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构建人 C D 23 及其反义 R N A 的逆转录

病毒表达重组体
江’

王 斌② 曹丽萍 杨 斌 涂裕英

(中 ILJ 医科大学免疫学教研室 , 广州
,
5 1 0 0 8 9 )

提 要 利用 C D 23
c
D N A 全基因克隆 p U C D 9 7 6 ,

分别以限制性内切酶 cE
口R I 和 X ab l 酶

切该重组质粒 D N A
,

回收 1
.

0 k b 的 C D 23
C
D N A 全基因

、

iH
n
d l 酶切后 回收 3

’

端 607 b p 的结合

区 段基因 以及 cE
o
R I 和 H in d l 酶切 回收 5

’

端 40 3 bp 的调控区段基因
。

将各 回收片段先以

lK en
o
w 酶补平后

,

插入 已补平的 p zI P 逆转录病毒载体 B
a m H I 单切点

,

利用地高辛素标记的

C D 23
c
D N A 全基因探针

,

以斑点核酸杂交筛选逆转录病毒重组体
,

结合用限制性内切酶 B
a m H I

和 /或 B创 I 酶切鉴定插入方向
,

最终获得正
、

反向插入的 C D 23 全基因 一逆转录病毒重组体各 2

个
,

反向插入 3
’

端和 5
’

端部分基因片段的重组体分别为 4 个和 l 个
。

为进行 C D 23 反义 R N A 的研

究和真核表达 C D 23 提供了可靠的物质基础
。
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C D Z s (分化抗原族
e lu s t e r o f d i f f e r e n t i

-

a it o n ,

C D ) 因有多种重要的生物学功能而受

到人们关注
。

现已发现它在许多疾病
,

特别是

与 B 淋巴细胞异常激活
、

增殖有关的疾病的

致病中起着重要作用 〔`
· ’ 〕

。

鉴于 目前所用逆转

录病毒载体可供选用的酶切点少
,

除氨节抗

性外无其它筛选标志
,

载体本身大等缺点
,

使

筛选工作很烦琐
,

尤其是在反义 R N A 技术

中
,

插入基因片段长度常在 3 00 一 50 0 b p 间
,

用常规电泳法很难筛选出阳性克隆
。

为此
,

我

们用 p U C / M 13 通 用引物 P C R 标记地高辛

素 ( D I G ) C D 2 3 。 D N A 全基因探针
,

并应用于

C D 2 3 。 D N A 全基因和其部分基因片段
一

逆转

录病毒重组体的筛选
,

获得了令人满意的结

果
。

1 材料与方法

L I 菌种和质粒

C D 2 3 c D N A 全基因重组质粒 p U C D 9 7 6

由本室自行构建 aj[
。

逆转录病毒载体 p ZI P
-

en
o S V ( X ) 由本室黄曦博士提供

。

宿 主菌

JM 1 0 9 购 自德 国 B e o h r i n g e r M a n n h e im 公

司 (简称 BM 公司 )
。

L Z 酶和试剂

限制 性 内切酶 E c o R I
、

刀 a m H I
、

刀9 1

I
、

X ba l
、

琼脂酶 ( A g a r a s e )
、

D IG
一

1 1
一

d U T P

和 D I G 核酸标记和检测试剂盒购 自德国 BM

公司
,

K le n o w 酶和 T 4 D N A 连接酶购 自美

国 B R L 公 司
,

P C R 试剂盒购 自上海复旦大

学科技开发公司
。

1
.

3 引物设计与合成

C D 2 3 特 异 引 物 为 自行 设计 [̀ ]
,

p U C /

M 13 通用引物购 自美国 rP
o m eg

a
公司

。

1
.

4 p C R 标记 C D 2 3 e D N A 探针

P C R 操作参见复旦大学 PC R 试剂盒说

① 国家 自然科学基金资助课题
; ② 第一作者

, 1 9 6。 年出生
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男
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副教授
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C D 2 3 e D N A p r o b e w a s l a b e l l e d b y u n i v e r s a l
.
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