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maspin／PCR2．1表达载体的构建及意义 

阎 雄 ，姚榛祥 

(重庆医科大学临床学院普外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：构建maspin／PCR2．1表达载体，为深入研究maspin基因抑制肝癌生长、转移、浸润作用和机制奠定基础。方 

法：PCR扩增maspin基因全长，将表达载体 PCR2．1用 Hindl11+XbaI进行双酶切后，T4DNA连接酶连接成重组质粒，转染 

到人肝癌高转移细胞株MHCC一97中进行表达，检测转染前后 maspin表达的变化。结果：重组质粒在大肠杆菌株JM109内 

扩增；提纯、纯化后，用HindlII、XbaI酶切鉴定及测序鉴定证明maspin基因已完整、正确的插入到PCR2．1表达载体，并在人 

肝癌 MHCC一97细胞中上调了maspin基因mRNA和蛋白水平表达。结论：成功构建了maspin／l~R2．1表达载体，能在真核 

细胞中。 
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The construction and significance of maspin／PCR2．1 expression vector 

YAN Xiong，et al 

(Department ofGeneral Surgery，College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To construct the expression vector maspin／Pcr2．1 in order to provide the evidence for the inhibitory effect of 

maspin gene on growth，metastasis and invasion of hepatocellular carcinoma(HCC)and to discuss its mechnism．Methods：The full 

length of maspin gene WEtS cloned，and the expression vector PCR2．1 WEtS digested by Hindl11／XbaI，then the maspin gene and the 

PCR2．1 vector were ligated with T4 DNA ligase to be recombinant vector．The recombinant vector maspin／PCR2．1 WEtS transfected 

into hurnman hcc MHCC一97 cell line，and the expressive changes of maspin gene were detected．Results：The recombinant plasrnid 

WEtS amplified in the E．coli．JM109．After the identification of redigesting by HindlII／XbaI and sequencing，the reconstructive plasrnid 

WEtS confirmed to contain the correct and full nucleotide sequence of maspin gene，and the mRNA and protein level of maspin gene were 

up—regulated in hcc MHCC一97 cel1．Conclusion：The expression vector maspin／PCR2．1 is constructed successfully and can be ex— 

pressed in eukaryotic cells． 

【Key words】Maspin；PCR2．1 expression vector；Construction；Significance 

maspin基因是通过与乳腺癌细胞进行消减杂 

交技术和差异显示技术，在正常人的乳腺上皮细胞 

的mRNA水平上发现的丝氨酸蛋白酶抑制剂(set— 

ine protease inhibitors，serpins)，是 serpins超家族的 
一 个新成员。1994年，Zou等首先报道通过对乳腺 

癌细胞株 MDA—MB一435的稳定转染，maspin再 

表达可明显抑制体内、外肿瘤细胞的生长、浸润和转 

移⋯。随后，大量的体内、外实验证实 maspin在肺 

癌、胰腺癌l 、前列腺癌[3l、乳癌[ ]中均能抑制肿瘤 

血管生存、抑制肿瘤细胞的生长、浸润和转移。然 

而，对发病率、转移率、死亡率都高的肝癌，通过再表 

作者介绍：阎 雄(1964一 )，男，主治医师，博士， 

主要研究方向：肝胆痰病。 

达maspin基因抑制肿瘤细胞的生长、浸润和转移鲜 

有报道。本实验拟构建表达 maspin基因的 maspin／ 

PCR2．1表达载体，并导人肝癌 MHCC一97细胞， 

检测转染前后 maspin基因表达变化，为深入研究 

maspin基因在肝癌中的抑癌作用及机制奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

空载质粒 PCR2．1由爱尔兰都柏林大学生物化学系D． 

M．Worrall教授惠赠；人肝癌高转移细胞株 MHCC一97由重 

庆医科大学临床学院消化内科张霞惠赠；培养基 DMEM、胎 

牛血清(美国Hyclone公司)；RNA、质粒抽提试剂盒(上海华 

舜公司)；M—MLV逆转录酶(美国 Promega公司)；限制性 
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内田酶 1 )il dI)NA LMdcrMark,r 1 连接试利盒、膻 

回收试制翕，EX I I DNA聚台酶(}t本 ['akara蛩司)：Li[x~ 

feet~mlijte2000转染试刺 美国[nvitmgen公亩J 1；]naspi rl一 

抗(美嘲sanLaCruz公司)技％VLsttern1)]ofi zIg榆删城剂盒(博 

士得公 1 

1 2 n1 plll I 、R2 1表达裁体的构建 

l 2．1 nu~pin基因的获取 

maspln l：崎 引 物 5’ 儿、AAA(；(TFA ； 

( FGCCCTGC,,~XC'IA 3’，下游rjl物 5’ ( (， FA 

( ̂TG( 【̂ I rAA( (；AA 3’ 收集培养 n d三书 脏 

I』丝细胞2×10“，按试剂惫酿明提取 RNA，J制M 'elL V 

逆转录酶年̈ nmspin F游引物合成第一链 cDNA，94<t’5nfin 

灭活逆转录酶：埘 EX T 】DNA聚合酶进行P【_【{扩增，反应 

体系 ，内含山 n 4(】 ．5( lO×~dler．上 F游备引物 

M 11 门 ，5nmML．MNI
_

~ ． K 帅[ ／1 dNIP 1 酶 2 5U 按 

下述条件进行循环：94_r 6【 62t 60 ．72℃ 45s．35 cyc[e~； 

以水作为⋯性对照 扩增产物 1％琼脂糖凝睃I乜泳30 n洲i 

(80v)．EB(1]51q4／m[)染色，用BIO RA[)图象分析仪l观 

察井打捕制片．胶回收【】的肇Iq． 

i．2 2 maspin／I~('[；k2 1表过拽悼的 建 

质粒 1 ’lt2 1用 Hind[I1 Xba]双I锶坷，胶叫收．rJ连接 

酶连接，连接产物转化感受卷太肠杆荫JM109， 氨苄苛霉 

索抗生素 板J‘筛选 I }乇过傲 挑取阳 允隆人基制备重 

组质礼 亘组质粘经酶 切攀定．阵I 上海q：l 公 删序鉴 

定： 

l 3 重组质粒转染细胞 

采用 1．il~>feclamine。 2( )脂质体转染瞌．=转染『}i『1失， 

换取￡抗生索培养赦后调档MH( 97细胞浓度为2×10 

个／m1．以2叭l／彳L接种 r 6扎培并板-{J培养．待细胞增至 

90％～95％时．将质拙一脂雁体复合_物转染 细胞中‘质粒： 

脂质体 I：3)．37℃、．5- 砣．往无血清 无抗生索的培芥液 

培养16～18h后换新鲜 10-％H 培养挚．继续培养3～5夫 

后检测各指标 

1 4 R3 _PCR拴羽4 rm pin在转录水平的表达 

Ⅶ I 97细胞接种f 6扎扳转染+72h后，拔试剂盒说 

明抽提总R ．用M Ⅶ v逆转录鸦和 ma-ff~ï下赫引物合 

成第一链 eDNA，94％1 5min火活逆转录静；取 eDNA 4(Jld用 

Ex 1 DNA景台酶进 I 扩增 

1 5 W 1 _】bl,llring检测m~S1)irl簧白表达 

收集转染n圳Ifin／f~．'R2 I质粒的MI4CC 97细胞2 

lI) 个 提般棱蛋白、逋过聚 烯酰胺鹾脏电泳讣离蚩白样 

奉．将蛋白样本转移至 PVI)I 膜上．蛋 封闭液3TO 封闭 

PVDF膜1 h，Plzk~F洗涤， -抗(1：300)37l【’孵育4h．I'13,ST 

振荡洗涤 2扶，加二抗(I 200)3TU孵育20min I Hs1’洗涤 4 

次，5rain／0(．LMB室温缸色．显影．i 录结果．．同洋进行未 

处理的MHCC 97细胞masT)in蛋自幢删 

1．6 统计学方法 

采HJ SI．N,S10 cl转件连行统计学丹忻 组问差异比较采 

用 f榆骑 著界限为P<0 OI 

2 结 果 

2 l 重蛆质粒的酶切鉴定 

苇组质礼 maspin／I CR2 I经 Hindl儿和 EcoRI 

双酶切后得到 3819bp的载体 片段 千̈ 2584bp的 

maspin堆因片断；IJ【’R2 1质粒经双酶切后仅得到 

3819bp的拽体，10(Jhp的小片断罔 I-来见到( 1) 

初步证明maspin 因 被捕人到 PCR2 l质粒中 

上述重继质粒经上海 J公司测序鉴定，无突变，完 

符合(；enbaak} 序列 

38I 9 bp 

2584 bp 

图 1 maspm／] CR2 【重组质粒的酶切鉴定 

1 Maker 2 Tl 吲lIl1／P 、R2 I经 Itind111飘l Xba l般酶训 3 

PCR2 I质粒经 Hind[II丰̈ x l烈麟钏 

■ 
图2 转染前后maspin nab{NA表达变化 

1．2转染莳MHCC 97细胞中maspin ntRNA表选变化 

3，4转染后MHCC 97细咆【l_tlmspin rlff~NA表选变化 

Makcr 

2 2 maspin／PCP,2．1转 染 MHCC一97细 胞 后 

maspin mRNA表迭变化 

、 定埘RT PCR检测结 以琼脂糖电泳条带 

的亮度来判断maspin的mRNA表达高低 实验结 

果(图2)显l，J ．未转染组 maspin nuRNA表达较弱； 
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而mas1)in／PC[~．2 1转染组中 nmS1)in ntRNA表达明 

屁i曲强．． 

2 3 ma：-；piII／PC 1转 染 MHCC 97细胞 后 

I】~aspin蛋白表选变化 

术处理 MHCC 97细胞组 中̈比．mzspin／ 

PCR2 l转染 【i1，ma~pin蛋白表达明显增强 (罔 

3A)．．将符lI的条 ：l=}与 参actin的光密度比较后， 

未处 MHCC 97细胞组相比，maspin／PCIL2 I 

转染组l{·I]]~l,-ipin蚩白表达乎均 『．Yl 了28 2一_‰【图 

3B) 、 

丑 

妊 

曼 

艺 

目 

来处理组 

束处理缎 

mnsplrdpCR21 

处理组 

maspW pc~ ． 

处理组 

图 A 

转染前后maspin蛋白表达变化 

母束姓理组 

围 3B 

图3 转染前后nmN)in蛋白表达变化 

3A IilaNfin"[~．IR2 l转染Ⅷ 【 97细胞前 nmspin蛋  ̈

表达变化 3B 与术处理 MHCC 97细胞蛆相比， ／ 

P(?R2 l转染组q1 nlaNl[n蚩 表达平均 ￡rl了28 2一 

原发性肝癌(Hel：mtc,cellular c~rchlortla，HCC)是 

我国最常 的恶 肿瘤之 ·．近 20年来其死亡率增 

jJlJ了41．17％．已成为我四第二 位的恶性肿瘤 目 

前，手术治疗是公认的肝癌较好治疗方法，但由于肝 

癌 有『 眯症状出现较晚的特点，彳『709{·的』{_l者确 

渗时亡二是晚期．错过了下术IJ~~L．冈此，研究生物学 

}f『疗等新 肝精治疗方案具有重要意义．． 

ri／~lspin呐 d)NA 列包 2584bp，编码 荇 

42k[)a蛋r1质(禽376氨堆酸)．谖蛋I 质包括 1个 

氩基结合的终术蛋氯眩和1个‘』投毖结仔的终末 

缅氯酸．还包括 8个内在的 胱氨磺戏堆，l T组成两 

个或更多的■硫键，以稳定泼蛋白的三级结构．． 

nmspin的 【I x)H端附近自 1个活性位点环 

(reatiw-silt?l c )．RSI )，该区域在 svrpin家施巾高 

度保守；活I'klf『心的 NH2端有一绞链【五(hinge'rc 

gion)，这一模l (motif)x,l肿 抑制 r serpin有重 

要作Jf1， 变异FIf影响 seq>in的抑制作用的发挥 

FQItS]}in在 P1他点{Pl si【 ) 1个精氯眩残蕹．、 

masl}in堪 位于染色体I8q2l 3 q23位点l ．t要 

定位 j 细l胞浆及绑胞 

maspip．抑痈螭l 在I 常的乳腺 、前列腺、盼柱、 

目r、帅、睾丸 』(肠、小肠 胸脾 表皮角化细胞中 

均柯表达：然 ，一 lJ这些 II 常组织恶· 变，nmspin 

基 表达Jl!lJIU】 撼弱，菸 不表达 ．，生物学的6Jf 

究表HJj llIASl}iTl的冉表达会仳进对肿瘤的生【_乇抑制， 

『 瓞 种生长抑制是由十细胞捌 作丌J增强 的结 

果 。．maspin基斟}fi-表达l 抑制肿 浸润 ．血管生 

存和肿 转移 麻f1】转染或逆病毒转染技术 儿种 

人癌细胞株刊 纠胞株已获{t／-ntaspin再表达l 。 

任乳癌细胞 MI)A MB 435 l前列腺痛细胞 

DUI45巾已l正实 masph~．表达能5~ttUlq-痢细胞的侵 

袭，硬肿增细胞的}~ifI- Abrahan 等最近在逆病毒 

转染的鼠前列腺肿瘸细胞 l'EaA．．1p C2N中的研究 

证叫w．aspin的阿表达．能特砰 地促进纽l胞对纤维 

结合索的结合 ，这 结果蜕驯．n1 spi z 在与ECM 

酮粹细胞q．~ltfi 用-+J起着重要的作Ⅲ 最近的研究 

表明，nmspin对细1弛粘连、移动和侵袭忭JfJt与特异 

性情号途径有火，Odcro Marah等用 maspin转染 

MIJA MB 235}Iti胞株 ，汪叭 ma．~pin对细胞活性 

的附 『卜作 与 Racl的散心基 I爿 PAKl、PI3K和 

ERKI，2的活性有父 9I 

大酷的体内、外实验现已证实再丧达tmspin在 

胰腺墙、lji』列腺埔、乳蝣、巾均抑制 r肿痛生氏、浸润 

和转移 然而，对发病牢、转移率 北亡率郁高的肝 

癌卸鲜柯报道：． 此， 本研究中扩增获得了 

maspio．全基 序列，成功1莲=『建f-re&spin／PCR2 l表 

达载体，井导人人肝癌高转移株MHCC一97细胞． 

圭垂呈l 量i  

● l ● ●  

l  i  5  0  吼 叭 叭 n ㈣ 
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增强了maspin基因表达，为深入研究 maspin基 因 

对抑制肝癌生长、浸润、转移作用及机制奠定了基 

础。 
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