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为检测采用绿色荧光蛋白作为报告基因的灵敏度#将本

系统的实验结果与双荧光素酶报告系统的结果进行了比较分

析#通过对比发现#利用绿色荧光蛋白在检测灵敏度上与双荧

光素酶报告系统相接近#见图
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是近年来受学界热捧的明星分子(随着研究的

深入#关于
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的知识及其功能正在被逐一了解发现(

对于
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功能的研究首先是从寻找其靶位点开始的+
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目前#对于寻找
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靶点的方法主要还是通过生物信息

学预测#根据
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自身作用特点对基因组中的非编码区

序列进行搜索#找出符合条件的靶点序列+
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(由于生物信息

学分析本身存在假阳性#因此对于预测结果还需要利用实验手

段进行验证+
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(目前对于靶点验证最常用的手段是利用双

荧光素酶报告系统对靶点进行甄别#双荧光素酶报告方法操作

简单#灵敏度高#对于验证
*8̂ 0!<

靶点具有独特优势(然

而#双荧光素酶检测需要特殊试剂及器材#如果用于大范围初

步筛选费用过于昂贵(本研究利用增强绿色荧光蛋白作为报

告基因#研究
*8̂ 0!<

和其靶点的相互作用(增强型绿色荧

光蛋白是一种优化的突变型绿色荧光蛋白#其荧光比野生型强

'%

倍#具有结构稳定'高效表达'无种系依赖性等特点#更适用

于细胞基因表达和蛋白定位检测及细胞示踪标记(本研究发

现#

*8̂ 0!<

能够明显降低含靶序列
[YR#

蛋白表达#在检测

灵敏度上#利用
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和
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相接近#且
[YR#

作为一种

报告基因较之
DEF8C@G1<@

具有稳定性好#不易衰减等特点#对于
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的检测不需要特殊试剂#降低了检测成本(对于同时进

行多个靶点筛选来说#应用
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进行初筛具有独到的优势(
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成功(随着鼠龄增长#裸鼠免疫功能逐渐增强#肿瘤可能逐渐

消失(如需长期观察#可以在实验前进一步抑制裸鼠免疫功

能#延长肿瘤生长时间(

本次研究通过
5#

细胞原代培养#裸鼠皮下种植纯化的肿

瘤细胞悬液初步建立了
5#

移植瘤动物模型(该方法成瘤时

间短'操作简便'损伤小'瘤体保持原有上皮表型#可以作为
5#

移植瘤模型的实验方法之一(但该方法目前相对成瘤率仍较

低#以后实验可以通过提高细胞密度'增强细胞增殖活性或降

低裸鼠免疫能力等方法#改善该移植瘤模型成功率(
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