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要"目的
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在前续课题基础上构建针对
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基因的
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慢病毒载体及
!"##$%&'

突变质粒载体!并筛选出小梁网细

胞作为后续转染阳性质粒合适的药物
4-"5

浓度!为下一步将突变质粒载体导入小梁网细胞使其表达突变蛋白!研究突变蛋白的

功能%分泌特点等!进而研究原发性开角型青光眼的致病机制提供技术支持&方法
!

采用基因定向克隆方法构建目的基因过表达

载体及
-

种
0123

慢病毒载体%凝胶电泳及基因测序验证#采用
6&78&9:;'<8

及基因测序方法筛选有效的
012

干扰靶点#应用基

因定点突变技术合成
!"##$%&'

突变序列!构建突变质粒载体#培养小梁网细胞并用
4-"5

筛选 &结果
!

经酶切和基因测序证实

()*!

基因过表达载体%

0123

慢病毒载体及
!"##$%&'

突变质粒载体构建成功!并筛选出
=>!-"/

为最有效的
012

干扰靶点#

4-"5

终浓度为
-##

!

?

'

@?

及更高浓度的孔细胞凋亡 &结论
!

本实验构建的
0123

慢病毒载体能成功将正常
()*!

基因干扰

掉!并将
4-"5

为
-##

!

?

'

@?

作为后续小梁网细胞转染成功的最适筛选浓度!为本课题下一步将突变基因导入小梁网细胞进行突

变蛋白的功能研究奠定基础&

关键词"开角型#

!

青光眼#

!

基因#

!

突变

!"#

!

"#,/$A$

"

B

,377:,"A./C-"/#,+#"",#D,##"

文献标识码"

2

文章编号"

"A./C-"/#

"

+#""

$

#DC#D+$C#+

$%&'()*+(,%&%-$"##$./01*(2(,%&

3

02'1,.4/+(%)2&.,&(/)4/&(,%&%-

5

/&/67"$

!"#$

%

&"'()"

"

#

*)+)$

%

"

#

,-'".)$

+

#

/".)

0

)$

%

+

#

,-".)$1)

+

#

.)2.)#'3)$

%

"

#

$

"45-2

6

)789:

66

)1)#92;<'8

=

)9#1'

6

<"$#$>$)?278)9

0

'

6

@-)$28257#;)9)'$#1A2;)B)$2

#

@-#$

%

8-#

#

<"E$#$-"###.

#

@-)$#

%

+4,-'$

%

$#$<'8

=

)9#1'

6

C"-#$>$)?278)9

0

#

C"-#$

#

<"32)-/##."

#

@-)$#

&

89'()2+(

!

"9

:

/+(,4/

!

F<78G%

H

8I&JG:K83<:7L:%8I&7&K9&83:

M

J&L8G9&7<J@G8&3:;

H

K<:789GK83:

M

0123'&:83N39G7N&K8<9L3@&%

L8

M

&:&()*!L:%!"##$%&'@G8L83<:

O

'L7@3%N&K8<9

#

7K9&&:3:

M

7G38L;'&4-"5K<:K&:89L83<:<J9L;&KG'L99&83KG'G@K&''7J<9J<''<PC

3:

M

7GKK&77JG'

O

<7383N&

O

'L7@3%89L:7J&K83<:

#

PI3KI

O

9<N3%&%8&KI:3KL'7G

OO

<98J<93:N&783

M

L83:

MO

L8I<

M

&:&737<J

O

93@L9

H

<

O

&:CL:

M

'&

M

'LGK<@L,6/(;%.'

!

!<:789GK83:

M

I

HO

&9C&Q

O

9&773<:N&K8<9<J<;

B

&K83N&

M

&:&L:%J<G97<987<J'&:83N39G7N&K8<97;

H

L

OO

'

H

3:

M

8&KIC

:3

R

G&<J

M

&:&%39&K83<:L'K'<:3:

M

%

S&93J3KL83:

M

N&K8<97L;<N&C@&:83<:&%;

H

G73:

M

L

M

L9<7&

M

&'&'&K89<

O

I<9&737L:%

M

&:&7&

R

G&:K3:

M

%

>K9&&:3:

M

L:&JJ&K83N&0123:8&9J&9&:K&8L9

M

&8;

H

G73:

M

6&78&9:;'<8L:%

M

&:&7&

R

G&:K3:

M

%

>

H

:8I&7373:

M

!"##$%&'@G8L83<:7&C

R

G&:K&;

H

G73:

M

738&C7

O

&K3J3K@G8L

M

&:&7378&KI:3

R

G&L:%K<:789GK83:

M

@G8L83<:

O

'L7@3%N&K8<9

%

!G'83NL83:

M

9L;&KG'L99&83KG'G@K&''7

L:%7K9&&:3:

M

8I&K&''7;

H

G73:

M

4-"5,</'*0('

!

T8K&983J3KL8&%;

H

G73:

M

8&KI:3

R

G&7<J&:U

H

@&KG883:

M

L:%

M

&:&7&

R

G&:K3:

M

8IL8I

H

C

O

&9C&Q

O

9&773<:N&K8<9<J()*!

M

&:&

#

0123'&:83N39G7N&K8<9L:%!"##$%&'@G8L83<:

O

'L7@3%N&K8<9P&9&K<:789GK8&%K<99&K8'

H

#

L:%

=>!-"/PL78I&@<78&JJ&K83N&8L9

M

&8,!&''7L84-"5-##

!

'

"

@'<9I3

M

I&9J3:L'K<:K&:89L83<:L

O

<

O

8<737&%,$%&+0*',%&

!

FI&:<9@L'

M

&:&PL73:8&9J&9&%7GKK&77JG''

H

;

H

0123'&:83N39G7N&K8<9

#

L:%4-"5J3:L'K<:K&:89L83<:-##

!

'

"

@'PL7K<:%GK&%L77K9&&:3:

MO

<73C

83N&89L:7J&K83<:<J9L;&KG'L99&83KG'G@K&''7

#

PI3KI

O

9<N3%&%8&KI:3KL'7G

OO

<987J<93:N&783

M

L83:

M

8I&JG:K83<:7<J@G8&3:;

H

3@

O

<9C

83:

M

@G8L83<:

M

&:&3:8<9L;&KG'L99&83KG'G@K&''7,

=/

>

?%).'

!

<

O

&:L:

M

'&

%

!

4'LGK<@L

%

!M

&:&

%

!

@G8L83<:

!!

原发性开角型青光眼$

O

93@L9

H

<

O

&:CL:

M

'&

M

'LGK<@L

#

=*C

24

&是青光眼中最常见的一种类型#约占青光眼的
A#V

"

.#V

'目前至少发现
.

条染色体与
=*24

相关(

"

)

#已被确认

的致病基因有
/

个(

+

#

/

)

#位于
"

号染色体上的
()*!

基因是最

先被确定与
=*24

相关的基因(

-

)

'

()*!

基因所表达的

()*!

蛋白存在于小梁网细胞与睫状肌上#在房水的产生和

循环调节中具有重要作用'

笔者对重庆地区某一
=*24

家系进行了初步研究#已对

该家系所有成员进行
()*!

基因突变筛查#发现
/

个突变#分

别为
++.4

$

2

*

!"##$%&'

和
/5!

$

F

突变#其中后两突变为首

次发现#发表的
4&:;L:W

号分别为
XY+/.#-.

和
XY+/.#-A

'
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突变存在于该家系
""

例患者中和
"

例表型正常的子

代中'通过对突变基因表达的蛋白进行生物信息学分析(

DC.

)

#

发现该突变导致终止密码子提前出现#突变蛋白的二级结构和

理化性质都发生了较大变化#且此突变与
=*24

的发病有高

度相关性'但这种突变基因表达的蛋白在该家系
=*24

的发

生*发展过程中的作用以及调控机制还不清楚'鉴于此#笔者

在前期研究工作的基础上#体外合成
!"##$%&'

突变基因#以期

将此突变基因导入小梁网细胞来研究其突变蛋白的功能'本

课题利用
0123

技术将正常
()*!

基因敲除#导入突变基因'

但鉴于小梁网细胞中
()*!

基因表达量过少的特殊性#为确

保
0123

效果的可靠性#先构建
()*!

基因慢病毒过表达载

体#使
()*!

基因高度表达#然后再用
0123

慢病毒技术进行

基因敲除'在此基础上#采用人工定点突变技术构建
!"##$%&'

突变基因#为进一步研究突变基因的功能做准备'限于篇幅#

突变蛋白的功能研究将另文报道'
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主要试剂
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载体!真核过表达载体$

=4!CX]CI()*!
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慢病毒载体$

O

4!?C4X=

&*质粒表达载体$

O

[4X=C1"C

/X?24

&'酶!

3̂:%TTT

内切酶*

\L@^T

内切酶'小梁网细胞

$本实验室保种&'

@,B

!

方法

@,B,@

!

目的基因过表达载体的构建,,,确保细胞内正常

()*!

基因高度表达'

@,B,@,@

!

载体选择
!

使用
2

M

&T

内切酶对真核表达载体

$

O

4!CX]

&进行酶切消化'

@,B,@,A

!

引物设计及合成
!

设计两对引物#其中一对用于

=!0

钓取目的基因#另一对用于鉴定目的基因定向连接的阳

性克隆菌落以及测序'

@,B,@,B

!

=!0

获得目的基因'

@,B,@,C

!

重组克隆制备及鉴定
!

上述
=!0

产物连接入酶切

后的真核表达载体#进行电泳与序列分析比对鉴定'

@,B,A

!

目的基因
0123

慢病毒载体制备
!

将细胞内正常

()*!

基因敲除#使其成为-空细胞.'根据
1!\T

中
()*!

的基因信息设计
73012

序列#载体酶切*重组步骤见
",/,"

'

@,B,B
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6&78&9:;'<8

筛选
012

干扰有效靶点
!

上述实验设

计了针对目的基因的
-

个不同干扰靶点的
0123

慢病毒质粒

载体#分别与目的基因过表达载体共转染培养好的工具细胞#

转染
+-I

观测转染效果#

6&78&9:;'<8

检测目的蛋白表达

情况'

@,B,C

!

()*!

基因
!"##$%&'

突变质粒载体的构建$步骤同

",/,"

&'

@,B,C,@

!

=!0

定点诱导
()*!

基因
!"##$%&'

突变的引物设

计
!

3̂:%TTTCX

!

!!!224!FF2F4244FF!FF!F4F
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@,B,D

!

小梁网细胞的培养及
4-"5

筛选
!

设置
.

个
4-"5

浓

度梯度#使对应孔的
4-"5

的终浓度分别为
/##

*

-##

*

D##

*

A##

*

.##

*

5##

*

$##

!

?
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@?
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A
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结
!!

果

A,@

!

目的基因过表达载体*

0123

慢病毒载体构建后经凝胶

电泳及测序分析构建完全正确'

A,A

!

6&78&9:;'<8

筛选
012

干扰有效靶点
!

6&78&9:;'<8

结

果显示#

"

$

#

+

$

和
/

$

对
()*!

有敲除作用#综合考虑选择
/

$

干扰靶点$

=>!-"/

&作为本研究的敲除质粒'

A,B

!

()*!

基因
!"##$%&'

突变质粒载体的构建
!

测序结果

显示#第
"##$

位的
!

碱基缺失#证明成功完成了
()*!

基因

!"##$%&'

的定点突变#成功构建了
!"##$%&'

突变质粒载体'

A,C

!

小梁网细胞的培养及筛选
!

4-"5

终浓度为
-##

!

?

"

@?

及其更高浓度的孔中小梁网细胞全部凋亡#而
4-"5

终浓度为

/##

!

?

"

@?

的孔中尚有贴壁存活的细胞#故决定
-##

!

?

"

@?

的
4-"5

浓度作为后续筛选导入突变基因的小梁网细胞的最

适浓度'

B

!

讨
!!

论

本研究成功构建了
()*!

基因过表达载体和
0123

慢病

毒载体#并筛选出合适的
012

干扰靶点!

=>!-"/

#以此作为

后续正常基因敲除以导入突变基因的实验基础'

目前我国已发现多种突变#如
=9</.#?&G

#

F-DDZ@()*!

基因等(

5C$

)

'有研究证实
()*!

基因突变所导致翻译异常蛋

白与
=*24

的发病有直接关系(

"#C""

)

#但具体机制不明'在该

家系筛查到的
!"##$%&'

突变经实验证实其与
=*24

的发生*

发展有着紧密的联系'当然本实验所用的生物信息学软件只

是一个模拟分析软件#真正要弄清楚该基因的功能#还需要通

过进一步的实验技术和方法来验证'体外诱导构建
!"##$%&'

突变的细胞模型使其表达突变蛋白成为研究该家系
=*24

致

病机制的重要手段'

本实验选择人小梁网细胞作为转染细胞#使其最大程度的

接近活体细胞功能'若能将上述转染成功的小梁网细胞成功

种接到动物小梁网细胞组织中或通过各种非病毒载体的活体

基因导入法将突变基因导入动物小梁网细胞组织中#使其表达

突变蛋白#更直观地进行
=*24

致病机制的研究'不可忽视

的问题是体外经过数次传代培养的小梁网细胞与活体组织细

胞的生物功能包括胞内信号传导#细胞因子与酶类的分泌是否

完全一样#还有待深入研究'动物模型的构建也需要极高的要

求#需能特异地*可靠地反映某种疾病或某种机能*代谢*结构

的变化#这也是下一步试验需要克服的难点'目前突变基因导

入小梁网细胞后的功能研究正在进行中'希望通过后续的功

能研究能从基因水平上阐明
=*24

的致病机制#为最终实现

=*24

的早期防治提供理论依据'
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