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细菌-酵母穿梭表达质粒 pGBKT7-LMP1的构建与鉴定
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摘　要:【目的】构建能在酵母中表达 EBV潜伏膜蛋白 1(LMP1)的穿梭表达质粒 pGBKT7-LMP1。【方法】RT-PCR方

法扩增 EB 病毒 LMP1 全外显子片段 ,利用 DNA重组技术将其定向插入细菌-酵母穿梭质粒 pGBKT7 的 T7 启动子下游。【结

果】限制性内切酶酶切和 DNA测序分析证实 RT-PCR获得的 LMP1 cDNA 片段与 GenBank 中的数据完全吻合;LMP1 准确

克隆入 pGBKT7 的多克隆位点 , 未改变读码框架。【结论】成功构建了穿梭质粒 pGBKT7-LMP1。
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Abstract:【Objective】To const ruct bacteria-yeast shutt le plasmid pGBKT7-LMP1.【Methods】The frag-

ment including all the exons of LMP1 w as amplified by RT-PCR and was recombined to the downstream of T7

promo ter in the shut tle vector pGBKT7.【Results】It has been proved that the sequence of the RT-PCR product

w as to tally consistent wi th the data of GenBank by DNA sequencing analy sis.The LM P1 cDNA fragment w as

cloned in the vecto r pGBKT7 in the right direction , and the open reading f ragment of LMP1 was maintained.

【Conclusion】The pGBKT7-LM P1 , a bacteria-yeast shut tle plasmid is successfully constructed.
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　　EB病毒与多种疾病密切相关 ,如传染性单核

细胞增多症 ,非洲儿童恶性淋巴瘤 ,鼻咽癌等 ,已有

的研究结果显示 EB病毒可编码至少 60种产物 ,其

中以潜伏膜蛋白 1(latent membrane protein 1 ,

LM P1)最受人关注。 LMP1 在 B 淋巴细胞体外转

化和永生化的过程中起重要作用;转化了 LM P1的

细胞不仅在形态上发生了改变 ,而且具有使裸鼠致

瘤的能力
[ 1]
;LMP1 还影响着肿瘤细胞的生长 、分

化 、表型及退化[ 2 , 3] 。 LMP1 介导的各种生物学功

能是由复杂而精细的信号传导系统调控的 , 但

LM P1是通过与哪些蛋白发生直接相互作用从而

对细胞产生上述影响的精确分子机制尚不清楚。

本研究采用 RT-PCR方法获得 LM P1全外显子片

段 ,并将其定向克隆入细菌-酵母穿梭质粒 pG-

BKT7 ,为进一步用酵母双杂交系统筛选与 LM P1

直接作用的蛋白质提供基础。

1　材料和方法

1.1　菌株 、质粒及细胞

大肠杆菌 DH5α为本室保存 , 穿梭质粒 pG-

BKT7购于 CLONTECH公司;EBV 感染绒猴 B淋
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巴细胞株 B95-8为中山医科大学肿瘤研究所惠赠。

1.2　酶和试剂

TRIzol试剂 , 一步法 RT-PCR 试剂盒 , 购自

GiBco公司 。无 RNase 的 DNase Ⅰ ,购自 Promega

公司 。限制性内切酶(EcoRⅠ , BamH Ⅰ , Xho Ⅰ ,

Hind Ⅲ , Stu Ⅰ), T4 DNA 连接酶 , DNA Markers ,

低熔点Agarose购自上海生工生物工程公司 。

1.3　RT-PCR引物

由上海生工生物工程公司合成 。

RT-PCR上游引物:5′-AGGAATTCATGGAA-

CACGACCTTGAGA-3′;下游引物:5′-AGGGATC-

CGTCATAGTAGCTTAGCTGA-3′。上游和下游

引物分别对应于 EBV 基因组的 169474 ～ 169456

bp与 168163 ～ 168181 bp处 ,并且分别引入了限制

性内切酶 EcoRⅠ与 BamH Ⅰ的识别位点(黑体字

处)以便于克隆。测序引物:P1 , 5′-GTCTGCC-

CTCGT TGGAGTTA-3′;P2 , 5′-TAATACGACT-

CACTATAGGGC-3′(T7 测序引 物 , 由 CLON-

TECH 的酵母双杂交试剂盒提供);P3 , 5′-ACT-

TATTGGAGATGCTCTGG-3′;P4 ,5′-TTTTCG T-

TTTAAAACCTAAGAG TC-3′(3′DNA-BD 测序引

物 ,由 CLONTECH 的酵母双杂交试剂盒提供)。

1.4　RT-PCR法扩增 LMP1 cDNA

以下所用的常规方法参照文献[ 4]和[ 5] ,部分

稍加改动 。

1.4.1　总 RNA 抽提　用 TRIzol试剂抽提 B95-8

细胞的总 RNA , DNase Ⅰ处理去除 DNA污染 。琼

脂糖凝胶电泳观察有无降解 ,测定其在 λ260与 λ280

下的吸光度(A 260),计算吸光度比值和总 RNA 的

含量 。

1.4.2　逆转录反应　使用S UPERSCRIPT TM One-

S tep
TM

RT-PCR System 进行逆转录 PCR。反应体

系为:2μL(约为 2 μg)总 RNA模板 ,2×反应液 25

μL ,下游引物(10μmol/L)1μL ,25 mmol/L M gCl2

溶液 0.6μL ,酶混合物 1 μL ,最后用灭菌 DEPC 水

补足至 49μL , 50 ℃下 ,保温 60 min 。加上游引物

(10 μmol/ L)1 μL ,在 PCR热循环仪上进行以下反

应:94 ℃,2 min;94 ℃,40 s※52 ℃, 1 min※69 ℃,

2 min 30 s ,共 35 个循环;72 ℃延伸 7 min。取 4

μL反应产物进行琼脂糖凝胶电泳分析 。

1.5　pGBKT7-LMP1重组质粒的构建

1.5.1　目的基因与 pGBKT7 质粒的酶切及纯化

　常规方法制备并纯化质粒 。目的基因和 pG-

BKT7经 EcoRⅠ与 BamH Ⅰ双酶切后 ,用低熔点

琼脂糖凝胶电泳回收酶切后的纯化片段 。

1.5.2　目的基因与 pGBKT7的连接反应　pGBK-

T7酶切纯化质粒 2 μL(约 0.1 μg), LM P1 cDNA

酶切纯化产物 4 μL(约 0.4 μg), T 4连接酶 1 μL(1

U),10×反应缓冲液 2 μL ,用水补足至 20 μL , 16

℃连接 20 h。

1.5.3　重组质粒的转化　CaCl2 法制备感受态大

肠杆菌 DH5α。将 10 μL 连接产物加入 100 μL 感

受态菌中 ,冰浴 30 min , 42 ℃热休克 90 s ,立即静

置冰浴2 min ,加入 800μL LB培养基 ,37 ℃100 r/

min振摇 45 min。分别以 100 μL 、200 μL 、400 μL

的量 ,用无菌扩散棒将转化产物均匀涂布于 3块含

有 50 mg/L Kanamycin的 LB选择平板上 ,室温平

放 30 min后 ,置 37 ℃培养 14 h 。

1.5.4　阳性克隆的筛选　挑取待测的单克隆于含

于 50 mg/L Kanamycin的 LB培养液中 ,37 ℃振荡

过夜 ,小量法抽提质粒 ,用 EcoRⅠ与 BamH Ⅰ双酶

切 , Xho Ⅰ , Hin dⅢ , Stu Ⅰ单酶切 ,10 g/ L 琼脂糖

凝胶电泳鉴定阳性质粒。

1.5.5　测　序　抽提并纯化质粒 ,采用循环测序

法方法 ,在 377测序仪(PE 公司)上利用 BigDyeTM

terminator cy cle sequencing Ready Reaction 试剂盒

进行测序 。

2　结　果

2.1　总 RNA抽提

用 TRIzol试剂抽提的 B95-8 细胞总 RNA 的

质量良好。 A 260/ A280=2.0 , 10 g/L 琼脂糖电泳鉴

定无降解 。

2.2　LMP1 cDNA的 RT-PCR

所设计引物位于 LMP1全外显子的上下游 ,包

含起始密码子 ,扩增片段大小为 1 174 bp。 RT-

PCR产物的琼脂糖凝胶电泳见一清晰的特异性扩

增条带(图 1),其大小与理论预期值相符。

2.3　pGBKT7-LMP1重组质粒的鉴定

重组质粒经 EcoRⅠ与 BamH Ⅰ双酶切 ,得到

1 168 bp与 7 294 bp两个片段 ,而空载质粒上只有

7 294 bp的单一片段(图 2)。

为了验证所获得的重组质粒准确无误 ,我们又

采用多个限制性内切酶进行酶切。经 Xho Ⅰ酶

切 ,重组质粒得 378 bp ,8 084 bp两个片段 ,空载质
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图 1　RT-PCR产物电泳

Fig.1　Agarose gel electrophoresis of RT-PCR product

Lane 1:λDNA/ HindⅢ +EcoR Ⅰ Marker;Lane 2:1 174 bp

RT-PC R product

图 2　质粒的 EcoRⅠ与 BamHⅠ酶切电泳

Fig.2　Agarose gel electrophoresis of plasmids

digested by the EcoRⅠ and BamHⅠ

Lane 1:λDNA/ Hind Ⅲ + EcoR Ⅰ Marker;Lane 2:plasmid

pGBKT 7-LMP1;Lane 3:plasmid pGBKT 7;Lane 4:plasmid pG-

BKT7-LM P1 digested by the EcoRⅠ and BamHⅠ ;Lane 5:plasmid

pGBKT 7 digested by the EcoRⅠ and BamHⅠ

粒得 7 304 bp单一片段。经 S tu Ⅰ酶切 ,重组质粒

得8 462 bp的单一片段 ,而空载质粒上无该位点。

经 HindⅢ酶切 ,重组质粒得 4 938 bp , 1 498 bp , 2

026 bp 3个片段 ,空载质粒得 4 938 bp ,1 498 bp ,

868 bp 3个片段(图 3)。

以上限制酶的酶切结果均表明 ,目的基因以正

确的方向插入了质粒 pGBK T7的多克隆位点。

2.4　测　序

DNA测序的结果表明:①我们所获得的 LM P1

cDNA 与GenBank 所公布的相应序列完全相符;②

LM P1 cDNA以正确方向插入 pGBKT7 ,且未发生

读码框架的改变(图 4)。

图 3　质粒的 XhoⅠ , StuⅠ , HindⅢ酶切电泳

Fig.3　Agarose gel electrophoresis of plasmids digested

by the XhoⅠ , StuⅠ and HindⅢ

Lane 1:λDNA/ Hind Ⅲ + EcoR Ⅰ Marker;Lane 2:plasmid

pGBKT7-LMP1;Lane 3:plasmid pGBKT7;Lane 4:plasmid pG-

BKT7-LM P1 digested by the Xho Ⅰ ;Lane 5:plasmid pGBKT7 di-

gested by the X ho Ⅰ ;Lane 6:plasmid pGBKT7-LM P1 digested by

the S tu Ⅰ ;Lane 7:plasmid pGBKT7 digested by the S tu Ⅰ ;Lane

8:plasmid pGBKT 7-LMP1 digested by the HindⅢ;Lane 9:plasmid

pGBKT 7 digested by the HindⅢ

图 4　穿梭质粒 pGBKT7-LMP1 中 LMP1 cDNA的测序

Fig.4　The sequencing result of LMP1 cDNA fragment

in the shuttle plasmid pGBKT7-LMP1

Sequences underlined are si tes of rest riction endonucleases.S e-

quences in boldface are part s of the vector plasmid pGBKT7 linking to

LM P1 cDNA.And the sequence capitalized is the init iat ion coden of

LM P1

3　讨　论

EBV-LMP1的生物学功能十分广泛 ,涉及到

细胞转化 、增殖 、分化和凋亡等各个方面 ,包括:①
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可上调 B 细胞标志和细胞粘附因子 CD23 、CD40 、

CD45等的表达 ,下调 CD10的表达 ,激活细胞粘附

分子 LFA1 , LFA3 , ICAM1 等的表达
[ 6]
。 ②LM P1

能明显改变细胞的生物学行为 ,促进其的生长 、增

殖 ,使其表型倾向更进一步转化[ 7] 。 ③LM P1还能

诱导或上调某些基因的表达 ,如抗凋亡基因 A20 ,

原癌基因 Bcl-2 , 抑癌基因 p53 等。近年来有关

LM P1作用机制方面的研究日益增多 ,目前普遍认

为 LM P1是通过肿瘤坏死因子受体相关因子(tu-

mor necrosis facto r receptor-associated facto rs ,

TRAFs)途径和肿瘤坏死因子受体相关死亡结构域

(tumor necrosis factor receptor-associated death do-

main , TRADD)途径磷酸化抑制蛋白(inhibito r

κBα, Ⅰ κBα), 激 活 核 因 子 (nuclear factor ,

NF- κB), 从而对细胞发挥作用的[ 8 ,9] 。LM P1 的

作用机制非常复杂 ,尚待阐明 。本研究中穿梭质粒

pGBKT7-LMP1的构建 ,使得用酵母双杂交系统筛

选与 LMP1直接作用的蛋白质成为可能 ,为进一步

阐明 LMP1的信号传导途径提供了基础。
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