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核糖体蛋 白 腺病毒载体的构建和体外表达
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摘要 目 的 构建核糖 体蛋 白 的 腺病 毒表 达载体 ，并进
一

步验证其在细胞 中 的 表达 。 方法 应 用 从

人胚肾 细胞的总 中反 转录 并扩增出 基 因
， 并将 亚 克 隆 到穿梭质粒 中 ， 酶切 及 测 序

鉴定 后 ，再将 含 基 因 的重组 穿梭质粒 进行 丨 酶线性 化处理 ， 转化 到 含有 骨架 质粒的

感受态菌
，
进 行 同 源重组 。 鉴 定后 ， 经 线性化转染 细胞 ，包装重组 腺病毒

。
病毒感 染 细胞 ，

分析 蛋 白 的表达 。 结果 证实 及 质粒 构建 正确 ； 检 测病 毒 感 染 的

细 胞总蛋 白 ， 与 阴性 对照组相 比 ， 蛋白 表达量 显 著提 高 。 结论 成功构 建 了能表 达 基 因 的 重

组腺病毒载体 ， 为进
一

步研究其生 物学功能奠定基础 。
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核糖体蛋 白是核糖体的重要组成部分 。 近年来 、
、

、 和 基因 序 列显 示具有

的研究表明
，
核糖体蛋 白 除 了 在蛋 白 合成中起 重要 同源性

’

。 研究发 现 ， 也具有 核糖体外功

作用外 ，不同 的核糖体蛋 白还 有凋 亡 、 修 复 、转 能
，
如 与 共 同作 用抑制 多 聚 （ 核

录等核糖体外功能
，
如 作 为转录 调 节子 ，

结合 糖 ） 聚合酶活性 、与 病毒编 码的 作用

并调控维生 素 受 体 类视 色 素 受体 的 转 录 激 诱导病毒无限 繁 殖和 激活 细 胞 。 为进 一步研

活
；

与 同 二聚 体和 异二 究 的 功能 ， 笔者采 用重组腺病毒 系

聚体结合调控某些基 因 的 表达 ，
此外还具有 修 统 构建携带 人 的 重组腺病毒表达载 体 ，

并

复 内切酶和诱导 凋亡的功能 ； 与 结合抑 检测其在 细胞中蛋 白表达水平 。

制 基因转录等
“

。 核糖体 蛋 白 组成核 糖体

亚 基 ， 分 子 量 为 。 人 、 大 鼠 和 小 鼠

主要 试 剂 人胚 肾 细胞 、大 肠杆菌

、腺病毒穿 梭质粒 和 含腺病毒

骨架质粒 的 的 感受 态菌 株为 本

作者简介 张俊平 。 实验室保存 。 反转 录试 剂 盒购 自 限 制 性
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内 切酶 丨
、

丨 和 连接 酶购 自 质粒 反 复冻融 次 ， 离心 收 集上 清于 保存 。 取

提取试剂盒 和胶 回 收试剂盒购 于捷瑞公 司
；

试 部分上清继续感染 细 胞 ，扩增病毒 。

剂和 购 于
；

局 检测 重组腺病毒 的表

保真 试剂购 于 。 多 克 隆抗体 购于 达 用 和 分别转染 细胞
，

引 物 由 上海生工生 物工程公司合 成 。 后收集 细 胞 ， 并 用 及 裂解液 （

主要方法 公 司 ） 裂解细胞提取细胞 蛋 白
， 法进行蛋 白

扩增 法提取 定量 。 样品加 人 ， 沸 水 浴

人胚肾 细 胞总 。 在 反 转 录 反 应体 系 后
，

经 聚丙烯酰胺凝胶 电泳 。 蛋 白用 电

中 以 总 为模板 ， 以 随机 引 物合 成 转仪 （ 公 司 ） 转 移至 硝 酸纤维素 （

取 产物 为模 板 进 行 扩增 。 扩 增 引 膜上 脱脂奶粉封闭 ， 尔后 多

物根据 序 歹 丨

〗 ， 用 软件设计 克隆抗体 （

： 和 丨
： 经 孵育

引 物
，
并分别 在正义 链 引物 端 加 酶切位点

，
过夜

，
再 加 入 带有 荧光标记二抗 山 羊抗兔 鼠 （

：

反义链 端加 酶 切 位点 ，
正 义链 引 于室温孵育 ，

丨

〕 含

物 洗涤后 ， 激光成像 系统进行 扫描

反义链引 物 ：

结 果
。 扩增 条 件 ：

热启 动 后 ， 变性 退 火 扩 增 产 物经 琼脂糖凝

延 伸 ， 个 循环 ， 反 应 。 胶电 泳鉴定 ， 可 见大小 为 左右 的 片段

产物用 琼脂糖凝 胶电泳 鉴定 。 （ 图 ，
大小与预 期 ， 相 一致 。

穿 梭质粒 的 构 建 与

鉴定 米 用 限 制 性 内 切 醇 和 醇切

产物 和 载 体 ，
酶 切 完 全后

，
进

行 琼脂糖凝 胶 电泳 ，
并胶 回 收

载体质粒和 ，
用 连接酶 连接过夜

，
将

连 接产物转化感受 态 菌 ， 涂布于 卡那霉雜

性 平板 上 过夜 。 挑取单克隆 分别在 中

培养 ， 用 质粒小 抽试剂 盒提取 质 粒并酶 切 鉴

定 ， 阳性克隆进
一步测 序鉴定 。 图 琼脂糖 凝 胶 电泳分 析 产物

重组 腺病毒 载体 的 构 建

质粒经 酶切线性化后
，

穿 梭质 粒 的 鉴 定 穿

转化 含有骨架质粒 的 感受态菌 。 梭质粒 与 目 的 片 段 连 接后
，

在卡那霉素 培养 基平 板 筛 选转 化菌 ， 然 后挑选 转化 感受 态细胞 ， 质粒用 和 双

形态较 小 的 克隆 ， 接 种 在 卡 那 霉 素 （
酶切 ， 得到 左右 和 左右 的 片段 （ 图

培养基上 ，
培养过夜 。 抽 提质粒

，
经 酶切 与预 期结果

一致 阳 性克 隆进
一步 测 序鉴 定 ，

其序

鉴定正 确后
，
再将质粒转化 感受 态 细胞进行 列正 确 （ 如 图

稳定扩增
，
以 大量制备重组腺 病毒质粒 。

重组腺病毒 的包装 与扩增 重

组腺病毒质粒经 酶切 完 全后 ， 酚 氯仿 异戊醇

： ： 抽 雌纯化后 ，

’

針雜蒸

水 中 。

繊 （ 接种 于 孔 板 中 ，
养

夜达 左右融合 度 时 ，
按 照 说 ；

明 书将上述酶切 完 全的重组 腺病毒质粒

和对照质粒 转染细 胞包装 病毒 。 转 染

后 ，
荧光显微镜下观察 表达情况 待细 胞大部 图 穿梭 质粒

分感染并臓雇細 ，
收集繊 培龍 ，

觀
‘ 双
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图 酶切鉴 定 后 的 阳性克 隆 测 序 结 果

重组腺 病毒 载体 的 鉴 定 重组穿 目 的基 因 的重组 腺病毒 ，
重组腺病毒载 体的 图谱如

梭质粒经酶切线性化转化 感受态 菌 ， 卡那霉 图 所示 。

素培养基平 板长 出 菌落 ，
挑取克 隆 ， 抽 提质粒用

酶切
’
电泳结果有 和 两 个 片段 （

图

与 预期结果相符 ，说 明 穿 梭载 体 和 骨架质粒同 源重

组成功 。

一

一

一

一

图 重组腺病毒载体 酶切 鉴 定结 果
图 重组腺 病毒 载体 图谱

重 组腺 病 毒 载 体 的 图 谱 检测 细胞 蛋 白表

重组腺病毒 系统利用 细 菌 内 高 度 有效 的 同 源 达 分析显示 ， 与对照组 相 比 ’

重组机制 及抗生 素蹄 选 ， 短期 内 便 获得 表 达外源 细胞感 染 重 组腺病 毒 后
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蛋 白水 平显 著提高 （ 图 。 基础 。

【
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图 检测 在 细 胞的 表 达

；

、 山 ， ■

核糖体蛋 白 是 由位 于染 色体 上 的单基 因
，

编 码 。 研究表 明核糖体 蛋 白 质 与 凋 亡密

切 相关 等 研究结果 发 现 ，
与

丨
。

相 互作 用抑制 活性从而阻止细胞凋 亡 但 当 ：

缺 失 时 ， 不 能 抑 制 活 性 影 响 凋
；

亡 。 另有研究 发现 ， 放线 菌素 可 以 引 起持续高
’—

：

表 达 的 细 胞 的 调 亡 ， 但 不能促 进 低 么 达
孙阿 萍 ， 马 洪 星 郑寒松 ， 等 细胞 调 亡 过程 中 核 糖沐蛋 白

量 细 胞 的 凋亡
’

此外 发 现用 全 反式维 甲 水 平 变 化的研 究 （

■

厂 ；

丨

： 龙江 陕 药科 学

酸 促 细胞分化
，
再用放线菌素 处 理

， 结果 （

抑 制 细 胞 凋 亡
叫

。 用低 表 达 的 细

胞 建立 高表 达稳转 细 胞 系 ， 结 果 发现
丨

） ：

高 表 达 促 进 细 胞 成瘤 ’ 而 抑 制 升 高 的

表 达则 促进细 胞 的凋 亡 。 但是 是

否还有其他 的核糖体外功能有侍研究 。

本研究在克隆 人 基 因 基础 上 ， 将其克隆 ：

至 重组穿梭 质粒 中
， 再转 化人 含骨

：

一 ：

架 质粒的 感受态 菌进行 同源重组 ，
成功 构 建

的 腺 病 毒 表 达 载 体 。 而 后 转 染 —

细胞 ，
进行腺病毒载体 的包装与 扩增 ，

并转 ！

染 细 胞 验 证 。 由 于 穿 梭 载 体 ：

自 身携带绿色荧光 蛋 白基 因
，
可重组 至腺 病毒

「

：

骨架质粒 中 表 达 ， 因此可 通过观察 表
”

达情况对病毒转染 效率进行观察 。 本研究证明 重组 日

腺病毒能 成功 在 细胞 中 高 表 达 ，
该 修 回 日期

结果 为进
一步研究 功 能提供 了必要 的物质
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：

收稿 日 期

； ：

修 回 日期


