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特异性结合于HBV X基因启动子的人工锌指蛋白真核表达 

载体的构建及表达 

李 鑫，吴忠均，陈 聪 

(重庆医科大学附属第一医院肝胆外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：构建人工锌指蛋白(Putative zinc fingerprotein，ZFP)基因的真核表达载体，验证其在真核细胞内的表达情况，为 

进一步构建人工转录因子(Artificial transcription domain factor，ATF)所需的 DNA结合结构域寻找合适的ZFP。方法：合成 ZFP的 

全基因核酸序列并载入 pEGFP-N1真核表达载体中，构建重组质粒 pEGFP—NlfZFP及 pEGFP—N1／ZFP—Flag，通过菌液 PCR、酶 

切和测序来鉴定重组质粒的正确性。脂质体 Lipofeetamine 2000将重组质粒转染于 COS-7细胞中，使用 RT—PCR、荧光显微镜 、 

Westernblot方法鉴定 ZFP在该细胞中的表达。结果：成功构建了pEGFP—N1／ZFP及 pEGFP—N1／ZFP—Flag重组质粒，并且在 COS一7 

细胞中进行了ZFP的表达。结论：通过生物信息学工具获取的ZFP氨基酸序列，经过密码子优化得到的基因序列能够在真核细 

胞内成功表达。 

【关键词】人工锌指蛋白；真核表达载体；COS一7细胞 
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Construction of eukaryotic expression vector of artificial zinc finger protein gene 

of specific binding to X gene promoter of HBV and its expression 

LlXin etal 

(Department ofLiverandGall，the FirstAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To constructeukaryotic expression vectorofzincfingerprotein(ZFP)gene，andtodetectthe eukaryotic expression 

vector of zinc ZFP gene expressed in eukaryotic cells and search the available ZFP as DNA binding domain of artificial tran scription factor 

(ATF)．Methods：FnH length ZFP gene Was synthesized and cloned into pEGFP-N 1 plasmids to construct the recombinant plasmids 

pEGFP-N1／ZFP and pEGFP-N1／ZFP-flag that we／e identified by colony PCR an d sequencing．Recombinant plasmids were transformed 

into COS-7 cells by hposome Lipofectamine 2000．The expressed EGFP Was observed under fluorescent microscope and the ZFP 

expression was detected by RT—PCR and Western blot．Resu／ts：Recombinant plasmids pEGFP-N1／ZFP and pEGFP-N1／ZFP-flag were 

constructed correctly which could express ZFP well in the transformed COS一7 cells．Conclusion：It is feasible that engineered artificial zinc 

finger proteins obtained by bioinformatics technique and codon optimization Can be successfully expressed in eukaryotic cells． 

【Keywords】artificial zincfingerprotein；eukaryotie expression vector；COS-7 cells 

乙型肝炎病毒(Hepatitis B vires，HBV)基因组有 4个开 

放阅读框架(Open readingframe，ORF)，分别为 c、S、P、X，其 

中X—ORF位于碱基(nt)1 374～1 837之间，其表达产物 HBx 

蛋白是一种具有反式作用的多功能调节蛋白，它既能活化HBV 

自身的启动子，还可以活化一些异源病毒和细胞启动子，参 

与细胞的各种调控机制，包括细胞周期调节、转录调控、信号 

通路，细胞骨架和粘附分子的编码以及和癌基因与肿瘤抑制 

基因的作用 21。并且近年来的研究也表明 HBx蛋白在肝癌 

的致癌机制中起着关键作用13·41。由此看来，如果 x区的表达 

受到干扰或抑制将会严重影响 HBV子代病毒的生成和生物 
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周期[51，从而降低甚至消除对 HBV人体的伤害。 

人工转录因子(Artificial transcription domain factor，ATF) 

分为结合结构域(Binding domain，BD)与效应结构域(Effeetor 

domain，ED)t~。近年来，利用 ZFP作为结合域来调控特定基 

因表达的研究已经较为成熟。研究方法是：设计一种 ZFP，使 

其能特异性结合某基因序列，通常为该基因的启动子序列， 

进而通过与 ZFP融合设计的效应结构域对该基因的转录及 

表达进行抑制或激活的调控。所以能够成功设计出一种特异 

性结合于靶基因的 ZFP是构建 ATF的首要工作。 

本实验依据经典的 C2H2r0锌指模型，筛选出 HBV X基 

因启动子区的一段 18 bp的 DNA序列作为靶序列，人工构建 

包含 6个连续的 C2H2锌指结构的ZFP序列的真核表达质 

粒 ，并检验其在真核细胞内的表达 ，为进一步设计能够调控 

HBVX基因的 ATF奠定基础。 
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利用超声造影示踪兔VX2乳腺癌前哨淋巴结的实验研究 

丁 炎，夏纪筑，丁雅明，贺雪梅，白 晋 

(重庆医科大学生物医学lI 程系、重庆医科大学生物医学丁程学重点实验室、重庆市超声医学工程重点实验室一省部共建国家 

重点实验室培育基地，重庆 400016) 

【摘 要】目的：通过与亚甲蓝(Methylene blue，MB)示踪法比较，探讨超声造影检测乳腺癌前哨淋巴结(Sentinel lymph node，SLN) 

的前景。方法：建立兔 VX2乳腺癌模型 24只，皮下注射 SonoVue，超声造影显像 SI N，观察其造影增强情况；冉经皮下注射 MB 

示踪；行腋窝淋巴结清扫术切除 SI N并行 AE1／AE3免疫组化染色。结果：24只瘤兔超声造影检 嘲声均匀性增强的SLN 12 

个，回声不均匀性增强和部分充盈缺损的SLN 22个；MB示踪法检出 sl N 32个 ；术中腋窝淋巴结清扫 SI N 38个。以手术切除 

为标准，超声造影的检Ⅲ率(89．47％)与 MB示踪法枪出率(84．21％)比较无显著差异( 0．05)；以免疫组化结果为标准，超声造 

影的敏感性(95．24％)与 MB示踪法敏感性(91。30％)比较无 著差异(P>0．05)，但其特异性(84．62％)和准确性(91．I8％)均明显 

高于MB示踪法特异性(26．67％)和准确性(65．79％)(P<O．05)。结论：经皮下注射超声造影剂显像乳腺癌 SI N有较高的检出率 、 

特异性、准确性和敏感性，与 MB示踪法比较有一定优势，有望成为检测 SLN的常用方法。 

【关键词】超声造影；乳腺癌；前哨淋巴结；亚甲蓝示踪；AEI／AE3 
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A study of using ultrasound contrast tracer on the sentinel lymph node in rabbit 

V×2 breast cancer 

DlNG Yan。et ol 

(Departrnent ofBiomedical Engineering，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To explore the prospects of contrast—enhanc·ed ultrasound and methylene blue(MB)deiection of breast cancer 
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sentinel lymph node(SI N)．Methods：Twenty—four rabbit models 

of VX2 breast cancer was set up with，sllb(!lltaneous injection of 

SonoVue，to get contrast-enhanced uhrasound ima~ng(if SLN． 

The situation of contrasi—enhance(1 SI N ",gaS observed．Then 

位。通常认为日标蛋白与 EGFP融合后，并不影响前者的正 

确折叠、运输和胞内定位 ．通过荧光显微镜观察及 RT—PCR 

结果，我们认为目标蛋r1 ZFP在细胞可以正常表达 为_『能 

进行 Western blot印迹反应实验，将 flag tag加载在 目的基因 

5’端构成 pEGFP—NI／ZFP—flag重组质粒，结果 示重组质粒 

成功进行了ZFP的表达。 

实 验 通 过 对 pEGFP—NI／ZFP、pEGFP—N1 FP—flag重 组 

表达载体的成功构建及表达，证明了利用生物信息学手段， 

人T设计特异性的锌指蛋门并进行体外真核细胞表达足可 

行的，为进一步设汁完整的 ATi=’，进而干预 HBV X基闲的表 

达奠定 基础。 
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