
鼠12 h时存在内毒素血症 ,血 BUN 、Cr显著升高 ,肾组
织NO显著升高 ,肾血流显著下降;即时给予小剂量
L-Arg 后明显降低血内毒素及肾组织 NO ,肾功能明显
改善 ,明显降低死亡率 ,显著延长死亡时间;延时给予
后对肾功能未见明显影响;大剂量 L-Arg 无论是延时
或即时给予后均显著升高血内毒素及肾组织 NO ,肾血
流量显著下降 ,肾功能明显受损 ,死亡率显著增加 ,死
亡时间明显缩短。从而表明:一方面 AHNP 早期加入

适量 L-Arg 后生存的NO ,通过改善 AHNP 大鼠全身及

肾脏局部血循环作用 ,减轻内毒素血症 , 相对减少了
胰 、肾组织NO生成 ,避免了 AHNP 时过量 NO生成对

胰 、肾组织的损害作用 ,从而起着有益作用[ 5、7] ;另一
方面随过量NO生存:①NO与内毒素诱发产生的大量
的细胞因子如 TNFα协同作用对肾脏损害[ 7] ;②随全
身NO产生增加 ,降低血管对宿血管物质反应 ,致肾组
织缺血性损害;③局部过量 NO 与 O2 —相互作用后对

肾组织细胞直接毒性作用[ 8] 。
　　总之 ,AHNP 大鼠在不同时机 、不同剂量条件下生
成的NO对胰 、肾组织具有截然不同的生物学功能 ,了
解这一变化对于临床应用 NO供体治疗 AHNP 具有重

要意义。
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人端粒酶催化亚单位诱饵融合蛋白表达载体的构建及初步鉴定

Construction and preliminary identification of human telomerase reverse transcriptase

bait fusion protein vector
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分泌科;3检验科;重庆 400038)

　　端粒是真核细胞染色体末端的一个特殊结构 , 由一段具有

特定重复序列的 DNA和端粒结合蛋白组成 , 是维持染色体结

构稳定的重要因素。正常细胞随着细胞分裂活动的进行 ,端粒
DNA逐渐缩短 , 当缩短到一定程度时 , 染色体结构被破坏 ,细胞

进入衰老期并以死亡而告终。 但肿瘤细胞似乎丧失了这种能

力 ,表现出永生化而无限制增殖的特性。 尽管端粒研究为肿
瘤 、衰老难题提供了一个重要的研究方向 , 但有关端粒蛋白组

分的结构及其调控机制仍不十分清楚。 因此 , 寻找新的 、关键
性的端粒 、端粒酶调控分子是非常重要的[ 1] 。本课题拟以已发

现的端粒相关蛋白中较为重要的人端粒酶催化亚单位(Human

telomerase reverse transcriptase , hTRT)为诱饵 , 构建 hTRT 诱饵融

合蛋白表达载体 ,为从 cDNA 文库中筛选与hTRT作用的端粒相
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关未知蛋白的编码基因奠定实验基础。

1　材料与方法

1.1　主要试剂与仪器
　　限制性内切酶 EcoR Ⅰ 、Not Ⅰ 、Hind Ⅲ(Promega 公司), T4
DNA连接酶(Roche 公司), 载体质粒 pGBKT7(Clontech 公司),
hTRT cDNA 质粒 pGRN145 由美国 Geron 公司惠赠。 宿主菌
DH5α,蛋白胨及酵母提取物(Difco 公司), 琼脂糖 、λ/ hindIII
Marker(华美公司),质粒提取试剂盒(roche公司)。紫外分光仪
(Beckman Du-600),电洗脱槽。

1.2　方法
1.2.1　质粒 DNA 的提取及纯化　　质粒 DNA 制备按质粒提

取试剂盒操作说明。
1.2.2　hTRT 质粒 pGRN145 、载体质粒 pGBKT7 经 EcoRⅠ 、Not
Ⅰ双酶切 ,目的片段的回收纯化采用电洗脱法[ 2] 。洗脱槽内灌
满 0.5×TBE溶液 ,从 v型孔的垂直侧加入含溴酚蓝的 5 mol/ L

NaCl溶液 300μl , 左侧圆形样品孔内放入割取的含有待回收的

(下转 1087页)
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　　(上接 1083页)
DNA凝胶片 , 150 V , 30 min , 从 V 型孔内吸回含所需的 DNA 溶

液。无水乙醇沉淀 ,紫外分光仪定量。
1.2.3　hTRT 质粒 pGRN145 目的片段与载体质粒 pGBKT7 的定

向连接[ 3] ,按载体:插入片段摩尔比 1∶3 的比例 , 将二者加入到
连接反应体系中 , 5×T4 DNA 连接酶缓冲液 2 μl , T4 DNA 连接

酶 1μl(总反应体积 10 μl), 12 ℃反应 16 h ,置 4 ℃备用。
1.2.4　大肠杆菌 DH5α感受态细胞的制备(氯化钙法)。
1.2.5　转化:将 pGBKT7-hTRT连接产物转化入制备好的 DH5α

大肠杆菌感受态细胞。感受态细胞 100 μl , 加连接反应物 2 μl
置冰浴 30 min。 42 ℃水浴 90 s。加 900μl LB培养液 , 37 ℃振荡
培养 45 min。转化菌涂于卡那霉素 LB琼脂平板倒置培养 16 h。
提取质粒 , EcoR Ⅰ 、NotⅠ双酶切鉴定重组体。

2　结果

　　hTRT cDNA 质粒经 EcoR Ⅰ 、Not Ⅰ双酶切 , 0.8%琼脂糖凝
胶电泳分为目的片段 3.4 kb ,载体 10.6 kb 两段 , 采用电洗脱法

回收 3.4 kb 目的片段。
　　将载体质粒 pGBKT7 经 EcoRⅠ 、Not Ⅰ双酶切 ,采用电洗脱
法回收7.3 kb 载体片段。通过T4 DNA 连接酶将 hTRT cDNA 质

粒目的片段定向克隆入载体质粒 pGBKT7 , 将其转化入大肠杆

菌DH5α。抽提质粒后经 EcoR Ⅰ 、NotⅠ双酶切(7.3、3.4 kb)及
HindⅢ单酶切(4.9、4.2、1.5kb)证实 , hTRT cDNA 目的片段与载

体质粒 pGBKT7 连接 ,表明成功构建了 pGBKT7-hTRT诱饵融合
蛋白表达载体。

3　讨论

　　研究表明 ,在已发现的端粒酶 3 个亚单位中 , hTRT 可能是
端粒酶催化活性亚单位。hTRT 在恶性肿瘤及肿瘤细胞株中呈

高表达 , 但在正常组织及端粒酶阴性的细胞株中不表达 , 与端
粒酶活性具有良好的一致性 。 hTRT cDNA 导入正常细胞使端

粒酶活化 ,细胞的生长周期增加 , 而且细胞的核型无任何改变。
研究显示 hTRT 上调是肿瘤发生的重要事件[ 4 ,5] 。有关端粒及

端粒相关蛋白的研究已取得较大进展 , 但端粒 、端粒酶相关蛋
白组分的构成及其调控的分子机制并不十分清楚。因此 ,利用
亚克隆技术构建 hTRT诱饵融合蛋白表达载体 , 通过酵母双杂

交技术筛选与 hTRT相互作用的未知蛋白分子 , 可望为上述问

题的解决带来希望。
　　目前研究蛋白质间相互作用的主要技术方法之一是酵母
双杂交技术 ,其原理是基于许多真核转录活化因子是由两个物
理上能分开的 、功能上独立的结构域组成。如酵母 GAL4 转录

活化因子包含一个 DNA结合结构域(DNA-binding domain , DNA-
BD)和转录活化结构域(Active domain , AD), 两种结构域是激活
一个基因所必需的。两种不同的克隆载体用于制备这两种
GAL4结构域分别与有相互作用可能性的两种蛋白的基因融

合 ,如果两种杂合蛋白的非 GAL4 部分相互作用 ,则使 DNA-BD
和AD栓在一起 , 使GAL4 的转录活化功能再现 , 激活具有上游
GAL4结合位点的报告基因(lacZ 和 His3)。将编码靶蛋白基因
克隆至 DNA-BD 载体以产生靶蛋白-DNA-BD的融合蛋白(即
“诱饵”),即可筛选构建在 AD 载体上的 cDNA文库 , 获取 His+

的转化株 ,利用灵敏的 β-半乳糖苷酶活性的滤膜影印分析 , 进
一步检测 His+转化株中二级报告基因(lacZ)的表达。 因此 , 诱
饵融合蛋白表达载体的成功构建是实验首先要解决的关键问

题。本研究以两种限制性内切酶 EcoR Ⅰ 、Not Ⅰ分别消化 hTRT

质粒 pGRN145 、载体质粒 pGBKT7 , 将目的片段 hTRT cDNA定向

克隆入载体 pGBKT7 ,经过大肠杆菌转化及质粒提取 , 再经 EcoR

Ⅰ 、NotⅠ双酶切证实成功构建了 hTRT 诱饵融合蛋白表达载体

pGBKT7-hTRT ,为从 cDNA文库中筛选与 hTRT 相互作用的端粒

相关未知蛋白的编码基因奠定了良好的实验基础。
　　关键词:端粒;诱铒载体
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