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ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９及ＳＬ７２０７／ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９
重组沙门菌的构建及表达
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（重庆医科大学附属第一医院消化内科　４０００１６）

　　摘　要：目的　将人水甘油通道蛋白９（ＡＱＰ９）真核表达质粒ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９及干扰质粒ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９通过电穿孔转化

减毒沙门菌株ＳＬ７２０７，并验证其表达情况，为阐明ＡＱＰ９在非酒精性脂肪肝病（ＮＡＦＬＤ）中的作用奠定基础。方法　从人肝脏组

织中通过ＲＴＰＣＲ获得ＡＱＰ９基因，克隆到载体ｐＥＧＦＰＮ１上，构建真核表达质粒ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９，设计合成针对人ＡＱＰ９的

ｓｉＲＮＡ，退火形成双链ｓｈＲＮＡ，并插入ｐＧｅｎｅｓｉｌ１质粒中，构建干扰质粒ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９，电穿孔转化减毒沙门菌株ＳＬ７２０７，通过

ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证其表达情况，并检测其稳定性。结果　成功构建ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９及ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９重组质粒，将其转

化ＳＬ７２０７后，能在重组沙门菌中表达。结论　成功构建ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９及ＳＬ７２０７／ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９重组沙门菌，为进

一步研究ＡＱＰ９对ＮＡＦＬＤ的基因治疗奠定基础。
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ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１２．３３．００１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１２）３３３４６５０３

犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀犪狀犱犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪犛犔７２０７／狆犈犌犉犘犖１犃犙犘９犪狀犱犛犔７２０７／狆狊犺犚犖犃犃犙犘９


犠犪狀犵犆犺狌犪狀，犓犪狀犵犢狌犼狌狀，犑犻犪狀犵犣犺犲狀犵△，犠犪狀犵犘犻犾狅狀犵

（犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犌犪狊狋狉狅犲狀狋犲狉狅犾狅犵狔，狋犺犲犉犻狉狊狋犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犆犺狅狀犵狇犻狀犵犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犆犺狅狀犵狇犻狀犵４０００１６，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｔｒａｎｓｆｏｒｍｈｕｍａｎａｑｕａｇｌｙｃｅｒｏｐｏｒｉｎ９（ＡＱＰ９）ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｐＥＧＦＰＮ１

ＡＱＰ９ａｎｄｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｐｌａｓｍｉｄｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９ｉｎｔｏａｔｔｅｎｕａｔｅｄＳａｌｍｏｎｅｌｌａｓｔｒａｉｎＳＬ７２０７ｂｙｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎａｎｄｄｅｔｅｃｔｔｈｅｉｒｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｌａｙｔｈｅｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｅｌｕｃｉｄａｔｉｎｇｔｈｅｈｕｍａｎＡＱＰ９ｉｎｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ

（ＮＡＦＬＤ）．犕犲狋犺狅犱狊　ＡＱＰ９ｇｅｎｅｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙＲＴＰＣＲｆｒｏｍｈｕｍａｎｈｅｐａｔｉｃｔｉｓｓｕｅａｎｄｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏｐＥＧＦＰＮ１ｖｅｃｔｏｒ，ｒｅｃｏｍｂｉ

ｎａｎｔｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９ｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ，ｄｅｓｉｇｎｅｄａｎｄｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｈｕｍａｎＡＱＰ９ＳｉＲＮＡ，ａｎｎｅａｌｅｄｔｏ

ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄＳｈＲＮＡ，ｉｎｓｅｒｔｅｄｔｏｐＧｅｎｅｓｉｌ１ｐｌａｓｍｉｄ，ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｐｌａｓｍｉｄｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９ｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｎｔｒａｎｓ

ｆｏｒｍｅｄｉｎｔｏａｔｔｅｎｕａｔｅｄＳａｌｍｏｎｅｌｌａｓｔｒａｉｎＳＬ７２０７ｂｙｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ，ａｎｄｗｅ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｔｈｅｉｒｓｔａｂｉｌｉｔｙ．犚犲狊狌犾狋狊　ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９ａｎｄｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９ｗｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ，ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｉｎｔｏ

ａｔｔｅｎｕａｔｅｄＳａｌｍｏｎｅｌｌａｓｔｒａｉｎＳＬ７２０７，ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｉｎｔｏＳＬ７２０７，ｃｏｕｌｄｅｘｐｒｅｓｓｉｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＳａｌｍｏｎｅｌｌａ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｒｅｃｏｍ

ｂｉｎａｎｔＳａｌｍｏｎｅｌｌａＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９ａｎｄＳＬ７２０７／ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９ａｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ，ｌａｙｔｈｅｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｆｕｒ

ｔｈｅｒｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙｏｆＮＡＦＬＤｗｉｔｈＡＱＰ９．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ａｑｕａｇｌｙｃｅｒｏｐｏｒｉｎｓ；ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ；ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒ；ｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙ

　　 非 酒 精 性 脂 肪 肝 病 （ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ，

ＮＡＦＬＤ）已经成为世界性的公共卫生难题
［１２］。ＮＡＦＬＤ与脂

肪代谢异常密切相关，而水甘油通道蛋白（ａｑｕａｇｌｙｃｅｒｏｐｏｒｉｎ，

ＡＱＰ）正是参与甘油转运的重要膜蛋白
［３］。人 ＡＱＰ９位于肝

细胞膜门静脉面，其主要功能是摄取甘油，肝细胞内过量脂肪

蓄积将导致ＮＡＦＬＤ的形成
［４］。本研究将真核表达质粒ｐＥＧ

ＦＰＮ１ＡＱＰ９及干扰质粒ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９电穿孔转化减毒沙

门菌株ＳＬ７２０７，通过ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证其表达情况，并

检测其稳定性，构建了ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９及ＳＬ７２０７／

ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９重组沙门菌，为进一步研究 ＡＱＰ９对 ＮＡＦＬＤ

的基因治疗奠定基础，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　组织和细胞　人肝脏组织取自本院肝胆外科手术患者

（经患者同意）；减毒沙门菌株ＳＬ７２０７由重庆医科大学附属第

一医院向廷秀博士惠赠。

１．１．２　主要试剂及工具酶　ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、ＲＴＰＣＲ试剂盒、

限制性内切酶和Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ购自大连ＴａＫａＲａ公司；凝胶

回收纯化试剂盒，质粒小量提取试剂盒购自美国 ＯＭＥＧＡ公

司；兔抗人ＡＱＰ９抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．２　方法

１．２．１　真核表达质粒ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９的构建　根据美国国

立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）中人ＡＱＰ９基因序列设计 ＡＱＰ９

巢式ＰＣＲ引物，外侧上游引物：５′ＧＡＴＴＴＣＧＧＧＴＴＣＴＡＡ

ＧＴＣＧＣ３′，外侧下游引物：５′ＧＡＧ ＡＡＴＣＣＣＡＡＡＣＴＧ

ＡＣＴＧＣ３′；内侧上游引物：５′ＧＧＡ ＡＧＡＴＣＴＧＡＴＧＣＡ

ＧＣＣＴＧＡ ＧＧＧ ＡＧ３′；内侧下游引物：５′ＣＧＧ ＧＧＴ ＡＣＣ

ＣＴＧＡＧＴＴＣＡＴＡＴＴＴＣＴＣＴＧＧ３′，内侧上下游引物分别

加入ＢｇｌⅡ及ＫｐｎⅠ酶切位点，产物长度为８８８ｂｐ。提取人肝

脏组织的总 ＲＮＡ，反转录合成ｃＤＮＡ，巢式 ＰＣＲ方法扩增
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ＡＱＰ９基因，所获ＰＣＲ产物进行２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳，进

行凝胶回收纯化。分别将ＡＱＰ９基因和ｐＥＧＦＰＮ１质粒进行

ＢｇｌⅡ和ＫｐｎⅠ双酶切，并凝胶回收纯化。将ＡＱＰ９和ｐＥＧＦＰ

Ｎ１用Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ连接过夜，产物转化感受态大肠杆菌

ＤＨ５α，挑取经卡那霉素筛选的单克隆阳性菌落，摇菌扩增并提

取重组质粒，命名为ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９。

１．２．２　干扰质粒ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９的构建　根据 ＮＣＢＩ中人

ＡＱＰ９基因序列，在２５６位选择１条２１ｂｐ的ｓｉＲＮＡ靶序列，

并设计２１ｂｐ的无关序列为阴性对照，ＴＴＣＧ茎环序列形成发

夹，其后为ｓｉＲＮＡ靶序列的反向重复序列，尾端加入６个Ｔ作

为转录终止信号，５′端及３′端分别加入ＢａｍＨⅠ及 ＨｉｎｄⅢ酶

切位点。靶核苷酸序列上游引物：５′ＧＡＴＣＣＧＣＴＧＴＧＴ

ＣＴＴＴＡＧＣＡＡＴＧＴＧＴＴＴＣＧＡＣＡＣＡＴＴＧＣＴＡＡＡＧＡ

ＣＡＣＡＧＣＴＴＴ ＴＴＴ Ａ３′，下游引物：５′ＡＧＣＴＴＡ ＡＡＡ

ＡＡＧＣＴＧＴＧＴＣＴＴＴＡＧＣＡＡＴＧＴＧＴＣＧＡＡＡＣＡＣＡＴ

ＴＧＣＴＡＡＡＧＡＣＡＣＡＧＣＧ３′；阴性对照序列上游引物：５′

ＧＡＴＣＣＧＡＡＴＣＣＧＣＡＣＴＡＣＴＣＣＴＴＡＣＡＴＴＣＧＴＧＴ

ＡＡＧＧＡＧＴＡＧＴＧＣＧＧＡＴＴＣＴＴＴＴＴＴＡ３′，下游引物：

５′ＡＧＣＴＴＡ ＡＡＡ ＡＡＧ ＡＡＴＣＣＧＣＡＣＴＡＣＴＣＣＴＴＡ

ＣＡＣＧＡＡＴＧＴＡＡＧＧＡＧＴＡＧＴＧＣＧＧＡＴＴＣＧ３′。经

ＢＬＡＳＴ检索确定为特异性序列。将２对寡核苷酸链分别溶解

在退火缓冲液中，置９５℃水浴箱５ｍｉｎ，冷却至室温退火形成

双链。ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切ｐＧｅｎｅｓｉｌ１质粒，凝胶回收纯

化，将ｓｈＲＮＡ和ｐＧｅｎｅｓｉｌ１用Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ连接过夜，产物

转化感受态大肠杆菌ＤＨ５α，挑取经卡那霉素筛选的单克隆阳

性菌落，摇菌扩增并提取重组质粒，分别命名为 ｐｓｈＲＮＡ

ＡＱＰ９及ｐｓｈＲＮＡ阴性对照。

１．２．３　重组质粒的鉴定

１．２．３．１　酶切鉴定　将ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９与ｐＥＧＦＰＮ１分

别进行单酶切（ＢｇｌⅡ）及双酶切（ＢｇｌⅡ和ＫｐｎⅠ），将ｐｓｈＲＮＡ

ＡＱＰ９、ｐｓｈＲＮＡ阴性对照与ｐＧｅｎｅｓｉｌ１进行双酶切（ＥｃｏＲＩ和

ＨｉｎｄⅢ），酶切产物进行２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳。

１．２．３．２　测序鉴定　将酶切鉴定正确的重组质粒送至上海生

工及重庆医科大学感染病重点实验室测序。

１．２．４　感受态ＳＬ７２０７的制备　挑取经ＬＢ平板培养的单克

隆ＳＬ７２０７菌落接种于ＬＢ液体培养基中摇菌扩增，待细菌至

对数生长期（ＯＤ６００为０．４～０．６）时停止培养，冰浴３０ｍｉｎ，４

℃４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去上清液，等体积灭菌１０％甘

油重悬细菌，重复离心重悬３次，－８０℃冰箱保存备用。

１．２．５　重组质粒电穿孔转化ＳＬ７２０７　将ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９、

ｐＥＧＦＰＮ１、ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９、ｐｓｈＲＮＡ阴性对照及ｐＧｅｎｅｓｉｌ１

分别与感受态ＳＬ７２０７混匀，转入电穿孔杯中冰浴１０ｍｉｎ，使

用ＢＩＯＲＡＤ电穿孔系统进行电转化，参数设置为电压２．５

ｋＶ，电流２５ｍＡ，电阻２００Ω，时间４．５～５．０ｍｓ。放电完毕后

加入ＬＢ液体培养基中振摇１ｈ，涂布于含有卡那霉素的ＬＢ平

板上培养，挑选单克隆阳性菌落摇菌扩增，分别命名为ＳＬ７２０７／

ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９、ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１、ＳＬ７２０７／ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９、

ＳＬ７２０７／ｐｓｈＲＮＡ阴性对照及ＳＬ７２０７／ｐＧｅｎｅｓｉｌ１。

１．２．６　重组沙门菌的鉴定

１．２．６．１　绿色荧光蛋白检测重组质粒表达　将重组沙门菌及

ＳＬ７２０７接种于含卡那霉素的ＬＢ平板培养１８ｈ，倒置荧光显

微镜下观察绿色荧光蛋白表达情况。

１．２．６．２　ＰＣＲ检测ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９中ＡＱＰ９基因

的表达　以ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９、ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１及

ＳＬ７２０７菌液为模板，用 ＡＱＰ９内侧引物进行ＰＣＲ反应，产物

进行２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳。

１．２．６．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９中

ＡＱＰ９蛋白的表达　将ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９、ＳＬ７２０７／

ｐＥＧＦＰＮ１及ＳＬ７２０７菌液室温１００００ｒ／ｍｉｎ离心，弃上清液，

在沉淀中加入５×ＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲液，沸水浴５ｍｉｎ，进行

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＱＰ９蛋白的表达。

１．２．７　检测重组沙门菌的稳定性　将重组沙门菌分别在含和

不含卡那霉素的ＬＢ液体培养基摇菌扩增３０代，每１０代提取

１次质粒，进行双酶切反应，产物进行２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电

泳。

２　结　　果

２．１　重组质粒的鉴定

２．１．１　酶切鉴定　酶切产物经琼脂糖凝胶电泳，结果显示：

ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９单酶切片段高于ｐＥＧＦＰＮ１单酶切片段，

ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９经双酶切可切出 ＡＱＰ９目的条带（图１）。

ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９及ｐｓｈＲＮＡ阴性对照经双酶切产生的小片段

高于ｐＧｅｎｅｓｉｌ１的小片段（图２），初步说明重组质粒构建成功。

　　１、８：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ１００００）；２：ｐＥＧＦＰＮ１；３：ｐＥＧＦＰＮ１

ＡＱＰ９；４：单酶切ｐＥＧＦＰＮ１；５：单酶切ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９；６：双酶切

ｐＥＧＦＰＮ１；７：双酶切ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９。

图１　　ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９酶切鉴定

　　１、８：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ１００００）；２：ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９；３：ｐｓｈＲＮＡ阴

性对照；４：ｐＧｅｎｅｓｉｌ１；５：双酶切ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９；６：双酶切ｐｓｈＲＮＡ阴

性对照；７：双酶切ｐＧｅｎｅｓｉｌ１。

图２　　ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９酶切鉴定

２．１．２　测序鉴定　测序结果经分析，ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９发现１

个碱基突变，４５位：Ａ→Ｇ，为无义突变，ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９未发生

突变，且插入位置正确，说明重组质粒构建成功。

２．２　重组沙门菌的鉴定

２．２．１　绿色荧光蛋白检测重组质粒表达　倒置荧光显微镜下

观察，重组沙门菌均可见绿色荧光（封２图３），而ＳＬ７２０７未见
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绿色荧光，说明重组质粒已成功转化进入ＳＬ７２０７并表达。

２．２．２　ＰＣＲ检测ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９中ＡＱＰ９基因的

表达　产物经琼脂糖凝胶电泳，结果显示：ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰ

Ｎ１ＡＱＰ９位于８８８ｂｐ有ＡＱＰ９目的条带，而ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰ

Ｎ１及ＳＬ７２０７未见条带（图４）。证明ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９已成

功转化进入ＳＬ７２０７。

　　１：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）；２：ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９；３：

ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１；４：ＳＬ７２０７。

图４　　ＰＣＲ检测ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９中

ＡＱＰ９基因的表达

　　１：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ１００００）；２：ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９；３：

ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１；４：双酶切 ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９；５：双酶切

ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１。

图５　　ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９酶切鉴定

　　１、８：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（ＤＬ１００００）；２：ＳＬ７２０７／ｐＧｅｎｅｓｉｌ１；３：ＳＬ７２０７／

ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９；４：ＳＬ７２０７／ｐｓｈＲＮＡ阴性对照；５：双酶切 ＳＬ７２０７／

ｐＧｅｎｅｓｉｌ１；６：双 酶 切 ＳＬ７２０７／ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９；７：双 酶 切 ＳＬ７２０７／

ｐｓｈＲＮＡ阴性对照。

图６　　ＳＬ７２０７／ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９酶切鉴定

２．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９中 ＡＱＰ９

蛋白的表达　ＡＱＰ９蛋白相对分子质量约为２９×１０
３，软件预

测绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）相对分子质量约为２７×１０３，融合蛋白

ＧＦＰ／ＡＱＰ９相对分子质量约为５６×１０３，经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检

测，ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９ 可 见 ＧＦＰ／ＡＱＰ９ 条 带，

ＳＬ７２０７／ｐＥＧＦＰＮ１及ＳＬ７２０７未见条带，再次证明ｐＥＧＦＰ

Ｎ１ＡＱＰ９已成功转化进入ＳＬ７２０７。

２．３　检测重组沙门菌的稳定性　琼脂糖凝胶电泳结果显示：

重组沙门菌扩增３０代能够提出重组质粒，且经双酶切能切出

目的条带（图５、６）。说明重组沙门菌在无卡那霉素选择压力

下未丢失质粒，具有稳定性。

３　讨　　论

关于ＮＡＦＬＤ的发病机制，目前主要倾向于“二次打击学

说”，脂质代谢异常作为第一次打击将导致单纯性非酒精性脂

肪肝，并引起肝脏对第二次打击的敏感性增加，而炎症因子作

为第二次打击将引起肝细胞炎症及坏死，最终导致肝纤维化及

肝硬化。由此可见，脂质代谢异常引起的肝细胞脂肪蓄积是整

个ＮＡＦＬＤ的起始因素
［５］，尽早减轻肝细胞脂肪蓄积能够有效

治疗ＮＡＦＬＤ，并阻止肝脏病变向纤维化进展。

肝脏脂肪蓄积与血脂异常密切相关，常见于肥胖、胰岛素

抵抗，２型糖尿病及代谢综合征患者，与肥胖关系最为密

切［６７］。在生理状态下，肝细胞通过 ＡＱＰ９将血浆中的甘油摄

取至细胞内，维持正常的血脂水平及脂质代谢，而在高脂血症

及ＡＱＰ９数量及功能异常升高时，大量甘油进入肝细胞，必将

造成肝细胞内脂肪蓄积和肝脏脂肪变性［８１０］。通过生物工程

技术阻断人肝脏细胞 ＡＱＰ９的表达，可以有效减轻脂肪在肝

脏的过多蓄积，为 ＮＡＦＬＤ的治疗与预防提供了一条崭新的

途径［１１１２］。

减毒沙门菌作为ＤＮＡ疫苗载体，保持了其侵袭能力，携

带的外源性ＤＮＡ能够在肝、脾、淋巴结等单核巨噬细胞系统

高效地表达。减毒沙门菌作为疫苗具有价格便宜、方法简单、

接种方便、不良反应小和免疫原性强等优点，特别是它能引起

较强的黏膜免疫反应。减毒沙门菌作为外源基因的良好载体

在免疫功能紊乱及肿瘤防治等的基因治疗方面取得了广泛的

应用和大量的研究成果［１３］。

本研究将ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９及ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９电穿孔转

化减毒沙门菌株ＳＬ７２０７，通过ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证其能在

重组沙门菌中表达，并具有稳定性，成功构建了ＳＬ７２０７／ｐＥＧ

ＦＰＮ１ＡＱＰ９及ＳＬ７２０７／ｐｓｈＲＮＡＡＱＰ９重组沙门菌，为进一

步研究ＡＱＰ９对ＮＡＦＬＤ的基因治疗奠定基础。
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于冷冻切片与石蜡切片标本，且不需要分析大量组织切片，可

用于术前直肠黏膜活检及术后病理检查，是一种较准确的诊断

ＨＤ的方法，有望成为新生儿 ＨＤ诊断的一种新的实用性、准

确性均较高的方法。但免疫组织化学法检测ＣＲ从技术角度

上时间需要２～３ｄ，不能用于术中快速诊断，需与其他方法联

合应用以提高 ＨＤ术中快速诊断率。
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