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摘要 　目的 :研究变形链球菌表面蛋白真核表达质粒 pcDNA3ΠpacA 及 pcDNA3ΠpacP 在哺乳动物细胞中的转录及表

达情况。方法 :利用脂质体介导的转染技术 ,将真核表达质粒 pcDNA3ΠpacA 及 pcDNA3ΠpacP 分别转染 COS27 细胞 ,

1mg·ml21 G418 加压筛选获取稳定转染的 COS27 细胞之后 ,采用 RT2PCR 法、LSAB 法、流式细胞术及 Western 印迹法 ,

对真核表达质粒中插入基因 pac2A 和 pac2P 的转录及表达产物进行检测。结果 :真核表达质粒 pcDNA3ΠpacA 及

pcDNA3ΠpacP的插入基因在导入哺乳动物细胞后具有转录和翻译活性 ,表达的蛋白质产物可位于胞内、胞膜及胞外。

结论 :构建的真核表达质粒 pcDNA3ΠpacA 和 pcDNA3ΠpacP能在哺乳动物细胞中表达插入基因所编码的蛋白质 ,为进

一步的动物实验提供了实验依据。
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Abstract
Objective :Prior to the use of pcDNA3ΠpacA and pcDNA3ΠpacP in vivo , the transcription and expression products of these

two eukaryotic expression plasmids in mammalian cells were detected. Methods : The eukaryotic expression plasmids pcDNA3Π

pacA and pcDNA3ΠpacP were transfected into COS27 cells respectively with liposome according to the manufacturer’s protocol. In

order to generate stable transfectants , after a 48h incubation period in regular Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)

supplemented with 10 % heat inactivated fetal bovine serum , cells were treated with neomycin (1mg. ml21 of G418) and maintained

under continuous selective pressure. G4182resistant colonies , which became visible after 2 weeks , were isolated and screened for

expression of the vector2encoded protein. The control transfections were performed with the pcDNA3 vector and without recombi2
nant as well as vector plasmid DNA. The mRNA transcriptions of the two insertional genes were detected by RT2PCR assay and

their expression products were analysed by labelled2avidin2biotin enzymed2linked immunosorbent assay , flow cytometry and West2
ern blotting. The cells transfected by pcDNA3 were used as the negative control. Results : ①The two eukaryotic expression plas2
mids could be correctly transcripted and translated under the control of the CMV immediate early promoter in mammalian cells. ②

The protein products could be detected in cell plasma , cell membrane and the culture supernatant. Conclusion : The two eukaryot2
ic expression plasmids pcDNA3ΠpacA and pcDNA3ΠpacP can express protein products which were encoded by insertional gene pac2
A and pac2P in mammalian cells.
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　　基因疫苗必须具备在体内、外表达的功能 ,本 实验将已构建的真核表达质粒 pcDNA3ΠpacA 及

pcDNA3ΠpacP 分别转染哺乳动物细胞株 COS27 ,研

究这两个质粒在 COS27 细胞株中的转录及表达情

况 ,为下一步的动物实验打下基础。
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1 　材料和方法

1. 1 　材料

真核表达质粒 pcDNA3ΠpacA 和 pcDNA3ΠpacP(已构建并

经鉴定) ;COS27 细胞株 (由卫生部成都生物制品研究所提

供) ;DMEM 高糖型培养基 ( Gibco BRL 公司) ;Qiagen Plasmid

Mega Kit (Qiagen 公司) ;DOSPER 脂质体转染试剂盒、高纯

RNA分离试剂盒及 TitanTM一步法 RT2PCR 试剂盒 (BM 公

司) ;SPTM试剂盒 (Zymed 公司) ;抗 PAc 兔血清 (美国 Alabama

大学 Russell 教授惠赠) ;其余试剂购自 Gibco BRL , Sigma ,

Promega ,Fluka ,Pall2Gelman 公司。

1. 2 　重组质粒 DNA 及真核表达载体 pcDNA3 的大量制备

将携带有重组质粒 pcDNA3ΠpacA 及 pcDNA3ΠpacP 的两

种转化子和含真核表达载体 pcDNA3 的大肠杆菌 JM103 分

别增菌、培养至 500ml 后 ,用 Qiagen Plasmid Mega Kit 进行重

组质粒 DNA 及真核表达载体大量制备。DNA 沉淀用 TE 溶

解 ,用于转染 COS27 细胞。测定 A260nm 和 A280nm 值 ,计算

A260nmΠA280nm比值。

1. 3 　脂质体介导的稳定转染 COS27 细胞 1

转染前 24 h 对 COS27 细胞进行传代 ,使 30 cm2 一次性

培养瓶中细胞数达 1 ×106 。转染的当天细胞处于 50 %汇

片。质粒 DNA 与脂质体 1∶3 混匀 ,37 ℃振摇 45min ,形成

DNA2脂质体混合物。将培养细胞用无血清、无双抗的

DMEM液洗 2 遍 ,加入制备好的 DNA2脂质体混合物 ,37 ℃,

5 %CO2 培养 6 h 后 ,换用含 10 %胎牛血清、无双抗的 DMEM

继续培养 48h。胰酶消化吹散瞬时转染 48 h 的 COS27 细胞 ,

按 1∶2 进行传代 ,随后用无双抗含 1 mg·ml21 G418 和 10 %胎

牛血清的 DMEM 对转染的 COS27 细胞进行加压筛选 ,以获

得稳定转染的 COS27 细胞 ,以 G418 加压的未经质粒转染的

COS27 细胞为对照。COS27 细胞每 4 d 换液 1 次 ,至第 14 天

细胞 80 %汇片后 ,收集细胞培养液 ,储于270 ℃。胰酶消化

吹散细胞 ,细胞悬液一部份在高压 (无双抗含 1 mg·ml21

G418 和 10 %胎牛血清的 DMEM)下继续培养 ,另一部分冻存

于液氮中。

1. 4 　重组质粒中外源基因转录产物的检测

用高纯 RNA 分离试剂盒提取细胞中总 RNA ,其间用

DNase I (400U·ml21 )处理 15 min ,以去除质粒转染 COS27 细

胞后胞内模板 DNA 的污染。引物采用的是目的基因 PCR

扩增时的两对引物。使用 TitamTM一步法 RT2PCR 试剂盒对

重组质粒中外源基因的转录产物进行检测 ,设立未经逆转

录的对照组。

1. 5 　重组质粒中外源基因表达产物的检测 2 ,3

采用标记亲合素生物素酶联免疫检测法 (LSAB) 、流式

细胞术和 Western 印迹法对目的基因表达产物进行检测 ,以

空载体 pcDNA3 稳定转染组为阴性对照 ,并设立空白对照。

1. 6 　统计分析方法

采用 SPSS软件进行单因素方差分析。

2 　结 　　果

2. 1 　外源基因转录产物的检测

由重组质粒 pcDNA3ΠpacA、pcDNA3ΠpacP 稳定

转染的 COS27 细胞中提取的总 RNA ,经 RT2PCR 扩

增后在凝胶上可见分子大小约 1. 3kb、1. 2kb 左右

的条带 ,分别与外源基因 pac2A 及 pac2P 的分子量

一致 ,而未经逆转录的对照组未扩增出条带 (图 1) 。

图 1 　重组质粒 pcDNA3ΠpacA (图 A) 和 pcDNA3ΠpacP(图 B) 稳

定转染 COS27 细胞经 RT2PCR 检测外源基因的转录产

物

M　DNA 分子量 Marker DL2000 ;1 　pcDNA3ΠpacA 组 ;2 　未经逆

转录的对照组 ;3 　试剂盒质量控制组 ;4 　pcDNA3ΠpacP 组

2. 2 　外源基因表达产物的检测

经LSAB 法检测 ,pcDNA3ΠpacA 及 pcDNA3ΠpacP

稳定转染的 COS27 细胞胞浆呈棕色 (图 2 ,3) ,在

pcDNA3 空载体稳定转染的 COS27 细胞胞浆内未见

明显棕色着色 (图 4) 。流式细胞仪对稳定转染的

COS27 细胞胞膜上表达产物检测的荧光强度测定

结果见表 1。
表 1 　表达产物荧光强度测定结果( n = 5 , �x ±s)

组别 荧光强度

pcDNA3ΠpacA 组 4. 5240 ±0. 8791

pcDNA3ΠpacP 组 2. 2920 ±0. 4477

pcDNA3 组 0. 8740 ±0. 3905

　　图 2 　重组质粒 pcDNA3ΠpacA 稳定转染的 COS27 细胞经 LSAB

法检测细胞内的表达产物　×40

经方差分析 ,pcDNA3ΠpacA 组及 pcDNA3ΠpacP
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组的荧光强度显著高于空载体组 ( P < 0. 05) ,

pcDNA3ΠpacA组的荧光强度显著高于 pcDNA3ΠpacP

组 ( P < 0. 05) 。显示 pcDNA3ΠpacA 及 pcDNA3ΠpacP

稳定转染的 COS27 细胞胞膜上具有目的基因的表

达产物 ,并且 pcDNA3ΠpacA 组表达的胞膜表面蛋白

质产物量多于 pcDNA3ΠpacP 组。经 SDS2PAGE 电

泳 ,重组质粒和空载体组细胞培养液中的转染产物

不能区别 ,经 Western 印迹后 ,重组质粒转染细胞表

达产物可见分子量为 42700～66200D 的条带 ,而空

载体转染产物中未见相应条带 (图 5) 。

图 3 　重组质粒 pcDNA3ΠpacP 稳定转染的 COS27 细胞经 LSAB

法检测细胞内的表达产物　×40

图 4 　空载体 pcDNA3 稳定转染的 COS27 细胞经 LSAB 法检测

细胞内的表达产物　×40

图 5 　重组质粒稳定转染的 COS27 细胞培养液的 SDS2聚丙烯酰

胺凝胶电泳 (A)和 Western 印迹分析 (B)

M　中分子量蛋白质 Marker ; 1 　空载体 pcDNA3 稳定转染的

COS27 细胞培养液 ;2 　重组质粒 pcDNA3ΠpacA 稳定转染的 COS27 细

胞培养液 ;3 　重组质粒pcDNA3ΠpacP 稳定转染的 COS27 细胞培养液

3 　讨 　　论

3. 1 　COS27 表达系统

本实验选取 COS27 表达系统进行变形链球菌

表面蛋白 PAc 分子中 T、B 细胞表位编码基因 pac2A

及 pac2P 在哺乳动物细胞中表达的研究 ,分别从转

录和翻译水平检测这两段外源基因在 COS27 细胞

中的表达情况。COS27 细胞株最常用于瞬时表达 ,

但其产物量较低4 ,加上当每个 COS细胞内积聚大

于 105 个带 SV40 复制起点的重组质粒时 ,转染细

胞将因无法耐受染色体外复制如此大量的 DNA ,因

而大多数细胞将在转染后第 3～4 d 内死亡。为了

更有利于分析基因的功能及研究蛋白质表达产物

的免疫活性 ,本实验通过 G418 加压筛选获取稳定

转染的 COS27 细胞。

3. 2 　外源基因在 COS27 细胞中的表达

基因疫苗的免疫机理决定了重组质粒中插入

的外源基因必须具备在哺乳动物细胞内表达的功

能。外源基因在 COS27 细胞中高效表达的可能机

制 5 ,6 : ①COS27 细胞具有 SV40 大 T抗原 ,其反式作

用可将每一 COS细胞中含 SV40 复制起点的质粒拷

贝数扩增至 10
5

,从而导致转染 DNA 的高水平表

达 ; ② pcDNA3 中具有 SV40 复制起点 ,是一种与

COS表达系统匹配的真核穿梭表达载体 ; ③

pcDNA3中 CMV 启动子可启始高水平的转录 ,使外

源基因具有较高水平的转录及翻译活性 ; ④pcD2
NA3 中 BGH Poly A 加尾信号具有稳定 mRNA 和调

节翻译启始的功能 ; ⑤当外源基因稳定整合于宿

主细胞染色体基因组中 ,与能有效转录的真核 DNA

序列发生连锁 ,导致其有效表达。通过本实验证实

了构建的两个真核表达质粒的目的基因的确可在

哺乳动物细胞内进行转录和翻译 ,表达的蛋白质产

物在胞浆中合成后可分泌至胞外间质中 ,或通过其

跨膜区锚定在细胞膜表面 ,这与 PAc 蛋白在变形链

球菌中的定位分布一致 ;此外表达的蛋白质产物可

与抗 PAc 抗体特异性结合 ,具有与 PAc 蛋白一致的

免疫反应性 ,表达产物的分子量为 42700～66200D ,

与根据目的基因编码的氨基酸组成推算的分子量

范围一致。流式细胞术检测发现 pcDNA3ΠpacA 组

的荧光强度显著高于 pcDNA3ΠpacP 组 ( P < 0. 05) ,

显示 pcDNA3ΠpacA 组表达的胞膜表面蛋白质产物

量多于 pcDNA3ΠpacP 组 ,这可能与两个外源基因编
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码不同结构的蛋白质有关。pac2A 基因片段中含有

PAc A 区的编码基因 ,A 区蛋白质的二级结构为

α2helix ,呈疏水性 ,因此推测 pac2A 表达的产物可能

具有更多的跨膜结构。鉴于哺乳动物细胞与原核

细胞具有不同的信号肽识别体系 ,因此在构建基因

疫苗时 ,本实验未引入编码 PAc 信号肽的基因序

列 ,结果表明虽然目的基因上游无编码信号肽的序

列 ,其表达产物仍具有分泌作用 ,证实了哺乳动物

细胞对表达产物具有翻译后加工、修饰的功能。
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牙脱位 132 小时再植一例报告

宋玉荣 　徐金国

　　外伤致牙脱位较常见。脱位牙离体时间的长短 ,对脱

位牙再植术能否成功非常重要。笔者于 1992 年曾收治 1 例

牙脱位 132 h(515 d) ,予再植后获得成功 ,报告如下。

患者朱某某 ,女 ,29 岁。于 1992 年 7 月 2 日 21 时 ,不慎

致左上前牙外伤脱落 ,当时未做任何处理。7 月 8 日来我科

就诊。检查 : │1缺失 ,牙槽窝无渗血 ,有陈旧性血块 ,牙周

及牙龈收缩良好 ,无红肿 ,未查见牙槽突骨折。│1离体牙

牙体完整 ,干燥并已变色 ,牙周膜已完全干结坏死 ,牙体表

面不清洁。诊断 : │1外伤脱位。

治疗 :大量生理盐水冲洗清洁牙体 ,去除坏死牙周膜 ,

用含庆大霉素的生理盐水浸泡 5 min。纱布包裹 ,于舌侧窝

处开髓 ,根管常规去髓充填。常规消毒受植区 ,局麻 ,刮除

牙槽窝内血块 ,生理盐水及庆大霉素液冲洗 ,吸干 ,搔刮牙

槽窝致新鲜出血。将 │1置牙槽窝完全复位 ,用手指按压收

紧牙槽窝。将 │1与邻牙酸蚀后光固化树脂粘结固位。调

,降低咬合。术后予口服交沙霉素、甲硝唑、消炎痛、维生

素 C 5 d ,洗必泰漱口。嘱前牙禁咬食物 1 月。

1 月后复查 , │1无痛 ,叩诊略不适 ,不松动 ,牙龈无红肿

及脓瘘。X线片见根周约 015 mm 的牙周膜腔影 ,根尖区阴

影约 1 mm×115 mm(图 1) 。术后 3 年摄片见牙周膜腔影已

消失 ,根尖区阴影约 115 mm×2 mm。术后 7 年患牙从无红

肿疼痛 ,咀嚼功能良好 ,外观良好。检查 : │1不松动 ,垂直

叩诊 ( - ) ,侧向叩诊 ( - ) 。叩击声较邻牙清脆实沉。牙龈

外形正常 ,无红肿及退缩 ,龈沟约 2～3 mm ,牙冠与邻牙粘

结牢固。摄片见根周区无牙周膜腔影 ,骨小梁清晰 ,根尖区

阴影约 2 mm×215 mm。

图 1 　│1再植术后

左 :术后 1 月 ,中 :术后 3 月 ,右 :术后 7 年

(2000203210 收稿)

(本文编辑 　邹玲莹)
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