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增强型绿色荧光蛋白与肝细胞生长因子 
盐  

、 表达载体的构建及表达 

李兴升，王志刚，苏 琳，任建丽，杨春江，郑元义，冉海涛，李 攀 

(重庆医科大学超声影像学研究所，重庆医科大学附属第二医院超声科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：构建增强型绿色荧光蛋白与人肝细胞生长因子基因的真核共表达载体并鉴定其在真核细胞中的表达。方法：在 

HGF两端设计并合成分别带有 Sac I和BamH I两酶切位点的一对引物，对 pcDNA3．0一HGF载体进行 PCR扩增，将扩增出的目 

的基因与pMD18一T载体相连，并转化大肠肝菌，进行菌落PCR、酶切分析和DNA测序鉴定重组克隆。用Sac I和BamH I将目 

的片段用双酶切切下后 ，纯化提取凝胶中的目的 DNA片断 ，然后插入 pIRES—EGFP相应的酶切位点，构建 pIRES—EGFP／HGF 

真核表达载体并再进行酶切鉴定。将重组质粒用脂质体法转染至人脐带血管内皮细胞(HUVEC)中，荧光显微镜下观察 EGFP 

在细胞内的表达及 Western blotting检测 HGF的表达情况。结果：重组克隆载体内的目的片段序列与 GENE BANK上报道的 

HGF基因序列完全一致。pIRES—EGFP／HGF酶切鉴定结果与预期结果一致。荧光显微镜下观察可见转染后的细胞有荧光出现。 

Western blotting结果表明 HGF基因得到了有效表达。结论：本实验成功构建 EGFP和 HGF真核共表达载体并可在真核细胞中 

有效表达。 

【关键词】肝细胞生长因子；真核表达载体；血管内皮细胞 
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Construction and expression of enhanced green fluorescent protein and 

HG F cO—expressiOn vector 

LI Xingsheng。et al 

(the Institute of Ultrasound Imaging，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To construct EGFP and HGF CO—expression vector and to detect its expression in cultured eukaryocyte． 

Methods：A pair of primers of HGF with Sac I and BamH 1 were designed and constructed，then PCR was performed．The PCR 

products were inserted into cloning vector pMD18-T and transferred into JM109．The PCR of colony， restriction analysis，and 

DNA sequencing were perform ed to identify the correctness of the recombinant．The HGF gene fragment obtained from 

pMD18-T／HGF that was digested with Sac I and BamH I，and then inserted into pIRES2一EGFP that was cut with Sac I and 

BmnH I ． The recombinant pIRES2-EGFP／HGF was identified with restriction analysis． The expression plas．mid 

plRES2-EGFP／HGF was transfeeted into HUVEC mediated by liposome reagent，then the expression of EFGP in cell were ob— 

served by fluorescence microscopy and HGF protein was detected with Western blotting
． Result：Th e sequence of the cIoned 

DNA fragment was identical to HGF that was reported on Gene bank，and the HGF gene was inserted into eukaryotic exDres— 

sion vector pIRES2-EGFP correctly．Th e recombinant expression plasmid was successfully transferred into HUVEC obseⅣed bv 

fluorescent microscope and effective expression of HGF was also testified by Western blotting
． Conclusion：Th e recombinant 

eukaryotic co-expression vector of EGFP and HGF was successfully constructed and effectively expressed in HUVEC
． 

【Key words】Hepatocyte growth factor；Eukaryotic expression vector；Vascular endothelial cell 
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肝细胞生长 因子 (Hepatocyte growth factor． 

HGF)是间质细胞衍生的一种促细胞有丝分裂的多 

功能因子。HGF具有调节细胞生长和运动，促进多 

种细胞组织形态的发生 ，在胚胎生长 、组织形成、肝 

肾脏再生、肿瘤转移及损伤修复中起着重要作用。 

近来研究发现，HGF还是一种很强的促血管生长因 
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因此克隆人 MCS的基因和 EGFP能分别同时表达， 

而产生非融合蛋白，而彼此不影响各 自的蛋白功能 

的表达罔。根据荧光显微镜下绿色荧光的存在可确 

定目的基因得到表达。另外，在 EGFP基因的下游存 

在 SV多聚腺苷酸加尾信号指导双顺反子 mRNA3’ 

端的加工，能有效提高目的基因的表达。 

本实验利用基因克隆技术构建了含增强型绿 

色荧光 蛋 白与 HGF的真核 表达质 粒 pIRES2一 

EGFP／HGF，然后利用脂质体法导人真核细胞后蛋 

白水平获得高效表达，证明 HGF真核表达载体构建 

成功，可为肝纤维化等疾病的基因治疗的相关研究 

奠定了很好的实验基础。 

(致谢：感谢军事医学科学院吴祖泽院士提供 pcD— 

NA3．O--HGF质粒 ，才使本实验得以顺利完成。) 

(通讯作者：王志刚，重庆医科大学超声影像学研究所， 

教授，博士生导师。E—mail：wzg62942443@163-c0m) 
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支持 XhoI—loss LMP1的 EBV选择性地感染鼻咽癌 

病人。本研究发现，我国重庆地区鼻咽癌患者及非 

鼻咽癌人群外周血携带的 EB病毒为 wt—Xh。I 

LMP1，与我国广东地区健康携带者外周血携带的 

EB病毒 LMP1基因相似【8】。因此 ，我们初步推测 

XhoI—loss LMP1的 EB病毒并没有选择性地感染鼻 

咽癌病人，LMP1基因 N端区 Xho I酶切位点的缺 

失突变，可能是在鼻咽癌的发生发展过程中产生 

的，而不是先有缺失突变，再选择性地感染鼻咽癌 

病人。至于重庆地区人群 EBV—LMP1基因的缺失变 

异情况有待于扩大样本进一步研究 ，同时鼻咽癌组 

织中 LMP1一LMP1基因 N端 XhoI酶切位点缺失变 

异情况及其与鼻咽癌发病的确切关系还需进一步 

研究 。 

(致谢：本研究在重庆医科大学感染性疾病分子生物学 

教育部重点实验室完成，感谢各位老师无私的指导和帮助!) 
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