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真核表达载体的构建及其对肿瘤细胞恶性增殖的影响

罗婷婷!

!陈
!

彦"

!文阳安%

"

!#

重庆市妇幼保健院检验科
!

:$$$!%

#

"#

西南大学医院!重庆
:$$9!P

#

%#

重庆医科大学附属第一医院检验科
!

:$$$!&

$

!!

摘
!

要"目的
!

构建
A6*2'.!:&>

真核表达质粒!探讨其在宫颈癌
3<X>

细胞株中的表达及对
3<X>

细胞恶性表型的影响%

方法
!

人工合成
A6*2'.!:&>

基因序列!将
A6*2'.!:&>

基因克隆到的真核表达载体
G

U<8<Q6@.!

中!构建成重组质粒
G

U<8<Q6@.

A6*.!:&>

%将
A6*2'.!:&>

重组表达载体瞬时转染宫颈癌
3<X>

细胞株!通过荧光定量聚合酶链反应法"

R̂*

$检测
A6*2'.!:&>

在转录水平的表达%通过
-))

法检测
A6*2'.!:&>

对细胞增殖的影响!通过流式细胞术检测细胞周期的变化%结果
!

经酶切

和测序鉴定!证明重组质粒
G

U<8<Q6@.A6*.!:&>

构建成功%重组质粒转染
3<X>

细胞后!荧光定量
R̂*

证明能有效表达
A6*2'.

!:&>

%

-))

检测结果显示转染
A6*2'.!:&>

后的
3<X>

细胞活细胞数目明显增多%流式细胞术细胞周期检测结果表明转染

A6*2'.!:&>

后的
3<X>

细胞
Q

期细胞数明显增多%结论
!

成功构建了
A6*2'.!:&>

基因真核表达载体
G

U<8<Q6@.A6*.!:&>

!转

染宫颈癌
3<X>

细胞株后能有效表达
A6*2'.!:&>

!

A6*2'.!:&>

基因表达可以促进
3<X>

细胞的增殖%

关键词"宫颈肿瘤#
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宫颈癌$

H<IE6H>@H>8H<I

&是最常见的妇科恶性肿瘤#占女性

生殖系统癌症的半数以上#其死亡率占妇女癌症的首位)近年

来#出现了许多针对宫颈癌基质方面的研究'

!

(

)微小
*2'

$

A6*2'

&是一类分布广泛的非编码蛋白质
*2'

)成熟的

A6*2'

通过与靶
A*2'%j

端非翻译区$

%j.K8=I>87@>=<1I<.

D

6;8

#

%j[)*

&结合#降解
A*2'

或抑制
A*2'

的翻译达到下

调目的基因的目的'

"

(

)

A6*2'

广泛存在于动植物细胞中#通

过调控基因表达#参与生命过程中一系列的重要进程)研究发

现#

A6*2'

在人类的多种疾病#如肿瘤的病理过程中发挥重要

作用'

%.:

(

)

A6*2'

的表达与多种肿瘤相关#它可以通过抑制癌

基因或者抑癌基因的表达在肿瘤发生和发展过程中发挥作用)

本研究拟构建
A6*2'.!:&>

基因真核表达载体
G

U<8<Q6@.A6*.

!:&>

#转染宫颈癌
3<X>

细胞株后观察其在细胞中的表达和功

能#为进一步研究
A6*2'.!:&>

在肿瘤发生和发展中的作用奠

定基础)
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材料与方法

@#@

!

材料
!

宫颈癌细胞株
3<X>

#大肠杆菌
S3P

%

由本室保

存#

G

U<8<Q6@.!

载体购自武汉晶赛公司%
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试剂*质粒抽提

试剂盒和
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,8E6=I;
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公司%限制性内

切酶*

):S2'

连接酶*

A,

O

酶*聚合酶链反应$

R̂*

&试剂盒购

于大连宝生物工程公司%逆转录酶试剂盒购自
Î;A<

D

>

公司%

!&:$

培养基*胎牛血清购于
3

C

R@;8<

公司%其余试剂均为国产

分析纯)

@#A

!

方法

@#A#@
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A6*2'.!:&

基因合成及载体构建
!

根据
A6*2'.!:&

基因序列设计正义和反义
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)两端分别加上
G,:3,

"
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'

酶切位点)

将合成的
S2'

单链经退火后形成双链
S2'

序列)

G

U<8<Q6@.

!

质粒经
G,:3,

"

6"%9

'

双酶切后电泳回收酶切产物)酶

切后的质粒与
S2'

片段通过
):S2'

连接酶
!& \

连接过

夜#连接产物用氯化钙方法转化大肠杆菌
S3P

%

#菌落
R̂*

方

法筛选阳性菌落#提取质粒进行双酶切鉴定#并送测序)测序

正确的载体命名为
G

U<8<Q6@.A6*.!:&>

)

@#A#A

!

细胞培养及转染
!

宫颈癌细胞株
3<X>

用含有
!$$

AX

"

X

胎牛血清的
!&:$

培养基#在
%9\

*

PYRV

"

条件下常规

培养)转染前一天铺
":

孔板#次日将质粒
G

U<8<Q6@.A6*.!:&>
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按转染试剂盒操作说明进行转染)

:/0

后用荧光显微镜观察

绿色荧光蛋白表达#同时提取细胞总
*2'

#进行
R̂*

检测

A6*.!:&>

表达情况)

@#A#B

!

实时荧光
R̂*

$

I<>@.=6A< R̂*

&检测
A6*2'.!:&>

表达

!

宫颈癌细胞株
3<X>

细胞在转染
G

U<8<Q6@.A6*.!:&>

载体
:/

0

后#用
)I6L;@

一步法提取细胞总
*2'

#然后采用
k,'2UT2

公司
A6HI;*2'I<>@.=6A< R̂*

试剂盒进行检测)

@#A#G

!

-))

法检测细胞增殖情况
!

收集对数期
3<X>

细胞#

调整细胞悬液浓度#每孔加入
!$$

!

X

#铺板使待测细胞调密度

至
!$$$

$

!$$$$

孔#

"#PYRV

"

*

%9\

孵育#至细胞单层铺满孔

底)瞬时转染
G

U<8<Q6@.A6*.!:&>

质粒及对照质粒)

%#PY

RV

"

*

%9\

孵育
:/0

)每孔加入
"$

!

X-))

溶液$

PA

D

"

AX

&#

继续培养
:0

)终止培养#小心吸去孔内培养液)每孔加入

!P$

!

X

二甲基亚砜#置摇床上低速震荡
!$A68

#使结晶物充分

溶解)在酶联免疫检测仪
:4$8A

波长处测量各孔的
VS

:4$

吸

光值)

@#A#O

!

流式细胞术检测细胞周期
!

对数生长期细胞瞬时转染

G

U<8<Q6@.A6*.!:&>

质粒及对照质粒#

:/0

后收集细胞进行
,̂

染色#通过流式细胞仪检测细胞内
S2'

含量#判断细胞周期

变化)

@#B

!

统计学处理
!

样本均数比较采用
Q̂ QQ!$#$

统计软件行

方差分析和
7

检验)

A

!

结
!!

果

A#@

!

A6*2'.!:&>

基因的合成及重组质粒的构建
!

通过退火

合成了
A6*2'.!:&>

基因)合成的
A6*2'.!:&>

产物与经双

酶切后真核表达载体
G

U<8<Q6@.!

进行连接得到重组质粒#并对

重组载体进行双酶切鉴定#得到一条约
!!$?

G

的
S2'

片段

$图
!

&#与理论预测值一致)经测序鉴定与公布的序列一致#

重组载体命名为
G

U<8<Q6@.A6*.!:&>

)
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-

!

S2'"$?

G

梯带%

!

!

G

U<8<Q6@.A6*.!:&>

经
G,:3

(

"

6"%9

'

酶切后%

"

!

G

U<8<Q6@.!

经
G,:3,

"

6"%9

'

酶切后)

图
!

!!

重组质粒
G

U<8<Q6@.A6*2'.!:&>

双酶切鉴定结果

A#A

!

I<>@.=6A< R̂*

检测
A6*2'.!:&>

基因表达
!

3<X>

细胞

在转染
G

U<8<Q6@.A6*.!:&>

载体
:/0

后#用
)I6L;@

一步法提取

细胞总
*2'

#逆转录后进行
I<>@.=6A< R̂*

检测#结果显示转

染了重组载体的
3<X>

细胞中成功扩增出了
A6*2'.!:&>

基因)

A#B

!

A6*2'.!:&>

表达对
3<X>

细胞增殖的影响
!

-))

检

测结果表明#转染
G

U<8<Q6@.A6*.!:&>

载体
:/0

后#与转染对

照载体的细胞相比其细胞活力明显增强$

"%#$Y

&#两者差异有

统计学意义$

/

$

$#$P

&)

A#G

!

A6*2'.!:&>

表达对
3<X>

细胞周期的影响
!

转染

G

U<8<Q6@.A6*.!:&>

质粒及对照质粒后
:/0

#收集细胞进行
,̂

染色#通过流式细胞仪检测细胞内
S2'

含量#分析细胞周期

中
Q

期细胞数量)结果表明与转染对照载体的细胞相比#其
Q

期细胞数明显增多#结果具有显著性差异)

B

!

讨
!!

论

A6*2'

在真核基因表达调控中有着广泛的作用#针对这

些普遍存在的小分子的研究正在不断增加)

A6*2'

有可能作

为参与调控基因表达的分子#因而在肿瘤发生和发展过程中具

有重要意义'

P.&

(

)

A6*2'.!:&>

是近年来逐渐开始研究的一个
A6*2'

#

"$$&

年有研究者指出
A6*.!:&>

的产生依赖于
2+.

)

(

#且可以

负向调控
X̂ Q.)X*:

信号通路#作用靶点为
)*'+.&

和
,.

*'d!

)这篇报道掀起了
A6*2'

与天然免疫的研究热潮#也

使
A6*2'.!:&>

跃升成为明星分子'

9

(

)随后关于
A6*2'.

!:&>

的研究逐渐增多#其与肿瘤关系的研究也逐渐成为热点)

c>8

D

等'

/

(的研究发现#

A6*2'.!:&>

的高表达也与宫颈癌

相关)

本研究成功构建了
A6*2'.!:&>

真核表达载体#体外转染

人宫颈癌细胞
3<X>

#将
A6*2'.!:&>

基因导入肿瘤细胞内并

检测到目的基因的表达#证实了本研究构建的重组质粒能够有

效感染肿瘤细胞株#并表达目的基因)表达的
A6*2'.!:&>

对

宫颈癌细胞具有促进细胞增殖的作用#为进一步研究
A6*2'

在肿瘤的发生和发展中的作用奠定了基础)
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