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　　［摘要］　目的　构建表达小鼠新基因ｍｇｔ１６的反转录病毒载体，并观察其在小鼠胚胎间充质干细胞Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２（简

称１０Ｔ１／２细胞）中的表达。方法　以含小鼠新基因ｍｇｔ１６的ＤＮＡ序列为模板ＰＣＲ扩增得到ｍｇｔ１６编码序列，ＴＡ克隆
后测序获得ｐＭＤ１８Ｔ１６质粒，与真核表达载体ｐＥＧＦＰＮ１酶切、连接、转化，通过ＰＣＲ、酶切鉴定和测序获得正确的ｐＥＧＦＰ

Ｎ１１６载体。将ｐＥＧＦＰＮ１１６载体中含ｍｇｔ１６的片段克隆至反转录病毒载体ｐＬＥＧＦＰＮ１，通过酶切鉴定和测序获得正确的

ｐＬＥＧＦＰＮ１１６反转录病毒载体。将ｐＬＥＧＦＰＮ１１６转染反转录病毒包装细胞Ｐｈｏｅｎｉｘ，制备携带ｍｇｔ１６与增强型绿色荧光

蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）的反转录病毒，感染小鼠间充质干细胞１０Ｔ１／２后，４００μｇ／ｍＬＧ４１８筛选获

得稳定表达ｍｇｔ１６与 ＥＧＦＰ融合蛋白的１０Ｔ１／２细胞克隆。荧光显微镜观察 ＭＧＴ１６蛋白的表达及亚细胞定位。结

果　ＰＣＲ扩增得到大小约３００ｂｐ的ｍｇｔ１６条带，ＴＡ克隆后测序显示获得的ｍｇｔ１６序列与Ｇｅｎｂａｎｋ数据库序列相同。构
建的ｐＥＧＦＰＮ１１６载体经ＰＣＲ、酶切鉴定和测序验证构建成功，构建的反转录病毒载体ｐＬＥＧＦＰＮ１１６经酶切鉴定和测序验

证构建成功。荧光显微镜观察 ＭＧＴ１６主要在Ｐｈｏｅｎｉｘ细胞和小鼠间充质干细胞的细胞质表达，核周表达水平较高。结

论　成功构建了小鼠新基因ｍｇｔ１６的反转录病毒载体，并在间充质干细胞中表达，为进一步研究新基因ｍｇｔ１６在间充质干
细胞中的功能奠定了基础。

　　［关键词］　ｍｇｔ１６；过表达；反转录病毒；间质干细胞
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　　随着人类基因组计划及越来越多真核生物基因

组的完成，生物医学研究已进入后基因组时代，研究

的热点从基因测序转移到基因的功能研究［１］。探明

基因功能常用的方法是基因突变，包括自发突变、理

化诱导突变、基因打靶及基因捕获等。自发突变频

率较低，且只有出现表型可见才能被研究。Ｘ射线

或化学诱导等理化因素诱导的突变常引起染色体重

排而影响多个基因或产生点突变，但却无基因克隆

的标记［２］。基因打靶需要其定点突变的基因序列明

确，且比较耗时、耗力，对“多效”、“多余”的基因则力

不从心［３］。基因捕获结合报告基因和筛选基因，能

够追踪基因的时空表达模式，可以分离出“多效”、

“多余”的基因［４］；基因捕获载体插入还可使基因失

活，达到“基因敲除”的效果［５］，适合于检测短暂表达

或表达水平较低的基因［６］、多效基因［４］，还可能发现

新基因［７］。目前，它已被广泛应用于胚胎发育［５］、细

胞分化［８］及恶性转化［９］等重要生命过程相关基因的

研究。本课题组前期利用基因捕获技术建立了小鼠

胚胎间充质干细胞 Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２（简称１０Ｔ１／２细

胞）基因捕获阳性克隆库［１０］，并分离获得一个新基因

ｍｇｔ１６［１１］。本实验旨在构建小鼠新基因ｍｇｔ１６的

反转录病毒载体，并观察其在１０Ｔ１／２细胞中的表达，

为进一步研究新基因ｍｇｔ１６在间充质干细胞中的功

能奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料　大肠杆菌Ｅ．ｃｏｌｉ．ＤＨ５α、质粒ｐＥＧＦＰ

Ｎ１、含小鼠新基因（ｍｇｔ１６）的ＤＮＡ序列由本实验

室保存。反转录病毒载体ｐＬＥＧＦＰＮ１由第三军医

大学解剖教研室惠赠。反转录病毒包装细胞Ｐｈｏｅ

ｎｉｘ由第三军医大学生化教研室惠赠。小鼠间充质

干 细 胞 株 Ｃ３Ｈ／１０Ｔ１／２ 购 自 ＡＴＣＣ 细 胞 库。

ＤＭＥＭ 高糖培养基购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，胎牛血清

（ＦＢＳ）购自 Ｇｉｂｃｏ公司，胰酶购自 Ａｍｅｒｓｃｏ公司。

质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ公司。

限制性内切酶ＢｇｌⅡ、ＰｓｔⅠ、ＮｏｔⅠ、ＳａｌⅠ以及Ｔ４

连接酶购自ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄ公司。Ｔａｑ聚合酶、ＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ、高保真ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＤＮＡ 多聚酶购自

ＴａＫａＲａ公司。Ｇ４１８购自Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司。Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。聚凝胺（ｐｏ

ｌｙｂｒｅｎｅ）购自Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司。ＰＣＲ引物及基因测

序均由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司完成。氨苄青霉素

（Ａｍｐ）、卡那霉素（Ｋａｎ）购自华北制药集团有限责任

公司。二甲亚砜（ＤＭＳＯ）购自成都科龙化工厂。

１．２　ＰＣＲ法获取目的基因片段　以本实验室保存

的小鼠新基因（ｍｇｔ１６）的 ＤＮＡ 序列为模板，使用

ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０设计含ＢｇｌⅡ酶切位点的上游引

物５′ＧＡＡＧＡＴＣＴＧＴＣＡＴＧＧＣＣＴＣＣＧＴＣＡ

ＡＣ３′及含ＰｓｔⅠ酶切位点的下游引物５′ＡＡＣＴＧＣ

ＡＧＣＣＣＣＡＧＴＡＡＡＡＴＣＴＣＡＴＣＴＧ３′，使用

高保真ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＤＮＡ 多聚酶进行ＰＣＲ扩

增，１％琼脂糖凝胶电泳分析ＰＣＲ扩增结果。

１．３　ＴＡ克隆及ＰＣＲ法鉴定　取含ｍｇｔ１６基因

编码序列的ＰＣＲ产物２０μＬ加入０．１μＬ普通Ｔａｑ
酶混匀，ＰＣＲ仪上７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃维持１０ｍｉｎ

进行ＰＣＲ产物末端加Ａ反应后取１μＬＴＡ克隆。

反应体系如下：ｐＭＤ１８Ｔｖｅｃｔｏｒ１μＬ，加ＡＰＣＲ产

物１μＬ，ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ５μＬ，ＭｉｌｌｉＱ Ｈ２Ｏ３μＬ，共１０
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μＬ。１６℃ 恒温仪连接１ｈ后，进行转化、涂１００μｇ／

ｍＬＡｍｐ＋ ＬＢ平板培养过夜。挑取５个ＬＢ平板上

分隔良好的单克隆菌落，于１００μｇ／ｍＬＡｍｐ
＋ ＬＢ

培养液，３７℃９５０ｒ／ｍｉｎ过夜摇菌，取菌液各１μＬ为

模板进行ＰＣＲ反应。１％琼脂糖凝胶电泳分析ＰＣＲ

扩增结果。选择３个可疑阳性克隆菌株，委托上海

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司进行测序。

１．４　ｐＥＧＦＰＮ１１６载体的构建及鉴定 　 将含

ｐＥＧＦＰＮ１或测序正确的菌落（命名为ｐＭＤ１８Ｔ

１６），３７℃过夜摇菌，按试剂盒说明书提取质粒。

ｐＭＤ１８Ｔ１６和ｐＥＧＦＰＮ１质粒均用ＢｇｌⅡ 和ＰｓｔⅠ
双酶切１０管。酶切产物经１％琼脂糖凝胶电泳，按

胶回收试剂盒说明书切胶回收。根据载体与目的片

段摩尔数比为１（３～１０）的原则进行连接反应。取

３管ＤＨ５α感受态菌液各５０μＬ，第１管加入连接反

应产物，第２管加入载体ＤＮＡ作为阳性对照，第３

管不加外源ＤＮＡ作为阴性对照。将ＤＮＡ与感受

态菌液混匀进行电击转化。然后立即加入１ｍＬＬＢ

培养液混匀并移入ＥＰ管内，３７℃，９５０ｒ／ｍｉｎ，培养

１ｈ。各管离心，１００００×ｇ１ｍｉｎ。吸弃约９００μＬ

上清后混匀沉淀，各取１００μＬ涂布５０μｇ／ｍＬＫａｎ
＋

ＬＢ平板，３７℃孵箱培养１６ｈ。挑取转化平板上阳性

菌落接种５０μｇ／ｍＬＫａｎ
＋ ＬＢ培养液中，３７℃，９５０

ｒ／ｍｉｎ，培养１６ｈ。提取质粒 ＤＮＡ、进行菌液ＰＣＲ

鉴定。同时，对ＰＣＲ鉴定初步筛选为阳性重组子的

ｐＥＧＦＰＮ１１６质粒进行ＢｇｌⅡ 和 ＮｏｔⅠ双酶切鉴

定。将鉴定获得的可疑阳性克隆菌株送上海Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司进行测序。

１．５　ｐＬＥＧＦＰＮ１１６载体的构建及酶切鉴定　将

反转录病毒载体ｐＬＥＧＦＰＮ１用ＢｇｌⅡ 和ＮｏｔⅠ双

酶切，酶切产物经１％琼脂糖凝胶电泳。将经测序正

确连接的ｐＥＧＦＰＮ１１６、酶切鉴定正确的ｐＬＥＧＦＰ

Ｎ１转化的菌液，３７℃，９５０ｒ／ｍｉｎ振荡过夜，提取质

粒、用ＢｇｌⅡ 和ＮｏｔⅠ双酶切、切胶回收、连接及转

化，挑取转化平板上阳性菌落，接种１００μｇ／ｍＬ

Ａｍｐ＋ ＬＢ培养液中，３７℃，９５０ｒ／ｍｉｎ，培养过夜。

重组质粒ｐＬＥＧＦＰＮ１１６以ＢｇｌⅡ 和ＳａｌⅠ双酶切

鉴定。将获得的可疑阳性克隆菌株送上海Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司进行测序。

１．６　反转录病毒的包装及滴度测定　取生长状态

良好的Ｐｈｏｅｎｉｘ培养于ＤＭＥＭ高糖培养液（含１０％

ＦＢＳ），以９×１０５／孔接种于６孔板２孔，置３７℃、５％

ＣＯ２培养箱培养１８～２４ｈ；待细胞贴壁生长达８０％

融合时，以 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染ｐＬＥＧＦＰＮ１、

ｐＬＥＧＦＰＮ１１６各１孔，２４ｈ后荧光显微镜下观察

绿色荧光。７２ｈ后收集病毒上清，１５００ｒ／ｍｉｎ离心

３ｍｉｎ，取上清－７０℃保存。１０Ｔ１／２细胞的培养参

考文献［１２］。取生长状态良好的１０Ｔ１／２细胞以

１×１０４／孔接种于２４孔板，细胞贴壁后加入含终浓

度８μｇ／ｍＬｐｏｌｙｂｒｅｎｅ的病毒上清１２５μＬ 感染

１０Ｔ１／２，２４ｈ后用新鲜培养液取代感染培养液，继

续培养４８ｈ后荧光显微镜下观察结果。

１．７　１０Ｔ１／２ 细胞的感染及 ｍｇｔ１６ 基因的分

布　取生长状态良好的１０Ｔ１／２细胞以３×１０４／孔接

种于２４孔板，细胞贴壁后加入１０００μＬ／孔病毒上

清感染１０Ｔ１／２细胞，并加入ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ至终浓度为

８μｇ／ｍＬ，２４ｈ后用新鲜培养液取代感染培养液，继

续培养４８ｈ后加入４００μｇ／ｍＬＧ４１８筛选并扩大培

养。荧光显微镜下观察结果。

２　结　果

２．１　目的基因ｍｇｔ１６ＰＣＲ扩增产物电泳结果　以

含ｍｇｔ１６基因的ＤＮＡ序列为模板，用高保真Ｔａｑ
聚合酶进行ＰＣＲ扩增，产物琼脂糖凝胶电泳后出现

约３００ｂｐ条带，片段大小与预期值一致，表明目的

基因克隆成功。

２．２　ｐＥＧＦＰＮ１１６载体的构建及鉴定　将含ｍｇｔ

１６基因编码序列的ＰＣＲ产物ＴＡ克隆后取５个菌

落菌液ＰＣＲ鉴定获得４个阳性菌落。将测序正确

的ｐＭＤ１８Ｔ１６菌落与ｐＥＧＦＰＮ１质粒均用ＢｇｌⅡ
和ＰｓｔⅠ双酶切后电泳，ｐＭＤ１８Ｔ１６出现大小为

２７０２ｂｐ和２９１ｂｐ条带，ｐＥＧＦＰＮ１出现大小为

４７０４ｂｐ和２９ｂｐ条带。胶回收ｐＥＧＦＰＮ１酶切后

的４７０４ｂｐ片段为骨架，ｐＭＤ１８Ｔ１６酶切后的２９１

ｂｐ片段为目的片段，用Ｔ４连接酶连接，转化，摇菌

后取５个菌落菌液ＰＣＲ电泳，均出现约３００ｂｐ目的

条带，对ＰＣＲ鉴定初步筛选为阳性重组子的ｐＥＧ

ＦＰＮ１１６质粒用ＢｇｌⅡ和ＮｏｔⅠ双酶切后琼脂糖凝
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胶电泳，出现了３９４１ｂｐ和１０５５ｂｐ两条目的条带，

再次证实ｐＥＧＦＰＮ１１６重组子构建成功。

２．３　ｐＬＥＧＦＰＮ１１６载体的构建及鉴定　反转录

病毒载体ｐＬＥＧＦＰＮ１用ＢｇｌⅡ和ＮｏｔⅠ双酶切后

琼脂糖凝胶电泳，出现了６０９９ｂｐ和７９２ｂｐ两条

带，与预期结果一致（图１Ａ）。胶回收ｐＬＥＧＦＰＮ１

双酶切后的６０９９ｂｐ片段，以此为基础骨架，将

ｐＥＧＦＰＮ１１６载体ＢｇｌⅡ和ＮｏｔⅠ双酶切，胶回收

含ｍｇｔ１６与增强型绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）片段的条

带，以含ｍｇｔ１６与ＥＧＦＰ的条带为外源片段亚克隆

至ｐＬＥＧＦＰＮ１载体，构建重组质粒ｐＬＥＧＦＰＮ１

１６，以ＢｇｌⅡ和ＳａｌⅠ双酶切鉴定、琼脂糖凝胶电

泳，出现了６８６１ｂｐ和２９３ｂｐ两条带，与预期结果

一致（图１Ｂ）。经测序验证 ｐＬＥＧＦＰＮ１１６构建

成功。

图１　ｐＬＥＧＦＰＮ１和ｐＬＥＧＦＰＮ１１６双酶切鉴定结果

Ｍ：ＤＮＡ标记物；Ａ：１为ｐＬＥＧＦＰＮ１双酶切产物；２为

ｐＬＥＧＦＰＮ１；Ｂ：１５为ｐＬＥＧＦＰＮ１１６双酶切产物

２．４　病毒滴度测定和ｍｇｔ１６在１０Ｔ１／２细胞的稳

定表达　将对照组ｐＬＥＧＦＰＮ１和构建的ｍｇｔ１６

融合ＥＧＦＰ的重组载体ｐＬＥＧＦＰＮ１１６转染包装细

胞Ｐｈｏｅｎｉｘ２４ｈ，荧光显微镜下观察，可见对照组

ｐＬＥＧＦＰＮ１转染的Ｐｈｏｅｎｉｘ细胞绿色荧光呈泛细

胞表达（图２Ａ），而ｐＬＥＧＦＰＮ１１６转染的Ｐｈｏｅｎｉｘ

细胞绿色荧光明显呈胞质表达，局部有聚集现象（图

２Ｂ）。加入含终浓度８μｇ／ｍＬｐｏｌｙｂｒｅｎｅ１２５μＬ病

毒上清感染１０Ｔ１／２，２４ｈ后换成新鲜培养液，继续

培养４８ｈ后观察细胞的荧光效率，以此判断病毒的

滴度为２．９８×１０４ ＣＦＵ／ｍＬ。收集病毒上清感染

１０Ｔ１／２细胞，４００μｇ／ｍＬＧ４１８筛选１４ｄ建立了稳

定表达克隆，对照组ｐＬＥＧＦＰＮ１感染的１０Ｔ１／２细

胞绿色荧光还是呈泛细胞表达（图２Ｃ），而重组载体

ｐＬＥＧＦＰＮ１１６感染的１０Ｔ１／２细胞绿色荧光还是

呈胞质表达，核周表达水平较高（图２Ｄ）。

图２　荧光显微镜检测ｍｇｔ１６在包装细胞Ｐｈｏｅｎｉｘ和

间充质干细胞１０Ｔ１／２中的表达

Ａ，Ｂ：ｐＬＥＧＦＰＮ１和过表达ｍｇｔ１６ｐＬＥＧＦＰＮ１１６转染的

Ｐｈｏｅｎｉｘ；Ｃ，Ｄ：ｐＬＥＧＦＰＮ１和过表达ｍｇｔ１６ｐＬＥＧＦＰＮ１

１６感染的１０Ｔ１／２细胞

３　讨　论

　　研究基因功能常见的策略是基因过表达，基本

过程是通过载体将目的基因转入某一特定细胞使其

过表达，观察过表达该基因后细胞生物学行为的变

化，从而了解该基因的功能［１，１３］。目前常用的方法

有病毒法和非病毒法两种。非病毒法操作简便，但

转染效率和整合效率较低而难以达到预期效果；病

毒法利用病毒ＲＮＡ能整合到宿主细胞基因组的特

性，通过辅助系统将目的基因传递到受体细胞［１４］。

本研究所用载体ｐＬＥＧＦＰＮ１为反转录病毒载体，

可以高效地将外源基因整合入分裂期靶细胞的基因

组中，从而长期、稳定地表达外源基因。研究表明，

利用ｐＬＥＧＦＰＮ１反转录病毒载体转染包装细胞，

提取病毒上清，感染骨髓间充质干细胞，可获得稳定

表达 绿 色 荧 光 蛋 白 （ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，

ＧＦＰ）的间充质干细胞，且其生物学特性无明显改

变［１５］。

　　本研究通过高保真ＰＣＲ、ＴＡ克隆、ＰＣＲ鉴定

及测序分析获得了ｍｇｔ１６编码序列，构建了ｍｇｔ１６

融合ＥＧＦＰ的ｐＥＧＦＰＮ１１６真核表达载体，但此载

体转染细胞存在表达目的基因时间短的缺点，因此，
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通过ＢｇｌⅡ和ＮｏｔⅠ双酶切后将含ｍｇｔ１６与ＥＧＦＰ
的片段克隆至反转录病毒载体ｐＬＥＧＦＰＮ１上，构

建了重组反转录病毒载体ｐＬＥＧＦＰＮ１１６，经酶切

鉴定和测序分析，说明重组的反转录病毒载体

ｐＬＥＧＦＰＮ１１６构建成功。此外，除获得只能短暂

表达但无需病毒包装的ｐＥＧＦＰＮ１１６真核表达质

粒及可稳定表达但需病毒包装的ｐＬＥＧＦＰＮ１１６反

转录病毒载体外，我们还将ｐＬＥＧＦＰＮ１和ｐＩＲＥＳ２

ＥＧＦＰ两种质粒酶切构建了带内核糖体插入序列

（ｉｎｔｅｒｎａｌｒｉｂｏｓｏｍｅｅｎｔｒｙｓｉｔｅ，ＩＲＥＳ）的ｐＬＩＲＥＳ

ＥＧＦＰＮ１及 ｐＬＩＲＥＳＥＧＦＰ１６反转录病毒载体

（另文报道），为方便同时构建ｐＬＥＧＦＰＮ１１６、ｐＬ

ＩＲＥＳＥＧＦＰＮ１及ｐＬＩＲＥＳＥＧＦＰ１６反转录病毒

载体，也需要先构建ｐＥＧＦＰＮ１１６真核表达质粒。

用ｐＬＥＧＦＰＮ１及构建的ｐＬＥＧＦＰＮ１１６反转录病

毒载体转染包装细胞Ｐｈｏｅｎｉｘ２４ｈ后，荧光显微镜

下可见对照组Ｐｈｏｅｎｉｘ细胞绿色荧光呈泛细胞表

达，而重组载体ｐＬＥＧＦＰＮ１１６转染的Ｐｈｏｅｎｉｘ细

胞绿色荧光明显呈胞质表达，且在局部有聚集。收

集病毒上清感染１０Ｔ１／２细胞，４００μｇ／ｍＬＧ４１８筛

选１４ｄ建立了稳定表达克隆，对照组ｐＬＥＧＦＰＮ１

感染的１０Ｔ１／２细胞绿色荧光仍呈泛细胞表达，而

ｍｇｔ１６融合ＥＧＦＰ的重组载体ｐＬＥＧＦＰＮ１１６感

染的１０Ｔ１／２细胞绿色荧光也依旧呈胞质表达。由

于在反转录病毒载体ｐＬＥＧＦＰＮ１１６中，ＥＧＦＰ和

ｍｇｔ１６的编码区是在一个表达框里，表达的是ＥＧ

ＦＰＭＧＴ１６融合蛋白，而 ＭＧＴ１６蛋白的表达水平

可以通过荧光强弱直观观察到，并且 ＭＧＴ１６蛋白

在细胞内的分布定位可以通过ＥＧＦＰ融合蛋白的定

位来指示。本研究通过荧光显微镜观察发现新基因

ｍｇｔ１６为胞质表达基因，ＭＧＴ１６蛋白在核周分布

较高。

　　综上所述，重组的反转录病毒载体ｐＬＥＧＦＰ

Ｎ１１６成功构建，并在小鼠间充质干细胞表达，这为

进一步研究新基因ｍｇｔ１６对间充质干细胞增殖、迁

移、分化等生物学特性的影响及下一步开展体内研

究奠定了实验基础。
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