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摘要 目的：相邻两心肌纤维的连接处称心肌闰盘，它在心肌的机电活动中扮演重要角色。目前有关闰盘相关基因 Cx43的研究已

被广泛关注，而在不同心肌病理状态下，其变化及功能都与另一闰盘相关基因 ZO-1有极为密切的联系。目前有关 ZO-1的研究比

较少，此次欲将猪 ZO-1基因克隆到慢病毒表达载体并进行鉴定，为进一步研究其功能奠定基础。方法：利用聚合酶链反应（PCR）
扩增猪 ZO-1基因，并克隆到慢病毒表达载体，通过转化、抽提质粒、双酶切和测序鉴定构建的 Lenti-EF1琢-EGFP-TRE-ZO-1重组

载体。结果：猪 ZO-1基因片段重组到慢病毒载体；PCR和双酶切鉴定，电泳结果显示均能得到与理论大小相符的片段；经测序证

实成功构建 Lenti-EF1琢-EGFP-TRE-ZO-1慢病毒表达载体。结论：通过一系列实验证实 Lenti-EF1琢-EGFP-TRE-ZO-1慢病毒表达

载体构建成功，可利用其感染相关细胞或注入动物体内，为后续的体外及在体研究奠定基础，明确其在不同心肌病理状态下所发

挥的独特作用。
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Construction of Lentiviral Vector Carrying ZO-1 Gene*

The joint of adjacent heart muscle fibers is called myocardial intercalated disc, which is important for
myocardial electrical activity. It has been widely concerned about the study of intercalated disc related gene Cx43. Under different

pathological status, it is related to another gene ZO-1. However, the research of ZO-1 is scanty, so we cloned the ZO-1 gene of porcine

into the lentiviral vector and identificate the recombinant plasmid，which will lay the foundation for further research. The
porcine ZO-1 gene was amplified by PCR, and cloned into lentiviral expression vector. The reconstructed Lenti- EF1琢-EGFP-TRE-ZO-1

plasmid was identified by transformation, plasmid extraction, double enzyme digestion and DNA sequencing analysis. The

porcine ZO-1 DNA sequences were successfully inserted into the lentiviral vector.The reconstructed plasmid was identified correctly by

PCR and double enzyme digestion．The recombinant Lenti-EF1琢-EGFP-TRE-ZO-1 vector was confirmed by DNA sequencing.

Lenti-EF1琢-EGFP-TRE-ZO-1 lentiviral vector has been successfully constructed, so we can use it to infect related cells or

animals, which will be useful for further study , to understand its function in different pathological status.
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前言

心肌的活动分为两种，机械活动以及电活动，在生命体的

循环中具有重要作用。不同学者对心肌闰盘相关基因的研究表

明 Cx43和 ZO-1在心肌闰盘的功能和病理状态下发挥独特作
用，而有关 Cx43的研究较为广泛。ZO-1是紧密连接蛋白的重

要组成蛋白之一，作为膜相关性鸟苷酸激酶家族中的一员，既

往有关 ZO-1在胃肠道、呼吸道、血脑脊液屏障等处的研究，明

确了它的功能包括调节细胞物质转运和细胞上皮极性定性[1]，

信号转导，蛋白质的靶向输送等[2]。然而它也在心肌细胞闰盘的

黏附连接发挥作用[2]。之后，Toyoftiku等[2]发现其与心肌的缝隙

连接也有相互作用。ZO-1存在于心肌细胞闰盘的靠近浆膜处[3]，

围绕在缝隙连接周围 [4]。有研究表明，心力衰竭患者闰盘中

ZO-1减少，可能通过一系列的机制导致异常的冲动传播和心

律失常，造成心衰患者的心源性猝死[5]。而慢病毒载体系统是以

人类免疫缺陷 I型病毒为基础演变发展而来的分子生物学方
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法[6]。本研究通过慢病毒载体构建 ZO-1基因高表达重组载体，

目的在于为继续研究 ZO-1的功能及其在心肌病理情况下发挥
的作用有所了解。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

拟胚体细胞 cDNA、Lenti-EF1琢-EGFP-TRE-Oct4、GBE180

感受态；PFX、PFX mix 、 I、 I、T4 DNA 连接酶购自
Fermentas公司（加拿大）；质粒提取试剂盒（北京博大泰克生物

基因技术有限责任公司）；DNA纯化回收试剂盒（天根生化科

技（北京）有限公司）。

1.2 猪 ZO-1基因克隆
1.2.1引物设计 引物根据 Genbank XM 003353439序列设计，

提交序列到华大基因合成。上游引物序列为:5'-GCGCGGAT-

CCGCCACCATGGCGGAAAGTGAACCTCGAGAT-3',含 Bam-

H I酶切位点（GGATTC）。下游引物序列为：5' -GGGGACTA-
GTTTAAAAGTGGTCAATCAGGACAGAGACAC-3', 含 Spe I

酶切位点（ACTAGT）。
1.2.2 PCR扩增 PCR反应体系 50 滋L：灭菌水 21.5 滋L ，PFX

mix 2.5 滋L，PFX酶 0.25 滋L，模板 cDNA为 0.5 滋L，上、下游引
物各 0.25 滋L。扩增程序为：94℃预变性 2 min，然后以 94℃变

性 30s，62℃复性 30s，68℃延伸 3min10s，进行 35 个循环，最

后于 68℃延伸 10 min。取 4 滋L扩增产物用 1.0%琼脂糖凝胶电

泳鉴定。

1.2.3 PCR产物纯化 取 PCR产物，采用 TIANGEN DNA纯化
回收试剂盒，得到纯化的 PCR产物 30 滋L。取 1 滋L纯化产物用
1.0%琼脂糖凝胶电泳鉴定。
1.2.4 酶切 PCR产物 反应体系 50 滋L：灭菌水 13 滋L ，
11 滋L，Spe I2 滋L，Buffer BamH I 5 滋L，PCR纯化产物 29 滋L。
37℃水浴 3小时。之后，将此反应体系扩大成 60 滋L，即补加

I 0.5 滋L， I 1 滋L，Buffer I 1 滋L，无菌水 7.5

滋L。25℃室温过夜。采用 TIANGEN DNA纯化回收试剂盒，得

到纯化的酶切产物。

1.2.5 构建重组质粒 将 Lenti-EF1琢-EGFP-TRE-Oct4 质粒，用
I 和 I 双酶切鉴定、凝胶回收纯化，得到

Lenti-EF1琢-EGFP-TRE 双粘质粒。将纯化的目的片段在 T4

DNA 连接酶作用下与双粘质粒连接，构建重组质粒。转化
GBE180感受态细胞于氨苄霉素阳性的 LB平板上，初筛阳性

克隆并小提质粒，用 I和 I双酶切后将阳性质粒送
铂尚生物技术公司测序。

2 结果

2.1 ZO-1基因克隆
将 PCR产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳，在约 3300bp得到

条带，与目的片段大小位置相符。

2.2 Lenti-EF1琢-EGFP-TRE-ZO-1重组慢病毒表达载体的构建
将连接产物 Lenti-EF1琢-EGFP-TRE-ZO-1转化 GBE180感

受态细胞，涂布氨苄（Amp）抗性 LB平板，37 ℃过夜培养可见

阳性菌落生成。

2.3 慢病毒载体 Lenti-EF1琢-EGFP-TRE-ZO-1双酶切鉴定和测

序

经 I和 I双酶切后，可获得约 3300bp的 DNA

片段，与预期片段大小相符。表明目的基因己成功克隆,送铂尚

生物技术公司测序，结果显 ZO-1基因序列正确。以上结果表

明：Lenti-EF1琢-EGFP-TRE-ZO-1 重组慢病毒表达载体构建成

功。

图 2-1 ZO-1基因克隆

Fig. 2-1 ZO-1 gene clone

注：marker条带由上到下依次为 3、2、1kb。

Note: the lanes of marker from top to bottom represented 3、2、1kb.

图 2-2 慢病毒载体 Lenti-EF1α -EGFP-TRE-ZO-1双酶切鉴定

Fig.2-2 Lentivirus vector Lenti - EF1α -EGFP - TRE - ZO - 1 double

enzyme identification

注：marker条带由上到下依次为 5、4、3、2、1Kb。

Note:the lanes of marker from top to bottom represented 5、4、3、2、1Kb.

3 讨论

该实验使用能高效整合入宿主细胞基因组的慢病毒载体，

能有效实现后续实验步骤的顺利进行，包括稳定转染细胞或者

注射入动物体内。而该载体含 EGFP基因，即增强型绿色荧光

蛋白，具有结构稳定、高效表达、无种系依赖性等特点，作为细

胞基因表达及细胞示踪标记是非常合适的，也能方便研究者的

直观观察。

在心脏，缝隙连接调控相邻心肌细胞间的机电和化学耦联[7]。

心肌缺血、心肌肥厚、心力衰竭、高脂血症等都可能导致缝隙连

接的重构。在代谢抑制和缺血的情况下都可能导致心律失常[8]。
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ZO-1在心肌缝隙连接处发挥重要作用，而以前的研究也显示
ZO-1也起着稳定机电活动联系的作用 [9]。

ZO-1和 Cx43的 C端相互作用，决定着缝隙连接的大小

和定位，在正常心肌和病理心肌中都扮演着重要的作用[10]。在

压力负荷性心肌肥厚的晚期，Cx43和 ZO-1的相互作用是明显

下降的，而 endothelin-1 (ET-1)和 sphingosine-1-phosphate (S1P)

都影响着 Cx43的磷酸化 [11]，Cx43的脱磷酸化与 ZO-1密切相

关，并与心电的延迟传导有关[12]。实验证明在氧化应激可改变

ZO-1蛋白的表达与定位[13]。心肌梗塞正是心肌氧需及氧供的

不平衡，在一项犬类心肌梗塞模型实验中表明 Src 降低了
Cx43和 ZO-1之间的联系，导致了 Cx43从 ZO-1上解离，Cx43

实现重新分配，而降低了传导速度和导致心律失常形成 [14]。由

此可以推论，ZO-1在心电的传导当中具有举足轻重的作用，在

不同病理情况下，它的上调或下调，及它与其他相关蛋白的相

互作用，在心肌病理情况下导致的心律失常中可能发挥着独特

的作用。

目前的实验方法有通过转染，病毒载体介导的基因转移等

来实现将目的基因导入靶细胞或器官，真核表达质粒的转染对

于分裂增殖比较旺盛的体外培养细胞转染效果较好，但表达的

目的基因常随时间的延长而发生丢失，然而后者可以高效整合

入宿主细胞基因组中，稳定性比较好[15]。也是目前感染效率最

高的载体。此外,慢病毒载体还具有转移基因片段容量较大,长

期稳定表达，不易诱发宿主免疫反应等特点[16],在实验研究中广

泛的被作为首选载体[17]。

我们可用慢病毒载体来生产转基因动物，或者导入细胞进

行研究。而 Lenti-EF1琢-EGFP-TRE-ZO-1重组慢病毒表达载体

构建成功，可以进行下步的慢病毒包装、纯化和滴度测定，感染

特定的细胞，稳定标记 ZO-1目的基因进行实验，也有助于我们

对其基因功能及其在心肌病理情况下发挥的作用做进一步研

究。
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