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c-myb反义 RNA重组载体构建及其包装细胞株的建立

马会慧 , 姚集鲁 , 李　刚 , 姚春斓 , 陈雪娟 , 杨绍基

(中山医科大学附属第三医院传染科 , 广东 广州　510630)

摘　要:【目的】构建反义 c-myb 重组逆转录病毒载体并建立其包装细胞株。【方法】采用 RT-PCR方法 , 获取目的基因 ,

通过 TA克隆方法克隆入 pUC19 , 再反向亚克隆入逆转录病毒载体 pDOR中。采用 DOTAP 法将重组逆转录病毒载体转入包

装细胞 ,以 NIH3T3 细胞为靶细胞测定产病毒滴度。【结果】序列测定结果与 GenBank 中序列一致。 c-myb 基因片段已定向

克隆入 pDOR。细胞转染表明 ,已形成稳定的包装细胞株 PA317/ pDOR-myb , 产病毒滴度达 5.2×104 ～ 9.5×104 CFU/m L。

【结论】成功构建了含有反义 c-myb的重组逆转录病毒质粒 ,并建立其包装细胞株。
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Construction of c-myb Antisense RNA Recombinant Retroviral Vector and

Establishment of Its Packaging Cell Line PA317

MA Hui-hui , YAO Ji-lu , LI Gang , YAO Chun-lan , CHEN Xue-juan , YANG Shao-ji

(Department of Infectious Diseases , Third Affiliated Hospital , Sun Yat-sen University of Medical Sciences , Guangzhou 510630 , China)

Abstract:【Objective】To construct the c-myb antisense RNA recombinant ret roviral vector and i ts packag-

ing cell line.【Methods】The segment of c-myb gene w as cloned into pUC19 with TA cloning method af ter am-

plication by RT-PCR , and then was subcloned into retrovi ral vector pDOR.The recombinant retroviral vecto r

named pDOR-myb w as transfected into ret roviral package cell line PA317 after select ion w ith G418.【Results】

Sequencing data indicated that the c-myb gene w as exactly identical to the sequence in the GenBank.The seg-

ment of c-myb gene was inserted directionally into pDOR.Resistant colonies were obtained and the titers of

pDOR-myb were 5.2×10
4
～ 9.5×10

4
CFU/mL .【Conclusion】The recombinant ret roviral vector containing c-

myb gene is successfully constructed and i ts packaging cell line PA317/pDOR-myb w as established.
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　　c-myb 蛋白是一种与细胞转录活性有关的

DNA结合蛋白 ,控制着细胞周期中的 G1/S 转化 ,

在多种细胞的增殖过程中起重要作用。反向调控

c-myb基因表达在抗肿瘤细胞增殖 ,在动脉粥样硬

化过程中抑制动脉平滑肌细胞增殖转化已取得了

令人瞩目的研究成果[ 1 ,2] 。肝脏星状细胞的激活

在肝纤维化发生 、发展过程中处于中心地位
[ 3]
, c-

myb基因表达在此过程可能起着十分重要的作用。

有学者发现 ,慢性损伤的肝组织中 c-myb 表达增

多 ,且主要在 HSC 中表达 ,而在明显肝硬化的肝组

织中表达反而减少[ 4] ,提示 c-myb 表达与 HSC 活

化可能有关。但有关 c-myb 基因表达在 HSC 激活

及肝纤维化发生中作用的研究仍只有零星报

道[ 5 ,6] 。为了进一步明确 c-myb 基因表达与 HSC

激活之间的关系 ,我们克隆了含反向 c-myb翻译起

始区及 DNA 结合区的 cDNA片段的重组逆转录病

毒载体(pDOR-myb),并进一步建立其包装细胞株

(PA317/pDOR-myb)。
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1　材料与方法

1.1　引　物

5′、3′端分别设计了 Sal Ⅰ 和 Xho Ⅰ 酶切位

点。序 列 如 下:P1 5′ AAGTCGACATGGCC-

CGGAGACCCCG 3′;P2 5′TACTCGAGTCAGC-

GACGCATGGT 3′。

1.2　组织总 RNA的提取

SD雄性大鼠(中山医科大学实验动物中心)大

鼠脾脏组织 ,参照试剂盒(QIAGEN 公司产品)说

明书提取 RNA。

1.3　第一链 cDNA的获得

取1 ug RNA ,按 RT 试剂盒(MBI 公司)说明

进行 。

1.4　PCR产物的获取

50 uL 反应体系中 ,分别加入 cDNA 第一链 5

uL , 10×PCR buf fer 5 uL ,2.5 mmol/ L dNTP 5 uL ,

P1 、P2(北京赛百胜公司合成)各 1 uL(浓度 0.1 g/

L), Taq DNA 聚合酶 2.5 U 。94 ℃ 4 min , 94 ℃

30 s , 61 ℃ 40 s , 72 ℃ 1 min , 35个循环 , 72 ℃ 6

min。20 g/L 琼脂糖凝胶电泳 ,切取目的条带 ,胶

回收纯化试剂盒(QIAGEN 公司)纯化。

1.5　T载体的制备及 TA克隆

pUC19用 Sma Ⅰ酶切 , 10 g/L 琼脂糖凝胶电

泳 ,切取线性片段 ,胶回收纯化试剂盒纯化 。在 50

uL 反应体系中 ,含有 dTTP 2 umol/L , Taq DNA

聚合酶 2.5 U ,线性质粒模板 1 ug ,72 ℃3 h ,电泳 ,

回收纯化。20 uL 的连接反应体系中分别加入 10

×连接 Buf fer 2 uL ,纯化的 PCR产物 10 uL , T 载

体 5 uL , T4 DNA连接酶 2 U , 12 ～ 16 ℃16 h。连

接产物转化 DH5α菌株。酶切 、克隆 、阳性重组子

的鉴定及质粒的提取具体方法见参考文献[ 7] 。

1.6　DNA序列测定

采用双脱氧链末端终止法 ,以 DNA 全自动测

序仪测定核苷酸序列 ,同一片段经正反两个方向重

复测定。

1.7　亚克隆及鉴定

由于 c-myb cDNA 819 nt ～ 824 nt 为 EcoR Ⅰ

位点 ,故 pUC-myb 经 Sal Ⅰ 、EcoR Ⅰ双酶切 ,定向

克隆入逆转录病毒载体。阳性重组子经 Sal Ⅰ 、

EcoRⅠ及 SalⅠ 、Xho Ⅰ 双酶切鉴定 ,质粒纯化采

用试剂盒(宝灵曼公司)纯化。

1.8　pDOR-myb包装细胞株的建立

以 DO TAP 法将上述纯化的 pDO R-myb 转染

至逆转录包装 PA317 细胞 ,以含 400 mg/ L G418

的 DMEM 培养基选择 14 d ,获 G418 抗性克隆

PA317/pDOR-myb 细胞。以 N IH3T3细胞为靶细

胞 ,在 polynrene 存在条件下测定产病毒滴度 。病

毒滴度=(克隆数/孔)×(细胞稀释倍数)×(病毒

悬液量 μL)/100 。以每毫升克隆形成单位(CFU/

mL)表示 。

2　结　果

2.1　c-myb cDNA片段的克隆及测序

从大鼠脾脏提取总 RNA ,以 oligo dT 为引物 ,

逆转录获得第一链 cDNA ,以此为模板 , P1 、P2 为

引物 , PCR扩增后 ,获得含 c-myb 翻译起始区和

DNA结合区的 cDNA片段 。琼脂糖电泳可见 1条

约 590 bp的单一扩增条带 ,与预期大小一致 。回

收该片段 ,插入 pUC19 , pUC-myb 经 SalⅠ 、Xho Ⅰ

双酶切 ,切出一条约 590 bp 的条带 ,见图 1。双酶

切鉴定正确的重组质粒 ,经序列测定进一步证实 ,

命名为 pUC-myb 。测序结果证实与 GenBank中的

c-myb序列一致。

2.2　c-myb反义 RNA重组病毒质粒的构建及鉴定

pUC-myb经 SalⅠ、EcoRⅠ双酶切 ,定向克隆入

pDOR中 ,获得 pDOR-myb ,经 SalⅠ 、EcoR Ⅰ双酶

切 ,切出一条约590 bp的条带 ,与目的基因大小一致。

见图 1。经鉴定正确的阳性克隆 ,命名为 pDOR-myb。

图 1　c-myb重组质粒的限制性内切酶鉴定

Fig.1　Restrictive enzyme analysis of recombinant

plasmids with c-myb gene segment
M :λ-DNA/ EcoRⅠ + HindⅢ 1.pUC-myb/ Sal Ⅰ +Xho Ⅰ ;

2.pUC19/ EcoR Ⅰ ;3.pDOR/ EcoR Ⅰ ;4.PCR 产物;5.pDO R-

myb/ Sal Ⅰ + EcoRⅠ
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2.3　PA317/pDOR-myb 细胞产病毒滴度的测定

PA317/pDOR-myb细胞经多次传代 、冻存 、复

苏 ,在含 G418 的 DMEM 培养基中生长良好 。应

用N IH3T3进行病毒滴度测定 ,病毒滴度为 5.2×

104 CFU/mL ～ 9.5×104 CFU/mL 。

3　讨　论

本实验中采用的 TA 载体克隆方法简单易行 ,

而先将目的基因插入测序载体 ,有助于更准确了解

目的基因两端的序列。采用 DOTAP 阳离子脂质

体 ,具有转染效率高 ,对细胞损害小等优点 。实验

结果表明 , pDOR-myb 经 DOTAP 方法转染病毒包

装细胞后可达到较高的病毒滴度 ,也说明 pDOR-

myb经 PA317包装后已形成了具有感染能力的重

组逆转录病毒。这有助于进一步研究 c-myb 在

HSC激活的复杂网络中的作用 ,探索 HSC 激活的

关键环节 ,最终为研究抗肝纤维化治疗的有效途径

打下基础 。
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闭CDK激酶活性而中止细胞周期 ,最终达到抑制

肿瘤的作用[ 7] 。本实验显示复发癌阳性表达率及

高表达率均明显低于原发癌 ,说明 p21
WAF1
蛋白不

表达或低表达有利于鼻咽癌复发。进一步分析不

同复发间期患者该蛋白在复发癌与原发癌之间的

表达状况 ,两组复发癌 p21WAF1蛋白表达水平均明

显低于原发癌 , 尤其是在较短期复发组(<34 个

月),复发癌的 p21
WAF1
蛋白阴性表达率更高达 60%,

从另一角度提示该蛋白有抑癌作用。因此 , 当

p21
WAF1
蛋白水平阴性或低下时鼻咽癌较易复发 。

我们的研究结果显示 p53 等 4个调节因子的

阳性表达率无论是原发癌或复发癌均在 50%以上 ,

再次证明这些调节因子在鼻咽癌发生中的重要作

用;同时还提示它们可能在鼻咽癌复发中发挥作用 。
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