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【摘要】 目的 扩增耐辐射奇球菌辐射抗性基因 !!"#，构建 =%>?@!A#!!!"# 重组载体，转

入 "B1C 细胞并表达 @=DE 蛋白，为研究原核细胞辐射抗性基因 !!"# 是否提高真核细胞的辐射抗

性及其可能存在的作用机制奠定实验基础。方法 以无任何突变的 =>%F!0=!#!!!"# 重组质粒为

模版，设计引物 @AG 扩增 !!"# 基因，利用琼脂糖凝胶 4HI 回收试剂盒纯化回收目的片段，

$%&' 6、()*+ 6 双酶切回收的目的片段及质粒 =%>?@!A#，将双酶切产物进行连接，连接产物转

化至大肠杆菌 JE#$B 感受态细胞后涂布于含卡那霉素（K'.）抗性的 L*D('!MNDO'.(（LM）固体培养基

上进行筛选，所筛选的阳性克隆进一步用菌落 @AG，$%&' 6、()*+ 6 双酶切及测序鉴定。通过

L(=3PN+O'&(.N"$$$ 转染试剂将 =%>?@!A#!!!"# 重组质粒转入 "B1C 细胞，倒置荧光显微镜观察绿

色荧光融合蛋白的表达。裂解细胞抽提蛋白，QN:OND. R)3O 进一步验证 @=DE 蛋白的表达。结果

菌落 @AG 结果及双酶切结果显示，在 !$$ R= 左右处有一条明显的目的条带，测序结果显示碱基

序列与原基因序列一致，载体构建成功。荧光拍照结果显示，=%>?@!A#!!!"# 重组质粒成功转

染 "B1C 细胞并表达绿色荧光融合蛋白；QN:OND. R)3O 结果显示在 !$"#$

1 处有融合蛋白表达。

结论 笔者成功将所构 =%>?@!A#!!!"# 重组质粒转入 "B1C 细胞，并表达相应蛋白，为后续实验

研究原核基因 !!"# 及其产物对真核细胞辐射抗性的影响奠定了良好的实验基础。
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核技术、核医学、航空航天技术的迅猛发展给

人类带来巨大福利的同时，也给人们带来不同程度

的放射损伤甚至死亡。如何有效地预防和治疗放射

损伤受到研究者的广泛关注，目前临床上治疗放射

损伤多以化学合成小分子药物`Ha、天然植物化合物
`Ka及对症支持治疗（成分输血、补液、补充电解质、

应用抗生素等）为主，但疗效并不理想，人们迫切

想找到高效、可行、低毒的辐射防护新方法。随着

生物技术的不断发展，使辐射防护基因治疗成为可

能，人们可以通过特定载体将辐射抗性基因定点整

合到靶组织，提供额外的辐射防护以减少细胞损

伤，提高细胞的增殖能力和生存率`Ma。耐辐射奇球

菌（$%&'()())*+ ",-&(-*",'+，\V）是目前地球上发现

的最具辐射抗性的生物之一 `,a，可耐受超过HK bE+

的电离辐射，是大多数脊椎动物的 M--- 多倍 `]a。

!!"# 是 \V 特有的与辐射抗性密切相关的基因，

缺陷菌株对电离辐射有较高的敏感性，其表达蛋白

F"#T 可作为 !!". 介导 \Wc 损伤响应的调节子`deYa，

发挥着辐射抗性的作用。本研究构建重组绿色荧

光真核表达载体 "DECF!GH!!!"#，将 \V 高抗辐

射基因 !!"# 转入离体人肾上皮 KLMN 细胞中，并

成功表达 F"#T 蛋白，为后续实验研究 !!"# 是否

提高真核细胞的辐射抗性及其可能存在的作用机

制奠定实验基础，为辐射防护与辐射损伤治疗开

拓新途径。

5 材料与方法

H3H 材料

胎牛血清购自杭州四季青生物有限公司，\TDT

细胞培养基购自美国 E/?8; 公司，f/";R)8(>B/0)

K--- 转染试剂盒购自美国 g0U/(#;1)0 公司，无内毒

素质粒提取试剂盒、\WcB>#b)#、K% N>6 T>:()# T/%

购自北京康为世纪生物科技有限公司，青霉素!链

霉素混合溶液购自北京索莱宝公司，胰酶消化液购

自杭州吉诺生物医药公司，质粒小量抽提试剂盒购

自上海碧云天生物技术研究所，引物合成及测序购

自苏州金唯智生物科技有限公司，/,01 g、2)(3 g

限制性内切酶购自美国 C)#B)0(>: 公司，琼脂 糖 凝

胶 \Wc回收试剂盒购自美国 hTDEc公司，KLMN

细胞、"DECF!GH 载体、"EDi!d"!H!!!"# 重组质粒

由南华大学生物化学与分子生物学 \Wc 损伤与修

复实验室保存。

H3K 方法

H3K3H "DECF!GH!!!"#绿色荧光真核表达载体的构建

依据美国国立生物技术信息中心已公布的

!!"# 基因序列，利用 "#/B)#]3- 软件设计引物，分

别在上、下游引物中加入 2)(3 g、/,01 g酶切位点，

上游引物 !!"#!C序列为：]#!EEccNNGNENENEGG!

EcENNNGE!M$，下划线为 2)(3 g 酶切位点；下游引

物 !!"#!V 序列为： ]$ !EGEEcNGGNNcGGcEGE!

ENGENGE!M$，下划线为 /,01 g酶切位点。

利用本实验室前期构建的无任何突变的载体

"EDi!d"!H!!!"# 为模板，加入上下游引物 FGV 扩

增 !!"# 基因。具体反应条件为：L,%预变性] B/0；

L,%变性 ,] :、]d%退火 ,] :、YK%延伸 H B/0，

M] 个循环；YK%终延伸 X B/0；,%保存。利用限制

性内切酶 2)(3 g、/,01 g 双酶切回收的 !!"# 片段

及 "DECF!GH 空质粒，MY%酶切 H3] 2，将酶切后的

空质粒及 !!"# 片段用 N, \Wc 连接酶进行连接，

Hd%连接过夜。连接产物转化至大肠杆菌 _TH-L

感受态细胞后涂布于含卡那霉素（^>0）抗性的 f7#/>

j)#(>0/（fj）固体培养基上进行筛选，挑取转化子溶

于, !f 灭菌的 ==[

K

h 中，LL%高温灭活菌体，再加

入配置好的 FGV 混合液进行 FGV 扩增。注意挑取
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单克隆时不要全部挑尽，且要做好相应的位置标记。

所筛转化子进一步用菌落 !"#，双酶切及提取质粒

送往苏州金唯智生物科技有限公司进行测序鉴定。

$%&%& 细胞培养及转染

&'() 细胞培养于含 $*+胎牛血清、$+双抗的

,-.- 培养液中，置于 (/!，0+ "1

&

细胞培养箱

中培养，待细胞长至 /*+"2*+密度时，铺板进行

后续试验。用无内毒素质粒提取试剂盒抽提质粒，

转染 &'() 细胞，转染按 3456789:;4 公司 <6=9>;?#

7@A64; &*** 转染试剂盒说明书进行操作，转染时

换成无抗无血清培养基。转染后 (/! 0+"1

&

培养

箱中培养 0 B，将无抗无血清培养基换成完全培养

基继续培养。转染后 C2 B 时在倒置荧光显微镜下

观察绿色荧光融合蛋白表达情况及裂解细胞抽提蛋

白，D;E7;84 FG97 验证融合蛋白的表达。

! 结果

&H$ =.IJ!#"$#!!"# 重组质粒的构建

&K$%$ !!"# 目的基因琼脂糖凝胶电泳鉴定结果

利用 !!"# 基因上下游引物 !"# 扩增目的基

因，$+的琼脂糖凝胶电泳鉴定，在 CLL F= 左右处

可见一条特异性目的条带，与预期基因片段的实际

大小（CL& F=）一致（图 $）。

&%$%& =.IJ!#"$#!!"# 菌落 !"# 鉴定

挑取转化子 !"# 扩增进行 $+的琼脂糖凝胶电

泳鉴定，如图 & 所示，在 $ 和 ( 泳道有明显的约为

CLL F= 的目的条带，结果表明 $ 和 ( 菌落可能为含

有目的基因的阳性克隆，需进一步双酶切验证。

&%$%( =.IJ!#"$#!!"# 重组质粒双酶切产物电泳

鉴定

将图 & 的 $、( 泳道位置对应的菌落过夜摇菌，

提取质粒，利用 $%&' 3、()*+ 3 双酶切重组质粒，

$+的琼脂糖凝胶电泳鉴定，如图 ( 所示，在约为

CLL F= 处有一条明显的目的条带。结果进一步表明

这两个位置的菌落可能是含有目的基因的阳性克隆。

&%$%C =.IJ!#"$#!!"# 重组质粒测序鉴定

将 =.IJ!#"$#!!"# 重组质粒双酶切结果阳性

菌提取质粒进行测序鉴定，部分测序结果见图 C。

图 " !!"# 目的基因 !"# 产物电泳图 图中，,-：,MN 分

子量标准；$O(：!!"# 基因 !"# 产物。

#$%&" !"# @A=G6>6?@7694 =89PQ?7E 9> !!"#

图 ! =.IJ!#"$#!!"#重组质粒菌落 !"#电泳图 图中，,-：

,MN分子量标准；$，(：=.IJ!#"$#!!"#菌落 !"#产物。

#$%&! R@?7;86@G ?9G94S !"# @A=G6>6?@7694 9> =.IJ!#"$#!!"#

8;?9AF64@47 =G@EA6P

0LLL F=

0LL F=

&0L F=

CL& F=

,- $ & (

0LLL F=

0LL F=

$LLL F=

CL& F=

,- $ & (

图 ' =.IJ!#"$#!!"# 重组质粒双酶切产物电泳图 图中，

,-：,MN 分子量标准；$O&：=.IJ!#"$!!!"# 重组质粒双酶

切产物。

#$%&' ,9QFG; P6:;E7694 6P;476>6?@7694 8;EQG7E 9> =.IJ!#"$#!!"#

8;?9AF64@47 =G@EA6P

图 ( =.IJ!#"$#!!"# 重组载体的部分测序结果

#$%&( !@876@G E;TQ;4?64: 8;EQG7E 9> =.IJ!#"$#!!"#

&LLL F=

0LL F=

&0L F=

CL& F=

$ ,- &

终止位点

起始位点
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将测序结果在美国国立生物技术信息中心中进

行序列比对分析，结果显示构建载体序列与模板基

因碱基序列相同，这说明载体构建成功。

!"! !!"# 基因融合蛋白的表达

!"!"# $%&!&'() 融合蛋白在!*+, 细胞中的表达

将 '-$%&!./!!!"# 重组质粒转入 !*+, 细胞，

转染后 01 2 时在倒置荧光显微镜下观察绿色荧光

融合蛋白的表达情况，如图 3 中 4 所示，在绿色

荧光蛋白 $%& 激发光下，视野中绿色荧光明显，

说明 '-$%&!./!!!"# 重组质粒成功转染 !*+, 细胞

并表达 $%&!&'() 融合蛋白。

!"!"! 56786(9 :;<8 验证 $%&!&'() 融合蛋白在!*+,

细胞中的表达

分别用 '-$%&!./ 空质粒、'-$%&!./!!!"# 重

组质粒转染 !*+, 细胞，01 2 后裂解细胞抽提蛋

白，56786(9 :;<8 验证融合蛋白的表达。如图 = 所

示，在 / 泳道和 ! 泳道处有明显的目的条带，分别

为 $%& 蛋白（相对分子质量为 !>"/?

+）及 $%&!&'()

融合蛋白（相对分子质量为 0?"/?

+），与预期的蛋

白大小一致。 该结果进一步表明，$%&!&'() 融合

蛋白能够在真核细胞中得到表达。

! 讨论

随着核医学技术的广泛应用及核能的不断开

发，人们所受到放射污染及世界发生核辐射事故概

率在逐渐增加，而人体和大多数脊椎动物耐受辐射

的能力极为有限。超过 / $@ 的电离辐射可引起确

定性效应，如：皮肤烧伤和骨髓抑制；超过 /? $@

电离辐射可导致联合脏器损伤，最终导致死亡 A1B。

CD 对电离辐射、紫外线、干燥及一些CEF氧化损

伤剂具有超强抗性A*G//B，能够在 /3 H?? $@ 的辐照后

存活A*B，其强大的 CEF 修复能力能准确无误地修

复由辐射引起的将近 !?? 个 CEF 双链断裂碎片而

不发生任何突变及活力的丧失A/!B，因此，CD 一直备

受生物医学以及核医学界的重视。!!"# 基因是 CD

中特有的基因，通过对其表达的 &'() 蛋白进行生

物信息学分析，结果发现该蛋白既含有 DEF 结合

结构域，又拥有冷休克 CEF 结合结构域，能够同

时结合 DEF 与 CEF，这种结构特点在已知的 CD

蛋白中是非常少见的，提示该蛋白可能与 CD 的辐

射抗性有着密切的关系。I2:J 等A=B通过实验证实，

!!"# 基因缺失菌株对 ! 辐照的敏感性增加，且

!!"# 与 !!"$ 双缺失突变株比两基因单缺失突变株

具有更高的辐射敏感性，研究表明 !!"# 调节包含

&'(F 在内的其他重要的辐射抗性蛋白。

但是，能否利用 CD 中辐射抗性基因 !!"# 的

表达以提高人体细胞的辐射抗性仍然未知。我们通

过构建 '-$%&!./!!!"# 重组质粒并将其转入 !*+,

细胞，表达相应蛋白，为后续实验研究 !!"# 基因

及其产物对 !*+, 细胞辐射抗性的影响奠定了实验

基础。选择 '-$%&!./ 绿色荧光蛋白真核表达载体

可以很好地观察基因的转染情况，通过观察到的绿

色荧光情况优化质粒 CEF 与脂质体之间的比例以

达到最佳的转染效率及掌握蛋白表达的最佳时间。

六孔板转染时细胞融合度约为 >?#，质粒 CEF 的

量为 0K? "L，脂质体的量为 /? "M 时，质粒 CEF

的转染效率最佳，在转染后 !0$>! 2 倒置荧光显微

镜下观察发现，在转染后 01 2 荧光强度达到最大，

蛋白表达量达到高峰，因此选择转染后 01 2 抽提

蛋白，56786(9 :;<8 检测 !!"# 基因蛋白的表达。细

胞转染时所用质粒纯度要求较高，光密度值 !=?N

!1? 在 /K1 左右，既没有蛋白也没有 DEF 污染。用

无内毒素试剂盒提取质粒可以很好地去除质粒中残

存的内毒素，以防转染后对细胞造成损害。本研究

成功构建绿色荧光蛋白真核表达载体 '-$%&!./!

!!"#，且将此重组载体成功转染 !*+, 细胞并通过

图 " '-$%&!./!!!"# 转染的 !*+, 细胞倒置荧光显微镜观察

结果（"!??） 图中，F：'-$%&!./!!!"# 转染明场图；4：绿

色荧光图。

#$%&" I:76(OJ8P<9 <Q !*+, R6;;7 8(J97Q6R86S TP82 '-$%&!./!!!"#

:@ %;U<(67R69R6 VPR(<7R<'@（"!??）

F 4

图 ' 56786(9 :;<8 检测 !*+, 细胞中 $%& 蛋白和 $%&!&'()

融合蛋白的表达 图中，/：'-$%&!./空质粒转染；!：'-$%&!

./!!!"# 重组质粒转染。

#$%&' -W'(677P<9 <Q $%&， $%&!&'() '(<86P97 P9 !*+, R6;;7

J9J;@X6S :@ 56786(9 :;<8

$%&!&'()

融合蛋白

$%& 蛋白

/ !
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间接荧光法检测 !!"# 基因融合蛋白的表达，

!"#$"%& '()$ 进一步验证融合蛋白的表达，为后续

研究原核生物抗性基因对真核细胞辐射抗性的影响

及其作用机制奠定了实验基础。
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