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!"#"$%基因表达质粒的构建及在大鼠脑细胞中的表达
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摘 要!"目的# 构建 EFGF$# 基因正义H反义重组质粒/为进一步研究 EFGF$# 在 G 细胞发育分化中的作用

提供基础I "方法$ 采用 JKL 技术扩增 EFGF$# 基因/通过酶切H连接H转化等分子生物学技术/将该全长基因亚

克隆至表达载体 7KMNF#/构建质粒后转染大肠杆菌/并在大肠杆菌中扩增I同时用脂质体法感染大鼠脑细胞I

%结果$ 从大鼠脑细胞中成功地克隆出全长 +##( O7 的 EFGF$# 基因/并经序列分析筛选证实 EFGF$# 基因以正

向P反向重组转染入载体/且在大肠杆菌中得到扩增/同时用 LG$JKL 方法检测到反义重组体对大鼠脑细胞表达

该基因具有抑制作用Q "结论$通过基因克隆方法成功构建了 EFGF$# 基因正义H反义表达质粒/并初步证实反义

EFGF$# 具有抑制细胞正常表达作用/为深入研究 EFGF$# 对 G 细胞发育分化的影响奠定了基础Q

关键词!基因/EFGF$#* 基因表达
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EFGF$# 属于 EFGF 转译因子家族/ 该家族包
含两个锌指序列 K^!K^+&K^!K/ 能识别统一的核
心序列 BF _ GD EFGFBF _ EDQ 淋巴细胞中 EFGF$#
仅表达于 G 细胞/ 它可连接存在于 G 细胞受体 $‘P
aP b编码基因上的 EFGF 序列/并激活其转译/从
而在 G 细胞的发育中起重要作用 & + ’Q当 G细胞发育

成熟后/ EFGF$# 的重要作用在于促进 KM) c G 细
胞向 GX! 细胞分化和加强 GX! 细胞因子分泌Q而反
义 EFGF$#可抑制所有 GX! 细胞因子基因转译/因
而 EFGF$# 是所有 GX! 细胞因子基因转译所必需
的 & ! ’Q 为进一步研究 EFGF$# 与 G 细胞之间的关
系/本实验拟构建 EFGF$# 正义P反义表达质粒/并
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分别在细胞内进行转染表达# 为以后探讨 $%&%’(
蛋白表达) &*+ 型和 &*! 型细胞因子分泌及 $%!
&%’(对 & 细胞发育分化的影响奠定基础,

! 材料和方法

!" ! 材料和试剂
-. 大鼠 /本校医学院动物实验室提供01 &23!

456)真核表达载体 78.9%()引物 :+(’;<):+(’;=)
&= 和 -7>)7?@(A’%@ 质粒).B" 大肠杆菌/上海申
友公司 01 C& D3E) &; F3GHIJ) B3KLM和 NOH P
/Q25RJGH 公司 01 @S7HKL F5KG &JR76HEJ QTC U3E
/C58*J 公司01 7:.+<’& 载体 /大连宝生物公司01
脂质体试剂盒 F375VJ8EHR3KJ&:!AAA/WKX3E25GJK 公
司0,
!" # $%&%’( 基因克隆

&23456法提取大鼠大脑总 C9%# 按 725RJGH公
司 C& U3E 操作说明进行# 合成第一链# 根据 $%!
&%’( 序列# 设计上游引物 Q+/T&% %TT T%& $$T
$$& $%T T%&0和下游引物 Q!/%&$ $%$ $&$ %T&
%T$ $%T T%$0, 用长片段 QTC 法扩增全长 $%!
&%’(基因Y模板 " ZF 加入 &H[酶 " \#Q+ + ZF#Q! +
ZF#总体积 "A ZF#反应条件Y]" ^ " R3K#]; ^ +A
I_"> ^ (A I_>< ^ ! R3K# +A 个循环_]; ^ +A
I_"> ^ (A I_>< ^ ! R3K ‘ " I#!" 个循环_>< ^
= R3K, 反应产物进行琼脂糖凝胶电泳分析,
!" ( $%&%’( 基因正义反义表达质粒的构建
将 QTC 产物回收后#连接至 7:.+<’& 载体#反

应条件为 +> ^ < *,将连接后的产物转化至大肠杆
菌中并扩增# 按质粒抽提试剂盒说明抽提质粒# 量
值 +AA RG a F#然后应用 b3G.cJ :3S测序#测序结果
可知目的基因已经插入 & a % 克隆#反向插入#编号
为 d?;#正向插入#编号为 d?e(#但距离 "f端 ==<)
==])=<A 位连续缺失 ( 个碱基#即 %%$,对 & a % 克
隆质粒和载体 7T.9%( 进行 B3KLM) NOHP !+ 双
酶切后进行连接反应#将 $%&%’( 全长基因正反向
克隆至真核表达载体 7T.9%(, 对重组子进行双酶
切鉴定# 并对酶切位点和 $%&%’( 基因区分别测
序,
!" ) $%&%’( 重组体在大鼠脑细胞中的表达
取大鼠脑约 (AA RG#制成单个细胞悬液#并调

整细胞浓度为 ;’< g +A" 细胞 a "AA ZF 培养液#用脂
质体法# 根据脂质体试剂盒 F375VJ8EHR3KJ&:!AAA

/WKX3E25GJK 公司出品 " 说明书方法转染正义) 反义
$%&%’( 重组体# 将转染后的细胞提取总 C9%# 进
行 C&’QTC 检测 $%&%’( RC9% 的表达,

" 结 果

#" ! 目的基因 *+, 扩增及电泳
扩增出的片段大小为 + ((" O7# 与 $%&%’( 的

大小相等 !图 + " ,

#" # 构建质粒的鉴定
用酶切的方法进行进一步的结果检测#空载体

与含有目的片段的克隆图谱比较表明载体 7.9%(
中已成功插入所需的克隆片段 !图 ! " ,

#" ( 测 序
以 &= 和 -7> 为测序引物# 经测序确定目的基

因正确克隆至表达载体 7T.9%(# 按需要分别有正
向和反向两种插入方式# 正向插入克隆编号为

图 ! ,&’*+, 产物琼脂糖凝胶电泳分析

-./0 ! %/1234 /45 4546712892143.3 2: ,&’*+, 812;<67

FHKJ +# C&’QTC 725Lh8E$ FHKJ !# RH2DJ2

图 # & = % 克隆酶切鉴定图谱
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图 ! "#$#%& 表达鉴定

’()* ! +,-./(0(12/(3. 30 "#$#%& -456-77(3.
()*+ ,! -)./+." ()*+ 0! )*123+*3+ 4$%$&’" ()*+ ’! 5678$9

:+;1<." ()*+ =! 4$%$&9

>?@,A =B可正确表达目的基因CD 反向插入克隆编
号为 >?E9A FG不能正确表达目的基因CD 正向反向
各测序 9 次 H 测序编号分别为 I7J&>?@,A @A
%KA $LMN I7J&>?@,A @A JOPA $LMN I7J& >?E9A FA
JOPA $LMN I7J&>?E9A FA %K$LMN I7J&>? @,A @A >?A
$LM #为中间测序 $ I7J&>?E9A FA >?$LM %为中间测
序 & D 结果表明已成功构建出含有目的片段的质
粒D
89 : "#$#%& 表达鉴定

Q%&O6Q 产物电泳表明感染 4$%$&9 基因的脑
细胞扩增出 , 99R S5片段H感染空载体则无相应产
物’ 感染反义 #T%T&9 基因的电泳产物显示弱条
带H说明 4T%T&9 在细胞中有表达H而反义 4T%T&9
对正常细胞分泌 4T%T&9 有抑制作用 %图 9 & D

! 讨 论
4T%T&9 基因编码的 4T%T&9 蛋白是一个多

功能的转录调节因子 ( 9 )H该蛋白在胚胎期的动物各
种组织中大量表达D 在成年大鼠的大脑N骨髓有高
表达H其次是肾H而在大鼠的脾和外周血则表达较
少 ( @ )D 因此本实验取材采用的是大鼠的脑组织H以
便获取 4T%T&9 基因D
在克隆所需目的基因时H发现连续缺失了 9 个

碱基H而它们恰好编码 , 个氨基酸H没有对阅读框
造成破坏H所以对整个目的基因的表达不会有什么
影响D 分析原因可能是生物个体多样性造成的H亦
即我们所取的大鼠大脑的目的基因的 -Q8T 可能
在这一区域恰好丢失 9 个碱基D

4T%T&9 是 %UF 细胞分化的关键转译因子 ( V )D
4T%T&9 的转基因和逆转录表达均可诱导 %UW 细

胞分泌 %UF 型细胞因子H 同时H 反义 4$%$&9 和功
能阴性 4$%$&9 可降低 %UF 细胞克隆分泌 %UF 型
细胞因子H 反义 4$%$&9 可抑制 %UF 克隆 7,X 中
所有 %U0 细胞因子基因表达 ( P )D 由此说明 4$%$&9
在多种水平上调节 %U0 细胞表型 ( 0 )D % 细胞受体 Y
链转译性增强子中有 9 个与 4$%$ 家族高亲和力
的连接位点H 有助于 4$%$&9 激活 %6QY 链增强
子H 为 4$%$&9 参与 %细胞发育提供基础 ( K )D
我们采用 O6Q 技术直接从大鼠大脑获得全长

4$%$&9 基因H成功制备出 4$%$&9 正义N反义表达
质粒H 并将该质粒转染给大鼠脑细胞H 结果发现转
染反义表达质粒能对正常鼠脑细胞有抑制作用H使
其分泌 4$%$&9 减少D 根据实验结论H我们将进一
步应用已构建的质粒H并将其转染给动物模型的脾
细胞H检测转染后细胞中 4$%$&9 蛋白的表达水平
及其分泌的细胞因子H从而为深入阐明 4$%$&9 在
%细胞形成分化中的确切作用奠定基础D
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