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主题词 基因
,

抑制
,

肿瘤
;

视网膜神经母细胞瘤
;

质粒 ; 基因表达 ; 克隆
,

分子

中图号 Q 3 3 ; 7 8

视网膜母细胞瘤基因 ( R b) 是首先被公认的肿

瘤抑制基因
。

它与视网膜母细胞瘤
、

骨肉瘤
、

小细胞

肺癌
、

乳腺导管癌等多种恶性肿瘤的发生有着密切

关系
,

在细胞癌变机理研究中占有极其重要的地位
。

由于正常组织中 R b 蛋白含量极微
,

又无法从肿瘤

组织中分离
,

因此有必要着手 R b 基 因表达质粒特

别是高效表达质粒的构建
,

这对于研究 R b 基因产

物的结构和生物学功能及研究癌变机理都将起着重

要的作用
。

根据供体的酶切图谱
,

选用 B口 I 酶切供体质
,

用透析袋电洗脱法或冻融法 3L] 回收 目的基因片粒段

1
.

6 皿组质粒的构建
、

转化
、

筛选

方法和步骤参照文献「` J 。

构建的原理如图 1 所

示
。

1
.

7 皿组质粒的鉴定

根据分析 的结果
,

构建后的重组质粒应含有

KP
n l 的单切点

、
B g l l 的双切点和 尸 st l 的三切

点
、 ,

故用这三种酶进行酶切鉴定
。

1 材料和方法
2 结 果

1
.

1 菌 种

.E
`
011 H 1B 01

,

为本室保存
,

作为受体菌
.

1
.

2 试 剂

内切酶
、

连接酶均为 P or m ge
a
公司提供

,

其它

试剂如三轻 甲基氨基甲烷 ( T ir s )
、

乙二胺四乙酸二

钠 ( E D T A
一

N
a : )

、

葡萄糖和醋酸钠等均为分析纯
。

L 3 p R .4 95 B 质粒的转化
、

筛选和鉴定

该质粒为目的基因供体
。

按常规的质粒转化方

法进行转化「, l

一
氨节青霉素 ( A p )筛选抗 A p 的菌

落一快速微量检测2[]

一扩增抽提一酶切分析
、

鉴定
。

L 4 p
Vs

Z一 g tP 的转化
、

筛选和鉴定

该质粒作高表达的载体用
,

它含有细菌和哺乳

动物细胞的筛选标记
,

转化
、

筛选和鉴定的方法同

上
。

L S 目的荃因的制备

2
.

1 p R 4
.

95 B 质粒的酶切图谱

p R 4
.

9 5 B 质粒含有 E c o R I 的双切点沉户
n l 的

单切点和 B g l l 的三切点
,

与已知的图谱完全一致
。

其中 B砂 I 可切出 0
.

8 4 4 k b
、

.

1
.

8 8 k b 和 5
.

1 kb 三

个片段
,

如图 2 所示
。

其中 。
.

844 k b 片段为我们所

需的目的基因
。

2
.

2 p
Vs

Z一g tP 质粒的物理图谱

p SV
Z一 g p t 质粒含有 pK

n l
、

B g z l
、

E
c o尺 I 等的

单切点的尸 st l 的双切点
,

各酶切位点的相对位置见

图 1 的右上 图
。

2
.

3 p R s v 里组质粒的酶切图谱

构建后的重组质粒 p R SV 的分子量 为 6
.

144

kb
,

它含有 KP
n l 的单切点

、
B gl l 的双切点和 尸 st

I 的三切点
,

如图 3 所示
。

这与预期的结果完全符
Z S

口 0
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图 1 R b 基因功能片段重组质粒 p R SV 构建原理

3 讨 论

p s v
Z一 g tP 是一表达型载体质粒

,

它具有表达效

率高
、

分子量小
、

单切点的内切酶种类多
,

含有细菌

和哺乳动物细胞两种筛选标记等多种优点
,

故选用

其作为载体进行表达质粒的构建
。

从文献 [ s j可知
: R b e D N A 克隆 p R 4

·

9 5 B 的插

入片段含有 B g l l
、

cE
o R I 及 sP t l 等酶切位点

。

8 4 4

b p 的 B g l l 片段可编码第 3 3 0 至 6 1 0 位共 2 8一个氨

基酸
,

这些氨基酸中有数处亲水性氨基酸密集区
,

并

有与 S V 4 o 大 T 抗原结合位点
,

故 5 4 4 b p 的 B g l ,

片段可作为目的基因
。

由于 p SV Z一 g tP 也含有 B g l l 位点
,

所以 可将

84 4 bp 的 B gl l 片段与其直接连接
,

进行重组质粒

的构建
,

构建后的重组质粒可进一步用于体外表达

的研究
,

这些工作将在以后介绍
。




