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【摘* 要】目的：构建 F=BDS)X !（ Y）#2ABDS 真核表达重组
体，并导入 D@E).) 细胞- 方法：提取大肠癌细胞株（UZ,("，
R6C6，E.$&）2ABDS，扩增 B#066F 区，产物用 BDS 自动测序法
进行序列分析-利用 BDS重组技术将其定向插人真核表达质
粒 F=BDS)X !（ Y），并用脂质体法导入 D@E).) 细胞- 结果：
大肠癌细胞株 UZ,("，R6C6，E.$& 细胞 2ABDS B#066F 分别有
!"，&，( 个突变位点-成功克隆 !!!& [7的 2ABDS B#066F 区至
表达质粒 F=BDS)X !（ Y），并导入 D@E).) 细胞中- 结论：成
功构建了 F=BDS)X !（ Y）#2ABDS真核表达重组体，并成功导
入 D@E).) 细胞中-
【关键词】线粒体 BDS；B#环区；突变；质粒
【中图号】\)%(X $ 【文献标识码】S

IJ 引言
我们用 BDS 自动测序方法，测定了大肠癌

UZ,("，R6C6，E.$& 细胞株的 2ABDS B#环区基因序
列，检测出分别有 !"，&，( 位突变点- 将突变 2ABDS
B#环区基因重组到 F=BDS)X !（ Y）质粒中，采用脂
质体转染法将重组体 F=BDS)X !（ Y）#2ABDS 转染在
小鼠 D@E).) 细胞中，旨在探讨线粒体基因突变与肿
瘤发生的关系-

=J 材料和方法
=- =J 材料 J 线粒体提取试剂盒购于杭州唯特洁公
司；.3[3J3RS :1;，., 连接酶，限制性内切酶（)1<E@，
,=>@），购于大连宝生生物工程公司；BDS 23J[/J 为
天为时代公司产品；凝胶回收试剂盒和超纯质粒中量

提取试剂盒购自 ]439/8公司-大肠杆菌 ^G !"& 本室
保存- FGB!(#.载体，真核表达质粒 F=BDS)X !（ Y）
为陈学清惠赠- R4F6;/=A3248/$""" 为 @8C4AJ69/8 公司
出产- 高糖 BG1G，胎牛血清购于 N34[/0689 公司，
D@E).) 购于本校病理生理学教研室- L,!( 购自 P#
2/93公司-人大肠癌细胞株 UZ,("，R6C6，E.$& 均为
本所冻存，常规传代培养至对数生长期抽提 2ABDS-
=- KJ 方法J 2ABDS B#环区的 QO\ 扩增引物由上海
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博雅公司合成，上游引物 !"#$%&’’$%&&%%&$%’’’
’$$’&$’$%%%’’#("下游引物：!"#$&’&%&’$’’#
’$’’%$$’&%$&$%$$$&%’#(") *&+ 的反应体积是
,! !-，包括各 . !-的两种引物（ ,/ !012 3 -），./ 4
567789 . !-，., : ! !- *;<，各 . !-的癌细胞 0=>?$
及作为对照的正常人血白细胞 0=>?$，用 *&+ 仪
（’8@8$0ABC//，美国 *89DE@ F2089）进行反应：起始变
性温度 BGH，, 0E@，以下过程进行 (( 个循环：变性
温度 BGH，(/ I；复性温度 !CH，(/ I；延伸温度 J,H，
(/ I，结束延伸温度 J,H，, 0E@) 取 , !- 的反应产
物，在 .! K 3 -的琼脂糖凝胶上电泳，确定 >#环区成功
扩增后，用快速 *&+纯化药盒（L08KM，美国）对反应
产物进行纯化)送上海博雅公司测序) 将肿瘤组织线
粒体 >?$ >#环区序列与正常组织进行对比，并与基
因库数据（N==A：3 3 OOO) P@7E@E=Q) K8@) 8019Q) 8R6 3 0E=1#
0MA) N=02）对照)当线粒体 >?$ >#环区的核苷酸顺序
与正常顺序不同时，这种改变为突变；为排除系统误

差，用重新合成引物：*9E089. $（SACT）：!"#M=U$%&’
’$%&&%%&$%’’’’$$’&$’$%%%’’#("，*9E089. 5
（ SA.,/!&）： !"#MUK$&’&%&’$’’’$’’%$$’&%$#
&$%$$$ &%’#("重新扩增线粒体 >#环区，再次测序，
证实了突变确实存在) *&+ 产物的纯化与回收，按
VEMK8@公司试剂盒操作说明，用低熔点琼脂糖凝胶电
泳回收和纯化 *&+产物)反应体系 ./ !-含 AW> .T#
%载体 . !-，目的基因 G !-，567789（含连接酶）
! !-，.CH连接过夜) &M&2, 法制备感受态大肠杆菌
XW ./B)将连接产物 ./ !-加入 .// !-感受态菌中，
冰浴 (/ 0E@，G,H热休克 B/ I，立即静置冰浴 , 0E@，
加入 G// !- -5 培养基，(JH温和振摇 . N，短暂离
心，弃一部分上清，余约 ,// !- 与菌体混匀，全部用
无菌铺菌棒均匀涂布于含 !/ 0K 3 -氨苄青霉素的 -5
选择平板上，室温平放 (/ 0E@后，置 (JH温箱倒置培
养 .G Y .C N)从 -5选择平板上挑取单克隆于含 .//
0K 3 -氨苄青霉素的 -5 液体培养基中，(JH剧烈振
摇过夜，按试剂盒操作说明，小量抽提质粒，用 !"#P
和 $%&ZP双酶切和 *&+法检测，./ K 3 - 琼脂糖凝胶
电泳鉴定阳性质粒) 阳性质粒送北京奥科公司测序)
目的基因定向亚克隆构建 AU>?$(: .（ [ ）0=>?$
真核表达质粒 AW>.T#%和 AU>?$(: .（ [）质粒均用
!"#P和 $%&ZP双酶切后低熔点琼脂糖凝胶回收目的
基因线粒体 >?$ >#环区：和 AU>?$(: .（ [）酶切片
段，%G 连接酶连接，转化 XW ./B 菌株，筛选阳性克
隆，双酶切和 *&+ 鉴定，方法同前) 阳性质粒送北京
奥科公司测序) 将阳性质粒 \]GT/ ^ AU>?$(（ [），
-1_1 ^ AU>?$(: .（ [），Z%,B ^ AU>?$(: .（ [），及

作为对照的正常人血白细胞 ^ AU>?$(（ [），空质粒
AU>?$(（ [）用 VEMK8@ 公司的中量超纯质粒提取试
剂盒提取，用脂质体法（ 2EA178U=M0E@8 ,/// ），按脂质
体试剂盒说明方法转染 ?PZ(%( 细胞，并经 ’G.T
（!// !K 3 -）筛选获得阳性克隆，扩增培养)

!" 结果
!) #" 测序结果" 我们抽提的线粒体 >?$质量良好，
未降解) *&+ 产物的琼脂糖凝胶电泳可见一条清晰
的特异性扩增条带，其大小与理论预期值相符，为

...B SA片段)经 >?$正，反向自动测序，获得大肠癌
细胞 >#环区全序列长 ...B SA（;EK .）) \]GT/，-1_1，
Z%,B 细胞株的 0=>?$ >#环区基因序列，检测出分别
有 ./，B，T 位突变点)将肿瘤组织线粒体 >?$ >#环区
序列与正常组织的进行对比，并与基因库数据对照)
当肿瘤组织线粒体 >?$ > ^环区的核苷酸顺序与正
常组织的相同、但与基因库记载的不同时，这种改变

为新的多态性变化，如 -1_1 细胞的 J, 位，& ^ %，
\]GT/ 细胞 .C,BT 位，& ^ %，Z% 细胞 J( 位 $#’) 当
肿瘤组织线粒体 >?$ >#环区的核苷酸顺序与正常组
织的不同时，这种改变为突变，我们检测到不同癌细

胞株中检测到相同的突变位点，如 -1_1 细胞与
\]GT/ 细胞均有 .C,,G 位，% ^ &，.C(.. 位，% ^ &)
\]GT/ 细胞与 Z%,B 细胞均有 ..G 位，& ^ %，GBT 位，
& ^ %，.C,(G 位，& ^ %)

W：>?$ 0M9D89；.：\]GT/；,：-1_1；(：Z%,B；G：?190M2 N60M@
]5&)
;EK . ‘ 0=>?$ >#211A 98KE1@ 17 \]T/，-1_1，Z%,B，@190M2 N6#
0M@ ONE=8 S211R U822I M@M2Qa8R SQ *&+
图 .‘ \]GT/，-1_1，Z%,B，正常人血 0=>?$ >#环区 *&+ 结果

!$ ! " %&’#()*)+,’-. 重组质粒的鉴定观察 " ./
K 3 -琼脂糖凝胶电泳可见重组质粒 AW> .T#%#0=>?$
比空 AW> .T#% 质粒明显滞后，重组质粒经 !"#P 和
$%&ZP双酶切得到两个片段，AW> .T#% 质粒片段和
...B SA的目的 0=>?$ > 片段，而空 AW> .T#% 质粒
经 !"#P和 $%&ZP双酶切后只得到一条片段（;EK ,）)
>?$测序结果表明，AW> .T#%#0=>?$ >质粒中的插
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人片段序列与测过的突变的人大肠癌基因组的基因

序列完全一致!

"：#$% &’()*(；+ , -：."#+/010 234/5； 0 67(&’8 39:；0;7<7；

0 =1>?；0234/5；0=1>?!

@AB >C D8’E&AFE ."#+/010&G#$% FAB*EG*F HI !"#J ’6F $%&=J
图 >C ."#+/010&G#$%重组质粒酶切结果

"：#$% &’()*(；+：.K#$%LM +（ N）；>：.K#$%LM +（ N）0234/5 ；L：

D8’E&AF .K#$%LM +（ N）0234/5 ；4：.K#$%LM +（ N）010;7<7 ；O：.K#0

$%LM +（ N ）010;7<7 ；-：.K#$%LM +（ N ）010 67(&’8 39:；P：.K#0

$%LM +（ N）01067(&’8 39: FAB*EG*F HI ’()F " ’6F $%&=J!

@AB LC %B’(7E* B*8 *8*KG(7.Q7(*EAE 7R .8’E&AFE .K#$%LM +（ N）0
&G#$% FAB*EG*F HI ’()F " ’6F $%&=J
图 LC 真核表达质粒 .K#$%LM +（ N）0&G#$% 重组质粒酶切
结果

!" #$ 真核表达质粒 %&’()#* +（ ,）-./’() 的鉴
定$ +5 B S ; 琼脂糖凝胶电泳检测可见 .K#$%LM +
（ N）0&G#$% #比空 .K#$%LM +（ N）质粒滞后，两者
经 !"#J和 $%&=J双酶切分析可见，.K#$%LM +（ N）0
&G#$% # 经双酶切后得到两条清晰条带，一条为
OM 5 )H 的空 .K#$%LM +（ N）载体条带，一条为目

的 &G#$% # 条带，而 .K#$%LM +（ N）空质粒只有
+ 条 OM 5 )H 的条带，.K#$%LM +（ N）0&G#$% # 重
组质粒 D:T 结果，得到一清晰的 +++? H. 目的基
因条带，而空 .K#$%LM +（ N）质粒 D:T 结果无条
带出现（ @AB L）! #$% 测序结果表明，.K#$%LM +
（ N）0&G#$% # 质粒中的插人片段序列与测过的
突变的人大肠癌基因组的基因序列完全一致! 将
阳性质粒用脂质体法（ 8A.7R*KG’&A6* >555），按方法
转染 $J=L1L 细胞，并经 U4+/（O55 !B S ;）筛选获
得稳定的阳性克隆 !

#$ 讨论
&G#$%是核外遗传物质，不受组蛋白保护，修复

系统功能不完善，比核 #$% 更易受诱变因素的损
伤［+］，其突变与细胞癌变之间的关系已引起重视［>］!
9*(*GG’等［L］提出，# V环区是突变发生的热点!我们
在 234/5，;7<7，=1>? 细胞株分别检测到 +5，?，/ 个
突变!我们发现大肠癌细胞株线粒体 #$% # V环区
具有多态性和突变性，不同癌细胞株中检测到相同的

突变位点，考虑为特征性改变，可能和大肠癌的易感

性有关!我们将人大肠癌细胞株突变的 &G#$% #0环
区片段转染到 $J=L1L 细胞中，为以后的研究如成瘤
实验，及动态观察成瘤过程中 &G#$% 的突变与核内
肿瘤相关癌基因，抑癌基因及其他相关分子蛋白表达

的特点奠定基础!
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