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小鼠Hsp84真核表达质粒的构建及鉴定 

季业伟 --一，赵 艳 -，王 华 -，徐晓玉z，周元国 

(1第三军医大学大坪医院野战外科研究所分子生物学中心，重庆 400042；2重庆医科大学药学院，重庆 400016) 

【摘 要1目的：构建小鼠Hsp84基因真核表达质粒。方法：采用逆转录、热降落PCR方法，扩增 BALb／e小鼠Hsp84基因片段。 

将其连人 pMD18一T载体 ，筛选阳性克隆 、测序验证。然后以重组 T载体为模板，PCR扩增 目的序列，插入真核表达质粒 pcD— 

NA3．1中，转化大肠杆菌 DH5d，通过琼脂糖电泳 、双酶切挑选和验证阳性重组克隆。结果：RT—PCR自小鼠脑组织中扩增出目 

的基因片段，克隆人 pMD18一T载体后，测序结果证明为 BALb／c小鼠 Hsp84基因．插入 目的基因的真核表达载体的酶切谱与设 

计一致。结论：成功构建了小鼠Hsp84编码框全长的真核细胞表达质粒。 
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Construction and verification of eukaryotic expression vector for mouse Hsp84 

J／Yewe ，et al 

(Molecular Biology Center，Research Institute ofSurgery，￡ Third Military Medical Universitv) 

【Abstract]Objective：To construct the eukaryotic expression vector of mouse Hsp84．Methods：Amplify the Hsp84 gene by reverese tran— 

seription and touchdown PCR，and then the PCR products was ligated into pMD 1 8一T vector
． The positive was seleeted and verifted bv 

agorose eleetrophoresis and sequencing．The positive clone was used as template and further amplified with the primers c0ntaining 

endodigestion sites and protective hases in both terminals
．The PCR products were then inserted into eukari0tic exDression vector pcDNA3

． 

1．DH一5 d was transform ed with ligated plasmids．Check for the presence of positive clones by means of agoro~ electrophoresis and ell
--  

dodigestion．Results：The sequence inserted into the recombined positive T vectors was COITeSponding t0 the BALb／c mouse HsD84 gene 

provided in Gene bank．The presence of positive eukary
,

otic expression vector was verified by double endodigesti0n
． Conclusi0仇s：The 

eukaryotic expression plasmid for mouse Hsp84 was successfully constructed
． 

【Key words】Hsp90；Eukaryotic expressi0n；Stress enduran e 

热休克蛋白 90(Heat shock protein90，Hsp90)是 

真核生物中普遍存在并且高度保守的蛋白质，在哺 

乳动物各种细胞中高度表达。Hsp90在细胞应激中 

具有重要的保护作用，能够纠正细胞内蛋白质在热 

应激条件下发生的错误折叠，恢复并维持蛋白质的 

正确构象I1．zI。 

不仅在体外试验中观察到细胞内 Hsp90蛋白 

表达水平会在热刺激 、缺氧、重金属存在等条件下 

明显升高，在大鼠、犬等创伤 、烧伤 、感染等模型中， 

也观察到肝、脑等器官 Hsp90水平明显升高，提示 

Hsp90可能在严重感染、创伤等病理过程中具有一 
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定保护作用 。我们拟构建小鼠Hsp90亚型元的Hsp84 

的真核表达载体并用于上调小鼠体内 Hsp90水平 ， 

作为进一步观察其是否可以减轻感染 、创伤模型小 

鼠的病理损害程度的工具。 

1 材料与方法 

1．1 菌种 、质粒及主要试剂 

E．coli DH5d为本室保存，pcDNA3．1真核表达质粒 由 

本室申海鹰博士提供。pMD18一T载体，逆转录试剂盒fAMv) 

ver3．0，限制性 内切 酶 NHe I、Xho I及 T4连接酶 等购 自 

Takara公司 。PCR纯化试剂盒 、质粒提取试剂盒为美国 

Omega公司产品。RNA提取试剂为美国罗氏公司 TriD re。 

1．2 实验 方法 

1．2．1引物设计与合成 根据 Genbank上 BALb／e小鼠 Hsp84 
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摹困 mRNA全长序驯 c宁列号 MMI R6)．利用引物没汁软件 

rl mi~rlager 殳汁并合成了两对P(-R引物．两对引物都互补 

结合 mRNA 5 端和 3’端非翻洋 ．使 PCR产物台基因编冯 

全长序列+并fL含有起始密码子和终止密码子 

第一埘引物为 PFI 5。a T̈’】 c aga喀3’PRl 5。a卜 

㈣ag GCG t目≮ m·He 3一第二对引物lF义链 反义链分别带 

有 NHeI XhnI酶切位 毖雠护性碱基 I物均证Takara公 

司合成． 

PF2 5’CTCGCTA(；CT( ACT,~CTACTCCGC'IT f c：3’ 

PR2 5’(：1TFCTC(；AGTC。rrCCAG( ̂ (；( (：1 rrAATC 3’ 

I．2．2小鼠骑组织 总 R～A提取 取新鲜 BAL 小鼠8卤组织 

50rag．加^Tripnre m1．在 啦浴中匀浆，用氯仿抽提，离心后小 

心取 t：清，加人异而醇执淀 RNA，用75％乙醇清冼．T：燥后 

加入4O 【DEPC处理水 用紫外井光光度叶‘洳定总RNA浓 

度和纯度，并用 1 辣脂糖电泳验 F̈总R、A肯l尢陴解 

L 2 3 RT—PCR硬。r_̂ 克隆 逆转录匣应体系：RXA 600ng 

10 X RT buffer I J，lOmol／[d N。FP 2 I，MgCI 2 I，RNA酶 

抑制荆0．25 l，随机9聚引物0 5“ _̈加水补至 l0“ Ï温度 

及 反 应 时间 ：30 ：5 miIq，42 30 mln．90‘℃ 5 rttil】-5 5 

rain PCR反应体系：5 x PCR缓冲液 l(I 1，F'F1 PRI各 

0 5 1．Ex Taq热船动酶 [】_25 】 DNA】0 I+烈蒸水补足至 

5O l 温度 及反应时 间：q4 5 min 94 1 30 62 ．35 ． 

72 9Os．然后第 2到第 4个循环，退火温度{=i}一循环降低 

I1：．以58℃的退火温度再重复30个循环 产：物用 l盼琼脂 

糖电冰鉴定 并,ql PCR产物清洁试剂盒清清．紫外分光光度 

计测定浓度 

将 PCR产物与p~,ID18 ’载体按雌尔浓度 10：I的比 

例进行连接．将连接产物转化燎受卷大髓秆菌T)H5q在鲁 

有x 和liT(；的氨苄抗性平板上通过蓝r．斑筛选f；【1 克 

隆，扩增白色茁落．抽提雁粒 根搦 1％琼脂精电淋条带垃置 

再一次判断是否捕^F{的片断 非埘阳忡雨组充降进{ 删序 

鉴定 = 

1．2．4真核袁达载体 [1【-DNA3 I的构建及箍定 姒。r-A阳 

重组克隆为模板进 PCR：反应体系：模扳质糙 0 5u1．5 x 

PCR缓 冲液 10 】．t1 MllJ 5 1 M ：_'5 I．P ’2、PR2各 

0．5 】．EX l'aq热启动酶0 25 l，积蒸水补足至5[1 I 韫壁 

及 反直时间 ：94 5【n n，94℃ ．61．5℃ 35 s 72 ∞ ． 

然后第 2到第5个循环．堪火温度每一循环降低 l 5 ． 

55 5℃的退火温度再重复30个循环．产物用 PCFt 物清洁 

试剂盘清清 一 

舒别对peDNA3 l质粒和PCR『 物进行双嗨 ：先用 

NHe1．3,1 Buffer：屙加^Xtm【_I1 Bufie．酶毫Ⅱ产物用 1％琼脂 

糖电淋分离．切胶回收 将 J收的酶tU PCR产物、【】I-DN a．3 1 

线性质粒备用0 3pmol、0．O3pm··J进行垤接 连接J 物转化感 

受态太赫杆菌I)H5 d，狂氨 1：=抗性平板上筛选阳性克隆．扩 

增菌落．抽提质粒．根据 1％琼脂精电泳条带位置判断是 插 

入目的片断 ．并 对阳性重组克隆进 陋圻鉴定 

2 结 果 

2．1 BALblc小鼠 Hsp84基因的扩增 

RT-PCR扩增 {带自 全长读码框的 BAL['／[-小 

鼠I-Ist，84基因．琼脂糖电泳 实条带大，l、为2．2k左 

右，与预期扩 2225bp符合 ，见降l Il 

2．2 重组 T—A阳性 克隆的获得 

在有 x—gal和IP1’(：的氨节抗性平板上有大量 

●一 llI l c I 物 

● 一 M al kl。 

lk 3．5k 

图 1 lIT PCil产物琼脂糖电泳图 

注 ：根据 Tia rlge]l Marker1v判斯 ．1iT一| H产物 大小为 2 2 k1 

Mark~ rlV最亮 带为2k， 嘶3条带大小分驯星3．5．5 5，75k 

1色菌落 ，挑菌扩增抽捉雁牡．根据琼脂糖电泳条 

带大小初步得到阳性霞组克隧．并进{ 0序鉴定 ， 

证实捅人 2225bp BALb／~·小鼠 Hsp84基凶． A阳 

性克隆洲序见图2、 

23 重组真核表达载体的获得 

用前耐获得的重组 T—A克隆为模扳．用带保护 

陆碱基和酶叼位点的引物再PCR．经酶切、连接 ，将 

BALble卟 鼠H~．pg4基因再克隆到真核表达载体．根 

据电泳条带大小和双酶切结果，iIF吏获得了阳性重 

组克隆 

3 讨 论 

通过 R_r—PCI1将 rl的桀困片段克隆到载体进 

{find序、突变或表达是重要的分子生物学手段 ．我 

们的日的是受将 BAI l ·小鼠 Hsp84基凶编码榧全 

部序列克隆到真核表达载伴 ，真核表达载体 【 D— 

NA3．1具有 CNV强启动于，下游具有多个酶切位 

点，利用酶切和连接的方法把基因片段连入载体 

CMV的下游．可以高强度的表达 由于我们要表达 

小鼠Hsp84基冈伞长编码f 列．该基凼具有内含 

子 能直接把基因组DNA片段插入表达裁体，我 

们使用liT—PCR的方法，以该摹图的 mRNA为模 

板．将编码框部分逆转录为 I)NA．通过 PCR方法扩 

增目的基因．连人表达载体， 
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我 室 研 咒 中 llJ 一 l{ 、1=̈增 (Il1 『 

l{l；s4的月的基阳片段．州一I am刖 软件没__ 

、同 带侏 忡戚蕈f,1『酶【 点的 1物．J L!PI~利 

增 7 的基 片段 ，大小从0．3～l 3k 砗．可【I 

利用丝些牌} 忙 将 连^＆J土裁体 柏 扩 

埔 1 2k的全}乇H 84编码阳 J r精 利川l袭软件 

陵IH ’徘护 生碱搪和怖啪位虹的引糊 包j舌 2 

PR2'91另 刘 ]l物 (卡给 {̈序 州 )． 一 }{产物 精 
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图4 H、l一 4基园克隆八真核细胞表达载体路线圈 
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终是 1k左右的非特异性条带，尽管对 PCR各个条 

件进行了优化和使用了降落PCR的方法：考虑失败 

有以下的原因：首先，通过逆转录得到 2kb以上的目 

的片段本身有较大难度 ，因为逆转录酶具有的 H 

RNA酶活性，能在eDNA延伸的过程中将 RNA切 

割；其次，目的基因 Hsp84可能具有复杂的二级结构 

使 RT—PCR得到扩增产物比较 难；最后，PF2、PR2 

两端添加的酶切位点和保护性碱基序@(9nt)t~／1]了 

非特异性结合的倾向性?我们改用不带酶切位点的 

第一对引物并使用热降落 PCR方法成功扩增了目 

的序列。热降落 PCR起始的 5个循环中，退火温度 

逐步降低，在较高的退火温度，能使引物结合特异性 

提高，目的序列被扩增：在后续的低退火温度的循环 

开始时，能与引物特异结合的目的片段占有数量 

的优势，从而减少非特异性扩增，并增加扩增效率l4： 

pMD18一T载体是由pUC18载体改建而成的两 

端带有游离T碱基的线性质粒，因为普通 taq酶扩 

增得到的 PCR产物 3’端带有游离碱基 A，刚好与 

线性载体 5’端的T配对，可以高效的克隆 PCR产 

物。如前述，我们的实验通过 RT—PCR的方法扩增 

了2kb的目的基因片段，但扩增所使用引物不带有 

酶切位点。另外，即使使用了两端带有酶切位点的 

引物，如果将 PCR产物直接酶切连到表达载体_卜， 

因为酶切前的 PCR产物清洁和酶切后的胶回收纯 

化目的片段的步骤，会使 DNA片段大部分丢失：而 

将目的片段插入表达载体的过程中，目的片段与线 

性化载体的摩尔浓度的比值一般要求达到 5～10，所 

以将 PCR产物片段直接连入真核表达载体的策略 

往往因为连接效率很低而不易成功。PCR产物目的 

片段连入T载体的效率比连入表达载体的效率要 

高很多，所以我们先把 PCR产物克隆到T载体，通 

过蓝白斑筛选较方便的获得阳性克隆，经过测序鉴 

定证明所插入序列为 BALb／c小鼠的 Hsp84基因。 

插入的目的基囚片段可以随 T载体在细菌里复制 

而反复扩增 ，并且长期保存 我们接下来以阳性载 

体上 的 目的片段 为模 板 ，用第二 对引物进 行 

RT—PCR，酶切、连接，顺利的将 目的基因片段克隆到 

真核表达载体 ，经酶切鉴定获得了阳性克隆。真核 

表达载体构建整个技术路线见图 4。我们将进一步 

验证该真核表达质粒在哺乳动物细胞中的表达水 

平 ： 

(通讯作者，周元国 感谢陈星云助理研究员提供的生 

物信 息学方面的重要 帮助，感谢 熊仁平 高级 实验 师在 

RT PCR 方面的帮助 ) 
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