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以新霉素抗性基因突变体为筛选标志的真核表达载体的构建
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摘 要 新霉素抗性基因（$%(）是真核表达载体的常用筛选标志，$%( 基因编码新霉素磷酸转移酶!（+?1!），能催化

@A!"、卡那霉素等多种氨基糖苷抗生素分子磷酸化而使之失去抗菌活性。通过对真核表达载体的筛选标志基因 $%(
进行定点突变，以降低 +?1!的活性，然后用含 $%( 突变体的真核表达载体 B5C+D 构建荧光素酶表达质粒，稳定转染

EFG/H! 细胞，发现表达荧光素酶的阳性细胞比例达到 I&J，其中高表达细胞集落的筛选率明显高于对照组。
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氨基糖苷磷酸转移酶（D56;(7).8(L6M2 B9(LB9(/
>N-;LO2N-L2）能催化 @A!"、新霉素、卡那霉素等氨基糖

苷抗生素分子的磷酸化作用，使之丧失抗菌活性，新

霉素磷酸转移酶!（+2(5.86; B9(LB9(>N-;LO2N-L2!，

+?1!）是其中最著名的成员，其编码基因 $%( 常用

作真核表达载体的筛选标志。但是 $%( 基因活性较

高，少量表达就能使细胞通过筛选，结果既增加了筛

选工作量，又不利于高表达克隆的获得。对 $%( 基

因在特定位点进行突变，可使其活性下降，转化子抵

抗筛选药物 @A!" 毒性的能力减弱［!，$］，此时，能够存

活的是 $%( 基因和目的基因插入到染色体表达活跃

区域的细胞，因而提高高表达阳性克隆的获得率。

P)-QR:2Q S 等对 !"IF#T、U、V，!I%@#C，$!$W#
@，$3$C#+，#3’#,2> 分别进行了实验，结果是前 A
种突变所能抵抗的药物的最低浓度（,6;65-) 6;96X6>
8(;82;>N->6(;，,YE）为野生型的 %=$J Z !=&J，#3’#
, 的 ,YE 为野生型的 3=$J［!］；T2;(OL[. 等将 !"$4
突变为 C，发现突变子在 @A!" 浓度为 $%"7\5V 时生

长状态不佳，在浓度为 #%"7\5V 时无生长，而非突变

基因转化子在任何 @A!" 浓度时均生长良好［$］。根

据以上报道，鉴于其它的突变使 +?1 !活性丧失太

大，细胞的生存能力低下，本项研究仅选取 #3’#,
突变位点，进行载体突变体研究。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 质粒、菌株与细胞株：大肠杆菌 S,!%I、EFG/
H! 细胞为本室保存；真核表达载体 B8C+D#=!（ ] ）

为 Y;^6>N(72; 公司产品；真核表达载体 B@V#/BN(5(>2N
为 ?N(527- 公司产品。

!"!"# 寡聚核苷酸突变引物：?!：&_ E @E1 @DE
D@E E@@ DDE D1@ @E@ @ED 1ED @D@ ED #_；?$：&_
1@ E1E 1@D 1@E E@E ED1 @11 EE@ @E1 @1E D@E
@ #_，其中 1、D 为突变位点，由本所合成。

!"!"$ 限制酶为华美、鼎国生物工程公司产品；修

饰酶为美国 ?N(527- 公司、P6()-XL 公司产品。

!"!"% 大量质粒提取试剂盒、?EW 产物纯化试剂盒

为 ?N(527- 公司产品；小量质粒提取试剂盒为上海

华舜公司产品。

!"!"& 哺乳动物细胞培养基 C,4,、筛选药物 @A!"
为美国 @YPEG 公司产品；胎牛血清为中国医学科学

院血液研究所产品；阳离子脂质体 V6B(O28>D,Y+4 为

@YPEG 公司产品；V:86O2N-L2 DLL-. U.L>25 为 ?N(527-
公司产品。

!"!"’ 正 电 荷 尼 龙 膜 为 F.X(;M 公 司 产 品；

+(N>9$U(:>9W C2N28> FW? V-X2)6;7 -;M C2>28>6(; U.L>25
为 ?Y4WE4 公司产品；EV/‘ B(L:N21, a6)5 为 ?Y4WE4
公司产品。



!"!"# !"#$%&#’(’) 荧光光度计（型号 *+,-./-.）为

*01231 +345624 公司制造。

!"$ 方法

!"$"! 通过 781 实现 !"# 基因 9:;!< 突变（6*6
!=*6）［> ? :］：@.!! 的 781 反应体系中含：*)$A,B8C
D.##&C/!，模板 EF+2=9GD（ H ）D.%I，J2*7 .G-##&C/
!，<I8C- DG@##&C/!，引物 7D、7- 各 @.%I，以上反应液

混合均匀后，K@L变性 @#$%，再加入 *MN EC"A +2= 聚

合酶 DG@0。循环反应参数：K>L9.A，@@L9.A，O-L
D.#$%，共 D: 个循环，反应完成后 O-L 延伸 O#$%。

+E%5 酶切 781 产物后，转化 P<D.K 细胞。

!"$"$ +2= 的操作：质粒 +2= 的提取、+2= 纯化

（736 法）、酶切、转化等操作按照文献［O］有关章节及

试剂盒产品操作说明进行。

!"$"% 阳离子脂质体 !$E&Q’F(=<523 介导法转染细

胞［R］按 65S8T 公司产品操作指导进行。

!"$"& 细胞培养［K ? DD］：8BT,UD 细胞用 +<3< 培养

基（含 D.V胎牛血清、D..!I/#! 氨苄青霉素、D.."/
#! 链霉素、-##&C/! 谷氨酰胺、.GD##&C/! 脯氨酸）

培养，- ? 9J 传代 D 次。

!"$"’ 转染后细胞的选择培养：永久表达的细胞，

在转染后 >RW D XD. 传代，换选择培养基（+<3< 中补

加 :..!Y/#! 的 6>DR），每 - ? 9J 换液 D 次，D 周左右

转染成功的细胞长出克隆。D@J 后长出肉眼可见的

克隆，挑细胞集落至 -> 孔板，继续用选择培养基培

养至细胞长满孔后。转入底面积为（9 Z @）F#- 细胞

培养瓶，继续扩大培养至细胞长满瓶底。

!"$"( C"F 基因表达活性测定：当细胞长满细胞瓶

底时（约 D.: 个细胞），收集培养细胞，用 !"F$Q’)MA’
=AAM[ 4[A(’# 提供的细胞裂解液 @..!! 裂解细胞，放

置 @#$% 后离心，收集上清。收获的上清用 !"#$%&#,
’(’) 荧光光度计测定荧光相对值。

!"$"# 转染细胞细胞集落基因组中目的基因拷贝

数的测定：参照文献［9］中第 - 章 -GKS\ - 方法在尼

龙膜 上 点 样，按 753183 公 司 提 供 的 2&)(W-4&"(W1
+$)’F( B17 CM]’C$%I M%J +’(’F($&% A[A(’# 产品说明进

行探针的制备和 +2= 斑点杂交。

$ 结 果

$"! )*+,-./0 1 的构建

$"!"! 基因定点突变后突变体序列分析：随机挑取

: 个单菌落培养、提取质粒、测序，得到 - 个突变体，

图 D 为部分测序结果，表明它的确是所需要的突变

体 E#+2=，突变位点用方框标出。

图 D EF+2=9GD（ H ）突变体的测序结果（部分）

^$I\D 7M)( %"FC’&($J’ M%J J’J"F’J M#$%& MF$J A’N"’%F’A &Q #"(M(’J !"# I’%’

$"!"$ 真核表达载体 E#+2=C"F H 的构建：真核表 达载体 E#+2=C"F H 的构建策略如图 - 所示，同时，
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在 !"#$%&’(（ ) ）的多克隆位点中插入 *+" ) 基因作

为对照表达载体 !"#$%*+" ) ，筛选两种表达载体的

阳性克隆。

图 , 真核表达载体 !-#$%*+") 的构建策略

./01, 234567+"6/34 38 9+:;7<36/" 9=!7955/34 >9"637 !-#$%*+")

!"! #$%&’()*+ 在 ,-./01 细胞中的表达

!"!"1 !-#$%*+") 和 !"#$%*+") 转染 2?@AB( 细胞

的细胞集落表达：在用选择培养基筛选永久表达的

细胞集落时，同时用选择培养基培养未经转染的

2?@AB( 细胞作为阴性对照。约 ,C D &CE 后，未经转

染的 2?@AB( 细胞全部死亡，而转染细胞则长出细

胞集落。

随机挑取细胞集落，扩大培养至长满培养瓶时，

在 F+-/43-9697 荧光光度计灵敏度为 GH’I 时，测其

表达荧光相对值，表 ( 为 , 种质粒转染细胞的总体

结果。

!"!"! 转染细胞的表达水平：突变体表达载体和对

照载体转染细胞筛选的高表达集落（在灵敏度为

GH’I 时，表达的荧光相对值大于 HHHH）分别为 & 株

和 , 株，将以上 J 个高表达的细胞在多次转代后分

两组：一组用选择培养基培养，另一组则去掉选择压

力，用完全培养基培养；待两者长满细胞瓶后（约 I
K (CJ 个细胞）收获细胞，在灵敏度为 &H’H 时测 FL2
荧光相对值，同时用荧光素酶标准品作标准曲线，见

图 &。在标准曲线上读出其对应的表达量 ! 值（40M

!F），并同时计算出表达的 FL2 总量（ N JCC!F K !）

（40MI K (CJ 细胞），结果列于表 ,。

表 1 ! 种质粒转染细胞阳性集落比较

234(5 1 ,6$#37896: 6; <=6 #698<8>5 <73:9;5*<5? *5(( *6(6:859

O*;5-/E

>9"637

23*34<

4+-P97

Q36;*

9=!7955/34

"3*34/95

F3RA9=!7955/34

"3*34/95
（( D JCC）

S/EA9=!7955/34

"3*34/95
（JCC D ,CCC）

?/0TA9=!7955/34

"3*34/95
（ U ,CCC）

V;6/3 38 T/0TA

9=!7955/34

"3*34/95MW

X"7994/40

7;6/3

MW

S9;4

FL2

>;*+9

!"#$%*+" JC &, H (J I ,J YG ((HZ

!-#$%*+" JH JY I ,, ,Y GY’Y HJ ,GC&

#/79"6/34：23*34< RT359 9=!7955/34 ;"6/>/6< /5 *3R97 6T;4 ( /5 790;7E9E ;5 R/6T3+6 9=!7955/34 ;"6/>/6<

表 ! 灵敏度为 @A"A 时几个高表达的细胞集落表达数据

234(5 ! %3<3 6; B8CB57 5D#75995? *6(6:859 8: 95:98<8>8<E @A"A

X;-!*9 FL2 ;"6/>/6<（"） [=!7955/34（!） \7355M（40MI K (CJ "9**5） FL2 >;*+9M（!0M"9**）

!"#$%*+" &（R/6T3+6 E7+0） (C(& C’C(&J Y’ZJ I’GG K (C ] &

!"#$%*+" & ICG’I C’C(CJ J’,J Y’JY K (C ] &

!"#$%*+" G（R/6T3+6 E7+0） (HYH C’C,Z( (&’JJ (’YH K (C ] &

!"#$%*+" G ,&CZ C’C&(H (J’HJ (’HH K (C ] &

!-#$%*+" (I（R/6T3+6 E7+0）
U HHHH

;8697 GA83*E E/*+6/34

JIJI

G K C’CI,Y (YJ’, ,’CZ K (C ] ,

!-#$%*+" (I

U HHHH

;8697 GA83*E E/*+6/34

GG&J

G K C’CY,& (,G’Y (’JJ K (C ] ,
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图 ! 表达量标准曲线

"#$%! &’()*(+* ,-+./ 01 234 /56+/77#0)

!"!"# 细胞集落基因组中目的基因拷贝数的测定：

用 8-,9 基因作为探针，变性的质粒 6:;<=8-,9 为标

准品，提取的细胞集落基因组经变性处理作为样品，

在带正电荷的尼龙膜上与探针杂交，形成 ;<= 斑点

印记，显色结果见图 >。

图 > ;<= 斑点杂交结果

"#$%> ?/7-8’ 01 ;<= *0’ @80’
!A、!B、!!、!> (+/ 7’()*(+* ;<= C#’D (**#’#0) 01 AE)$、A )$、EFA

)$ 、EFEA)$，’D/ 0’D/+"A、"B、"! (+/ 6:;<=8-, 9 ’+()71/,’/* ,/88

,080)#/7 ! G 、AH G 、BI G ，"> (+/ 6,;<=8-, 9 ’+()71/,’/* ,/88 ,080)J

! G +/76/,’#./8J

目的基因拷贝数计算公式为：

!"#$%&’ K ( L EFA L ! L AEM
NBEE L )

)：样品加入量（)$）；(：样品点与标准 EFA )$ 点的

色泽比。其中，质粒 6:;<=8-,9 约为 NBEE @6，仓鼠

基因组约为 ! L AEM @6；结果见表 !。

表 # 样点加样量、色比及计算的拷贝数表

$%&’( # )(*+’, %**%- ./ 012 3., &’.,

&(:68/ *0’ "A "B "! ">

&(:68/（)$） BOIEE A!INE !EEEE BIHEE

4080+ +(’#0（P） EFI> EFNI EF>A EFNI

406J )-:@/+ AF!!H BF!IO EFOHH AFBEI

计算得知，6:;<=8-,9 转染细胞集落基因组中

目的基因拷贝数只为 A Q B。

# 讨 论

荧光素酶基因（2-,#1/+(7/ $/)/ 即 8-,9 ）是目前

常用的报道基因之一，因其所编码的酶活性测定简

单、快捷、灵敏度高，且其活性不受细胞内其它酶的

干扰而受到广泛的欢迎。本实验采用了以 8-,9 基

因作为目的基因的表达系统，通过对其表达水平的

测定，考察所构建的真核表达载体的表达效果。

两种质粒转染后的细胞集落表达结果表明，以

%*" 基因突变体为筛选标志的真核表达载体的筛选

率和表达的平均荧光相对值均高于非突变体转染细

胞，尤其是高表达细胞克隆的筛选率比对照有明显

提高，突变体表达载体转染细胞高表达的集落（荧光

相对 值 大 于 BEEE）占 表 达 细 胞 集 落 的 >IR，而

6,;<=8-,9 转染细胞只为 BNR，其筛选到的细胞集

落的最高表达活性是6,;<=8-,9 转染细胞细胞集落

的 BN 倍。目的基因拷贝数测定结果说明目的基因

没有扩增，细胞集落表达活性所表现出来的差异在

于插入位点活跃程度的不同，通过载体6:;<=8-,9

上突变的 %*" 基因的筛选作用，能够筛选到目的基

因处于染色体高度活跃区，即高效表达的细胞集落。

经多次传代后所有筛选的细胞集落分别在有或

无选择压力的条件下培养，它们的 +&! 基因表达活

性差别不大，说明由质粒携带的目的基因已经稳定

地整合到细胞的基因组中，能随细胞基因组稳定地

遗传。

由于 %*" 基因突变体的抗性降低，只有那些高

效表达 %*" 基因的细胞，才能抵抗药物的毒性，因此

%*" 突变体真核表达载体的筛选力度增大，能有效

地筛选到高表达的细胞株。本文所构建的以 %*" 基

因突变体为筛选标志的真核表达载体的筛选水平达

到了我们预期的目标，是一种优于商品来源 6,;S
<=!FA（ 9 ）的表达载体。
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［ K ］ ).3L01 M N，C:O825;9 *- )65 1.H;7 B5951.2;09 0> 0L;B09=:L502;75 4=P

2.2;098 .2 6;B6 >15<=59:3 =8;9B H608H601026;0.25P407;>;57 Q%$- !"#

$%&’$ ($’)* +&*，EFRK，!"：RGSK J RGRK
［ S ］ T:UL5LL.97 T，%5L809 T，V.8:6O5 C &, -% - C>>5:2 0> 8;25P8H5:;>;:

407;>;:.2;09 09 15821;:2;09 59709=:L5.858 .97 Q%$ 407;>;:.2;09 4526P

3L21.98>51.858- !"$% ($’)* +&*，EFF!，##：IS!W J ISKF
［ G ］ *15751;:O T，$=8=/5L，X4;26 M $，&, -% - X6012 H1020:0L8 ;9 40L5:=P
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成年人骨髓干细胞研究

关于“胚胎干细胞”研究及其发展的伦理之争一直没有停止，特别是“胚胎干细胞克隆”的研究，因为它涉及的面更为广泛

而敏感，争议也更为激烈。为避开这些，使研究工作得以健康稳步地发展，非胚胎干细胞的研究及其应用也不亚于胚胎干细

胞而显现出它的生命力。美国明尼苏达大学研究人员发现成年人体内（如骨髓）有与胚胎细胞一样分化潜能很强的干细胞，

并认为它有可能分化成任何类型的组织，其分化能力之强可与胚胎干细胞相媲美，他们把这类成体干细胞称之为“多能成体

祖细胞”。所谓多能是指该“祖细胞”能分化成心肌、大脑、肝脏、皮肤和各类神经细胞等，表现其分化的多能性。基于一切肌

体细胞源于胚胎干细胞的原理，它是否有如同胚胎干细胞的全能性呢？目前这还是未知因素；但既然有类似于胚胎干细胞的

功能，在医疗方面则有可能替代胚胎干细胞，研究开发它应是大有可为的，这将是“再生治疗医学”的热点之一。

其实，成年体细胞的干细胞研究在国内外均有之，如在成年人皮肤、肌肉、骨髓、胰腺、脂肪组织中均存在着具有分化为其

他组织细胞的干细胞，与之不同的是，此成体干细胞的分化潜能有似胚胎干细胞那样具有分化的多能性的一方面，有其重要

实用价值；而是否具有胚胎干细胞的另一方面，即表现其全能性尚未知。如果也存在的话，再加上克隆技术的应用，则又会涉

及伦理之争，因此，避开为最优选择。人类成体干细胞研究的目标是明确的，即服务于人类医疗保健。明尼苏达大学研究人

员发现的“多能性祖细胞”是基于此目标的。他们第一次通过研究实践发现，取自成年实验鼠和成年人体干细胞在培养液中

培养似能无限期地生长，与胚胎干细胞极其相似，其中一部分细胞在生长 @ 年之后，其特性依然保持完好，无任何衰老迹象。

这表明此干细胞的强大生命力。从此也可以看出，源于非胚胎干细胞的成体干细胞及其应用将展现出光明的前景。

（柯 为）
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