切鉴定

拼刃NA3
.

】/ HA 一 皿叮c 一

浅 (
一

) Z 一

CD 重组质粒经 D , R口

肠四印 双醉切后
,

l%琼脂糖凝胶电泳分析
,

可以看到两条带
,

大小分别约为 5
.

s kb 和 1
.

3kb (图 1 )
,

与预期的大小一致
。

圈 1 , 组质粒醉切鉴定

R, 晚 1 1山, 断画. J
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.翻刚

p远丽d by . 吐不伙 I
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4
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5
.
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一
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】刀旧
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.

l/ HA
一

啊
c 一 比。

(
一

) Z 勿

E a , 田 /山耐U

.2 2 盆组质位的侧序分析

对重组质粒插入片段进行测序分析表明
,

插人的序列与

侥证细吐 (注册号 17` 乙2 1 )一致
,

证实 沐DNA3
.

1 / HA 一呵亡 一

地
( 一 ) Z 一

CD 载体构建成功 (图 2)
。

圈 2 , 组质拉捅入片断洲序分析

凡, 比 2 肋甲. 祀 ing A月词州
。
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2
.

3衰达产物的侧吧咖 m blot 分析

由于没有商业化检侧 CD的抗体
,

构建载体时
,

擂人的目

的基因去掉终止密码
,

并与下游的 拟.绍序列处于同一阅读

框
。

单克隆 扣` 一

HA 抗体对 Dc
一

拟吨 融合蛋白进行鉴定
。

w比 t
me bl 川`飞结果如图 ( 3) 所示

,

表明融合蛋白正确
。

2

2 6 K D

3 6 K D

4 7 K D

8 5 K D

圈 3 钊. 目. m U ot 位洲目的若因的衰达

凡目此 3 众对伐石m 试此 1袖脚 C翻. D甲用翻 . 勿 W翻翻 Bl 刚ng

1习曰 :
野生 型 HE幻阴 细 胞蛋 白 ; 】j 川口:

转染 了重组 质粒 的

HE K之乃细胞蛋白

1月 . 卜衍目
e 肠团 I Wt 一 圣伍心仍 以刃. 1翻心

:
切叫

e 云口1. HE粗刃 ecl sl

加口云劝司 诫ht hat 欣m双 .
t 讨. 苗d

3 讨论

在已经报道的动物和临床 I期实验表明
,

CD叼5 一 戍 系统

可有效地抑制肿瘤的生长〔6
一

川
。

国内对 Dc 真核载体的构建

做了不少的工作
,

但由于没有检侧 目的基因 CD 的商业化抗

体
,

从而多数研究仅仅局限于检侧 RN A 水平来反映目的基因

的表达情况
,

这样并不能可信的表明所克隆的目的基因具有

功能
。

本研究应用一个带有以吨的真核载体
,

把去掉终止子

的 CD 墓因阅读框擂人到以吨编码序列的 N 端
,

并处于同一

个阅读框里
,

这样就使 CD 和 拟吨 融合
,

用 冉们石一 HA 的抗体

就能间接的从蛋白水平检侧到目的荃因 CD 的表达
。

为了提高转录效率
,

在引物设计的时候
,

使用了 K姗k 序

列
。

根据对载体的多克隆醉切位点分析
,

给上下游引物 5
,

末

端加上 D , 用 和且如 H l识别序列
,

可以通过醉切产生的两个枯

性末端来定向克隆 PCR 产物到真核表达载体中
,

不仅提高片

段和载体的连接效率
,

也方便对阳性克隆的鉴定
。

对目的基

因 P CR扩增时
,

为了提高产物的保真性
,

使用了内 DAN 聚合

酶
,

并在设 t 反应条件时
,

使用热启动来降低引物二聚体的

量
,

在 P CR 后为个循环中使延伸时间每个循环比上个循环增

加 5s
,

使产物的盆得以大 t 的增加
。

Dc
一

拟吨融合蛋白真核

表达载休的构建
,

为后续的研究打下了良好的基础
。

今 考 文 献

【1] Bl e i坛招
,

H
.

毛. 恤口 t ` 目 v . 口月 d . 况因

~
【J]

.

An `

一R翻
,

198 9
,

9 (4 )
: 10 13 一 5

2[ 」 G曰 d】i 人
,

肠娜招 P
,

.

~
月 N

,

d 目
.

、 . 目n l ini 目匕目1. ` 5 -

口加川尔面二 抽 d ` 币花 玩此 花公曰 . . 试 CD 一 。甲悦. .
ng il , m日 aa

,

恤圈, ni 的̀ a

【J]
.

玩 J M d M司
,

匆以
,

14 ( 2)
:
323 一 5

【3] R目抽 r u
,

3田油 .
5

,
F . 山 S

,
d d

.

Mec 物“ 毗 苗 山师山. ki l

~ /

甲沈. d州
r . 日 `户幼二 山通抽朋搜犷 5 一 口因 . 刚吻云二颐

c

浅 9. 姆 出.
·

Py 一 11记Cu 司 目 ` 困` 坑 户~ 优 u s【J]
.

伪州户
e ,

2以万
,

24 (7 )
:

123 ! ~
43

〔4] 人几犯饱团 以
,

K加。 s
,
钊` . 丽阴 As

,

et 目
.

B
~

宜

一
一 月址犯 cifi -ex

p欢, . 二 试 此 O曰d da 目肠~ 甲面 ne d.e 抽~ , 祀 幽 .飞 a

腼
-

面户
. . 1灿卿叱 耳脚司

.【J]
.

C.

~ C. 记 , 、 叮 ,

么拟〕.

7( 6)
:

845
一

52

【5 1 M司如 几
.

D哪 . ` “ yt (
’

. id ds
”

》 , 圈 肠 曰“ ve

一c
阮而` 湘阿〔J]

.

C. l

时 C. 比 们阮 r, 1州
,
1(4 )

:

”
一 87

[6 ] K园 y吻
. 5

.

` 如肠湘 M
,

腼` . i K
,

d 目
.

C沙“ ne 山曰 `仙. 少5 一 。u-o
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