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细胞分裂调控基因MAD2与 GFP融合的 

真核表达质粒的构建及表达 
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【摘 要 】目的：构建MAD2基因与GFP融合的绿色荧光蛋白真核表达质粒，并在HepG2细胞中表达。方法：通过RT—PCR扩 

增。获得 MAD2基因的完整序列。将此片断插入 pEGFP-N1载体多克隆位点区，构建 MAD2基因与 GFP融合的绿色荧光蛋白 

真核表达质粒。应用脂质体转染技术转染 HepG2细胞并观察表达的绿色荧光。结果：成功构建 MAD2基因与 GFP融合的绿色 

荧光蛋白真核表达质粒，并在 HepG2细胞中观察到绿色荧光蛋白的表达。结论：该载体的成功构建，为研究 MAD2基因在细胞 

分裂中的功能及定位建立了有效的观察体系。 
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Construction of the plasmid expressing gfP and MAD2 gene controlling 

separation of cell and its expression in HepG2 cell 

SHI Qiong,et al 

(Laboratory ofClinical Diagnostics，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To establish an in vitro screening system for testing effects of MAD2 gene of embryonic cell genome．Methods：In 

order to construct the plasmid expressing MAD2-GFP fusion plasmid，the target gene fragment was obtained by RT-PCR amplification and 

inserted into pEGFP-N 1 reporter vector． The structure of constructed plasmid Was confirmed by electrophoresis analysis an d DNA se- 

quencing． Th e function of construct was confirm ed by lipofectamine—mediated transient expression in HepG2 cells．Results： DNA se— 

quencing showed that the inserted fragment of the constructed plasmid Was the same as the template MAD2 genome． Th e HepG2 cells 

transfected with the constructed plasmid could express reporter gene of gfp．Conclusions：the plasmid expressing gfp gene controlled by 

MAD2 gene is successfully constructed and an in vitro testing system for evaluating founction of MAD2 gene in separation of cell is estab- 

lished． 
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自然流产在育龄妇女中的发生率为 l％，而染 

色体数目异常引起的约占到 自然流产总数的 50％。 

染色体数目异常胚胎的发生机制至今为止尚不清 

楚。近年来，有学者认为在细胞分裂的整个过程中， 

细胞内有一个监控体系(surveillance systems)保证细 

胞分裂的正常进行，它对 DNA的损伤、纺锤丝的完 

整性及染色体最终是否正常分离起着重要的监控 

作者介绍：施 琼(1969一 )，女，讲师，博士生， 

主要研究方向：细胞周期与染色体异常。 

作用。Rieder等 认为，细胞内的着丝粒相关蛋白一 

关卡蛋白(Checkpoint Protein，CP)能够准确的识别 

纺锤丝微管与染色体着丝粒点的连接，是细胞分裂 

监控体系中的一个重要组成部分 。其中 MAD2 

(Mitotic Arrest Deficient)基因编码的 CP的功能尤 

其引人注目。本研究旨在构建 MAD2基因的绿色荧 

光蛋白真核表达质粒 ，为胚胎细胞中MAD2基因的 

功能研究提供有效的评价系统，为进一步研究细胞 

分裂机制奠定基础。 
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低浓度胆汁酸刺激交感和副交感神经的传导性，高 

浓度胆汁酸则抑制 自主神经的传导性 ，其中石胆酸 

抑制作用最强，胆酸和脱氧胆酸抑制作用较弱[91。 

Yun等『10I的研究发现 ，慢性交感神经活动异常可能 

增加突发性的致死性心律失常的危险I生。许多研究 

发现，心脏 自主神经系统功能失衡 ，尤其交感神经 

活动增加和迷走神经活动减弱，与心律失常和猝死 

的发生有着密切关系[11,121。 

妊娠肝内胆汁淤积症(ICP)胎儿突然死亡的原 

因至今仍然是一个谜。我们的研究结果目前国内外 

文献上还未见报道。根据本项研究结果，作者推测， 

ICP时胎儿猝死可能与高水平胆汁酸诱导胎儿心律 

失常有关。这一假说尚需要更多的研究尤其临床研 

究工作证实。我们的后续研究将对胎儿心律失常的 

发生机制进行更深入的探讨。 
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