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引言

恶性肿瘤的形成、发展和转移与癌基因及抑癌基因不可逆

的积累突变和失调有密切关系[1-3]。其中 Ras基因与肿瘤发生发

展的关系引起人们较高的关注。Ras原癌基因广泛存在于哺乳

动物的细胞中，是 1982年 Parada等从人膀胱癌细胞中克隆出

的活化的癌基因，是第一个被鉴定的人类癌基因[4]。Ras编码蛋

白具有介导细胞因子、生长因子和多种细胞外信号的信息通路

的作用，对细胞的增殖、分化、凋亡等具有重要的调节作用。当

Ras基因被异常活化后，可导致下游信号分子的激活，造成细

胞生长失控而无限制地增殖，进而引起肿瘤[1]。据统计，30％左

右恶性肿瘤被认为与 Ras基因突变相关，Ras功能和信号转导

途径失调在肿瘤的形成过程中起着非常重要的作用[1-3]。Ras基

因突变中以 K-Ras基因突变最常见。在几乎所有的胰腺癌和
50%的大肠癌、甲状腺癌以及 30%的肺腺癌可见 K-Ras基因突
变[5,6]。本研究拟构建 K-RasG12D基因突变体真核表达载体，并

转染 293T细胞系，采用 PCR及荧光检测法检测目的基因及蛋

白的表达，以便进一步研究 K-Ras突变在癌症发病中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料
293T细胞系由本实验室保存；pCDH 载体购自美国 Sys-

tem Biosciences 公司，RNA 提取使用 Trizol 购自美国 Invitro-
gen公司；限制性内切酶、DNA连接酶等购自美国 NEB公司；
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PCR reaction mix、普通质粒小提试剂盒、琼脂糖凝胶回收试剂

盒购自北京 Tiangen公司；其余试剂均为国产分析纯。
1.2 方法
1.2.1 K-Ras突变体基因的引物设计 参考 GenBank发表的
K-Ras 基因序列设计引物，正向：5'-CTGGCTAGCATGACT-
GAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGATGGCGTAGGC

AAGAGTGCCTT-3'（划线为 I酶切位点，灰白部分为突变

位点）；K-Ras 反向：5'-ACAGCGGCCGCTTACATAATTACA-

CACTTTGTCTTTGACTTCTTTT-3'（划线为 I酶切位点），

由上海生工生物公司合成有限公司合成。

1.2.2 目的基因的扩增 从病人组织中提取总 RNA，经逆转

录获得的 cDNA作为模板 PCR克隆 K-Ras突变体基因，反应

条件为：93 ℃预变性 2 min，93 ℃ 30 s，65 ℃ 40 s，72 ℃ 1 min，
30个循环，扩增 K-Ras突变体基因。将所有的扩增产物以 1 %

琼脂糖凝胶电泳，采用 Tiangen回收试剂盒进行割胶回收。

1.2.3 重组逆转录病毒载体的构建 利用限制性内切酶

I， I双酶切 SBI公司的 pCDH-CMV-MCS-EF1-RFP病毒载

体。将切胶回收片段克隆至该病毒载体多克隆位点（MCS）中。
1.2.4 重组逆转录病毒载体的 PCR鉴定 将连接产物转化至

感受态大肠埃希菌 DH5琢，挑取转化平板上的细菌克隆，在抗
生素培养液中培养过夜，后取 1 滋L菌液进行 PCR。电泳检测后

阳性克隆送上海美吉生物有限公司测序。

1.2.5 转染细胞中重组逆转录病毒载体串联基因表达的检测

按照 1 滋g质粒使用 2.5 滋L的 FuGENE HD试剂进行，具体为，

取 100 滋L Opti-MEM培养液于进口 EP管中，加入质粒 1 滋g，
混匀后加入 2.5 滋L的 FuGENE HD试剂，轻轻混匀，室温放置
10 min，然后向其中加入 2 mL培养液混匀后置换培养细胞中

的培养液，培养 48小时后在荧光显微镜下观察结果。

2 结果

2.1 K-RasG12D基因突变体的扩增、克隆和构建

利用此引物进行 PCR扩增，经过优化 PCR条件，获得了

如图 1所示的特异性的扩增目的条带，条带大小约 587 bp，与

预期相符，对此条带进行切胶回收，使用 I和 I进行双

酶切。

2.2 重组逆转录病毒载体的筛选和鉴定
以此双酶切的载体和 PCR片段进行切胶回收，链接，转

化，涂平板，挑克隆，培养，并进一步使用 PCR进行鉴定。结果

如图 2所示，俩个组合都有特异性的条带的克隆存在，因此，将

对应的克隆送上海生工生物公司测序，测序结果完全正确。

2.3 重组逆转录病毒载体在细胞中瞬时表达的检测

将构建的逆转录病毒载体转染 293T细胞后可检测到高强

度表达的 RFP荧光信号（图 3），表明我们构建的逆转录病毒载

体不仅序列上是正确的，而且能够有效表达目的基因。

3 讨论

与肿瘤相关的 Ras 原癌基因家族主要分为 3 类：N-Ras、
H-Ras和 K-Ras，分别定位在 1、11和 12号染色体上，编码相对

分子质量为 21 kDa的蛋白，即 p21 蛋白 (p21ras，p21，Ras蛋

白)[7,8]。p21 ras是一类重要的功能蛋白，介导生长因子、细胞因

子和多种细胞外信号的信息通路，对细胞的增殖、分化、凋亡等

多种生理过程发挥重要调节作用。当 Ras基因被异常活化后
p21ras蛋白持续地保持活化状态，激活下游信号分子，造成细

胞生长失控而无限增殖 [2-4]。

目前认为，Ras基因被异常激活最常见的方式是编码区内

的点突变，Ras基因点突变后能使细胞无休止分裂、增殖，并能

使某些类型的细胞发生恶性转化。此外还有基因扩增、染色体

异位与基因重排、基因甲基化改变、基因过量表达等方式也可

引发 Ras基因异常激活。Ras基因突变率在不同种类的人类肿

瘤有明显差异，例如结肠癌中 Ras基因突变率为 40-50 %，肺癌

和膀胱癌为 40 %，最高为胰腺癌达 90 %，而在胃癌 Ras基因的

突变率仅有 15 %左右[9-14]。Ras基因突变中以 K-Ras基因突变

最常见。在几乎所有的胰腺癌和 50 %的大肠癌、甲状腺癌以及
30 %的肺腺癌可见 K-Ras基因突变。K-Ras尤其和腺癌相关，

其具体机制目前尚不明确。前人通过对测序数据分析发现 Ras

家族成员在 AML患者中出现较高比例的突变[15-17]。慢病毒载体

图 1 PCR产物琼脂糖凝胶电泳

1：DL2000 Marker；2：K-RasG12D基因突变体扩增片段

Fig. 1 Identification of PCR product

1: DL2000 Marker; 2: Amplification of the fragment of K-RasG12D gene

图 2 不同突变体聚落克隆培养后的菌液 PCR经琼脂糖凝胶

电泳检测结果

1：DL2000 marker；2,3:RFP标签质粒K-RasG12D基因突变体扩增片段

Fig. 2 PCR results of culture broth of different mutants

1: DL2000 Marker; 2,3: Amplification ofthe fragment of K-RasG12D

with RPF label
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可以将目的基因整合至靶细胞基因组中形成长期稳定表达，引

发的免疫反应小，可感染非分裂细胞等优点[18,19]，基于慢病毒载

体在实现基因的高效转移和长期稳定表达的同时，又具有较好

的生物安全性，因此有望成为理想的基因转移载体[20-22]，本实验

中我们选用慢病毒载体 pCDH-CMV-MCS-EF1-RFP作为基因

转移载体。

在该研究中，我们将目的基因插入到 pCDH-CMV-MCS-
EF1-RFP载体多克隆位点（MCS）中，翻译的时候就可以在表达

出目的基因（Ras）的同时还可以翻译出指示蛋白 RFP，从而真
正实现了将荧光蛋白作为示踪 tag。我们将 K-RasG12D突变体

基因克隆至逆转录病毒真核表达载体 pCDH-CMV-MCS-EF1-

RFP经 PCR及测序鉴定后，采用转染 293T 细胞系，利用重组

质粒 PCR 及串联基因表达的检测证实了所构建载体在 293T

细胞中能够有效表达。为下一步建立稳定转染细胞系及进一步

研究 K-Ras突变在癌症发病中的作用奠定了重要基础。
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