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摘　要:【目的】克隆人类 DNA聚合酶(pol-β)基因全长 cDNA , 构建该基因的真核高效表达载体。【方法】抽提人胚肺纤

维细胞 HLF 总 RNA 进行 RT-PCR 扩增 ,用 pGEM-T 载体经 T/A 克隆 、DNA 测序确定后 ,用双酶切将 pol-β 全长 cDNA 定向

克隆到绿色荧光蛋白表达载体 pEGFP-C1 ,转染大肠杆菌 DH5α,筛选阳性克隆 , 双酶切鉴定重组质粒。【结果】经 RT-PCR获

得 1.03 kb 的产物 ,经 DNA 测序 ,确定所扩增片段为人类 pol-β 基因全长 cDNA , 进而成功筛选出真核表达载体 pEGFP-C1-β 。

【结论】成功构建人 pol-β 基因全长 cDNA 真核表达载体 ,为进一步建立该基因的高表达细胞株提供基础。
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Abstract:【Objective】To construct an efficient Eukaryo tic expression vecto r of human DNA polymerase β(pol-β).【Methods】

Following total RNA being ex tracted from human embryo lung fibroblast HLF and RT-PCR being carried out , the PCR product was

cloned into pGEM-T-vector.The recombinant plasmid certified by sequencing.The pol-β entire cDNA was cloned into expression

vector pEGFP-C1 , and then transfer red into E.coli DH5α.The recombinant plasmids w ere identified by restriction endonuclease en-

zyme analy sis.【Results】1.03 kb fragment containing restriction sites on 5′-stream was obstained through RT-PCR.The object frag-

ment is homology with pol-β.The recombimant plasmid pEGFP-C1-β was successfully selected.【Conclusion】The efficient expression

vector of human po l-β has been constructed , it can be used in establishing the human cell line of overexpression of pol-β.
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　　DNA 碱基切除修复(Base excision repair ,

BER)是机体一种主要的 DNA修复系统 ,主要针对

那些受损伤的核苷酸以及内源性和外源性生成的

脱嘌呤/脱嘧啶位点 ,是涉及几种成分的多步骤过

程[ 1] 。DNA聚合酶 β(pol-β)负责 BER中的 DNA

合成 ,是关键酶之一 。除了在 BER中发挥作用外 ,

它可能还涉及其它过程 ,如细胞周期的停滞和细胞

分化 、参与 DNA 复制 、重组以及维持基因组稳定

性 ,与癌细胞对某些药物的抗药性也有关系[ 2] 。作

为一种重要的 DNA 修复基因 ,pol-β已被列为美国

环境基因组计划优先考虑的 70余种环境应答候选

基因之一。关于该酶的高表达对基因组稳定性的

影响仍不清楚 ,所以 ,本研究对人 pol-β全长 cDNA

进行克隆和测序鉴定 ,并成功构建该基因高效真核

表达载体 ,为以后建立 pol-β高表达的细胞株 、进而

探讨该酶的高表达与基因组稳定性之间的关系提

供基础。

1　材料和方法

1.1　实验材料

人胚肺纤维细胞 H LF ,由中科院上海细胞所

提供;T RIZOL 总 RNA 提取试剂盒 、Super-script

One Step RT-PCR System 、Rnase 抑制剂 Rnase

OU T 、快速凝胶回收试剂盒 、快速质粒抽提试剂盒

均为 GIBCO 产品;pGEM-T 载体试剂盒(Promega

公司);BamH Ⅰ , K pn Ⅰ(TaKaRa公司),pEGFP-
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C1载体(Clonrtech公司)。

1.2　RT-PCR引物

用 RT-PC R方法 。引物 1:5′AAG CTT TCT

GAA CAC TC T GGG GTT CTC 3′;引物2:5′AAG

GAT CCA GGG AGG ATA CAG GCC TC 3′;引物

3:5′TTG GTA CCA TGA GCA AAC GGA AGG

CG 3′。引物 2 、3上下游分别含 K pn Ⅰ 、BamH Ⅰ

切点 。引物由上海生工生物工程公司合成。

1.3　HLF细胞培养及总 RNA提取

细胞在含 100 m L/ L小牛血清的 DM EM 培养

基 ,5% CO2 培养箱环境下常规培养 ,至对数生长

期 ,用 2.5 mg/ L胰酶消化收获细胞 , TRIZOL试剂

提取总 RNA ,经琼脂糖电泳及紫外分光光度仪鉴

定 RNA 完整性和纯度 。

1.4　RT-PCR

总反应体系 50 μL 中含:RNA 约 0.5 μg , 5 U

的 RNAase Out ,引物 1 和引物 2 各 0.2 μmol/L ,

0.2 μmol/L dNTP , 1.8 mmol/L M g2+ , 1 μL

RT/ Taq酶 。52 ℃逆转录反应 40 min ,94 ℃预变

性 3 min后 ,94 ℃30 s ,56 ℃30 s , 72 ℃ 1 min扩

增 20个循环 ,再 72 ℃延伸 10 min。产物用引物 2

和引物 3 扩增 20 个循环 , 条件同前 。产物用 12

mg/ L脂糖电泳鉴定。

1.5　PCR产物纯化

用快速凝胶回收试剂盒纯化 PCR产物 ,获得

目的条带 。

1.6　T载体克隆 、重组子双酶切鉴定 、PCR产物序

列分析

连接反应体系 20μL ,含10μL 2×连接反应缓

冲液 ,pGEM-T 载体 2 μL ,PC R产物 0.5 μg , T 4 连

接酶 2 μL。4 ℃连接过夜。感受态细胞按 TSS 法

制备
[ 3]
:振荡培养 DH5α细菌至微浊 ,取 1 m L 菌液

4 ℃8 000 r/min离心 1 min ,弃上清加入转化液及

连接产物 , 37 ℃振荡培养 1 h ,取菌液 40 μL 均匀

涂抹至预先制备含 IPTG/X-Gal/氨苄青霉素的 LB

平板上 ,蓝白筛选 ,扩增转化子 ,抽提重组质粒 ,酶

切鉴定。用 SP6及 T7引物从两端进行序列分析 ,

与GeneBank 内的人 pol-β基因进行比较 。

1.7　pol-β全长 cDNA重组真核绿色荧光表达载

体的构建

用 Kpn Ⅰ 、 BamH Ⅰ分别双酶切 pEGM-T-β

和 p-EGFP-C1载体 ,回收目的片段和载体混合 ,加

入 T 4 DNA连接酶 ,4 ℃连接过夜 。同上法转化大

肠杆菌 DH5α,双酶切筛选鉴定重组体 pEGFP-C1-

β。

2　结　果

2.1　RNA完整性和纯度鉴定

提取的 RNA如图 1所示 ,28 S亮度明显强于

18 S ,无 5 S 带 ,说明总 RNA 完整性良好。所得

RNA A260/280为 2.00 ,显示其纯度符合 RT-PCR

要求 。

图 1　总 RNA琼脂糖电泳图

Fig.1　Agarose gel electrophoresis for total RNA

2.2　RT-PCR产物琼脂糖凝胶电泳结果

如图 2所示 ,在 1 000 bp处有一明显条带 ,与

预期目的带大小一致 。

图 2　RT-PCR产物的琼脂糖电泳图

Fig.2　Agarose gel electrophoresis for RT-PCR products

M :2 000 bp marker;1 , 2:pol-β entire cDNA(1.03 kb)

2.3　T/A克隆及序列鉴定

T/A克隆 ,挑选白色菌落 ,抽提质粒 DNA 后

用 BamH Ⅰ和 K pn Ⅰ双酶切鉴定 ,筛选含目的片

段的克隆。测序结果见图 3 ,与 Genebank内人 pol-

β的 cDNA一致 ,证实所得即为人 pol-β全长 cDNA。

2.4　重组表达载体的鉴定

p-EGFP-C1-β重组体转化大肠杆菌后 ,挑取白

色菌落扩大培养 ,抽提质粒 DNA ,电泳初筛 ,再用
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双酶切成功筛选出阳性克隆 ,双酶切图见图 4。

　 111 GCCAT GAGCA AACGGAAGGC GCCGCAGGAG ACTCTCAACG

　 151 GGGGAAT CAC CGACATGCTC ACAGAACTCG CAAACT T TGA

　 191 GAAGAACGTG AGCCAAGCTA TCCACAAGTA CAAT GCT TAC

　 231 AGAAAAGCAG CATCTG TTA T AGCAAAAT AC CCACACAAAA

　 271 TAAAGAG TGG AGCTGAAGCT AAGAAAT TGC CTGGAGTAGG

　 311 AACAAAAAT T GCTGAAAAGA TTGAT GAG TT TT TAGCAACT

　 351 GGAAAAT TAC GTAAACTGGA AAAGAT TCGG CAGGATGAT A

　 391 CGAGT TCAT C CATCAA TT TC CTGACT CGAG TTAG TGGCAT

　 431 TGG TCCA TCT GCTGCAAGGA AGT TT GTAGA TGAAGGAAT T

　 471 AAAACACTAG AAGATCTCAG AAAAAATGAA GATAAAT TGA

　 511 ACCAT CATCA GCGAA TTGGG CTGAAA TAT T TTGGGGACT T

　 551 TGAAAAAAGA AT TCCTCGT G AAGAGATG TT ACAAATGCAA

　 591 GATAT TG TAC TAAATGAAGT TAAAAAAG TG GAT TCTGAAT

　 631 ACAT TGCTAC AG TCTGTGGC AGT TT CAGAA GAGGTGCAGA

　 671 GTCCAGTGGT GACA TGGATG TTCTCCT GAC CCATCCCAGC

　 711 T TCACT TCAG AA TCAACCAA ACAGCCAAAA CTGT TACAT C

　 751 AGG TT GTGGA GCAG TT ACAA AAGG TT CAT T TTA TCACAGA

　 791 TACCCTGTCA AAGGGTGAGA CAAAGT TCAT GGGTG TT TGC

　 831 CAGCT TCCCA GTAAAAAT GA TGAAAAAGAA TATCCACACA

　 871 GAAGAAT TGA TA TCAGGT TG ATACCCAAAG AT CAGTAT TA

　 911 CTGTGGT GT T CT CTA TT TCA CTGGGAG TGA TAT TT TCAAT

　 951 AAGAATA TGA GGGCTCA TGC CCTAGAAAAG GGT T TCACAA

　 991 T CAATGAGTA CACCAT CCGT CCCT TGGGAG TCACTGGAG T

　1 031 TGCAGGAGAA CCCCTGCCAG TGGA TAGTGA AAAAGACAT C

　1 071 T T TGAT TACA CCAGTGGAA ATACCGGGAA CCCAAGGACC

　1 111 GGAGCGAATG AGGCCTG TAT CCTCCCTGG

图 3　重组质粒中人 pol-β cDNA测序结果

Fig.3　Result of sequencing of the human pol-β cDNA

in the recombinant plasmid

图 4　重组质粒 pEGFP-C1-β 的双酶切鉴定

Fig.4　Restriction endonuclease enzyme analysis of

recombinant plasmid pEGFP-C1-β

M:1 500 bp DNA marker;1～ 4:degestion of recombinant wi th

Kpn Ⅰ and BamHⅠ

3　讨　论

鉴于 DNA修复酶类在维持细胞基因组稳定以

及生物遗传稳定中发挥的重要的作用 , DNA 修复

系统缺陷或异常与肿瘤发生的关系也受到了人们

的关注 ,成为癌症病因学研究的一个热点
[ 4]
。

现已在多种肿瘤和肿瘤细胞株内发现 pol-β的

表达增加[ 5] ,例如 ,在结肠癌 、前列腺癌 、乳腺癌中

pol-β明显增高 ,在结肠癌 、乳腺癌和卵巢癌的细胞

株内的表达也高于正常细胞 。此外 ,在包括白血

病 、卵巢癌和结肠癌细胞在内的某些对抗癌药顺铂

有抗性的肿瘤细胞株内 , pol-βm RNA 水平都有增

加。

在几种已知的 DNA 聚合酶中 ,pol-β所催化的

DNA 合成的保真性是最低的 , 因而有学者提出

pol-β高表达会不会促进基因组不稳定性[ 6] ,但此

方面资料目前仍很少 。本研究克隆了人 pol-β全长

cDNA ,并成功构建了真核表达载体 pEGFP-C1-β ,

这就为以后建立该基因的高表达细胞株来研究人

pol-β高表达的效应提供了基础 。本研究所用真核

表达载体为一种新型增强绿色荧光 GFP 高效表达

载体 ,具有很多优点 ,这为以后要进行的在人细胞

内的表达提供很多便利。

此外 ,我们采用了巢式 PCR扩增目的片段 ,提

高了 PCR的有效性和特异性 ,显示在扩增某些较

难常规得到的目的片段时 ,巢式 PCR 不失为一种

可以考虑的策略 。
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