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四环素双表达调控表达载体的构建、鉴定 

周 智，倪 艳，雷 宇，王蜀强，陈压西，任 红 

(重庆医科大学附属第二医院肝病治疗研究中心，重庆 400010) 

【摘 要】目的：构建在同一载体中可用四环素调控表达目的基因的载体。方法：以peDNA4T~fI'O为模板，用 PER法扩增含四环 

素调控表达序列的片段 rI10(位于 NdeI和 SaelI之间)，插入 pUC118载体中测序，选择测序正确的序列取代 pVITRO3载体中 

相应的片段，构建成 pVITRO3一TO。用相同的方法以 pcDNA6fFR。为模板扩增四环素阻遏蛋白基因(TR)，经测序证实后插入 

pVITRO3一TO载体的一个多克隆位点。结果：用 PCR成功扩增出四环素调控表达序列片段和四环素阻遏蛋白基因片段 ，亚克隆 

后各选2个克隆测序，均找到了序列正确的克隆，经内切酶双切后插入pVITRO3中，完成了目的载体的构建。结论：初步构建了 

四环素双表达调控表达载体 (pVITRO3一TO—TR)。 
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Construction and confirmation of tetracycline．．．dependent 

regulatory system in one vector 

ZH0U Zhi, et al 

(Department of Diseases Therapy Center,the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical Univesity) 

t Abstract】Objective：To construct tetracycline—dependent regulatory system in one vector．which contains two multiple cloning sites 

(MCS)for the convenient cloning of two target genes．Methods：The tetracycline(Tet)-dependent regulatory fragment fro)(between NdeI 

and SacII sites)was amplified from pcDNA4T~gI'O vector with PCR，which was inserted into pUC1 18 vector and sequenced。Th e counter— 

part fragment in pVITRO3 was replaced with correct Tet-dependent regu latory fragment，namely pVITRO3-TO vector．Th e Tet repressor 

gene frR)encoding the Tet repressor from pcDNA6fFR vector Was incorporating into the backbone of the pVITRO3一TO．Resu／t：Th e te— 

tracycline fret)一dependent regulatory fragment and the Tet repressor gene were amplified successfully with PCR from its template vectors 

and were subcloned ．Th e clones with correct sequence were selected by sequencing the picked 2 clones．Th e target vector was constructed 

successfully by incorporating TO and TR into the backbone of pVITRO3 vector． Conclusion： Tetracycline-dependent regu latory dou—— 

ble—expressing system in one vector Was constructed initially． 

【Key words】Regulatory expressing vector；Construction；Tetracycline 

实现目的基因的定向、定位和调控表达是基因 

治疗的难点和热点I1l2J，目前常用的调控表达系统主 

要是四环素依赖的系统l3．4】。本研究采用分子生物学 

的方法，将四环素调控表达序列和四环素阻遏蛋白 

基因分别插入双表达载体 pVITRO3中，构建成在同 
一 载体中可用四环素调控表达 目的基因的载体，结 

果如下 
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1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 质粒和菌株 pcDNA4T~gI'O(编号 V1020—20)5078bp， 

在启动子内含有四环素调控表达序列,pcDNA6tTR。 (编号 

V1025-20)6662bp，能够表达四环素调控表达序列阻遏子， 

购于美国 Invitrogen公司。pVITRO3 5335bp，有两个启动子和 

两个多克隆位点，EF—l Ot／HTLV杂交启动子和 hCMV—IA启 

动子，可同时高效表达两个 目的基因。构建重组载体所用菌 

株为E．coli JM109， pUC1 18载体本所保存。 

1．1．2 各种酶 内切酶 NdeI、SacII、StuI、ClaI购于大连宝生 
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压幅度，SBP坐位 (27．52±1 1．90)／(20．72±9．27) 

mm Hg；立 位 (24．59±1 1．87)／(15．90±16．22)mm 

Hg与厄贝沙坦相比较，有显著性差异 P<0．05，DBP 

相似。提示对收缩压控制较好，可能由于与其中坎 

地沙坦为二苯四咪唑类血管紧张素 I1 AT1亚型受 

体拮抗剂，特点是能够快速有效地阻断血管紧张素 

受体，从而起到降压用 ，特别是可较好的控制收缩 

压有关141。治疗 2w时坎地沙坦酯组、厄贝沙坦组降 

压有效率分别为 75．86％和 37．93％，两组比较有显 

著性差异 (P<O．O1)；治疗 4w时的有效率分别为 

89．66％和 79-31％，两组相似，提示治疗 4w后两组 

药物均具有较好降压效果。与 Ogihara等[51的报道相 

同。ARB类药物的不良反应发生率低而轻微，且不 

随剂量的增加而增加。本试验中坎地沙坦酯的不良 

反应发生率低，仅有 1例头昏、1例头痛，均为轻度 

不良反应，1例尿路感染与药物无关，患者均能够耐 

受。 

总之，本实验结果表明，坎地沙坦酯治疗轻中 

(上接第25页) 
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现调控表达。 

pcDNA4TM／TO和 pVITRO3载体中的一个启动 

子均为人巨细胞病毒启动子的一部分 ，经序列和酶 

切位点分析 ，pcDNA4T~／TO启动子在 NdeI和 SacII 

之间插入了四环素调控序列。我们用 PCR法扩增 

pcDNA4~／TO位于NdeI和 SacII之间的序列，亚克 

隆到pUC118载体中，经测序证实后，经 NdeI和 

SacII位点插入 pVITRO3载体 中，完成了 pVIT— 

RO3一TO载体的构建。用相同的方法，将四环素阻抑 

蛋白基因插入 pVITRO3一TO，构建成在同一载体中 

可 用四环素调控表达 目的基 因的载体 (pVIT一 

度高血压疗效确切 ，与厄贝沙坦比较降压疗效相 

似，两药不良反应少。药物不受年龄、性别和饮食的 

影响，患者耐受性好，特别是坎地沙坦酯对收缩压控 

制较好。 
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RO3一TO—TR)。 

本研究采用分子生物学方法，经多次亚克隆成 

功构建了在同一载体中可用四环素调控表达目的 

基因的载体，虽然经内切酶酶切和测序分析重组载 

体与实验前设计完全相同，但插入 目的基因后是否 

能表达，表达的效率如何，能否实现调控表达均需 

在我们进一步实验中证实。 
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