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目的
!

构建
6=IP$

基因的过表达慢病毒载体"

Xd.6=IP$

#!为研究
6=IP$

蛋白在肝细胞增殖过程中的作用提供

实验材料$方法
!

化学合成
6=IP$

基因序列!用
WE=R8

)

9

>

C8

酶切化学合成含有目的基因的质粒及
Zd1/-

载体!

T7A

产物连接

入线性化表达的载体$

T7A

鉴定引物!再对
T7A

鉴定阳性的克隆进行
NV9

测序和比对分析$使用构建的
Xd.6=,P$

!转染

1('6

细胞!荧光法检测构建的慢病毒滴度$结果
!

成功构建了
Xd.6=IP$

!并获得相应的病毒!病毒滴度为
1̀ $%

/

6h

)

=X

$结

论
!

Xd.6=IP$

为进一步研究
6=IP$

蛋白在肝细胞增殖中的作用提供了实验基础$
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%基因编码的
6=IP$

蛋白是一个含有类似泛素结构

域的能够在细胞核与细胞质之间穿梭的蛋白质&

$.'

'

)在细胞周

期的
Z

%

期主要位于肝细胞的细胞质内#在细胞增殖后期的

Z

1

&

M

期则几乎全部穿梭进入肝细胞核内+

NCJJE

等&

0

'发现

6=IP$

蛋白在肝部分切除术后肝再生的过程中明显高表达#

它包含有一个跨膜域和一个类似泛素结构的区域$

hWX

%#该区

域包含与
h7R

*

[1

和
7h[

等的反应位点+所以说明它在肝

细胞增殖过程中担负着复杂而又重要的功能+本研究构建

6=IP$

过表达慢病毒载体$

Xd.6=IP$

%#用来转染肝细胞系及

注射入实验动物体内#为深入了解
6=IP$

基因和蛋白在肝细

胞增殖和肝再生过程中的作用及分子生物学机制提供实验

基础+
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物技术
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型
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测序仪#

W#"AE!

稳压
NV9

电泳仪#天能公司凝胶成像仪#上海实验设备有限公司细菌摇

床#

6FCG="

细菌培养箱#

Z#PL"

水浴箱#

Z#J+",

移液器#日立高

速离心机+
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方法
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目的基因的获取
!

首先在美国国立图书馆查找大鼠

6=IP$

基因序列#基因编号!
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扩增目的基因片段
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酶切位点+其中蓝色标记为美国国立图书馆的大鼠
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酶切载体工具
!

载体购自吉凯基因#载体名称!
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隆位点!
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+酶切反应温度
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#时间
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重组质粒构建

@&A&B&@
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T7A

产物交换入线性化表达载体
!

反应条件为

15\

反应
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#然后
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+
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制备大肠杆菌感受态细胞
!

$

$

%从新鲜细菌

培养平皿中选取一个单菌落#转到含有
$%%=X

小牛血清培养

基的
$X

烧瓶中#在
'-\

条件下剧烈振荡摇匀培养
'F

+$

1

%

将培养后的大肠埃希菌转移到无菌的
)%=X

离心管中#在冰

上放置
$%=#,

#

0%%%G

"

=#,

离心
$%=#,

#回收离心后的细胞+

$

'

%缓慢倒出上层培养液#然后用
$%=X

预冷的
%&$="J

"

X

7E7J

1

重悬细胞+$

0

%在
0% \

条件下#

0%%%G

"

=#,

离心

$%=#,

#回收沉淀细胞+$

5

%倒出培养液#每
5%=X

初始培养细

胞用
1=X

用冰预冷的
%&$="J

"

X7E7J

1

重悬每份细胞沉淀+

图
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化学合成的基因片段
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转化
!
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%取
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%

X

感受态细胞悬液转移到
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%

X

离心管中#管中各加入
$%

%

X

连接溶液#放置冰上
'%=#,

+$

1

%

然后将每个离心管放到
01\

的恒温水浴箱中放置
(%+

+$

'

%

将离心管快速放置到冰上冷却细胞
$

&

1=#,
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'

%每管中各

加入
/%%

%

X

小牛血清培养基#放置到
'- \

摇床上培养

05=#,
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0

%分别将
$5%

%

X

已转化的各种感受态细胞转移到

9;T

抗性的
XW

琼脂培养基上+$

5

%将平板置于室温条件下

直至液体被完全吸收+$

)

%倒置培养平皿#于
'-\

细胞培养箱

中培养
$)F

+
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阳性克隆的
T7A

测定
!

采用
1%

%

X

反应体系#取
1

%

X

菌液作为模板#选择合适的引物对其进行
T7A

扩增#再使

用琼脂糖凝胶电泳检查
T7A

产物+阳性克隆结果测序及

分析+

@&A&C

!

慢病毒包装
!

$
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%使用
1]

胰酶消化培养于
5%=X

培

养瓶中对数生长期的
1('6

细胞#

N;[;

培养基调整细胞密

度#光学显微镜下计数#当细胞密度为
)̀ $%

5

"

=X

时将细胞密

度重新接种于
15=X

细胞培养皿中#

'-\

细胞培养箱中培养

10F

后显微镜下观察#待细胞密度达到
-5]

&

/%]

时即可用

于转染+$

1

%灭菌
$%=X

离心管中加入所制备的各
NV9

溶

液#与相应体积的
^

4

D#.;[;

混合均匀#室温下温育
5=#,

+

$

'

%取
1%%

%

XX#

4

"HCLDE=#,C1%%%

转染试剂与
0&/=X^

4

D#.
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培养基混合后在室温下温育
5=#,

+$

0

%将
^

4

D#.;[;

培养基稀释后的
NV9

溶液与稀释后的
X#

4

"HCLDE=#,C1%%%

转

染试剂充分混合均匀#在室温下温育
1%=#,

+$

5

%将
NV9

溶

液与
X#

4

"HCLDE=#,C1%%%

转染试剂的混合液快速转移至
1('6

细胞的培养液中#充分混合均匀#放置入
'-\

#

5]7̂

1

细胞培

养箱中培养
/F

后倒去含有转染混合物的培养基#各细胞中加

入
1%=XTWM

缓冲液洗涤
'

次#然后将每瓶细胞中加入含

$%]

胎牛血清的
N;[;

培养基
15=X

后继续放置于
'-\

#

5]7̂

1

细胞培养箱内培养
0/F

+

@&A&L

!

病毒的收获及浓缩
!

$

$

%收集转染培养
0/F

后的

1('6

细胞上清液#在
0\

#

0%%%G

"

=#,

条件下离心
$%=#,

后

除去下层沉淀#上清液使用
%&05

%

=

过滤器过滤于
5%=X

超

速离心管中得到病毒提样液+$

1

%将得到的病毒提液样品加入

到过滤杯中#然后将过滤杯插到滤过液收集管中#

0%%%G

"

=#,

离心#时间为
$%

&

$5=#,

+$

'

%得到病毒浓缩液后将其分别收

集于
$&5=X

无菌
[

4

管中#

@/%\

冰箱保存#随机取出其中一

支#进行病毒生物学滴度测定+

@&A&M
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荧光法慢病毒滴度测定
!

$

$

%调整
1('6

细胞浓度为

0̀ $%

5

#使用
()

孔细胞培养板培养细胞#每个孔加体积为
$%%

%

X

+$

1

%

$%

个无菌的
[

4

管中分别加入
(%

%

X

无血清的

N;[;

培养基+$

'

%取待测定的病毒原液
$%

%

X

加入到第一

个
[

4

管中#标记为
$

管#

1

管中的病毒原液比
$

管稀释
$%

倍#

'

&

$%

管依次稀释
$%

倍+$

0

%在
()

孔培养板中选取所需的细

胞孔#吸去其中
(%

%

X

培养基后加入
(%

%

X

稀释好的病毒溶

液#放入培养箱
'- \

#

5]7̂

1

培养
10F

后加入完全培养基

$%%

%

X

继续培养
()F

后在荧光显微镜下观察慢病毒荧光表达

情况+
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!

结
!!

果
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阳性克隆结果
!

阳性转化子
T7A

产物大小
(1$P

4

#阴性

转化子
T7A

产物大小
$/5P

4

#见图
1

+

!!

$

!阴性对照
!!R

1

^

)

1

!空载自连对照组)

'

!阳性对照
Z9TNR

)

0

!

;EG?CG

#自上而下依次为
5&%

*

'&%

*

1&%

*

$&5

*

$&%?P

#

-5%

*

5%%

*

15%

*

$%%

P

4

)

5

&

$1

!

6=IP$

基因
$

&

/

号转化子+

图
1

!!

T7A

产物电泳图

A&A

!

阳性克隆结果测序
!

同一性为
$%%]

#测序结果与目标

序列完全一致+

A&B

!

荧光法慢病毒滴度测定结果
!

荧光法测定慢病毒滴度为

1̀ $%

/

6h

"

=X

#见图
'

+
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9

*

W

!加入病毒
$%

%

X

)

7

*

N

!稀释
$%

倍后的荧光表达情况)

[

*

2

!稀释
$%

5倍后的荧光表达情况+

图
'

!!

荧光法慢病毒滴度测定$

$̀%%

%

B

!

讨
!!

论

慢病毒载体是以人类免疫缺陷病毒
8

型$

R8d.$

%为基础

发展起来的基因治疗载体#它对分裂细胞和非分裂细胞具有感

染能力#能够稳定的转染多种哺乳动物细胞系和原代细胞&

5./

'

+

目前在实验室和临床前研究中以及临床治疗中已广泛使用+

肝部分切除术后#刺激体内生物信息系统及物理学反馈信

号系统使处于静止期的肝细胞分裂#进入增殖周期#此时体内

各种细胞因子*生物因子以及多个脏器参与其调控&

(

'

+其中#

6=IP$

蛋白在肝部分切除术后的肝再生过程中明显高表达#

能够在增殖的肝细胞质与细胞核之间穿梭#且具有明显的生物

学规律#说明
6=IP$

蛋白可能在肝细胞增殖过程中发挥作

用&

$%.$$

'

+为了研究
6=IP$

蛋白在肝细胞增殖中的作用及其分

子生物学机制#需要通过现代基因工程学的方法#构建
6=IP$

基因过表达的慢病毒载体#用来转染肝细胞系及注射肝部分切

除术后的大鼠+首先在美国国立图书馆网站查到目标基因大

鼠
6=IP$

序列#然后通过基因扩增技术克隆该目标序列#再利

用已有的质粒载体#把
6=IP$

目标序列整合到该质粒中#所得

到的阳性克隆序列经过基因测序与目标序列完全一致+再经

过滴度检测及分装保存#收获了
6=IP$

过表达慢病毒载体+

6=IP$

基因过表达慢病毒载体的成功构建#对下一步研

究
6=IP$

基因及蛋白在大鼠肝部分切除术后肝再生和体外

WAX.'9

肝细胞系增殖中的作用提供实验依据及实验基础#并

且为了解生物体内的其他细胞增殖的分子生物学机制提供帮

助+通过对其更加深入的研究#还可能为临床预防和治疗肝切

除术后肝功能衰竭提供基因治疗的新思路+
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