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·实必研究·

人膜腺癌 Hedgehog 信号转导途径中 PTCH 基因表达载体的构建
Construction of PTCH gene vector in Hedgehog signal pathway of human pancreatic cancer 

邵建国，李兆中\屠振兴，高 军，龚燕芳，许爱芳，满晓华，全 晶

(第二军医大学长海医院消化内科，上海 200433)

[摘要] 町筒:克隆人膜腺癌 Hedgehog 信号通路中 PTCH 基因，构建 PTCH 基因表达载体。方接:从人膜腺癌细胞株

SWI990 抽提总 RNA ，经 RT-PCR 扩增出 PTCH 基因，经纯化、回收目的基因 PTCH，将其插入表达载体 PET22b ，转化 E. coli 

BL'I'构建重组质粒 PTCH!PET22b o 结果:从人膜腺癌细胞株 SW川。克隆出 789 bp 的 PTCH 目的片段，成功构建重组质粒

PTCH!PET22b。结抢:成功构建重组质粒 PTCH!PET22b ，为 PTCH 蛋白表达奠定基础。
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Hedgehog 信号转导途径与膜腺胚胎发育密切相关，而

在正常膜腺成熟组织中无表达或仅低表达。近年来随着对

其研究的不断深入，发现 Hedgehog 信号转导异常可导致膜

腺癌的发生。目前已知 PTCH 基因是 Hedgehog 信号转导

途径上的一个重要基因，通过表达受体细胞跨膜蛋白，参与

并调控 Hedgehog 信号转导[I.'J PTCH 蛋白作为跨膜受

体，可与所有 HH 家族成员结合，从而在 Hedgehog 信号转

导途径中发挥作用。为进一步深入研究 PTCH 基因在

Hedgehog 信号转导途径中的作用，我们拟克隆人膜腺癌

Hedgehog 信号通路中的 PTCH 基因，构建 PTCH 基因表达

载体。现报告如下。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌株与质粒 E. coli DH5α 、 E. coli BL'l 、 PET22b

由本实验室保存。

1. 1. 2 试剂 限制性内切酶 EcoR 1 、 SalI , T, DNA 连接

酶及 DNA 分子质量标准购于 NEB 公司(基因公司代理) ; 

TRlzol 购自晶美公司 ;RT-PCR 试剂盒购自宝生物工程(大

连)有限公司;胶回收试剂盒购自上海宾国医疗科技有限公

司;质粒回收试剂盒购自上海申能博彩生物科技有限公司。

1. 1. 3 人肢腺癌细胞株 膜腺癌细胞株 SWI990 由本实验室

传代培养。

1. 1. 4 引物 根据 GenBank 中 PTCH 全序列自行设计而

成。上、下游引物 5'端分别携带 EcoR 1 , Sal 1 酶切位点，由

上海生工生物工程服务有限公司合成。上游引物 :GAA

TTC GCT TCC CGT GCT TTT GTC TT，下游引物 :GTC

GAC CTG CAG CTC AAT GAC TTC, 

1. 2 方法

1. 2. 1 人膜腺癌细胞株 SWI990 总 RNA 提取 将本实验室

人膜腺癌细胞株 SWI990 传代培养 ， TRlzol 一步法提取总

RNA，分光光度法测定 RNA 量。

1. 2. 2 RT-PCR 扩增 PTCH 基因 取人膜腺癌细胞株

SWI990 总二 RNA ，按照 RT-PCR 试剂盒提供的方法扩增 PTCH

基因。反应体系为: 10 X PCR 反应缓冲液 5μ1; 25 mmol!L 

MgCI, 10μ1; 10 mmol!L dNTP 5μ1;40 U!μl 核糖核酸酶抑

制剂 Iμ1;5 U!μIAMV 逆转录酶 1μ1;5 U!μ1 AMV-Opti 

mized Taq DNA 聚合酶 lμ1; 25μmol!L 上、下游引物各 l

μ1; 1. 8μg!μIRNA 模板 1μ1; 元核酸酶双蒸水 24μL RT­

PCR 反应条件: 50'C 40 min , 94 'C 2 min，然后 94'C 40 s 、

55'C 40 s 、 72'C 1 min，循环 35 次，最后 72'C 延伸 10 min。

1%琼脂糖凝胶电泳分析扩增产物。按照胶回收试剂盒提供

的方法回收目的基因片段。

1. 2. 3 质粒酶切及回收 将本实验室甘油保存的含

PET22b 的 E. coli DH5 a i涂板、挑菌扩增培养，按小剂量质粒

抽提试剂盒提供的方法抽提质粒，用 EcoR 1 、 Sall 双酶切，

1%琼脂糖凝胶电泳，鉴定酶切质粒，按照胶回收试剂盒提供

的方法回收酶切质粒。

1. 2. 4 PCR 产物的克隆 15μl 连接反应体系为连接缓冲

液 2μI， PET22b 3μ1，纯化 PCR 产物 9μ1 ，飞 DNA 连接酶 1

μ1 ， 16'C连接过夜，得到连接产物 PET22b!PTCH。取 3μl

上述连接反应液电转化感受态 E. coli BL'I ，铺涂布于含有

氨韦青霉素的 LB 琼脂平板， 37'C 培养过夜。

1. 2. 5 阳性重组克隆的筛选 挑取菌落 4 个，接种于含 5μ1

0.1 mg!ml 氨节青霉素的 5 ml LB 培养液中， 37'C 振荡培养

过夜。按试剂盒提供的碱裂解法提取质粒，用 EcoR 1 、

Sall 双酶切， 1% 琼脂糖凝胶电泳，鉴定阳性克隆，命名为

PET22b!PTCH 。

1. 2. 6 DNA 序列测定 取含有重组质粒的菌液1. 5 ml ，以

M13- !T7 为序列分析引物正反两端对 PET22b 中目的基因

进行序列分析。序列测定由上海生工生物工程服务有限公

司完成。所测序列与 GenBank 中 PTCH 基因序列进行分析

比较。

2 结果

2.1 总 RNA 的提取 总 RNA 抽提产物经 1%琼脂糖凝胶
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于 TAE 电泳缓冲液中电泳，紫外透射仪下见 3 条清晰条带，

由上到下分别是 28 S 、 18 S , 5 So 分光光度计测定 50 倍稀释

的总 RNA D 260 = O. 879 , D'80 = O. 410 , D 260 D'80 = 2. 095 0 

总 RNA 浓度 =40XD260 X 稀释倍数/1 000= 1. 8μg/μL 

2.2 RT-PCR 扩增人 PTCH 基因 RT-PCR 扩增产物经 1%

琼脂糖凝胶电泳鉴定， PCR 产物长度与人 PTCH cDNA 片段

长度 789 bp 基本一致，初步证实为人 PTCH cDNAC 图1)。
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图 1 RT-PCR 产物电泳图

M: Marker; 1: PCR 产物

2.3 PCR 产物的克隆及酶切鉴定 纯化的 PCR 产物在连

接液的作用下直接克隆到 PET22b 载体中，挑选 4 个白色克

隆，小量提取质粒，分别经 EcoR 1 和 Sall 双酶切， 1%琼脂

糖凝胶电泳(图 2) ，证实其中有 3 个扩增片段插入该菌落载

体中，表明克隆成功。
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图 2 重组质粒酶切图i普

l 、 2 、 4 、 5 :双酶切质粒，其中 1 、 4 、 5 为阳性克隆;

3 ，非酶切质粒，设为对照 ;M:Marker

2. 4 人 PTCH cDNA 序列分析 挑选阳性克隆，碱裂解法

抽提质粒后，获重组质粒 PET22b/PTCH o 经上海生工生物

工程服务有限公司序列分析测定，显示插入片段为 789 bp , 

与 GenBank 中 PTCH 公布的基因序列进行分析比较，证实

两者完全一致。

3 讨论

Hedgehog 信号转导途径首先在果蝇中发现，随后在脊

椎动物中被证实，并进行了广泛和深入的研究[I.'J Hedge­

hog 信号转导途径由 HH 配体、 2 个跨膜蛋白即 PTCH 和

SMO 及下游的转录因子、Gli 蛋白等组成。

一般认为在没有 HH 配体信号刺激下， PTCH 能抑制

SMO 的活性。当 HH 与 PTCH 结合后，解除了 PTCH 对

SMO 的抑制，释放的 SMO 进入胞内，引发细胞内信号下传，

激活下游转录因子 Gli 家族，调节多种靶基因的表达[3 ， 'IJ 。

鼠 IHH 、 PTCH 的突变可导致膜腺发育缺陷[5础。近来，对

Hedgehog 信号转导通路与人膜腺癌之间的关系作了深入的

研究。 Berman 等[7]用定量 RT-PCR 的方法对 15 例新鲜的

膜腺癌标本检测其 PTCH mRNA 的表达水平，发现在膜腺

癌中， PTCH mRNA 的平均水平要高于邻近正常组织的 448

倍。 Thayer 等问」从 26 株膜腺癌细胞系筛选 Hedgehog 信号

成员的表达，这些细胞系来源于人原发或转移性膜腺癌，结

果发现所有细胞株均检测到 2 种以上 Hedgehog 信号成员，

即 PTCH 、 SMO 和 Gli3 0 以上实验研究表明，无论在体内或

体外 ， Hedgehog 信号途径的激活和表达对人膜腺癌的发生

和恶性生物学特性的维持极为重要。

PTCH 全长 4 600 bp。按其开放阅读框架，我们自行设

计其引物，扩增从 3 511~4 300 位点全长 789 bp 的目的片

段。在膜腺癌细胞株 SWl990 ，经过 RT-PCR 获得该基因片

段。在实验过程中，对连接反应体系和酶切体系的条件反复

摸索，以保证实验在最佳条件下进行;同时，应用电转化方法

替代以往氯化钙转化法使得转化效率大为提高。我们通过

分子克隆手段成功构建了 PTCH-PET22b 重组质粒，为将来

PTCH 的蛋白表达和抗体制备打下良好基础。
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