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#摘要$

!

目的
!

筛选携带抗鼻咽癌质粒
K

Ue

的稳定高产菌株%方法
!

以
:G:C

1

法制备大肠杆菌
fR$%(

感受态!将抗鼻咽癌

质粒
K

Ue

转化
fR$%(

感受态!对琼脂平板上获得的菌落进行筛选!选出符合标准的单菌落为菌种!进行菌种稳定性实验%用质粒

提取试剂盒检测质粒含量%将抗鼻咽癌质粒
K

Ue

转染到细胞
:EF.1

中!四氮唑蓝"

R77

#比色法观察转染试剂及质粒载体对细

胞生长增殖的影响%结果
!

筛选得到菌株的培养液中质粒
NE>

含量为
'%6

J

$

6T

!超螺旋
NE>

比例为
(1Y

%经电泳和酶切鉴

定!该菌株的
2%

子代所携带质粒与原代一致%质粒
K

Ue

对
:EF.1

细胞株生长有明显的抑制作用%结论
!

成功筛选出携带抗鼻

咽癌质粒
K

Ue

的稳定高产菌株!为大批量制备临床应用级质粒奠定了基础%
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%是发生于鼻咽腔

顶部和侧壁的恶性肿瘤#其发病率居于头颈肿瘤发病率的首

位)

E?:

具有罕见的地理和种族分布特征)在中国南方$广

东*广西*湖南*福建和江西%#其发病率和病死率均居世界首

位&

$

'

)本实验室构建的质粒
K

Ue

是一种能在鼻咽癌细胞中高

效特异表达靶基因的质粒#具有潜在的治疗鼻咽癌的应用

前景)

目前#质粒
NE>

作为核酸疫苗和基因治疗载体越来越受

到研究者的重视#国内外已有上千家研究机构进行相关的研

究&

1.'

'

)质粒
NE>

作为基因载体比较安全*使用方便#但其在

靶细胞中基因表达效率低和持续时间较短#因此质粒介导的基

因治疗要求反复给药并需大量药物级质粒
NE>

&

0

'

)而筛选出

高产优质的菌种是大批量制备质粒的首要步骤)通过实验#本

文得到一种筛选携有
K

Ue

的高产优质菌株的方法)

@

!

材料与方法

@&@

!

仪器与试剂
!

酵母提取物$

8iS8N

%(胰蛋白胨$

8i.

S8N

%(氯化钠*琼脂粉和氯化钙$均为广州化学试剂厂
>9

级%(氨苄青霉素$鲁抗%(质粒提取试剂盒$

a#G

J

A,

%(四氮唑蓝

$

R77

%(脂质体转染试剂)恒温培养箱$上海精诚%(振荡培养

箱$太仓华美
Zha.1%%

%(核酸蛋白检测仪$

A

KK

A,!"3L

%(高速离

心机$

A

KK

A,!"3L

%(凝胶成像系统$法国
]T

公司%(无菌操作台

$上海精诚%(

(46

培养皿$蜀牛%(

2%6T

或
12%6T

三角瓶$蜀

牛%)抗鼻咽癌质粒
K

Ue

*大肠杆菌
fR$%(

*人低分化鼻咽癌细

胞株
:EF.1

分别为本实验室构建和保存)

@&A

!

方法

@&A&@

!

大肠杆菌
fR$%(

感受态的制备$

:G:C

1

法%

!

$

$

%将保

藏的大肠杆菌
fR$%(

菌种#接入装有已冷却凝固灭菌
T\

琼脂

培养基的培养皿中#涂布或画线使菌种在培养基生长出单菌

落#将培养皿在恒温培养箱中倒置
'-[

培养
$)

'

1%D

)$

1

%

从生长有单菌落的培养平皿内#无菌挑取一个直径约为
1

'

'

66

的单菌落)接入装有
$%6TT\

肉汤的
2%6T

灭菌三角

瓶中#在摇床培养箱中#

12%3

K

6

#

'-[

培养
(

'

$%D

$菌体密度

8N)%%

为
1&%

#此时细菌处于对数生长中期%)$

'

%在装有
1%

6TT\

的
2%6T

灭菌三角瓶中#无菌接入
8N

为
1&%

的大肠

杆菌
fR$%(

菌液
%&16T

)在摇床培养箱中#

12%3

K

6

#

'-[

培

养
1

'

1&2D

$菌体密度
8N)%%

为
%&0

%)$

0

%在室温条件下#将

8N)%%

为
%&0

的培养液以
0%%%3

K

6

离心
26#,

#弃上清液#收

集菌体细胞(再加入
$%6T

冰冷的
%&$ R :G:C

1

溶液$已除

'$)'

重庆医学
1%$2

年
(

月第
00

卷第
1)

期

"

基金项目!广东省医学科研基金资助项目$

>1%$')/-

%(广东省大学生创新创业训练计划项目$

$$/0-$'%0)

%

!

作者简介%翁闪凡$

$(-2V

%#

本科#高级实验师#主要从事鼻咽癌的基础研究)



菌%#并轻微摇匀)

0[0%%%3

K

6

离心
$%6#,

#弃上清液#收集

菌体细胞)加入
%&/6T

$每
126T

培养液加入
$6T

%冰冷的

%&$R

的
:G:C

1

溶液#并轻微摇匀)冰浴放置
'D

#用
0

支已灭

菌的
$&%6TF?

管中无菌分装
:G:C

1

菌体细胞液$

%&16T

"

支%#备质粒转化使用)

@&A&A

!

抗鼻咽癌质粒
K

Ue

转化
!

$

$

%将
0%

&

J

抗鼻咽癌质粒

K

Ue

无菌加入装有
%&16T

大肠杆菌
fR$%(

感受态的
F?

管

中)轻柔混匀后#于冰浴静置
0%6#,

(冰浴好后#把
F?

管放于

恒温水浴锅中#

01[

静置水浴
(%+

(再及时把
F?

管迅速转移

至冰浴
1

'

'6#,

(向
F?

管中加入
%&26T

已灭菌的
T\

肉汤#

'-[

放置
)%6#,

#以使细菌细胞复原)$

1

%无菌取样
%&$6T

质粒转化菌液#接入到装有凝固
T\

琼脂平板$含有
2%,

J

"

6T

氨苄青霉素%的培养皿中进行涂布#另取
%&$6T

无菌水涂布

做空白对照组#将培养皿在恒温培养箱中倒置
'-[

培养
$)

'

1%D

#观察平板菌落形态#要求每个平板含有菌落
1%

'

0%4L6

#

空白对照板菌落数为零)

@&A&B

!

菌种筛选
!

初筛!在培养好的平板中#无菌挑取单菌落

1%

个#分别接入装有
2%6TT\

$含有
2%,

J

"

6T

氨苄青霉素%

的
12%6T

灭菌三角瓶中#并编
$

'

1%

号#放入摇床培养箱中#

12%3

K

6

#

'-[

培养
$1D

#分别无菌取
$6T

菌液#用
$6T

的

'%Y

甘油在
$&26T

的
F?

管中混合#编写与三角瓶对应的号

码#标上日期#放在
V1%[

冰箱保存)同时分别检测菌液的

8N)%%

值和
K

Z

值#用试剂盒检测质粒含量)复筛!以质粒含

量$

6

J

"

6T

%及质粒含量比
8N)%%

值$

6

J

"

6T

"

8N

%为指标#选

取上述指标前
$%

位的单菌落#分别从对应的甘油管保藏菌液

中#取
%&%26T

接入装有
2%6TT\

$含有
2%6

J

"

6T

氨苄青霉

素%的
12%6T

灭菌三角瓶中$条件同上%培养
$%D

#如此摇床

筛选反复几次#筛选出每次摇床培养中上述指标都最好的单菌

落为菌种#并做稳定性实验)

@&A&C

!

菌种稳定性实验
!

将筛选出的菌种#以传代培养进行

菌株产质粒稳定性的检测)从平板生长的菌落接入
T\

液体

培养基中震荡培养
$1D

的菌液为第
%

代#再将以
%

代为菌种

经过
$1D

摇床培养的菌液为第
$

代)如此依次接种传代摇床

培养#分别为第
$

*

1

*

'

-

2%

代)第
%

*第
2

*第
$%

*第
$2

*第
1%

*

第
12

*第
'%

*第
'2

*第
0%

*第
02

*第
2%

代取样检测
8N)%%

*

K

Z

#

质粒含量和进行凝胶电泳成像)摇床培养条件为
12%3

K

6

#

'-[

培养
$1D

)

@&A&D

!

检测方法
!

菌体密度
8N)%%

值!以无菌水为空白样#

在吸收波长
)%%,6

处检测菌液吸收值#样品稀释至
8N

值为

%&1

'

%&/

范围内(质粒含量$

6

J

"

6T

%!取
$6T

菌液#离心收

集菌体细胞#用$

aS><FE?CG+6#!R#,#=#5

%公司质粒提取试

剂盒检测质粒含量)琼脂糖凝胶电泳!

$Y

的琼脂糖凝胶#电压

-2]

#时间
0%

'

)%6#,

)通过凝胶成像系统分析质粒超螺旋

比例)

@&A&E

!

细胞培养及转染
!

将
:EF.1

细胞株常规传代于
9?.

RS.$)0%

培养液中#取对数生长期细胞用于实验#按照转染试

剂操作手册进行转染实验)

@&A&I

!

抗鼻咽癌质粒
K

Ue

对细胞
:EF.1

的生长抑制率
!

将

质粒
K

Ue

转染到细胞
:EF.1

中#

R77

比色法观察转染试剂

及质粒载体对细胞生长增殖的影响)实验设未处理组*脂质体

组*

?Ue

"脂质体组#质粒浓度为
16

J

"

T

#转染
0/D

后#每孔加

入
$%6

J

"

TR77$%

&

T

#培养
0D

后#加二甲基亚砜
$%%

&

T

#

测定波长
2-%,6

和
)'%,6

处的吸光度
>

值)每组设
0

个平

行孔#结果取平均值)细胞生长抑制率的计算公式为!$

$V

实

验孔
>

值%"对照孔
>

值)

@&B

!

统计学处理
!

采用
;?;;$'&%

进行统计学处理#计量资

料用
/b6

表示#进行单因素方差分 析和差异显著性检验#

!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

菌落筛选结果
!

在质粒转化*初筛过程中#通过电泳成

像和质粒含量检测发现#挑选出的菌落产质粒能力有
'

种类

型#第
$

种类型如图
$

中的样品
$

#其产质粒能力低#且质粒

超螺旋比例低(第
1

种类型如图
$

中样品
1

#其产质粒能力

好#且质粒超螺旋比例高(第
'

种类型如图
1

中样品
'

#其产

质粒能力好#但质粒超螺旋比例较低)具体实验结果如表
$

所示)

图
$

!!

转化后菌种携带的质粒

表
$

!!

'

种不同类型菌落的产质粒能力的比较

类型 超螺旋比例 质粒含量 近似拷贝数

类型
$

$

2%Y

$

$%6

J

"

6T

$

16

J

"

6T

"

8N

类型
1

%

(%Y

%

126

J

"

6T

%

26

J

"

6T

"

8N

类型
'

$

)%Y

$

1%6

J

"

6T

%

06

J

"

6T

"

8N

!!

在初筛的试验结果中#为了得到具有高产优质能力的菌

种#以第
1

种类型菌落进行复筛)经过
'

轮以上的复筛#在以

T\

为培养基#

'-[

*

12%3

K

6

振摇培养
$1D

#最终筛选出产质

粒含量为
'%6

J

"

6T

#近似拷贝数为
)&26

J

"

6T

"

8N

#超螺旋

比例为
(1Y

的菌株)

A&A

!

稳定性实验结果
!

以筛选出具有高产优质的菌株为母

菌#扩增培养#甘油保种#建立种子库(并做菌种传代的质粒稳

定性实验#电泳检测结果如图
1

#图
'

)图
1

为菌种传代后产质

粒能力的稳定性实验结果#分别在菌种摇床培养的第
$

*

1

*

2

*

$%

*

$2

*

1%

*

'%

*

0%

*

2%

代取样#提取质粒#进行电泳检测和分析#

结果为!菌液质粒含量为$

'%&%b%&$

%

6

J

"

6T

#近似拷贝数为

$

)&2%b%&%1

%

6

J

"

T

"

8N

#超螺旋比例为$

(1&%b%&$

%

Y

)同时

取
?:9

扩增的
K

Ue

质粒和该菌株的第
%

*

12

*

2%

代菌提取的

K

Ue

质粒进行
=

K

,S

酶切#电泳检测结果如图
'

所示#

?:9

扩

增的
K

Ue

质粒和该菌种产的质粒酶切片段一致#提示了该菌

种携带的
K

Ue

质粒是正确的)以上结果说明筛选出的菌株从

%

代到
2%

代产质粒能力没退化#质粒
K

Ue

为该菌株稳定携带)

因此利用该菌株作为母菌#进行扩增培养#建立了种子库#可用

于发酵等其他实验或生产)

A&B

!

抗鼻咽癌质粒
K

Ue

对细胞
:EF.1

的生长抑制率
!

处理

组*脂质体组*

?Ue

"脂质体组的
R77
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图
1

!!

质粒稳定性的电泳图

图
'

!!K

U

M

质粒的
=

K

,S

酶切

表
1

!!

脂质体介导的质粒
?Ue

对细胞
:EF.1

!!!

生长抑制作用

组别
>2-%

"

)'%

抑制率$

Y

%

未处理组
%&-1b%&%1 V

脂质体组
%&-%b%&%' 1&1-b0&'%

?Ue

"脂质体组
%&'/b%&%' 02&$1b2&'1

"

!!

"

!

!

$

%&%2

#与未处理组比较)

B

!

讨
!!

论

在质粒转化实验中#目前国内外已有不少相关方面研究)

hDH

等&

(

'通过上调
TR?$NE>

内的
6#9.$22

显示有助于增加

鼻咽癌细胞的增殖#另外还有通过磁性纳米复合耦合物吸附质

粒方法提高基因转染效率#以获得更高效的扩增目标&

$%

'

)而

本研究通过将质粒
K

Ue

转染到细胞
:EF.1

方法来达到扩增

质粒的目标)

在本研究中#其中用
:G:C

1

法制备大肠杆菌
fR$%(

感受

态过程中#笔者发现国外
:G:C

1

试剂#其最佳有效浓度是
%&%-

R

#或者采用磷酸钙&

$$

'进行制备)而国产$如广州化学试剂

厂%的
:G:C

1

试剂用量为
%&$ R

)但
:G:C

1

浓度超过上述量

时#会使菌体凝结#降低质粒转化效率#与文献&

2.)

'报道一致)

根据文献&

-

'报道和作者的经验#每
8N

菌体感受态的制备#加

入质粒量至少为
%&2

&

J

#才能保证每个菌体细胞进入质粒数

是充足的#以便提高质粒的产量)

而在质粒转化后#

'-[

培养
$)D

生长在琼脂平板上的菌

落直径多为
1

'

'66

)挑选菌落时#应选择分布均匀#大小一

致#边缘整齐的菌落进行摇床培养筛选)但实验过程中发现#

质粒含量高的菌株其对应菌落直径反而相对较小#如直径
$

'

166

菌落质粒的含量一般比直径
1&2

'

'66

菌落的高
2

6

J

"

6T

#其超螺旋比例也较高)这可能是因为菌体细胞内要

携带的外源质粒越多#其质粒合成代谢的负担也就越大#导致

菌体生长的速率就比较慢#在琼脂平板上生长形成的菌落也就

越小&

/

'

)

本研究成功筛选出产质粒含量高及超螺旋比例高的菌株#

这种方法对其他的质粒转化和菌种筛选有较好的借鉴作用#能

大幅度地提高菌种携带质粒能力#为发酵*提取质粒及其他相

关研究工作奠定坚实的基础)
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