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,Ẁ

11

57

样因

子家族&

,78'

羧基端具有
?

个连续的
0

T

Z#

*

>GZ#

锌指

结构!可以与特定
*<I

序列结合!在哺乳动物的多种

组织!如
K2

细胞+肺+肠道+皮肤+睾丸+胸腺+角膜+心

肌细胞和淋巴细胞中都有该基因的表达&

,78'

不仅表达部位极其广泛!而且其在细胞内

的调节机制也非常复杂!在胚胎发育+组织分化+细

胞周期调控和肿瘤发生等许多不同的生理过程中都

发挥着重要作用(

?

)

&对
,78'

的研究最初是从胃肠

道开始的!它的表达在生长抑制的状态下明显增高&

随着研究的深入!人们认识到
,78'

是一种双功能转

录因子!它可以根据细胞环境!通过不同的分子作用

机制!选择激活或抑制其靶基因!比如在不同类型的

肿瘤中!它既可以作为一种原癌基因!也可作为肿瘤

抑制基因&

#&&9

年!

.L_LRLZRG

等(

'

)发现
,78'

与其它
?

个

转录因子"

XNY!?

*

'

+

26M#

和
N!)

T

N

#结合!用反转录

病毒载体导入小鼠成纤维细胞使之过表达!可将小

鼠成纤维细胞转化成类似胚胎干细胞"

K2

细胞#的

诱导型多能干细胞"

G/2N577Z

!

G4OPN5O

1

7PWG

1

6Y54Y

ZY5EN577Z

#&随后!这
'

个因子作为一种经典组合!

相继成功诱导人(

(

)

+猕猴(

9

)

+大鼠(

%!;

)

+猪(

@

)等物种的

体细胞转变为
G/2

细胞!但牛
G/2

细胞的诱导迄今

未见报道&本研究拟克隆出牛的
./

0

'

基因开放阅

读框序列!与干细胞反转录病毒载体
1

)203!456

共同构建重组真核表达载体!转染包装细胞后筛选

出能稳定产生高滴度病毒上清的细胞株!为下一步

牛
G/2

细胞研究做部分准备工作&

#

!

材料与方法

#D#

!

材料

/.9%

细胞+

<=>?.?

细胞+大肠杆菌
.:

"

和

干细胞反转录病毒载体
1

)203!456

由本中心保

存%胎牛肾上皮细胞系
)*+,

由杨凌绿方生物工程

有限公司李健强教授惠赠%

1

)*";!.

载体+内切酶

7"+-

"

!

3

8

/

#

!

.'*<I

连接酶!

FI:$

J

聚合酶

"带
:0 [P885W

#!

*F#&&& *<I )LW_5W

和
$

!

7"+-."'

"

OG

S

5ZY*<I )LW_5W

购自
.L,L-L

"大

连#公司%反转录试剂盒购自
C5WE54YLZ

公司%

*<I

片段回收试剂盒购自
+G6*5\!Y5NR

公司%质粒抽提

试剂盒购自
3G

S

W6PZ

公司%

.WGQ67

和转染试剂
FG

1

6!

85NYLEG45

.)

#&&&

购 自
=4\GYW6

S

54

公 司%

:'";

+

*)K)

干粉"高糖#与胎牛血清等购自
:G[N6

公司&

#D!

!

牛
!"

#

$

基因的克隆

根据
:54+L4_

公布的牛
./

0

'

基因序列"

<)!

&&""&(?;(

#!在其编码区的起始密码子和终止密码

子处设计相应的上+下游引物&为了目的基因酶切

和插入载体的方便!分别在上+下游引物的
(a

末端

引入
7"+-=

与
3

8

/

#

的酶切位点!并加入保护碱

基&上游引物
[,78'!C(a!

S

:II..0I.::0.!

:.0I:0:I0:0!?b

!下游引物
[,78'!-(a!

SS

LI:

I.0...IIII:.:00.0..0I.:.:.II:!

?a

!由上海生工生物技术有限公司合成!其中小写字

母为保护碱基!划线部分别为
7"+-

"

和
3

8

/

#

酶切位

点!预期
./

0

'

基因开放阅读框序列长度为
"'?'[

1

&

)*+,

为建系的胎牛肾上皮细胞!于
"(A

胎牛

血清的
*)K)

"高糖#培养液+

?%c

+

(A 0X

#

条件

下常规培养!在
)*+,

细胞生长达到接触抑制状态

时!收获细胞!用
.WGQ67

法按说明书步骤提取总

-<I

!按照逆转录试剂盒要求的标准条件合成
N*!

<I

用作
/0-

模板!以
[,78'!C

与
[,78'!-

为引物

进行
/0-

反应!反应参数为$

@'c

预变性
(EG4

%

@'

c

变性
?&Z

!

9"c

退火
'(Z

!

%#c

延伸
#EG4

!

?&

个

循环%

%#c

再延伸
"&EG4

&扩增产物于
"&

S

'

F

!"

琼脂糖凝胶中电泳!用凝胶成像仪观察结果&

#D&

!

E

载体克隆与测序

目的片段经切胶回收纯化!与
1

)*";!.

载体

连接后!转化感受态菌
.:

"

!蓝白斑筛选!挑取白

斑小量摇菌!按照质粒抽提试剂盒说明书提取质粒!

然后用
7"+-

"

与
3

8

/

#

双酶切和
7"+-

"

单酶切鉴

定!将鉴定正确的质粒"命名为
1

.!,78'

#送
.L,L-L

"大连#生物公司测序&应用
*<IZYLW

软件对所克

隆
./

0

'

基因序列与已公布序列进行同源性分析&

#D$

!

F

G@'8HB70$

的构建与鉴定

将干细胞反转录病毒载体质粒
1

)203456

和

%?9"



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
'"

卷
!

1

.!,78'

分别用内切酶
7"+-

"

与
3

8

/

#

双酶切!于

"&

S

'

F

!"琼脂糖凝胶中电泳!切胶回收所需的
*<I

片段$反转录病毒载体
1

)203456

片段和
./

0

'

基

因片段!然后将两个
*<I

片段连接!转化感受态大

肠杆菌
.:

"

!

9&

%

S

'

EF

!"氨苄筛选培养!挑取大

小适中的菌斑!小量摇菌!提取的质粒用
7"+-

"

与

3

8

/

#

双酶切和
7"+-

"

单酶切鉴定!再次送
.L,L!

-L

"大连#生物公司测序&测序正确的菌株大量摇

菌!提取质粒!即为重组干细胞反转录病毒表达载体

阳性质粒!命名为
1

)203!,78'

"简写
1

),

#!测定

其核酸浓度!备用&

#DI

!

病毒包装及阳性克隆筛选

包装细胞
/.9%

是贴壁生长的成纤维细胞!培养

液为含双抗和
"(A

胎牛血清的高糖
*)K)

!转染前

按照
#B"&

(

'孔!"接种于
9

孔板!培养
#'R

后用脂质

体转染法"按
FG

1

685NYLEG45

.)

#&&&

说明书步骤操作#

将
1

),

质粒转染
/.9%

包装细胞!转染
#'

和
';R

分

别收集病毒上清!用
&$'(

%

E

滤膜过滤后可直接用于

牛
G/2

细胞诱导&为了筛选稳定的高滴度产毒细胞

株!在转染
';R

收获上清后!按
"

!

"&

传代!第
#

天

培养液中添加
?&&

%

S

'

EF

!"的
:'";

进行筛选!

#

周

后选取形态良好的细胞克隆!用细胞刮子刮去杂散细

胞!将阳性克隆扩增至一定数量时!及时冷冻保存&

在细胞生长到完全融合时收集病毒上清!部分上清

#(&&&W

'

EG4

!"超速离心浓缩后!扫描电镜观察病毒

颗粒的形态%其余病毒上清按照文献(

"&

)所述方法用

<=>?.?

细胞测定重组病毒滴度!滴度用克隆形成单

位"

N6764

T

86WEG4

S

P4GYZ

!

0CD

'

EF

d"

#表示&

!

!

结
!

果

!D#

!

牛
!"

#

$

基因的克隆

用
)*+,

为材料克隆牛
./

0

'

基因开放阅读

框序列!预期
/0-

产物长度应为
"'?'[

1

&由于牛

./

0

'

基因序列中
:

+

0

碱基含量达到
99$?A

!所以

采用扩增复杂二级结构模板专用的
FI:$

J

聚合酶

"带
:0[P885W

!

.L,L-L

公司#进行
/0-

扩增!得到

预期长度的扩增片段"图
"L

#&

!D!

!

重组
F

EHB70$

质粒的酶切鉴定与测序

目的基因
./

0

'

和
1

)*";!.

载体连接后得到

1

.!,78'

质粒!经
7"+-

"

单酶切得到一条约
'"#9

[

1

的目的条带!

7"+-

"

与
3

8

/

#

双酶切后显示两条

带"图
"[

#!与预期的
#9@#[

1

载体片段和
"'?'[

1

基因片段大小相符&

L

$

)"$*<I

相对分子质量标准
*F#&&&

%

"$/0-

产物&

[

$

)#$

$

!7"+-."'

"

%

"$

1

.!,78'

*

7"+-

"

单酶切%

#$

1

.!,78'

*

7"+-

"

e3

8

/

#

双酶切

L

$

)"$*F#&&&*<I )LW_5W

%

"$/0-

1

W6OPNYG64$[

$

)#$

$

!7"+-."'

"

OG

S

5ZY*<I )LW_5W

%

"$

1

.!,78'

*

7"+-

"

%

#$

1

.!

./

0

'

*

7"+-

"

e3

8

/

#

图
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!

牛
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#

$

基因
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产物电泳图谱#

5

$和重组质粒
F

EHB70$

的酶切鉴定结果#

4

$
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!
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?
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EHB70$

#

4

$

!!

所克隆的牛
./

0

'

基因片段测序后!与已发表

的牛
./

0

'

基因序列进行同源性比较分析!发现有
#

个碱基的点突变!其中
9((

位
I

#

:

!

9%%

位
.

#

0

!

核苷酸同源性达
@@$@A

%该基因序列编码
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个氨
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基因重组反转录病毒载体的构建及产毒细胞株的建立

基酸!对应氨基酸序列也有两处改变!

#"@

位
F

T

Z

#

:7P

!

##9

位
F5P

#

/W6

!同源性同样为
@@$@A

&

!D&

!

F

GB

的构建与鉴定

1

.!,78'

质粒和干细胞反转录病毒载体
1

)!

203456

分别双酶切后!将牛
./

0

'

目的基因片段插

入载体得到
1

),

阳性质粒"图
#L

#!经再次酶切鉴

定!

7"+-

"

单酶切后显示一条
%@?'[

1

的条带!用

7"+-

"

与
3

8

/

#

双酶切则显示
9(&&[

1

干细胞反

转录病毒载体片段和
"'?'[

1

的基因片段"图
#[

#&

1

),

阳性质粒再次测序!发现其插入基因序列与

1

.!,78'

质粒中的
./

0

'

基因序列完全吻合&
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图
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!

重组质粒
F

GB

结构示意图#

5

$和其单%双酶切鉴定结果#
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阳性克隆筛选及病毒滴度测定

1

),

质粒转染
/.9%

细胞后!经
?&&

%

S

'

EF

!"

:'";

筛选
#

周!选择生长状态良好的阳性克隆细胞

片"图
?L

#!经传代扩增后得到稳定的产毒细胞株%

电镜观察超离心后的病毒上清!可以看到典型的干

细胞反转录病毒颗粒形态"图
?[

#&用病毒上清感

染
<=>?.?

细胞!

(&&

%

S

'

EF

!"

:'";

筛选
#

周后!

出现细胞克隆的最大稀释度培养孔中的克隆数有

'?

个!这些克隆一般边缘卷起"图
?N

#!呈不规则的

圆饼状!与病毒包装细胞筛选后呈发散状的克隆不

同!经计算!

)203!,78'

病毒滴度为
%$"9B"&

%

0CD

'

EF

!"

&

L$/.9%

细胞经
:'";

筛选
#

周后得到的阳性克隆%

[$

重组反转录病毒颗粒
)203!,78'

的扫描电镜图"

"&&&&&B

#%

N$

病

毒感染的
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细胞经
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筛选
#

周后形成的阳性克隆"标尺$
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产毒细胞株的建立
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'

基因在哺乳动物的多种组织中广泛表达!

尤其在上皮细胞生长抑制的状态下表达水平明显增

高(

#

)

!因此!本研究选用建系的胎牛肾上皮细胞

)*+,

为材料!在其生长达到接触抑制状态时!提

取总
-<I

!成功克隆出长
"'?'[

1

的牛
./

0

'

基因

@?9"
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兽
!

医
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开放阅读框序列!与已发表的牛
./

0

'

基因序列"序

列号
<)!&&""&(?;(

#进行同源性比较分析!发现仅

有
#

个碱基的点突变!核苷酸同源性达
@@$@A

&

:54+L4_

中发表的牛
./

0

'

基因核苷酸序列长

#?@;[

1

!开放阅读框
"'?'[

1

!编码一个
'%%

个氨

基酸的蛋白质!其
?;@

至
'%'

氨基酸残基处为功能

性锌指区域&经过比对!本研究克隆的牛
./

0

'

基

因开放阅读框序列两个点突变位于第
9((

和
9%%

位!对应氨基酸序列的
#"@

与
##9

位氨基酸发生改

变!但未处于锌指区域和其它功能区&

反转录病毒载体
1

)203456

由小鼠胚胎干细

胞病毒和
F<

反转录病毒载体重组构建而来!能感

染多种动物和人类各种不同类型的细胞!没有严格

的组织特异性!是一种理想的多嗜性反转录病毒载

体&本研究将牛
./

0

'

基因片段插入
1

)203456

相应的酶切位点!成功构建了包含有牛
./

0

'

基因

的真核表达载体
1

)203!,78'

&转染包装细胞

/.9%

后!获得的病毒上清用电镜观察!可以看到典

型的干细胞反转录病毒颗粒形态!说明载体质粒在

包装细胞中能够正常表达&

#&&9

年!

.L_LRLZRG

等(

'

)首次发现外源性
,78'

与其它
?

个转录因子"

XNY'

+

26M#

和
N!)

T

N

#结合!

可以将小鼠体细胞诱导为
G/2

细胞&

fLEL4L_L

提

出一个模型(

""

)

!对
G/2

细胞诱导中
'

个转录因子可

能起到的作用提出了假设!他认为
N!)

T

N

起到打开

染色体结构的作用!同时导致细胞的衰老和凋亡!

而
,78'

则阻断了细胞衰老和凋亡的过程!

XNY'

和

26M#

协同调控体细胞一系列基因的表达!促使体细

胞向
K2

细胞方向发展!最终转变为
G/2

细胞&

最近一项研究发现!

./

0

'

在胚胎干细胞自我更

新中的功能是冗余性的!它和
,FC#

+

,FC(

的作用

可互相补充!如果把
./

0

'

+

.<C#

和
.<C(

一起敲

除!会导致胚胎干细胞自发性分化(

"#

)

&用
,FC#

代

替
,78'

(

"?

)可以诱导小鼠成纤维细胞转变为
G/2

细

胞!但重编程效率有所降低&同时!也有研究表明!

,78'

在
G/2

细胞诱导过程中并不是不可或缺的!虽

然经典的四因子组合有较高的诱导效率!但选用不

包含
,78'

在内的其它转录因子组合一样可成功得

到
G/2

细胞&比如!

fP

等(

"'

)用
<L46

S

和
F=<#;

代

替
N!)

T

N

和
,78'

成功得到人类
G/2

细胞&同样!

gL54GZNR

等(

"(

)认为
,78'

只是分子催化剂!只能加速

或提高体细胞重编程的效率&显然!目前对
,78'

在

胚胎干细胞自我更新和
G/2

细胞中所起的作用还不

是特别清楚!要对
,78'

有一个深刻的理解!还需要

研究进一步的研究&

$

!

结
!

论

本试验以生长接触抑制的胎牛肾上皮细胞

)*+,

为材料!成功克隆出牛
./

0

'

基因开放阅读

框序列!经测序比对!牛
./

0

'

基因片段的核苷酸序

列和对应的氨基酸序列与发表的牛
B+2#

基因序列

高度同源!将之插入干细胞反转录病毒载体
1

)!

203456

!成功构建重组真核表达载体
1

)203!

./

0

'

&用
/.9%

细胞进行病毒包装!病毒上清中成

功观察到典型的干细胞反转录病毒颗粒!病毒滴度

达到
%$"9B"&

%

0CD

'

EF

!"

!完全可以满足感染受

体细胞的要求!为下一步牛
G/2

细胞的研究打下了

坚实的基础&
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