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细胞中的表达%方法
!
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U1

基因!定向克隆到
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载体中%以
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试剂转

染
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表达载体至
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细胞中进行瞬时真核表达%以免疫细胞化学方法鉴定
U1

的表达%结果
!

从大鼠大脑皮层

组织中克隆到序列正确的
U1

全长编码序列%所构建的
I

0U3"#Q+#U1

质粒在
]BEF#U

细胞中获得高效表达%结论
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大鼠
U1

基

因的克隆&真核表达载体的构建及在
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中的表达获得成功%
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&在中枢神经系

统$

CB<>DFE<BDP9?55
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5>BJ

#

%Q1

&的大多数星形胶质细胞中都

有表达'

&#)

(

)它能把星形胶质细胞摄取的谷氨酸转化为具有神

经营养作用的谷氨酰胺供神经元摄取利用'
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(

)因此#它具有调

节细胞间谷氨酸和谷氨酰胺平衡的重要作用'

-

(

#是星形胶质细

胞行使兴奋性毒性保护作用的重要分子'

'#(

(

)目前对于
U1

的

研究主要集中于与谷氨酸代谢相关的一些领域#其他方面的研

究很少涉及)已有研究表明
U1

与星形胶质细胞的分化成熟

有关'

6#$

(

#提示
U1

有可能在星形胶质细胞中发挥更为广泛的

作用)为深入研究
U1

的功能#本研究克隆了大鼠
U1

基因#并

构建了
I

0U3"#Q+#U1

真核表达载体#在
]BEF#U

细胞中进行

了瞬时表达和鉴定#为今后研究
U1

在星形胶质细胞分化和

%Q1

损伤后反应性星形胶质细胞中的表达和功能奠定基础)
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抗大鼠
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多克隆抗体为
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抗兔多抗购自
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U1

全长
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的
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扩增
!

用
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试剂

抽提大鼠大脑皮层总
2Q=

并逆转录为
CRQ=

#以该
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为

模板进行
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扩增)上游引物!
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)将
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产物进行

琼脂糖凝胶电泳#观察结果)
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基因真核表达质粒的构建和鉴定
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载体分别以
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连接过夜#并转化
R]'F

菌)挑取阳性克隆经摇菌后提取

质粒#以
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和
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%

双酶切鉴定'
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#酶切鉴定符合的克

隆送上海鼎国生物技术有限公司测序鉴定)
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脂质体法转染
]BEF#U

细胞
!

将
]BEF#U

细胞接种于

)-

孔板中多聚赖氨酸包被的
C9PBD5E:
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上#培养液为含
&.7

胎

牛血清的
R!0!

)待细胞生长达
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融合时进行转染#转染

前用
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和
_
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_
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试剂盒说明
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载体和
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)同时以
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空载体进行转染#作为阴性对照)

转染
-A

后换上
R!0!

培养液#

6)A

后结束培养并用
-7

多

聚甲醛固定细胞)

@,A,C
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免疫细胞化学法检测
U1

蛋白的表达
!

多聚甲醛固定

后的细胞用
&.7

正常山羊血清室温封闭
&A

后与兔抗大鼠
U1

多克隆抗体在
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孵育过夜#然后与罗丹明标记的羊抗兔二抗

在
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孵育
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#
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大鼠
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的
2*#"%2

扩增
!

大鼠大脑皮层总

2Q=

应用上述特异性引物经
2*#"%2

扩增后#

"%2

产物经琼

脂糖凝胶电泳#在预期的位置显示一条约
&&))G

I

的条带#见
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产物%
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重组质粒
I

0U3"#Q+#U1

的酶切鉴定

A,A
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0U3"#Q+#U1

表达质粒的构建和鉴定
!

2*#"%2

扩增

的片段经
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.

*

e

I

<
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双酶切后#克隆到同样经
]:<8

.

*

e

I

<

%

双酶切的真核表达质粒
I

0U3"#Q+

中)转化
R]'

,

菌

后筛选出对卡那霉素具有抗性的阳性克隆#小量制备质粒#用

]:<8

.

和
e

I

<

%

双酶切鉴定重组质粒#可释放出约
&&))G

I

和
-,6VG

大小的片段#同预期的结果一致$图
)

&)测序结果经

比对序列完全正确#说明
U1

基因已成功克隆至
I

0U3"#Q+

载

体中)

A,B

!I

0U3"#Q+#U1

质粒在
]BEF#U

细胞的表达及免疫染色鉴

定
!

将
I

0U3"#Q+#U1

重组质粒和
I

0U3"#Q+

空载体用脂质

体法分别转染到
]BEF#U

细胞中#转染后
&)A

即可在荧光显微

镜下观察到转染细胞中
U3"

荧光的表达#但表达量较少#随着

时间的延长#

U3"

的表达量逐渐增加#至
6)A

最强)

U1

免疫

染色结果表明#重组质粒转染上的
]BEF#U

细胞$发绿色荧光&

有
U1

的表达#而未转染上及转染空载体的细胞
U1

不表达#见

插
-

图
+

)

B

!

讨
!!

论

U1

是
%Q1

损伤后兴奋性毒性保护性研究方面颇受关注

的一个分子)

U1

广泛表达于脊椎动物的神经系统中#尤其是

大脑)它负责对氨基酸类神经递质的解毒#更是对谷氨酸类神

经递质的代谢调控发挥举足轻重的作用'

&&

(

)它主要表达于星

形胶质细胞#故有关其作用的研究多在星形胶质细胞进行'

&

(

)

U1

的表达或活性水平在一定程度上反映了星形胶质细胞的状

态和功能#也间接地影响了神经元的功能'

&)

(

)已有的研究表

明#

U1

表达水平与星形胶质细胞的分化成熟状态存在关联'

6

(

)

U1

与
%Q1

损伤后星形胶质细胞反应性活化也存在紧密的联

系)阿尔茨海默病患者的大脑皮层组织中
U1

的活性常出现

显著的降低'

&+

(

%而在其他一些病理状况下#

U1

的活性又会出

现增高的现象#如脑缺血'

&-

(和脑缺氧'

&'

(

)而在脑缺氧损伤中

发现的
U1

活性增高被认为是神经系统应对缺氧造成损伤的

一种自我保护机制'

&

(

)在这些病理状况下#星形胶质细胞在不

同因素作用下其形态和功能都发生了明显的改变#

U1

作为细

胞重要能源物质谷氨酰胺的加工者必然参与其中#但它究竟发

挥了怎样的功能尚待阐明)因此#有必要更加深入*直接地研

究
U1

在星形胶质细胞分化以及星形胶质细胞损伤后的功能

和意义)

为了进一步研究
U1

在星形胶质细胞分化及星形胶质细

胞损伤后的功能#本研究构建了
U1

真核表达载体)实验结果

表明#已经成功地将大鼠
U1

基因全长
CRQ=

序列克隆到

I

0U3"#Q+

真核表达载体#并在
]BEF#U

细胞中进行了瞬时表

达)转染后
U1

免疫荧光染色和
U3"

荧光均证实
U1

在
]BEF#

U

中得到了表达#

U1

定位于细胞质)这表明本研究所构建的

U1

表达载体能够被用来进一步转染到星形胶质细胞中#为下

一步研究
U1

在星形胶质细胞分化和
%Q1

损伤后反应性星形

胶质细胞中的表达和功能提供了有力手段)
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例闭塞性肺动脉高压患者应

用多普勒超声心动图法与右心导管法测定肺动脉压力的

比较'
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基因真核表达载体的构
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