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!"#$%&控制的 ’()*+",-."和 /(01突变报告基因质粒的构建及其
在顺铂致突变作用中的应用研究

李( 劲!，宋( 波!，杨( 劲&，陈志文!，位全芳& ( ( （第三军医大学：!西南医院全军泌尿外科研究所，&基础部生物化学与分子
生物学教研室，重庆 %""")’）

( ( 摘( 要：目的( 研究 *+,在顺铂导致的细胞内 -./损伤和突变过程中的分子机制，并为进一步研究转录偶联修复
与突变发生的分子机制提供重要分子生物学依据。方法( 首先将 0123突变报告基因克隆到带有双向真核启动子的含有
*45调控元件 *,6的表达载体 278#9的多克隆位点（:+0）上，获得 2*+,#!，再将 0;%"<=>元件插入 2*+,#! 载体，最终获得
2*+,#& 质粒。酶切和 -./测序证实后，用顺铂将 2*+,#& 进行体外 -./损伤后瞬时转染至 *45#<? &@) 细胞，在 -<A诱导
下培养 %’ B，从细胞内提取质粒，纯化后转化 0C&"% 菌株，蓝白斑筛选挑取白色突变斑，计算突变频率并进行 -./测序检
测突变频谱。结果( 经酶切鉴定和测序分析，插入片段长度和序列正确。在 -<A 诱导下取得了 0123报告基因在转录偶
联修复途径中的突变频率与频谱。结论( 重组的 2*+,#& 质粒具有在真核细胞中 *45启动的转录活性，应用于顺铂致突变
研究中，使转录条件下的突变情况能够得以反映。
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( ( 细胞正常的 -./ 修复功能是细胞维持遗传稳定
性的重要机制，细胞基因组 -./受到内源和外源因素
损伤后，将通过不同信号途径产生 -./ 修复，旁路复
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制或凋亡等生物学效应。在众多的 -./ 修复途径和
机制中，核苷酸切除修复（ ?1DU4<5>W4 4AD>G><? =42F>=，
.6,）是主要的修复途径，因为它修复损伤的 -./ 类
型最为广泛。.6, 由两种亚途径（ G1Z2F5BOFT）构成，
即泛基因组修复（RU<ZFU R4?<V>D =42F>=，LL,）和转录
偶联修复（ 5=F?GD=>25><?#D<12U4W =42F>=，*+,）。其中
*+,修复途径在转录基因 -./ 损伤的修复和突变中
的作用机制并不明确［!，&］。为了研究 *+,途径和遗传
不稳定性发生的关系，我们设计和构建了受 *45#<? 系
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统调控、双向启动转录的含有 !"#$%&’()& 和 *"+, 突变
报告基因的质粒，与 -&./01 234 细胞构成完成的可控
基因转录系统，进行定标突变研究（ .(’5&.&6 7".(.$01）。
具体方法是首先在体外对质粒进行染毒损伤，瞬时转

染进 -&./01 234 细胞，在加入强力霉素（ 6089#9#:$1&，
;<=）诱导转录的条件下修复 >? @，然后从细胞中提
取质粒 ;AB ，纯化后转化 *C2D> 菌株，通过蓝白斑实
验筛选突变的白色克隆，获得 -EF参与的修复过程中
突变发生的频率和突变频谱，为进一步研究转录偶联

修复途径的分子机制提供重要实验基础和客观依据。

!" 材料与方法

GH GI 材料
I I +JK/! 质粒、+LM,N 质粒、-&./01 234 细胞和 ;08/%’&& 胎牛
血清为 E:01-&#@产品，+*"+,/MG 质粒由美国 O(91& *.(.& P1$/
Q&’)$.9的 O(15H M教授提供，;RGDJ，*9 2D> 菌株由生化教研室
保存。限制性内切酶 !"#!、$%&!、’(&"、)*+,#、’(&!、-.+
!、/%0+#1!和 ->连接酶为大连 -(S(F(公司产品；碱性磷酸酶
（EKBN）为 N’07&5(公司产品；质粒提取和胶回收试剂盒为 T$(/
5&1公司产品；!$+0%&#.(7$1&2DDD脂质体为 K1Q$.’05&1公司产品；
!"#$%&’()& 检测试剂盒为 N’07&5( 公司产品。强力霉素（;<=）
为 N’07&5(公司产品。;ULU培养基为 R9#:01&公司产品。

GH 2I 方法
GH 2H GI 重组质粒的构建I I 用 !"#!酶切 +*"+,/MG 后用 /%02
+#1!补平，再用 $%&!酶切，回收 *"+, 基因片段长约 GVD W+；
在 +JK/!质粒多克隆位点选取 $%&!，’(&"位点，用 $%&!，
’(&" 双酶切，回收线性化 +JK/! 质粒长约 VH G XW；将 *"+, 基
因片段与线性化 +JK/!质粒用 ->连接酶连接，将连接产物转化

大肠杆菌 ;RGDJ，培养克隆，提取质粒，由于 ’(&"酶切端为平
端切口，因而将 *"+,基因定向克隆至 +JK/!质粒的 N7$1EUYG
下游。阳性克隆转化大肠杆菌 ;RGDJ，并提取质粒，命名为 +-/
EF/G 以备亚克隆用。
I I 设计 NEF引物，带有 ’(&!酶切位点：正义引物：Z[/-EM/
EMB-EM-EBMEBBEEBMM-M-MME/4[ ，反 义 引 物： Z[/
-EMEMB-EMMBEMBM--E--E-MBMEM/4[。
I I NEF 扩增 +LM,N/G 质粒中 *Y>D0’$ \ A&0 \ S(1 抗性基因片
段长约 3]? W+，回收 *Y>D0’$ \ A&0 \ S(1抗性基因片段，用 ’(&!
酶切酚 \氯仿抽提后，无水乙醇沉淀回收备用；用 ’(&!（单酶
切位点）酶切 +-EF/G 后胶回收，EKBN进行 Z[端去磷酸化，降低
自身环化率，反应产物用酚 \氯仿抽提后，无水乙醇沉淀回收，
用 ->连接酶连接去磷酸化的 +-EF/G 和 *Y>D0’$ \ A&0 \ S(1 抗性
基因片段，GV ^过夜。获得最终质粒命名为 +-EF/2，全长 ]H D
W+。因 *Y>D0’$ \ A&0 \ S(1抗性基因片段为独立功能区域，故插
入可不考虑方向性。将连接产物转化大肠杆菌 ;RGDJ，挑选克
隆提取质粒。

GH 2H 2I 酶切鉴定 I I 用 $%&!、34#5!双酶切 +-EF/G 质粒，
2D $: 反应体系，质粒约 G $5，4] ^ 2 @，GH Z _琼脂糖凝胶电
泳，GDD Y，>D 7$1，可得到长约 GVD W+和 V XW两条带，与理论分
析相符（图 G）。
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G：;AB分子标准（;!2DDD）；2、4：+-EF /G 双酶切产物
图 !" #$%& ’! 酶切鉴定

I I 选 )*+,#（单酶切位点）酶切 +-EF/2 质粒，2D $: 反应体
系，质粒约 G $5，4] ^ 2 @，GH D_琼脂糖凝胶电泳，GDD Y，>D
7$1。得到长度为 ]H D XW左右单一清晰条带，与理论分析相符
（图 2）。
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G：;AB分子标准（)*+,#）；2 ‘ Z：+-EF/2 单酶切产物
图 (" #$%&’( 酶切鉴定

GH 2H 4I 测序分析 I I 分别测定两插入片段：*"+, 基因片段和
*Y>D0’$ \ A&0 \ S(1抗性基因片段，与原始序列一致，说明克隆成功。
GH 2H >I 功能鉴定I I !"#$%&’()& 基因表达测定，-&./01 234 细
胞铺 V 孔板，G a GD>细胞 \孔，GD_ -&./%’&& ,J*，;ULU培养液，
4] ^培养 >? @，至 ?Z_左右长满。实验组为转染后的 -&./01
234 细胞，同时设立两组对照：P2/<* !PE #01.’0:细胞作为阳性
对照，非转染质粒的 -&./01 234 细胞为阴性对照，各组细胞又细
分为两组：(为加药组，W 不加药组。!$+0%&#.(7$1&2DDD 瞬时转
染各组细胞，按说明书步骤进行。其中 ( 组加入终浓度为 G
$5 \ 7:的 ;<=（强力霉素）诱导基因表达，继续培养 >? @ 后，裂
解细胞检测 !"#$%&’()& 基因表达情况，按 N’07&5( !"#$%&’()& 检
测试剂盒说明书操作。

I I *"+,基因检测，*C2D> 菌为 6748 基因（%/半乳糖酸酐酶）
琥珀酸突变菌株，*"+,基因可以修复 !(b 基因的琥珀酸突变，
在含有 KN-M和 =/5(:的抗性琼脂板上呈现蓝色菌落。+-EF/2
质粒转化 *C2D> 菌，按分子克隆第 4 版步骤进行，铺抗性板
（S(1 GDD $5 \ 7:，KN-M ?D $5 \ 7:，=/5(: DH Z 770: \ 7:），4] ^过
夜培养。

GH 2H ZI *"+,基因的定标突变研究
GH 2H ZH GI 质粒损伤I I GDD $5 +-EF/2 质粒溶于 2DD $: 终浓
度为 ZD $5 \ 7: 的 #$)+:(.$1 溶液中，室温静置 4 @ ，造成质粒
;AB的体外损伤。4 @ 后反应液中加入等体积的 酚 \氯仿 \异
戊醇（2Zc 2>c G）溶液抽提，离心后小心吸取上层水相，加入 2 倍
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体积的无水乙醇，5 67 8 沉淀 9 :，高速离心回收质粒沉淀，
;7<乙醇洗一次，室温下晾干，加入 97 != 无核酸水溶解备用。
!# 6# ># 6 " 质粒转染 " " 染毒后的质粒用脂质体法（ *-3(’
.%,&0?-)%6777）瞬时转染 $%&’() 6@A 细胞，步骤同前，同时以未
染毒质粒作为阴性对照以获取 1+34的基础突变率。B :后更换
完全培养液，加入终浓度为 ! !C D ?=的 EFG，继续培养 9B : 使
质粒 EHI得以充分复制和修复。
!# 6# ># A" 质粒提取与转化" " 按 2%-J?0)等［>］于 !@B> 年提出
的方法进行，无水乙醇沉淀后 !"#"酶切消化掉未复制的质粒
EHI模板，转化 2K679 菌株，铺抗性板（L0) !77 !C D ?=，MN$O
B7 !C D ?=，G’C0= 7# > ??(= D ?=），A; 8过夜培养。
!# 6# ># 9" 蓝白斑筛选白色突变克隆，计算突变频率 P突变菌
落数 D总菌落数，同时进行突变克隆的测序，由上海生工生物有
限公司代为进行。

!" 结果

6# !" 各组细胞 *+,-.%/01%表达情况
" " 各组细胞均重复实验 9次，汇总 9次数据计算均值与标准差。
" " 实验组：EFG（ Q）> ;77# 77 R !;A# BB、EFG（ 5）B># 77 R
;# AA，有显著差异（$ S 7# 7!）；阳性对照组：EFG（ Q）@ T;!# 77
R !TB# @;、EFG（ 5）6;A# 77 R !T# >7，有显著差异（$ S 7# 7!）；
阴性对照组：EFG（ Q）!67# 77 R ;# BA、EFG（ 5）!!T# 7 R ># 99，
无明显差异（$ U 7# 7>）。
" " 强力霉素（EFG）为四环素类药物，在本实验的表达系统
中，只有当 EFG存在时，*+,-.%/01% 基因才可以表达，阳性对照
采用的 V6’F2 *VW ,()&/(= 细胞，为稳定转染了 3$%&’() 和
3$XY’*VW质粒的人骨肉瘤细胞株，通过检测 *+,-.%/01%基因的
表达情况来监测 $%&’() 系统是否工作。由本次实验结果可以
看到，加入 EFG后的实验组和阳性对照组 *+,-.%/01% 基因表达
明显增高，说明重组质粒 3$WX’6 的 $%&’() 应答系统是能够正
常工作的。

6# 6" 2+34基因检测
" " 3$WX’6 中插入的 2+34基因是突变检测的靶基因，其突变
后修复宿主菌 2K679 %&’(基因琥珀酸突变的功能丧失，呈白
斑，通过蓝白斑实验可以很方便的挑取突变克隆进行分析。本

次实验没有对 2+34基因进行损伤处理，因此菌落几乎全部为

蓝斑，说明 2+34基因已经被正确插入。

6# A" 2+34基因突变率
" " 突变率的计算由 A 次独立的实验完成，每次均统计 !7 777
个总菌落，从中挑出白色突变克隆计算突变率，以未损伤质粒

为阴性对照组，计算基础突变率。

" " 染毒后质粒突变菌落数：>7 R !# > ，总菌落数：> 777 R 7，诱
发突变率：（!7 R !# >）Z !7 5A。

" " 未损伤质粒突变菌落数：;# A R !# >，总菌落数：> 777 R 7，基
础突变率：（;# A R !# >）Z !7 59。两组对比，有显著统计学意义

（$ S 7# 7!），说明顺铂损伤可以使 2+34基因突变率增加。

6# 9" 2+34基因突变频谱
" " 挑取 67 个突变克隆突变克隆的测序结果与 2+34 基因原
始序列比对分析突变频谱的特征（图 A）。
" "（!）突变类型：本次检测的 67 个突变全部为单碱基置换；
（6）碱基置换类型：O ! $ 颠换共 !7 个占总数的 >7<；O ! I
转换共 9 个占总数 67<；W ! I颠换共 9 个占总数 67<；W !
$转换共 6 个占总数 !7<；（A）突变热点（:(&’13(&）：突变主要
集中在 >[’OO’A[ 和 >[’OW’A[区域，与文献报道的 N&’EHI 复合
物形成的链间或链内交联的高发点相一致。

#" 讨论

" " 四环素正调节的基因表达系统，称为 $%&’() 基因
表达系统［A］。在没有四环素的情况下表达水平为零，

而在加入四环素衍生物强力霉素（J(\],],=-)%，E(\）后
目的基因高效表达。由调节质粒和反应质粒组成，调

节质粒包含一个四环素调控的反式激活子（ /%^%/1%
$%&’,()&/(==%J &/0)10,&-^0&(/，/&$I），反应质粒中含有目
的基因，并受四环素反应元件（ &%&’/%13()1-^% %=%?%)&，
$XY）的操纵，$XY 包含有操纵基因（ &%& (3%/0&(/，$%’
&F）的 96 个碱基的 ; 次正向重复序列，它的上下游各
有 ! 个人巨细胞病毒的最低限度启动子（?-)-?0=
W_‘ 3/(?(&%/，N?-)-W_‘），当有 E(\ 存在时，/&$I 可
与 $%&F结合启动上下游基因的转录［9］。

! "#"##""### ##"$$#$##$ ##%$$%"$## #$#"$%%%$$ ##"%$%$%"" "#%"#"%$%"
#$

&! #%#%%%%%%% ##"""%$%"% %""$$$%%%$ %"$%$"#"#$ $$#"#%""%# "$#"%$"##"
# $ #$ $

# #
# #

!’! %$$%%##"%$ $#""##"""" """"$""$"" """#"""""# "%%""%$$$# #"%%#$"""%
#" $ $#
#$ ##
$

!(! %$#""##$%" %$$$%"#$$% %$######## $"%"%#%$%" #"
$

共 67 个突变克隆测序，图中下部的字母表示突变的碱基

图 #" 顺铂导致的 $%&’基因突变频谱
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! ! "#$%基因又称为琥珀型抑制 &’()，为抑制性 &’*
()（+#$$,-++., &’()）的一种。其发挥作用的机制是：
/’()分子上密码子的突变可造成其所编码的蛋白质
结构的改变，进而导致蛋白质功能的丧失；&’() 反密
码子的突变使其可识别突变的密码子，蛋白质的结构

不发生变化；后一种突变为前一种突变的抑制突

变［0］。!"#$基因琥珀型突变的菌株，最初用于检测
+#$%的活性。基因转录后，1 个本该编码酪氨酸的密
码子变成了终止信号，致使翻译中断，不能生成完整的

!*半乳糖苷酶（!*23435&.+673+-），当带有 "#$% 基因的
质粒被引入细菌后，质粒中 +#$%基因所编码的 &’()，
其抑制突变型的反密码子，能识别宿主菌 !"#$基因的
琥珀型突变，产生正常的 !*半乳糖苷酶，在含 !*半乳
糖苷酶底物 8*234（0*9,./.*:*5;4.,.*<*6=*7.>4*!*?*243*
5&.+67-）和 !"#$ 操纵子诱导物 @ABC（ 6+.$,.$>4*!*?*
&;6.2435&.+67-）以及相应抗性的 DE 指示平板上，其菌
落呈现蓝色。当 "#$%基因发生突变，影响或完全丧失
其所编码的 &’()功能时，其菌落呈现淡蓝色或白色。
突变子经重新划板，扩增，提取质粒，质粒纯化、?()
测序分析，来确定突变形成的分子机制和突变发生的

冷热点（5.47 +$.&，;.& +$.&）［F］。
! ! 转录偶联修复（ &,3=+5,6$&6.=*5.#$4-7 ,-$36,，BG’）
为核苷酸切除修复（=#54-.&67- -H56+6.= ,-$36,，(I’）的
亚途径，其主要修复具有高转录活性基因的损伤，其特

点是作用迅速，具有转录特异性，而 (I’ 的另一亚途
径泛基因组修复（ 24.934 2-=./65 ,-$36,，CC’）主要修
复非转录区域基因的损伤，与 BG’相比其作用要缓慢
的多。研究表明在非分裂细胞如神经元细胞中 CC’
途径水平很低，主要由 BG’ 途径修复，BG’ 途径的异
常可能与癌症的发生以及年龄相关性疾病有密切关

系［J］。目前发现 G")、G"E基因是 BG’ 途径中非常重
要的因子，其他如 ’() $.4>/-,3+-"、E’G)1、KL*
DK1、KLDKM 等均参与 BG’ 途径。目前对于 BG’ 的
分子机制并不十分清楚，同时 BG’ 与 CC’ 两者的关
系亦不明朗［N］。

! ! 本实验中，我们将 "#$%基因检测系统与 B-&*.=基
因表达系统相结合，构建出独特的可控基因表达工具，

其具有以下特点：#基因的表达可以通过 B-&*.= 系统
精确调控，B-&*.= MO< 细胞为稳定转染 $B-&*.= 质粒的
KIPMO< 细胞株，可稳定表达 ,&B) 蛋白，$BG’*M 质粒
含有 B’I 操控的双向 /6=6GLQ 启动子，在 ?R8 存在
下可以诱导上下游基因转录。$双报告基因，$BG’*M
中的 B’I 元件分别操控上游 D#56S-,3+- 基因和下游
"#$%基因的转录，通过检测 D#56S-,3+- 基因的表达可

以明确 "#$% 基因是否得以转录，进而明确是否诱发
BG’途径。%穿梭质粒，$BG’*M 中含有原核细胞复制
子 G.4 I1 和真核细胞复制子 "Q:T.,6，可以在细菌和
哺乳动物细胞中存活和复制，使得在哺乳动物细胞中

发生的遗传学事件，能很方便地在细菌中得到报道。

&+#$%基因很小，遗传背景清楚，通过 ?() 测序来定
位突变热点及上下游序列变得相对容易。

! ! 将该独特穿梭质粒与 B-&*.= MO< 细胞构成完整的
B-&控制的 "#$% &’() 转运系统，通过定标性突变研
究获得顺铂导致的 "#$% 报告基因在转录偶联修复过
程中产生的突变频谱和突变频谱，实验结果表明，顺铂

能够诱导 ?() 发生突变，BG’ 参与这一过程，文献
［O］报道顺铂产生的链间交联损伤部位多发生在 0U*
CC*<U 0U*)C*<U，这与本实验检测到的突变热点是一致
的。本实验利用独特的穿梭质粒实验模型，初步检测

和分析了顺铂损伤后转录偶联修复途径修复过程中产

生的突变频率和频谱的一般特点，为进一步研究转录

偶联修复在顺铂致突变过程中的作用提供了一种高

效、可用的实验工具和初步的检测资料，对阐述 ?()
修复以及肿瘤耐药的分子机制奠定了实验基础。
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