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【摘 要】目的：构建真核表达重组体PcDNA3．1一REG 的稳定转染细胞株，为进一步深入研究REG 的功能奠定基础。方法： 

提取 MCF一7细胞的总 RNA为模板，通过 RT—PCR获取全长 REG cDNA，经限制性内切酶＆ I、 o尺V酶切后与 PcDNA3．1 

连接构建重组体 ，再经内切酶酶切及 DNA序列分析鉴定重组体构建正确。以 Lipo ctamine2000将重组体导入 HBL一100细胞， 

由G418筛选出稳定转染细胞株。结果：经免疫细胞化学和 RT—PCR检测并证实稳定转染细胞株中有 REG 的高表达。结论：真 

核表达重组体 PcDNA3．1-REG-,／构建成功，并经抗生素筛选获得了稳定高表达 REG 的细胞株，为进一步研究 REG 的功 

能奠定了基础。 
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【Abstract J Objective：To construct the stable transfective cell line with the eukaryofic expression vector for human REG cDNA to laid 

the foundation for further study of the function of REG-y．Methods：REG cDNA was obtained by RT—PCR of total RNA extracted from 

the human breast cancer cell MCF一7．and it was digested by the restriction endonuclease EcoR I and EcoR V before connection with 
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PcDNA3．1．The recombination with forward insert were slelected by 

restriction endonuclease digestion and confirmed correct by sequencing and 

then transfected into HBL-IO0 cell by using lipofectamine2000．The stable 

transfected cell line was selected in medium containing antibiotic(G418)． 

Results：The result of immunocytochemistry and RT-PCR of total RNA 
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e x t r a c t e d f r o m t h e s t a b l e t r a n s f e c t e d c e l l l i n e s h o w e d t h a t t h e r e e x i s t e d t h e o v e r e x p r e s s i o n o f R E G 1 c D N A i n i t ． C o n c l u s i o n ： T h e

c o n s t r u c t io n o f t h e e u k a r y o t i e e x p r e s s i o n v e c t o r fo r R E G 7 w a s s u c c e s s f u l ， a n d t h e s t a b l e t r a n s f e c t e d c e l l l i n e f o r o v e r e x p r e s s i o n R E G ．y

w a s o b t a i n e d b y G 4 1 8 s e l e ~
’ t i o n ． T h i s w o r k m a y p a v e t h e w a y fo r f u r t h e r s t u d y o f t h e f u n c t i o n s o f R E G ŷ ．

【K e y w o r d s 】R E G ŷ ； c D N A c l o n e ；T r a n s f e c t

R E G ．／( 也 叫 P A 2 8 "

y 、
P S M E 3

、 或 K j 抗 原 ) 属 于 蛋

白酶 体 激 活 因 子 的 R E G 或 1 1 S 家族 ， 已 证 明 其 可 以

结 合 并 激 活 ． 2 0 S 蛋 白酶 体 。 蛋 白酶 体 是 一 个 主 要 的

非 溶 酶 体 蛋 白水 解 途 径 ， 它 可 以 消 除 受 损 的 或 错 误

折 叠 的 蛋 白质 ， 从 而 调 节 基 本 的 细 胞 过 程 如 细 胞 周

期 、 转 录 、 细 胞 信 号 、 细 胞 死 亡 和 免疫 应 答川
。 本 文 试

图 构 建 真 核 表 达 重 组 体 P c D N A 3 ． 1 一 R E G 吖 的稳 定 转

染 细 胞 株 ， 为 进 一 步 研 究 R E G ' ,

／的 生 物 学 作 用 奠 定

基 础 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 细 胞 株 、 菌株 和 质 粒

乳 腺 癌 细 胞 株 M C F 一 7 、 H B L 一 1 0 0 及 大 肠 杆 菌 J M l 0 9 由

重 庆 医 科 大 学 基 础 医 学研 究 所 保存 。 P e D N A 3 ． i 质 粒 由重 庆

医 科 大学病毒性 肝 炎研 究 所 、 教育部感 染性 疾 病 分子 生 物 学

重 点 实验 室 汤 华 副研 究 员 惠赠 。

1 ． 2 主 要 试 剂

所用工 具酶 ( E c o 尺 I 、 E c o R V 、 T a q D N A p o l y m e r a s e , T 4 D N A

连 接 酶 )及 D N A M a r k e r 购 自T a K a R a 公 司 ， R P M l l 6 4 0 培 养 基

为 G i b c o 公 司 产 品 ， 胎 牛 血 清 为 H y c l o n e 生 产 ， P l a s m id M i n i

K i t 、 P C R - P r e p s D N A P u ri f i c a t i o n S y s t e m 等试 剂 购 自 O M E G A 公

司 ， L ip o f e c t a m i n e 2 0 0 0 、 G 4 1 8 、 T R IZ O L 试 齐0 等 购 自 I n v i t r o g e n

公 司 。

1 ．3 引 物 设 计 与 合 成

参 照 X i a o t a o L i 论 文 ㈣设 计 引 物 序 列 。 P r i m e l ：5
’

一 C A C —

C A T G G C C T C G T r G C T G A A G G 一 3
’

：P r i m e 2 ：5
’

一 T C A G T A C A G T —

G T C T c T G C A l Tr G C T G 一 3
’

由上 海 生 物 工 程 有 限公 司 合 成 。

1 ． 4 人 M C F 一 7 细 胞 总 R N A 的提 取

按 试 剂 盒 说 明 书进 行 。

1 ． 5 R T - P C R

根 据 逆 转 录试 剂 盒 说 明 书合成 c D N A 第 1 链 ， 再 以 逆 转

录产物 为模板进 行 P C R 扩 增 。 反 应 条 件 为 9 4
~

C 变 性 1 m i n ，

6 6 ℃ 退 火 3 0 S ， 7 2
o

C 延 伸 3 m in ， 共进 行 3 0 个循 环 。

1 ． 6 重 组 质 粒 的 构 建

P c D N A 3 ． 1 一 R E G 1 的 构 建 及 感 受 态 制 备 、 转 化 、 菌 落挑

选 、 酶 切 鉴 定 等操 作按 文 献 [3 l进 行 ， D N A 测 序 由重 庆 医 科 大

学病毒性 肝 炎研 究所 、 教 育部 感 染性 疾 病分子 生 物学 重 点 实

验 室完 成 。

J ． 7 脂 质 体 转 染 、 G 4 1 8 筛选

按 参 考 文献 [3 摊}行 。

1 ． 8 免 疫 细 胞 化 学及 R T — P C R

根据试 剂 盒 说 明 书进 行 。

2 结 果

2 ． 1 P c D N A 3 ． 1 - R E G a
l 重 组 质 粒 的 酶 切 鉴 定 结 果

重 组 体 经 E c o R I 、
E c o R V 酶 切 后 电 泳 结 果 如

图 l 。 图 示 重 组 体 被 酶 切 为 大 小 分 别 为 5 4 0 0 b p

( P c D N A 3 ． 1 ) 和 7 8 0 b p ( R E G 3
, ) 的 两 条 片 段 。 经 序 列

分 析 进 一 步 证 实 该 真 核 表 达 重 组 体 构 建 成 功 。

M l

4 5 0 0 h p

3 0 0 0 h p

2 0 0 0 b p

l 2 0 0 h p

8 0 0 h o

5 0 0 h p

2 0 0 b p

M ． D N A M a r k e r ； 1 ． 重 组 体被酶 切 为 大 小 分别 为 5 4 0 0 b p

( P c D N A 3 ． 1 )和 7 8 0 h p ( R E G ŷ ) 的两 条 片段

图 1 P c D N A 3 ． 1 - R E G l 重 组 质粒 的酶切 鉴 定

2 ． 2 不 同 浓 度 的 G 4 1 8 对 H B L 一 1 0 0 细 胞 的 作 用

制 备 H B L 一 1 0 0 细 胞 悬 液 ， 计 数 使 其 达 到 1 X 1 0
。

个／m l
， 接 种 于 2 4 孑L 培 养 板 ， 每 个 孑L 2 0 0 Ix l

， 每 孑L 再

加 R P M l l 6 4 0 培 养 基 8 0 0 “j
， 设 定 G 4 1 8 浓 度 梯 度 为

6 0 0 、 5 0 0 、 4 0 0 、
3 0 0 、

2 0 0 、 1 0 0 “g ／m l
， 每 个 浓 度 设 3 复

孔 。 计 算 活 细 胞 数 并 取 3 孔 的 平 均 值 。 结 果 ：在 14

d 内 使 细 胞 全 部 死 亡 的 最 低 浓 度 为 2 0 0 I~ g ／m l 。 因

此 ，
2 0 0 Ix g ／m l 的 G 4 1 8 浓 度 可 作 为 筛 选 本 细 胞 系 的

最 佳 有 效 浓 度 ， 用 此 浓 度 的 G 4 1 8 连 续 筛选 转 染 重 组

体 的 细 胞 3 次 ， 每 次 14 d ， 获 得 稳 定 转 染 的 存 活 细

胞 。

2 ． 3 P c D N A 3 ． 1 一 R E G -
／的 表 达

将 稳 定 转 染 重 组 体 的 H B L 一 10 0 扩 大 培 养 、 制 备

爬 片 ， 通 过 免 疫 细 胞 化 学 ( S P 法 ) 检 测 显 示 阳 性 产 物

主 要 表 达 在 胞 核 ， 转 染 重 组 体 的 细 胞 可 与 R E G '

y m A b

结 合 出 现 阳 性 至 强 阳 性 反 应 ， 而 未 经 转 染 的 细 胞 普
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遍 呈 弱 阳 性 反 应 ， 采 用 北 航 C M 一 2 0 0 0 B 生 物 医 学 图

像 分 析 系 统 对 免 疫 组 化 染 色 阳 性 反 应 产 物 进 行 定

量 分 析 ， 以 平 均 光 密 度 值 大 小 代 表 阳 性 产 物 表 达 的

多 少 。 实 验 检 测 数 据 用 均 数 ± 标 准 差 表 示 。 应 用

S P S S l 3 ． 0 软 件 作 方 差 分 析 ， 结 果 显 示 ， 在 稳 定 转 染

R E G y 重 组 体 的 H B L 一 1 0 0 细 胞 与 未 转 染 的 细 胞 相

比 较 有 显 著 性 差 异 ( P < 0 ． 0 5 ) ， R E G y 基 因 表 达 明 显

增 强 ( 见 图 2 ) 。

图 2 未转 染 R E G y 的细 胞 ( 上 )与 转 染 R E G y 的细 胞 ( 下 )的

免疫 细 胞 化 学检 测 ( S P x 2 0 0 )

2 ． 4 对 转 染 的 H B L 一 1 0 0 细 胞 进 行 R T — P C R 分 析

用 含 1 0 ％ 胎 牛 血 清 的 R P M l l 6 4 0 培 养 基 将 稳 定

转 染 重 组 体 后 的 细 胞 扩 大 培 养 ， 达 8 0 ％ 密 度 后 提 取

其 总 R N A 进 行 R T — P C R ， 产 物 电 泳 结 果 如 图 3 。 7 8 0

b p 条 带 为 R E G y ，
6 5 0 b p 条 带 为 内 参 ( p — a c t i n ) 。

4 5 0 0 b o

3 0 0 0 b p

2 0 0 0 b p

1 2 0 0 b p

8 0 0 b p

5 0 0 b D

2 0 0 b p

1 ． 未转 染 的细 胞 ；2 ． 转染 R E G 叫 重 组 体 的 细 胞 ；3 ． 转染

P c D N A 3 ． 1 空 载 体 的细胞 ；4 ． 以 去 离 子 水 为模 板 的 R T — P C R

M ． D N A M a r k e r

图 3 对 转 染 R E G y 前后 的细 胞 进 行 的 R T — P C R 分 析

其 中 第 1
、

2
、 3 泳 道 均 见 7 8 0 b p 大 小 的 特 异 性

条 带 ， 说 明 细 胞 有 R E G y c D N A 表 达 ：其 中 第 1 泳 道

为 未 转 染 R E G y 的 细 胞 ， 第 2 泳 道 为 转 染 重 组 体 的

细 胞 ， 第 3 泳 道 为 转 染 空 质 粒 的 细 胞 。 经 D o l p h i n 1 D

软 件 进 行 半 定 量 分 析 ， 第 2 泳 道 的 表 达 明 显 强 于 第

1
、 3 泳 道 ， 第 4 泳 道 以 去 离 子 水 为 模 板 进 行 R T — P C R

无 特 异 性 条 带 出现 ， 说 明 整 个 反 应 体 系 无 污 染 ， 排 除

了 假 阳 性 可 能 。

3 讨 论

通 过 基 因 工 程 方 法 表 达 真 核 蛋 白 ， 能 在 原 核 细

胞 和 真 核 细 胞 中进 行 。 但 许 多 在 细 菌 中 合 成 的 真 核

蛋 白或 因 折 叠 方 式 不 正 确 ， 或 因 折 叠 效 率 低 下 ， 结 果

使 得 蛋 白 活 性 低 或 无 活 性 。 不 仅 如 此 ， 真 核 生 物 蛋

白 的 活 性 往 往 需 要 糖 基 化 、 磷 酸 化 、
二 硫 键 形 成 等

翻 译 后 加 工
， 而 原 核 细 胞 对 这 些 加 工 却 无 能 为 力 。 由

于 D N A 导 入 哺 乳 动 物 细 胞 的 相 关 技 术 方 法 的 发

展 ， 使 真 核 表 达 成 为 可 能 。 R E G y 是 一 种 有 多 种 生 物

学 活 性 的 蛋 白质 ， 故 我 们 将 其 c D N A 重 组 在 真 核 表

达 载 体 P c D N A 3 ． 1 中 。

由于 我 们 在 预 实 验 中得 知 R E G y 在 乳 腺 ( 癌 ) 细

胞 中 以 H B L 一 1 0 0 表 达 最 低 而 被 选 作 受 体 细 胞 。

不 同细 胞 株 对 CA l 8 的敏 感 性 差 异 悬 殊 。 本 实 验

通 过 G 4 1 8 的 梯 度 浓 度 连 续 筛 选 确 定 的 有 效 筛 选 浓

度 为 2 0 0 p ~ g ／m l ， 经 连 续 筛 选 成 活 表 明 ， 转 染 重 组 体

的 H B L - 1 0 0 能表 达 G 4 1 8 抗 性 ， 结 合 免 疫 细 胞 化 学 检

测 及 转 染 细 胞 的 R T - P C R 结 果 说 明 ， 脂 质 体介 导 的 重

组 R E G y c D N A 已 经 稳 定 整 合 到 细 胞 基 因组 中 。

真 核 表 达 重 组 体 P c D N A 3 ． 1 一 R E G ．／的 稳 定 转 染

细 胞 株 的 构 建 成 功 ， 为 深 入 研 究 R E G y 的 功 能 奠 定

了 基 础 ， 进 一 步 的 研 究 结 果 将 在 随 后 的 相 关 文 章 中

陆 续 报 道 。
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