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NT3基因的克隆 、鉴定及高表达胚胎干细胞的构建与筛选
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　　提　要:目的　从小鼠肝脏组织中克隆神经营养因子NT3 基因 , 在此基础上构建能稳定表达 NT3 的MESPU35细胞株。

方法　RT-PCR扩增目的基因 , 克隆入穿梭载体 pExchange-1neo , 酶切及测序鉴定。重组载体转染 MESPU35 胚胎干细胞株 ,

G418长期筛选 , RT-PCR检测转染细胞NT3 水平。结果　RT-PCR得到长度为 777 bp的基因片段 ,克隆后酶切鉴定正确 , 测序

结果经 BLAST对比, 与GenBank中小鼠 NT-3序列完全一致。成功构建了 NT3真核表达载体及高表达细胞株。结论　从小鼠

肝脏组织中 PCR克隆了正确的 NT3基因 ,所获得的NT3 稳定表达 MESPU35-NT3细胞株为后续相关实验提供了保证。
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Cloning and identification of normal mouse NT3 gene and the establishment and screen-
ing of cell strain expressing high level of NT3 gene
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　　Abstract:Objective　To clone and identify neurotrophic factor NT3 gene from mouse liver so as to establish a

cell strain expressing high level of NT3 gene.Methods　The target genes amplified by RT-PCR were cloned into the

shuttle vector pExchange-1neo , and then the DNA sequence was analyzed by enzyme digestion and sequencing.The

recombinant expression vector pExchange-NT3-1neo was employed to transfect the embryonic stem cell strain

MESPU35 , and then the transfected cells were selected by G418.The NT3 level in the transfected cells was detected

by RT-PCR.Results　A gene fragment of 777 bp was obtained by RT-PCR , and the DNA sequence was identical to

mice NT-3 gene sequence of GenBank.The recombinant vector was constructed successfully and the constructed cell

strain could express high level of NT-3 gene.Conclusion　The successful cloning of NT3 gene from mouse liver ,

construction of pExchange-NT3-1neo expression vector , and establishment of cell strain stably expressing high level of

NT3 gene have laid a foundation for the further studies.
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　　神经生长因子家族是一类与神经元存活 、生长 、分

化和再生密切相关的蛋白质。已发现成员至少包括神

经生长因子(nerve growth factor ,NGF),脑源性神经生长

因子(brain derived neurotrophic factor , BDNF),神经营养

因子 3(neurotrophin-3 ,NT-3),神经营养因子 4 5(neuro-

trophin-4 5 ,NT4 5)和神经营养因子 6(neurotrophin-6 ,

NT6)。NT-3广泛表达于周围组织和中枢神经系统 ,
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肝 、肾 、骨骼肌 、肠 、脾 、心 、肺 、肾上腺 、脑 、交感神经节

均有NT-3 mRNA分布
[ 1 ,2]
。NT-3不仅能促进培养中的

交感神经元 、感觉神经元和运动神经元存活
[ 3, 4]
, 而且

也能够促进中枢神经系统损伤的神经元功能和结构恢

复
[ 5]
,对治疗中枢神经系统损伤有促进作用 。

　　胚胎干细胞(embryonic stem cells , ES)是一种胚胎

时期具有多项分化潜能的细胞 , Fraichard等
[ 6]
发现 ES

细胞体外用维甲酸(retinoic acid , RA)诱导能够使之分

化为功能性神经元和胶质细胞 。Brustle 等
[ 7]
报道用

ES细胞体外培养分化的胶质细胞前体用于移植到患

有人类髓鞘疾病的小鼠模型的脑和脊髓中 ,移植物能

与受体的神经元的轴突生成髓鞘并延伸 ,提示 ES 细胞

能够用于治疗中枢神经系统损伤。本实验选取小鼠肝
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脏组织 ,采用 RT-PCR法进行NT3基因的克隆 ,与 pEx-

change-1neo 载体重组后转染 MESPU35 胚胎干细胞株

(北京大学生命科学院建株),经 G418长期筛选获得

NT-3高表达的胚胎干细胞 ,为研究 NT-3 在 CNS 损伤

中的作用提供了较为可靠的基础。

1　材料和方法

1.1　材料
　　正常健康的昆明小鼠 4只 , 雌雄各 2只 , 3 月龄 ,体质量(30

±2.0)g ,分离肝脏组织用于 NT3 基因的克隆。从 GenBank 中

查找小鼠NT3的 cDNA序列 , 全长777 bp , 以其为模板设计扩增

全长 cDNA及特异片段的引物 , 由上海基康生物技术公司合成。

RNA提取试剂盒 、Titan One-Tube RT-PCR 试剂盒购自 Roche 公

司 、lipofectin购自 Invitrogen 公司 , 限制性内切酶及 T4DNA 连接

酶(SacⅠ 、BamHⅠ)购自 New England 公司 ,质粒提取试剂盒由

我校生物化学和分子生物学教研室提供 , PCR产物回收及纯化

试剂盒购自 Qiagen 公司。 载体 pExchange-1neo , 宿主菌 E.coli

DH-5α由组织胚胎学教研室李成仁博士提供。NH3T3-neo成纤

维细胞株由北京大学遗传学教研室韩嵘博士提供。

1.2　实验方法
1.2.1　引物设计和合成　　根据 NCBI Genbank 中小鼠 NT3

cDNA序列设计扩增小鼠 NT3 全长 cDNA 的引物。引物的 5′端

分别加上限制性内切酶 SacⅠ和 BamHⅠ的酶切位点。用于特

异性扩增全长 cDNA的引物是:

　　P1:5′GCC GAGCTC ATG TCC ATC TTG TTT TAT 3′

　　P2:5′GCA GGATCC TCA TGT TCT TCC AAT TTT 3′

　　下划线分别为 SacⅠ 、BamHⅠ的酶切位点。用于特异性扩

增NT3 cDNA第 146～ 687碱基的引物是:

　　P3:5′CCAAACAGATGGTGGATGT 3′

　　P4:5′AGTCAGTGCTCGGACATAG 3′

　　引物合成采用二异丙基亚磷酰胺法 , 由上海基康生物技术

有限公司合成 , PAGE 纯化。

1.2.2　总 RNA 提取　　采用 Tripure法 , 按用户手册进行 , 提

取肝脏组织中总 RNA , 电泳鉴定 RNA完整性 , 紫外分光光度计

定量。

1.2.3　RT-PCR 扩增 NT3 全长 cDNA　　采用 Titan One Tube

RT-PCR试剂盒 , 操作按说明书进行。所用引物为 P1+P2 ,热循

环参数:94 ℃变性 30 s , 50 ℃退火 30 s , 72 ℃延伸 45 s , 共 30 个

循环 ,最后一个循环 72 ℃延伸 10 min。

1.2.4　PCR产物的纯化 、连接和转化　　对上述 PCR产物进

行琼脂糖凝胶电泳纯化 , Sac Ⅰ +BamHⅠ 双酶切 , 同样双酶切

载体 pExchange-1neo ,琼脂糖凝胶电泳后 , 回收 、纯化所需的粘

性目的片段NT-3及载体 pExchange-1neo。取粘性目的片段和载

体按 1∶1(摩尔比)混合 , 加 T4DNA连接酶进行连接反应(12 ℃

过夜), 取适量产物转化大肠杆菌 DH-5α。

1.2.5　酶切鉴定和 DNA测序　　随机挑选 4 个单克隆菌落 ,

转入含Amp 的LB中大量扩增 ,抽提质粒 , Sac Ⅰ +BamHⅠ双酶

切鉴定并送上海生工公司进一步测序鉴定。

1.2.6　NT3高表达细胞株的构建与筛选　　NH3T3-neo 细胞作

为胚胎干细胞培养的饲养层 ,MESPU35 细胞培养具体方法参见

文献[ 8] , 采用脂质体 lipofectin 法 , 将重组质粒转染细胞 , 操作

按说明书进行。转染完成后 , 用G418长期筛选后去除 NH3T3-

neo细胞 ,进行扩增。

1.2.7　RT-PCR检测细胞株 NT3 水平　　提取扩增后细胞总

RNA ,采用 Titan One Tube RT-PCR 试剂盒进行 RT-PCR , 操作按

说明书进行;同样条件下以 NT3 表达质粒 pExchange-1neo-NT3

为PCR阳性对照。所用引物为 P3+P4 ,热循环参数:94 ℃变性

30s , 50 ℃退火30s , 72 ℃延伸 45 s ,共 30 个循环 , 最后一个循环

72 ℃延伸 10 min。

2　结果

2.1　总 RNA提取和 RT-PCR扩增 NT3基因

　　Tripure 提取肝脏组织总 RNA ,电泳显示 , RNA无明显降解

(图 1)。以总 RNA 为模板 , RT-PCR扩增全长 NT3 基因 , 电泳显

示 ,所得产物为 7.8 kb ,与 NT3分子量相当(图 2)。

1-3:Total RNA of mouse liver

图 1　小鼠肝脏总 RNA

Fig 1　Total RNA extracted from mouse liver

M:Marker;1:RNA products using NT3 specific primers

图 2　RT-PCR扩增全长NT3基因

Fig 2　Cloning of NT3 gene by RT-PCR

2.2　NT3真核表达载体的构建及鉴定
　　用 Sca Ⅰ 和 BamH Ⅰ 分别双酶切 PCR 产物和载体 pEx-

change-1neo ,将 PCR产物定向连接至载体中 , 转化大肠杆菌 , 筛

选到 4个阳性克隆 , 提取质粒 ,双酶切后电泳鉴定 , 所得产物与
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预期相符(图 3)。质粒进一步经测序鉴定 , 表明构建正确 ,且与

GenBank 中小鼠 NT-3 序列比较的结果 ,二者完全一致。

1:Recombinant vector digested by Sac Ⅰ +BamHⅠ ;2:Recombinant

vector not digested;M:Marker

图 3　重组质粒的酶切鉴定

Fig 3　Identification of recombinant plasmid by SacⅠ +BamHⅠ digestion

2.3　NT3高表达细胞株的构建与筛选
　　Lipofectin 法将 NT3 表达质粒 pExchange-1neo-NT3 转染

MESPU35 细胞 ,经 G418长期筛选后获得 3 个细胞集落 , 细胞扩

增后提取总 RNA , RT-PCR 检测 pExchange-1neo-NT3 转染细胞与

空载体转染细胞 NT3表达的差异(图 4), 最终选定一个高表达

NT-3 的细胞集落。

M:Marker;1-3:NT3 specific RT-PCR of cells transfected by pEx-

change-1neo-NT3;4:NT3 specific RT-PCR of cells transfected by pEx-

change-1neo

图 4　PCR检测转染细胞中NT3的 mRNA 水平

Fig 4　Detection of NT3 mRNA in transfected MESPU35 cel ls by PCR

3　讨论

　　神经营养因子(neurotrophin)是一组与神经结构和

功能密切相关的家族蛋白 ,其中神经营养因子-3(NT3)

是外周和中枢神经系统中最重要的内源性蛋白 ,调控

着神经元的发育 、生长 、分化和再生 。在发育中及成熟

后的大鼠中 ,NT-3都能促进脊髓损伤后皮质脊髓束的

生长 ,且能阻止大鼠发育中损伤红核神经元的退行性

死亡
[ 9]
。Goto等

[ 10]
利用 BDNF 和NT-3的抗体 ,调查了

大鼠脊髓横切伤后 BDNF 和 NT-3样免疫反应分布 ,证

实BDNF 和NT-3的免疫反应都都定位于灰质。在脊

髓横切损伤模型中 ,损伤后 3周 ,运动神经元显示NT-

3强阳性 ,而抗 BDNF抗体稍弱 ,提示 BDNF和 NT-3都

参与了脊髓修复过程 。

　　近年来 ,大量的研究工作证实损伤的中枢神经具

有可塑性 ,也能再生 。脊髓损伤的治疗便成为人们感

兴趣的研究领域 。在以往用来促进损伤脊髓恢复的治

疗方法中 ,包括移植胚胎组织 、给予髓鞘相关蛋白抗

体 、外周神经搭桥术及提供使轴突生长的基质等方法 ,

但这些方法使神经元恢复效果不尽人意。文献[ 5]报

道移植胚胎干细胞治疗脊髓损伤 ,发现NT-3基因在促

进神经元轴突生长方面有作用 。因此 ,进一步研究

NT3对神经元存活 、再生和分化的作用 ,尤其是将其用

于治疗脊髓损伤具有十分重要的临床意义。

　　本实验利用国产昆明小鼠的肝脏 ,成功地克隆了

NT3基因 ,进一步构建了相应的真核表达载体。在克

隆小鼠肝脏 NT3基因的过程中 ,要注意的关键问题之

一是引物的设计 。首先从 GenBank中寻找目的基因序

列 ,以此为模板 ,至少应选择 cDNA启始密码和终止密

码旁 5 ～ 7个氨基酸的密码子为引物序列 ,并在各序列

的5′端加入相应限制性酶位点 ,限制性酶位点的 5′端

还应有2 ～ 3个保护碱基 ,这样有利于限制性酶正常发

挥作用 。在限制性酶位点的设计上 ,最好采用两中不

同的酶 ,这样在重组时可以将目的序列定向克隆至载

体中 ,减少后续筛选正向克隆的工作量 。在载体的选

择上 ,我们采用了 pExchange-1neo 。该载体是一个穿梭

载体 ,这类载体的特点是既可在原核细胞中扩增 ,也可

在真核细胞中表达 ,这就为我们构建稳定表达 NT3的

ES细胞提供了便利 。脂质体法是目前应用比较多的

将基因转染至真核细胞的一种方法 ,该方法转染效率

高 ,方法成熟可靠 ,但对细胞的毒性比较大 ,所以转染

时一定要选取生长活性高的培养细胞(一般是 40%～

60%满瓶),但由于转染过程中会损失大量细胞 ,所以

细胞数不能太少 。我们根据经验 ,将细胞培养至 70%

～ 80%满瓶再进行转染 ,可以有效提高转染效率。总

之 ,我们以小鼠肝脏组织为材 ,成功克隆了 NT3基因

并且将之克隆在穿梭载体 pExchange-1neo 中 ,成功构

建并筛选出稳定表达 NT3的小鼠 ES 细胞。该细胞的

成功构建 ,为今后进一步研究应用 NT3基因及其表达

产物提供了基础 ,也为 NT3等神经营养因子在中枢神

经系统损伤治疗中应用打下基础。
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肾血管平滑肌脂肪瘤 25例临床分析

Clinical analysis of 25 cases of renal angiomyolipoma

易善红 ,张艮甫 ,叶　钢 ,黄赤兵 ,杨清浩 ,王祥卫 ,金欢胜 ,杨唐俊　　(第三军医大学新桥医院泌尿外科 , 全军肾脏病中
心 ,重庆 400037)

　　肾血管平滑肌脂肪瘤(renal angiomyolipoma , AML)又名肾错

构瘤 ,是较少见的肾良性肿瘤。近年随着 B 超 、CT 的广泛应

用 ,早期发现和确诊此症已不困难 ,手术治疗是主要的治疗手

段。作者收集了 1987年 1 月至 2001 年 6月 25 例 AML病案 , 现

回顾性分析报告如下。

1　临床资料

1.1　一般资料
　　25例中, 男性 9 例 ,女性 16 例。年龄 19～ 68 岁 , 平均 43.6

岁, 小于30 岁3 例。肿瘤位于左侧 13 例 ,右侧 9例 , 双侧 3 例。

有症状者 14例 ,其中血尿 2例 , 腰腹部疼痛 11 例, 发热 7例 , 腰

腹部包块 7例。无症状者 11例 ,均在健康查体时 B超偶然发现。

2 例伴有结节性硬化。无 1例有破裂出血 , 无1 例有家族史。

1.2　诊断
　　静脉肾盂造影 19例 , 双肾功能均显示良好 , 13 例显示有肾

盂 、肾盂变形受压 , 肾影增大及肾脏受压推移。 B超检查 22 例 ,

均显示肾脏有不规则强回声或中等回声 , 边界清楚的占位病

变。CT检查 17 例 , 13 例显示低密度影 , CT值-28 ～ -91 HU ,

明确诊断为 AML。 2 例为高密度影 , CT 值在 10 ～ 59 HU。另 2

例为混合密度。增强扫描 15 例 , 13 例有不均匀强化。肾动脉

造影 4例 , 均发现有肾脏占位。

1.3　治疗结果
　　肿瘤最小直径为 0.6 cm , 最大直径 12 cm , 平均 7.8 cm , 其

　　作者简介:易善红(1970-),男 ,河南省息县人 ,博士 ,主治医师 ,讲师,主要从

事膀胱癌多药耐药性及肾移植免疫耐受方面的研究 ,发表论文 5

篇。电话:(023)68755775

　　收稿日期:2002-08-20;修回日期:2003-03-12

中小于 4 cm 3 例次。位于肾中部 15例 ,上下极 10 例。手术治

疗 24例 , 其中 2例为双侧分次手术。肾切除 13例 , 肾部分切除

5 例 ,肿瘤剜除5 例。选择性肾动脉柱塞 1例 , 3 例行保守治疗。

手术 24例无外科并发症 , 随访(11 人)无肿瘤复发。

2　讨论

2.1　分类及病理改变
　　肾血管平滑肌脂肪瘤分为伴有结节性硬化和不伴有结节

性硬化。结节性硬化症是由常染色体显性基因引起的先天性

遗传疾病(1 15 万),它的特征是智力低下 、癫疒间 、皮脂腺病和多

脏器错构瘤 ,这种 AML多为双侧 、多发 , 肿瘤较小 ,男女发病无

区别[ 1] 。AML主要由成熟的脂肪组织 、平滑肌及厚壁血管组

成 ,可单发或多发 , 大小形态不一 , 没有包膜 , 外观呈黄色或灰

色。淋巴结及邻近器官受累者经彻底切除肿瘤后不易复发或

转移。 AML恶变的依据:①肿瘤浸润性生长 , 侵犯肾盂肌层及

血管;②高倍镜下出现 10个以上病理核分裂[ 1] 。本组仅有 1 例

病理报告有恶变倾向。

2.2　临床特点
　　在不伴有结节性硬化的病人中 , 因 AML生长缓慢 , 常常是

在体格检查时发现肾脏肿块。有症状者主要表现为疼痛。 多

为腰腹部的隐痛不适或间歇性疼痛 ,占 48%(12 25)。疼痛原因

主要是肿瘤内出血 , 同时与肿瘤膨胀性生长牵扯肾包膜有关。

腰腹部包块以腹部包块多见 ,中等硬度 , 界限清楚 , 表面光滑。

本组血尿 2例占 8%,为肉眼血尿 , 多系肿瘤向肾盂内破裂出血

所致。其它报道的症状有高血压 ,贫血 , 尿路感染 ,和上尿路不
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