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MafA真核表达载体的构建及在人肝癌细胞中的表达 

黄 栋，任 伟，张素华，邵 伟 

(重庆医科大学附属第一医院内分泌科，重庆 400016) 

【摘 要 】目的：构建肌腱膜纤维肉瘤肿瘤基因同系物 A(MafA)真核表达载体 pEGFP—N2／MafA，pEGFP—C1／MafA，观察 MafA在 

人肝癌细胞 HepG一2细胞内的表达。为研究 Mafa基因功能和作用机制奠定基础。方法：提取胰腺总 RNA，经 RT—PCR获得 MafA 

基因片段，在两端分别引入 Hind m和 Sa!I的酶切位点，重组至有增强绿色荧光蛋白标记的真核表达载体 pEGFP—N2， 

pEGFP—C 1中，用脂质体方法转染至人肝癌细胞 HepG一2细胞中，通过荧光显微镜观察荧光蛋白的表达，通过 RT—PCR检测 

MafA基因和insulinⅡ基因的表达。结果：通过RT—PCR获取了MafA基因并成功克隆入载体，转染的细胞有绿色荧光蛋白表达 

及 MafA基因表达，但没检测到insulin I／基因表达。结论：成功构建质粒 pEGFP—N2／MafA和 pEGFP—C 1／MafA，并成功表达 MafA 

基因，但没有 insulin 1I基因的表达。 

【关键词】pEGFP—N2；pEGFP—C1；肌腱膜纤维肉瘤肿瘤基因同系物 A 
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Construction of eukaryotic expression VeCtOrinSertedby MafA and its 

expression in HepG一2 cells 

HUANG Dong，et al 

(Department ofEndocrinology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To construct eukaryotic expression vectors pEGFP—N2／MafA and pEGFP—C1／MafA，encoding the mouse musculus 

v—maf musculoaponeur0tic fibrosarcoma oncogene family，protein A (MafA)gene，for the further research of its expression in HepG一2 cells． 

Methods：pRNA of the mouse MafA gene was distilled by RT—PCR from the mouse，and inserted into Hind m and Sa／I restriction sites 

by PCR，then cloned into pEGFP-N2 and pEGFP-C1 vectors to obtain plasmids pEGFP-N2／MafA and pEGFP—C1／MafA．Human liver 

cancer cells(HepG一2)were transfected with formed plasmids by means of lipidosome．The MafA-EGFP fused protein was viewed di— 

rectly with fluorensce microscope，and expression of MafA and insulinⅡwas detected by RT—PCR．Results：The mouse MafA gene was 

amplified through RT—PCR and successfully cloned into transfer vectors．The favorite gene sequence could be expressed and was complete— 

ly consistent with that reposed in genebank，but the insulin lI gene expression was not detected．Conclusion：The recombinant plasmids 

pEGFP-N2／MafA and pEGFP-C 1／MafA were successfully constructed．But the insulin II gene was not expressed． 

【Key words】pEGFP—N2；pEGFP—C 1；Mus musculus v—maf muscul0aponeum—tic fibrosarcoma oncogene family，protein A(MafA) 

2型糖尿病是 由于胰 岛素分泌缺失 (13细胞功 

能受损)和胰岛素利用障碍(肝脏和肌肉等组织胰 

岛素抵抗)而引起的以高血糖为主要特征的疾病，8 

细胞功能紊乱导致胰岛素分泌受损并进行性恶化。 

近年来，利用基因工程方法建立分泌胰岛素的细胞 

系是糖尿病治疗研究的一个热点，并取得了可喜的 

进步。胰岛素基因转录由胰岛素启动子引发，在这 
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个过程中有许多启动子参与，通过提高体内启动子 

的产量，以提高胰岛素基因转录是一个可能有效的 

途径。MafA又称肌腱膜纤维肉瘤肿瘤基因同系物 A 

(Mus musculus v—mar muscul0aponeurotic fibrosarco． 

ma oncogene family，protein A)是最近分离出来的胰 

岛素启动子，具有胰腺 细胞特异性⋯对于胰腺生 

长和 B细胞(产生胰岛素的细胞)的分化及维持正 

常的13细胞功能至关重要 。本研究拟构建表达小 

鼠 MafA基因的真核表达质粒，研究 MafA在人肝癌 

细胞 HepG一2中的表达 ，为进一步研究 MafA功能 

及其作用机制奠定实验基础。 
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1 材料与方法 

1．1 主要材料和试剂 

PCR引物 和 测序 由金思 特公 司合 成 ，DNA Marker 

D2000，DL 15000为 TIANGEN公司产品，限制性内切酶 Hind 

m、so／I，T4 DNA连接酶，总RNA提取剂 RNAis0 Reagent， 

TaKaRa PrimeScript One Step RT—PCR Kit Ver．2、DNA聚合酶 

LA Taq酶为 TaKaRa公司产品，质粒提取试剂盒 plasmid mini 

kit为 OMEGA公司产品，胶回收试剂盒购自北京百泰克生物 

技术有限公司，invitrogen Lipofectamine购 自invitrogen公司， 

清洁级 C57小鼠购自重庆医科大学动物中心，真核表达载体 

pEGFP—N2，pEGFP—C1由徐璐璐硕士惠赠。所有操作均在重 

庆医科大学基础研究所完成，细胞株由该所保存 ，血清，1640 

培养液，细菌培养基、抗生素及相应耗材购自该所。 

1．2 主要的方法和步骤 

1．2．1 提取总 RNA 所用吸头 、EP管均经过 DEPC处理，剪 

刀、研钵等物品经 200~C高温干烤 4 h，灭活 RNAase。取小鼠 

活体胰腺组织约 100 mg放入液氮中冷冻 30 min，取出置人 

液氮预冷的研钵中，研磨致粉末后 ，加入 RNAiso Reagent提 

取液 1 ml，按说明书步骤提取并清洗总 RNA。 

1．2．2 RT—PCR 根据 GENEBANK发表的小 鼠 MafA的序 

列，用 Premier 5按照引物设计原则设计 PCR引物 ，分别在两 

端 引入 Hind m和 sol I内切 酶切 位点 。上 游 引物 5’ 

一 TTGTCGACATGGCCGCGGAGCTGGC一3’引入 SO／I酶切位 

点。下游弓f物 5’一CCAAGCTIT=f℃ACAGAAAGAAGTCGG一3’ 

引入Hind m酶切位点。将上一步获取的总 RNA约 1 g和 

0．2 IXg引物加入 DEPC处理过的 0．2 ml EP管 中 ，按照 

TaKaRa PrimeScript One Step RT～PCR Kit Ver．2说明书的体系 

要求进行反应。反应条件 ：95℃，5 min；95℃，30 S；58℃，45 S； 

72℃，3 min；35个循环。 

1．2_3 克 隆 将 纯化 的 PCR产 物 和 载体 pEGFP—N2， 

pEGFP—C1分别用 Hind m和so／I双酶切，酶切产物纯化后 

在 T4DNA连接酶作用下 ，15℃过夜连接。转化到 E．coliDH5a 

中，涂布在含卡那抗生素的 LB固体培养基上，37~C过夜培 

养。次日，挑选阳性克隆，用含卡那抗生素的 LB液体培养基 

37。c振摇过夜培养，提取重组质粒，用 PCR、Hind m和 so／I 

双酶切鉴定 ，初步鉴定正确的送公 司测序 ，分别命名为 

pEGFP—N2／MafA，pEGFP—C1／MafA。 

1．2．4 重组质粒分别转染人肝癌 HepG一2细胞 人肝癌 

HepG一2细胞用含 10％／1~牛血清的 1640培养液培养。转染 

前传代6孑L板，用无抗生素培养基培养，共分4组，分别是重 

组质粒 pEGFP—N2／MafA组 ，重组质粒 pEGFP—C1／MafA组、 

空载体 pEGFP—N2组 、空载体 pEGFP—C1组，每组 3孔。待细 

胞达 80％，用无抗生素、无血清培养基洗细胞 2～3次。取去 

内毒素质粒 5 g，孑L，与 10 l，孑L Lipofectamine分别用无血 

清培养基稀释后混合 ，室温孵育 30 rain，加人相应的孔中，培 

养 6 h后换含 10％血清的培养基继续培养，24 h开始观察。 

1．2．5 用荧光显微镜观察荧光表达 用荧光倒置显微镜观 

察绿色荧光融合蛋白的表达。以 1O个视野内有绿色荧光的 

细胞和该视野的全部细胞比率的均值做为该时间段的转染 

率。 

1．2．6 RT—PCR检测 MMA基因和insulin II基因在人肝癌细 

胞 HePG一2细胞中 mRNA的表达 转染后 48 h，收集重组质 

粒 pEGFP—N2／MafA组，重组质粒 pEGFP—C 1／MafA组、空载体 

pEGFP—N2组、空载体 pEGFP—C1组各 1孔细胞，按照 RNAiso 

Reagent说明书提取细胞总 RNA。使用 Premier 5软件设计检 

测 MafA基因表达的引物，上游引物：5’一CTGCTCCTCGGTGC— 

CCTCTF一3’，下游：5’一CGTGGTGGTGATGGTGGTGAT一3’，检 

测 insulin lI基因表达的上游引物：5’一 rGCTC rrCCTcTGGGA 

GTC一3’，下游 ：5’一cAGTGCCAAGGTCTGAAGG一3’。按照 

TaKaRa PrimeScript One Step RT—PCR Kit Ver．2说明书的体系 

要求将 1 g获得的总 RNA、0．1 g引物和 0．1 gp—acting 

内参引物等加入 DEPC处理过的 EP管内进行反应。反应条 

件：95~C预变性 5 min；95~C变性 30 S；55℃ 退火 45 S；72~(2延 

伸 1 min；28个循环。最后 72％延伸 5 min，然后进行琼脂糖凝 

胶电泳分析结果。 

2 结 果 

提取的总 RNA经 2％琼脂糖凝胶电泳。见图 1。 

重组质粒的 PCR鉴定 l％琼脂糖凝胶电泳 图； 

目的基因大小与预期结果一致。见 图 2。 

重组质粒进行双酶切鉴定，酶切产物 1％琼脂 

糖凝胶电泳图：重组质粒经 Hind m和 5 I双酶 

切，有预期大小的目的基因条带。见图 3。 

初 级 鉴定 正 确 的送公 司测 序 ，测得 序 列 和 

GENEBANK发表的小 鼠 MafA的序列一致 ，碱基无 

突变，缺失等。 

转染的人肝癌细胞 HepG一2细胞 ，转染后 48 h， 

在荧光显微镜下中观察融合蛋白表达，重组质粒 

pEGFP—N2／MafA组 。重组质粒 pEGFP—C1／MafA组 

表达相似 。见 图 4。空载体 pEGFP—N2组 、空载体 

pEGFP—C1组表达基本相似 ，见图 5。转染 24h已有 

绿色荧光蛋白的表达。细胞最高转染率为40％。图 

片为转染后 48 h荧光照片。 

细胞转染 48 h后 ，使用 RT—PCR检测 MafA基 

因在人肝癌细胞 HepG一2细胞 中mRNA的表达 ，2％ 

琼脂糖凝胶 电泳图。目的条带大小与预期结果一致 

(见图 6)。 

细胞转染 48 h后，使用 RT—PCR检测insulin 11 

基 因在 HepG～2细胞 中 mRNA的表达，2％琼脂糖凝 
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胶 电 泳 图 。 只 有 内参 3 0 0 b p 的 条 带 出 现 ， 没 有 出 现

检 测 i n s u l i n Ⅱ表 达 的 相 应 条 带 ( 见 图 7 ) 。

3 讨 论

图

利 用 基 因 工 程 的 方 法 建 立 分 泌 胰 岛 素 的 细 胞
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件下肝细胞被诱导分泌胰岛素。这就提示 ，在一定 

条件下，胰岛素可以实现在肝脏的异位表达。MafA 

是最近分离出来的转录因子，人类 MafA基因位于 

8@4．3，它具有胰腺 B细胞特异性。MafA对于胰腺 

生长和 B细胞(产生胰岛素的细胞)的分化及维持 

正常的 B细胞功能至关重要。MafA基因敲除小鼠 

随年龄增长发展成糖尿病 。有实验显示_5J，过度表 

达 MafA可以加强胰岛素启动子的活性 。这个作用 

要比过度表达 PDX一1或 NeuroD效果显著得多。 

pEGFP—N2，pEGFP—C1载体具有易转染真核细 

胞的特点，且以EGFP为报告基因的表达载体具有 

检测方便、荧光稳定、对宿主细胞无任何毒害、不影 

响目的蛋白的生物活性等优点嘲。将 MafA克隆到启 

动子CMV和加尾信号 SV40 poly间的EGFP基因n 

末端或者c末端，并与其融合，以确保将 MafA在宿 

主细胞内的有效表达及其产物特定调节功能的发 

挥。该载体是一个可在哺乳动物细胞中高效表达的 

载体。 

为了探讨 MafA高表达对肝细胞胰岛素启动 

子、胰岛素等表达的影响及需要条件以及 MafA诱 

导肝细胞胰岛素表达的分子机理，本研究以 GFP作 

为报告基 因 ，构建 了 pEGFP—N2／MafA和 pEGFP— 

C1／MafA重组质粒载体 。并体外转染人肝癌细胞 

HepG-2细胞。结果显示，成功提取了 MafA的mRNA， 

逆转录成 cDNA，克隆到质粒中。转染HepG一2细胞 

后可检测到 MafA的 mRNA表达 ，证明表达载体可 

以在 HepG一2中可以表达 MafA基因。荧光显微镜 

下观察到 MafA—EGFP融合蛋白发出的绿色荧光 ， 

可见成功表达出融合蛋白。实验结果证实，本实验 

成功构建了真核重组表达质粒 pEGFP—N2／MafA和 

DEGFP—C1／MafA。该质粒 的构建可为研究 MafA在 

对于胰腺生长和 8细胞(产生胰岛素的细胞)的分 

化及维持正常的 B细胞功能 中的作用 、以及研究 

MafA与其他转录因子相互之间的协同作用提供实 

验基础。目前国内尚未发现将 MafA基因克隆进 

DEGFP—N2和 pEGFP—C1载体的报道。 

虽然成功表达出融合蛋白，但是没有检测到 

insulin I1基因的表达 。可能是多方面的原 因，鉴于 
一

个 MafA、PDX一1和 Beta2协同作用实验显示，胰 

岛素基因在 B细胞特异的表达很有可能是因为有 

效的转录因子协调的动态的有序结合的结果。ChIP 

测定 MIN6 p细胞显示 PDX一1，MafA，E47，和 $2循 

环结合在小鼠胰岛素 2启动子大约 10～15 min[ 。可 

以推测胰岛素基因转录需要一定数量的转录因子 

刺激 ，或者需要多种转录因子的刺激 ，而本 实验重 

组质粒在 HepG一2细胞的拷贝数太少，翻译的MafA 

蛋 白浓度太低 ，可能没有达到起作用的浓度。另外 ， 

本实验只涉及到MafA的融合蛋白，融合蛋白是否 

能和原蛋白起相同的作用?有待证明。今后将继续 

完善实验，比如增加转染的时间，进行 G418稳定筛 

选；构建腺病毒，以增加 MafA的拷贝数，提高MafA 

蛋白翻译量；构建多种转录因子的基因表达载体， 

协同转染。 
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