
·技术与方法·

人ＤＮＡ聚合酶δ２真核载体的构建及在ＨＥＫ２９３细胞中的表达
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　　摘　要：目的　构建人ＤＮＡ聚合酶δ２（ＤＮＡＰｏｌδ２）真核表达载体，转染人胚胎肾细胞（ＨＥＫ２９３）并观察其表达水平。方法

　用逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）方法从人胚肺成纤维细胞（ＷＩ３８细胞）扩增目的基因ＤＮＡＰｏｌδ２ｃＤＮＡ片段，与ｐＭＤ１８Ｔ载体连接，

构建质粒ｐＭＤ１８ＴＰｏｌδ２；将目的片段ＤＮＡＰｏｌδ２从质粒ｐＭＤ１８ＴＰｏｌδ２切下，与真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１（＋）连接，构建正义

及反义真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１Ｐｏｌδ２。应用脂质体转染试剂，分别将正义、反义真表达载体ｐｃＤＮＡ３．１Ｐｏｌδ２，空载体ｐｃＤＮＡ

３．１（＋）转染至ＨＥＫ２９３细胞，同时设置阴性对照；用ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测目的基因ＤＮＡＰｏｌδ２ｍＲＮＡ及蛋白表达

水平。结果　正义和反义ＤＮＡＰｏｌδ２真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１Ｐｏｌδ２中插入的目的片段与ＧＥＮＥＢＡＮＫ上ＤＮＡＰｏｌδ２ｃＤＮＡ

序列完全一致。ＲＴＰＣＲ方法显示正义及反义真核表达载体转染组细胞的目的基因ＤＮＡＰｏｌδ２ｍＲＮＡ表达均明显高于空载体

转染组及阴性对照组；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示正义真核表达载体转染组细胞ＤＮＡＰｏｌδ２蛋白表达明显增强，反义真核表达载体转染组

细胞ＤＮＡＰｏｌδ２蛋白表达阴性。结论　人ＤＮＡＰｏｌδ２正义及反义真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１Ｐｏｌδ２构建成功。

关键词：ＤＮＡ聚合酶Ⅲ；真核载体；细胞
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　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｔｈｅＤＮＡＰｏｌδ２ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒａｎｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｉｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｋｉｎｄｅｙ２９３（ＨＥＫ２９３）ｃｅｌｌｓ．犕犲狋犺狅犱狊　ＴｈｅｔｏｔａｌＲＮＡｗａｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｌｕｎｇｃｅｌｌｓ

（ＷＩ３８ｃｅｌｌｓ），ａｎｄＲＴＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏａｍｐｌｉｆｙＤＮＡＰｏｌδ２．ＴｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅｌｉｇａｔｅｄｔｏｔｈｅｖｅｃｔｏｒｏｆｐＭＤ１８Ｔｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔ

ｔｈｅｐｌａｓｍｉｄｏｆｐＭＤ１８ＴＰｏｌδ２．ＴｈｅＤＮＡＰｏｌδ２ｗａｓｃｕｔｏｆｆｆｒｏｍｔｈｅｐｌａｓｍｉｄｏｆｐＭＤ１８Ｔ，ａｎｄｌｉｇａｔｅｄｔｏｔｈｅｖｅｃｔｏｒｏｆｐｃＤＮＡ３．１

（＋）ｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｐｃＤＮＡ３．１Ｐｏｌδ２．ＴｈｅｓｅｎｓｅｖｅｃｔｏｒａｎｄｔｈｅａｎｔｉｓｅｎｓｅｖｅｃｔｏｒｏｆｐｃＤＮＡ３．１Ｐｏｌδ２ａｎｄｔｈｅｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒｏｆｐｃＤ

ＮＡ３．１（＋）ｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｔｏＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓｂｙｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ，ｗｈｉｌｅＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｒｅｇａｒｄｅｄａｓｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎ

ｔｒｏｌ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍＲＮＡｏｆＤＮＡＰｏｌδ２ａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＤＮＡＰｏｌδ２ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ．犚犲狊狌犾狋狊　ＧｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔａｎｄＢＬＡＳＴａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｉｎｓｅｒｔｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｓｏｆｐｃＤＮＡ３．１Ｐｏｌδ２ｗｅｒｅｃｏｎ

ｓｉｓｉｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＤＮＡＰｏｌδ２ｐｕｂｌｉｓｈｅｄｉｎＧＥＮＥＢＡＮＫ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍＲＮＡｏｆＤＮＡＰｏｌδ２ｉｎｔｈｅｓｅｎｓｅ

ａｎｄｔｈｅａｎｔｉｓｅｎｓｅｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｏｂｖｉｏｕｓｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｏｆＤＮＡＰｏｌδ２ｉｎｔｈｅｓｅｎｓｅｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｃｏｎｔｒａｓｔｔｏｔｈｅｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅ

ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｈｉｌｅｔｈａｔｉｎｔｈｅａｎｔｉｓｅｎｓｅｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｔｈｅｓｅｎｓｅａｎｄａｎｔｉｓｅｎｓｅｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓｏｆｐｃＤＮＡ３．１Ｐｏｌδ２ａｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅⅢ；ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓ；ｃｅｌｌ

　　有研究发现，ＤＮＡ损伤随龄积累，修复能力随龄下降，最

终导致细胞衰老和生物体整体衰老［１］。进一步研究发现，在氧

化应激状态下，ＤＮＡ单链断裂水平与细胞代龄呈显著正相关，

与修复能力呈显著负相关［２］；ＤＮＡ聚合酶δ（ＤＮＡＰｏｌδ）在

ＤＮＡ合成、损伤及修复中起关键作用
［３］，其表达水平与增龄间

存在明显相关［４］。而ＤＮＡＰｏｌδ在衰老过程中的作用，以及对

复制性衰老的影响目前尚少见报道。基于此，本研究拟选取

ＤＮＡＰｏｌδ的核心亚基之一ｐ５０（ＤＮＡＰｏｌδ２）为研究对象，利

用分子克隆和重组载体技术构建人ＤＮＡＰｏｌδ２的正义及反义

真核表达载体，为深入研究ＤＮＡＰｏｌδ在衰老过程中的作用及

机制等奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　菌株：大肠埃希菌（Ｅ．ＣｏｌｉＤＨ５α），购自北京天根

生化科技有限公司。质粒：载体ｐＭＤ１８Ｔ，购自大连宝生物公

司；真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１（＋），购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

细胞株：人胚肺成纤维细胞（ＷＩ３８细胞株），购自中国科学院细

胞生物学研究所（上海）；人胚胎肾细胞（ＨＥＫ２９３细胞株），由

北京大学医学部衰老研究中心赠送。ＤＮＡＰｏｌδ２引物参照

ＧＥＮＥＢＡＮＫ中人ＤＮＡＰｏｌδ２全长ｃＤＮＡ（ＧｅｎｅＩＤ：５４２５）设

计。上游引物：５′ＧＧＡＧＴＧＴＧＧＣＣＡＴＧＴＴＴＴＣＴ３′，下

游引物：５′ＡＧＧＧＡＡＴＧＡＡＣＡＧＣＣＴＣＣＡＴ３′，由上海生

工生物工程有限公司合成。主要试剂及仪器：Ｔｒｉｚｏｌ（美国ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ）；２×ＰｏｗｅｒＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、多功能ＤＮＡ纯化

回收试剂盒、质粒提取试剂盒（北京百泰克）；ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅα

ｃＤＮＡ试剂盒（日本 ＴＯＹＯＢＯ ）；ＢａｍＨ Ⅰ限制性内切酶 、

ＨｉｎｄⅢ 限制性内切酶（美国 ＭＢＩ）；ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＨ 转染试

剂（北京英格恩）；鼠抗人 ＤＮＡＰｏｌδ２单克隆抗体（美国 Ａｂ

９９４１重庆医学２０１３年５月第４２卷第１３期
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ｃａｍ，鼠抗人单克隆抗体，货号ａｂ５３７４１）、ＶｅｒｉｔｉＰＣＲ仪（美国

ＢＩＯＲＡＤ）；ＤＹＹ６Ｃ型电泳仪（北京六一厂）等。

１．２　方法

１．２．１　真核载体构建　用Ｔｒｉｚｏｌ法提取２４～２５代 ＷＩ３８细

胞的总核糖核酸（ＲＮＡ），按照ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅαｃＤＮＡ试剂盒

方法说明逆转录反应成ｃＤＮＡ作为ＰＣＲ反应的模板；ＰＣＲ扩

增条件为９４℃预变性７ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，６２．５℃退火３０ｓ，

７２℃延伸２ｍｉｎ，共３５个循环；ＰＣＲ产物加至１．５％琼脂糖凝

胶孔，电泳检测后回收纯化目的基因，与Ｔ载体ｐＭＤ１８Ｔ连

接后，转化、挑取阳性菌落和提取质粒均按常规方法进行；阳性

质粒经多次测序及筛选后，选取正、反方向各一个ＴＡ克隆质

粒ｐＭＤ１８ＴＰｏｌδ２；用限制性内切酶ＢａｍＨ Ⅰ及 ＨｉｎｄⅢ双酶

切正反ＴＡ克隆质粒ｐＭＤ１８ＴＰｏｌδ２及ｐｃＤＮＡ３．１（＋），酶切

得到的ＤＮＡ目的片段（正反 ＴＡ克隆酶切目的片段）分别与

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）线性大片段连接。转化后挑选阳性菌落，经

ＰＣＲ确认后，阳性菌落增菌，提取质粒，测序鉴定，外源片段与

ＧＥＮＥＢＡＮＫ上序列完全一致且正向插入ｐｃＤＮＡ３．１（＋）的

质粒为正义真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１Ｐｏｌδ２，序列与 ＧＥＮＥ

ＢＡＮＫ完全一致且反向插入ｐｃＤＮＡ３．１（＋）的质粒为反义真

核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１Ｐｏｌδ２。

１．２．２　ＨＥＫ２９３细胞瞬时转染　用６孔板培养 ＨＥＫ２９３细

胞，按照转染试剂说明，将正义真核载体ｐｃＤＮＡ３．１Ｐｏｌδ２、反

义真核载体ｐｃＤＮＡ３．１Ｐｏｌδ２、空载体ｐｃＤＮＡ３．１分别转染

ＨＥＫ２９３细胞，同时设置未转染细胞作为对照。

１．２．３　转染细胞目的基因ｍＲＮＡ表达　提取转染４８ｈ后的

细胞总ＲＮＡ，ＰＣＲ扩增目的基因，经琼脂糖凝胶电泳，观察各

组细胞的目的基因ｍＲＮＡ表达水平。应用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅｓｏｆｔ

ｗａｒｅ进行条带扫描，得到待检条带光密度值与甘油醛３磷酸

脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）光密度值的比值，分析条带的相对强度。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　用ＲＩＰＡＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ（ＲＩＰＡ裂解液）提

取白细胞总蛋白，加十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）上样缓冲液，煮沸５

ｍｉｎ使蛋白变性，８％聚丙烯酰胺凝胶电泳；转膜３００ｍＡ，１２０

ｍｉｎ；５％脱脂奶粉封闭１ｈ，一抗封闭，４℃过夜，洗脱一抗，每

次５ｍｉｎ，共３次；室温封闭二抗２ｈ，洗脱二抗，每次１０ｍｉｎ，共

４次；于纤维膜上加超敏蛋白发光液，暗盒中曝光。

２　结　　果

２．１　ＤＮＡＰｏｌδ２ｃＤＮＡ的分子克隆　收集２４～２５代 ＷＩ３８细

胞提取总 ＲＮＡ，逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ），以全长ｃＤＮＡ为模

板，以ＤＮＡＰｏｌδ２上、下游引物行ＰＣＲ，ＰＣＲ产物凝胶电泳可

见约１４００ｂｐ的特异性条带，与目的基因片段（１４１０ｂｐ）大小

一致（图１），完整克隆了ＤＮＡＰｏｌδ２的ｃＤＮＡ片段。

２．２　ＴＡ克隆质粒ｐＭＤ１８ＴＰｏｌδ２的构建与筛选鉴定　目的

基因片段ＤＮＡＰｏｌδ２与Ｔ载体ｐＭＤ１８Ｔ连接后，混合产物转

化后，经ＰＣＲ筛选，增菌后提取质粒，命名为ｐＭＤ１８ＴＰｏｌδ２

（图２）。构建了含ＤＮＡＰｏｌδ２完整片段的ＴＡ克隆质粒。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１～４：ＤＮＡＰｏｌδ２基因的

ＲＴＰＣＲ产物；５：阴性对照（Ｈ２Ｏ）。

图１　　ＤＮＡＰｏｌδ２ＲＴＰＣＲ

扩增产物（１４１０ｂｐ）

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１、２：ＤＮＡＰｏｌδ２阳性菌

落ＰＣＲ产物；３：阴性对照（Ｈ２Ｏ）；４、５：阳

性菌落提取的质粒（ｐＭＤ１８ＴＰｏｌδ２）。

图２　　ＤＮＡＰｏｌδ２阳性菌落ＰＣＲ

产物及质粒电泳图

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１、２：质粒ｐＭＤ１８Ｔ

Ｐｏｌδ２酶切片段。

图３　　质粒ｐＭＤ１８ＴＰｏｌδ２

的酶切分析　　

２．３　质粒ｐＭＤ１８ＴＰｏｌδ２的酶切鉴定与测序　经ＢａｍＨ Ⅰ

和 ＨｉｎｄⅢ双酶切后，切出大小约１４１０ｂｐ的线性片段，与预

期一致，表明目的片段ＤＮＡＰｏｌδ２插入Ｔ载体ｐＭＤ１８Ｔ中。

鉴定后的质粒经测序，得到两个目的基因ＤＮＡＰｏｌδ２插入方

向相反的质粒ｐＭＤ１８ＴＰｏｌδ２，测序显示与 ＧＥＮＥＢＡＮＫ上

ＤＮＡＰｏｌδ２ｃＤＮＡ序列完全一致，见图３。

２．４　真核表达载体的构建与鉴定　正向、反向ＴＡ 克隆质粒，

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）分别经ＢａｍＨⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切后，正向及反向

目的片段，与ｐｃＤＮＡ３．１线性片段连接，产物转化大肠埃希菌

ＤＨ５α，经ＬＢ平板培养，筛选白色菌落增菌后经ＰＣＲ验证及测

序，质粒命名为正义和反义真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１Ｐｏｌδ２（图

４）。此步骤构建完成了正反义真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１Ｐｏｌδ２。

２．５　各组细胞ＤＮＡＰｏｌδ２ｍＲＮＡ表达水平　正义真核载体

转染组、反义真核载体转染组、空载体ｐｃＤＮＡ３．１转染组、未

转染细胞对照组细胞培养４８ｈ后ＤＮＡＰｏｌδ２ｍＲＮＡ表达，正

义、反义真核载体转染组ＤＮＡＰｏｌδ２ｍＲＮＡ表达水平明显高

于空载体ｐｃＤＮＡ３．１转染组及未转染细胞对照组（图５），增加

了约２．７７倍；即正义、反义真核载体转染组细胞均明显表达了

ＤＮＡＰｏｌδ２ｍＲＮＡ。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１～３：正义真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１Ｐｏｌδ２；４、５：

反义真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１Ｐｏｌδ２。

图４　　正义及反义真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１Ｐｏｌδ２电泳图
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　　１：正义真核载体转染组；２：反义真核载体转染组；３：空载体ｐｃＤ

ＮＡ３．１转染组；４：未转染细胞对照组。

图５　　各组细胞ＤＮＡＰｏｌδ２ｍＲＮＡ表达水平

２．６　各组细胞ＤＮＡＰｏｌδ２蛋白表达水平　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

显示，正义真核载体转染组细胞、空载体ｐｃＤＮＡ３．１转染组细

胞及未转染细胞对照组均有约５０×１０３ 的目的蛋白条带存在；

正义真核载体转染组细胞中ＤＮＡＰｏｌδ２蛋白水平明显升高；

反义真核载体转染组细胞无蛋白条带显示；空载体ｐｃＤＮＡ３．１

转染组及未转染细胞对照组有微弱的内源性蛋白条带存在（图

６），正义真核载体转染组细胞蛋白较空载体ｐｃＤＮＡ３．１转染

组和未转染细胞对照组增加了３倍以上，提示正义真核载体可

增强 ＨＫＥ２９３细胞的ＤＮＡＰｏｌδ２蛋白表达水平；反义真核载

体可明显抑制 ＨＥＫ２９３细胞的ＤＮＡＰｏｌδ２蛋白表达。

　　１：正义真核载体转染组；２：反义真核载体转染组；３：空载体ｐｃＤ

ＮＡ３．１转染组；４：未转染细胞对照组。

图６　　各组细胞ＤＮＡＰｏｌδ２蛋白质表达

３　讨　　论

衰老自由基学说认为，自由基水平随龄累积，损伤核酸、蛋

白质等生物大分子，并促进过氧化脂质的形成，最终引起衰

老［１，５６］。本课题前期研究发现，在氧化应激状态下，ＤＮＡ单链

断裂水平、ＤＮＡ损伤修复能力与增龄显著相关，进一步研究发

现，ＤＮＡ聚合酶δ亦与增龄间存在密切关系
［２］。

ＤＮＡＰｏｌδ是最保守的真核生物ＤＮＡ聚合酶，具有５′－

３′聚合酶活性及３′－５′核酸外切酶活性。在ＤＮＡ复制、ＤＮＡ

损伤修复、细胞周期调控、肿瘤及 Ｗｅｒｎｅｒ综合征发生等中均

具有重要作用［７１４］。哺乳动物ＤＮＡ聚合酶δ由４个相对分子

质量分别为１２５×１０３、５０×１０３、６６×１０３、１２×１０３ 的亚基组

成，即ｐ１２５（δ１）、ｐ５０（δ２）、ｐ６６（δ３）和ｐ１２（δ４），其中ｐ１２５为催

化亚基，ｐ５０是结合亚基。

本研究应用ＲＴＰＣＲ方法，设计引物从 ＷＩ３８细胞中扩增

出涵盖全部开放读码框的人ＤＮＡＰｏｌδ２全长ｃＤＮＡ，在构建

真核表达载体过程中采用了ＴＡ克隆的方法，分别得到目的片

段与ＧＥＮＥＢＡＮＫ上序列１００％一致的正向和反向的 ＴＡ克

隆质粒，真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１（＋）全长５４２８ｂｐ，能在多

种哺乳动物细胞中高效表达，多克隆位点上游有增强启动子元

件人巨细胞病毒（ＣＭＶ），是决定编码基因表达水平的重要元

件；自主复制信号猴空泡病毒（ＳＶ４０）可增强有细胞启动子启

动的基因转录作用，该结构使ｐｃＤＮＡ３．１（＋）能在细胞和细菌

中高效复制，确保进入多克隆位点的外源性基因稳定高水平表

达，为构建正义和反义真核表达载体奠定了基础。

经过４８ｈ转染后，ＲＴＰＣＲ结果显示：４组细胞均扩增出

了目的基因条带；其中，正义和反义真核载体转染组目的基因

ｍＲＮＡ与空载体ｐｃＤＮＡ３．１转染组比较，表达均明显增强，增

加了约２．７７倍；空载体ｐｃＤＮＡ３．１转染组和未转染细胞对照

组比较，ｍＲＮＡ无改变，均为内源性表达量；上述结果说明正

义及反义真核载体ｐｃＤＮＡ３．１Ｐｏｌδ２显著提高了ＤＮＡＰｏｌδ２

ｍＲＮＡ表达水平。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：空载体ｐｃＤＮＡ３．１

转染组和未转染细胞对照组均检测到微量的内源性 ＤＮＡ

Ｐｏｌδ２蛋白，且二者无明显差异，说明空载体ｐｃＤＮＡ３．１对细

胞ＤＮＡＰｏｌδ２蛋白表达未产生影响；正义真核载体转染组蛋

白水平明显增加，较空载体ｐｃＤＮＡ３．１转染组和未转染细胞

对照组增加了３倍以上，说明正义真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１

Ｐｏｌδ２显著提高了转染细胞的ＤＮＡＰｏｌδ２蛋白表达水平；反义

真核载体转染组未检测到任何条带，说明反义真核表达载体抑

制了细胞的ＤＮＡＰｏｌδ２蛋白表达，其具体机制可能是反义真

核表达载体产生出反义ＲＮＡ，反义ＲＮＡ可与内源性 ｍＲＮＡ

分子互补，抑制了 ｍＲＮＡ的加工、翻译和ＤＮＡ的复制，特异

阻断了该基因在细胞的表达［１５１６］。

正义和反义真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１Ｐｏｌδ２的成功构建

及在 ＨＥＫ２９３细胞内的成功表达，为下一步进行其基因功能

验证、蛋白质活性检测、复制性衰老干预研究等奠定了基础。

参考文献：

［１］ 陈作舟．筛选机制与细胞衰老的 ＤＮＡ损伤假说［Ｊ］．遗

传，２００１，１０（６）：５５９５６３．

［２］ ＷａｎｇＪＬ，ＷａｎｇＰＣ．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｇｉｎｇｏｎｔｈｅＤＮＡｄａｍ

ａｇｅａｎｄｒｅｐａｉｒｃａｐａｃｉｔｙｉｎ２ＢＳｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇｏｘｉｄａｔｉｖｅ

ｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｌＲｅｐ，２０１２，３９（１）：２３３２４１．

［３］ＬｕＸ，ＴａｎＣＫ，ＺｈｏｕＪＱ，ｅｔａｌ．Ｄｉｒｅｃｔｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆ

ｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎｗｉｔｈｔｈｅｓｍａｌｌｓｕｂｕｎｉｔｏｆＤＮＡ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｄｅｌｔａ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００２，２７７（２７）：２４３４０

２４３４５．

［４］ 郭宏林，王培昌．北京市健康人群ＤＮＡ聚合酶δ１的增龄

性变化［Ｊ］．中国老年学杂志，２０１１，３１（３）：３６９３７１．

［５］ 马宏，张宗玉，童坦君．衰老的生物学标志［Ｊ］．生理科学

进展，２００２，３３（１）：６５６８．

［６］ 单海燕，白小涓，陈香美．衰老生物学标志研究简介［Ｊ］．

中华老年医学杂志，２００８，２７（４）：３０９３１２．

［７］ ＧｏｌｄｓｂｙＲＥ，ＬａｗｒｅｎｃｅＮＡ，ＨａｙｓＬＥ，ｅｔａｌ．ＤｅｆｅｃｔｉｖｅＤＮＡ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｄｅｌｔａｐｒｏｏｆｒｅａｄｉｎｇｃａｕｓｅｓＣａｎｃｅｒｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉ

ｔｙｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２００１，７（６）：６３８６３９．

［８］ ＧｏｌｄｓｂｙＲＥ，ＨａｙｓＬＥ，ＣｈｅｎＸ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆ

ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃａｎｃｅｒｓｉｎｍｉｃｅｄｅｆｉｃｉｅｎｔｆｏｒＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｄｅｌｔａｐｒｏｏｆｒｅａｄｉｎｇ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００２，

９９（２４）：１５５６０１５５６５．

［９］ ＶｅｎｋａｔｅｓａｎＲＮ，ＴｒｅｕｔｉｎｇＰＭ，ＦｕｌｌｅｒＥＤ，ｅｔａｌ．Ｍｕｔａｔｉｏｎ

ａｔｔｈｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅａｃｔｉｖｅｓｉｔｅｏｆｍｏｕｓｅＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｄｅｌｔａｉｎｃｒｅａｓｅｓｇｅｎｏｍｉｃｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓｔｕｍｏｒｉ

ｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００７，２７（２１）：７６６９７６８２．

［１０］ＬｉＨ，ＸｉｅＢ，ＲａｈｍｅｈＡ，ｅｔａｌ．Ｄｉｒｅｃｔｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｐ２１ｗｉｔｈ

ｐ５０，ｔｈｅｓｍａｌｌｓｕｂｕｎｉｔｏｆｈｕｍａｎＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｄｅｌｔａ

［Ｊ］．ＣｅｌｌＣｙｃｌｅ，２００６，５（４）：４２８４３６．

［１１］ＦａｚｌｉｅｖａＲ，ＳｐｉｔｔｌｅＣＳ，ＭｏｒｒｉｓｓｅｙＤ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｏｆｒｅａｄｉｎｇ

ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｈｕｍａｎＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｄｅｌｔａａｎｄｉｔｓ

ｅｆｆｅｃｔｓｏｎｌｅｓｉｏｎｂｙｐａｓｓＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（下转第１５０５页）

１０５１重庆医学２０１３年５月第４２卷第１３期



向建等［１５］对重庆市女性职业认知现状与提升对策的研究一

致，认为可能与重庆女性对职业认知合理，切实自身的优势有

关。另外，结合访谈和其他地区政策分析原因，可能由于重庆

市选拔、培训、任用大学生村干部制度较合理，服役期满后考评

合格就可以直接录用为正式公务员等优厚待遇有关。

相关分析表明，大学生村干部ＳＣＬ９０得分与神经质、精

神质、消极应对方式有显著的正相关，与积极应对方式和内外

向有显著的负相关；神经质和应对方式能显著地预测心理健

康，解释率达５８．９１％。人格是构成一个人的思想、情感及行

为的特有模式，人格特征影响心理健康水平［１６１７］；应对方式作

为调节心理健康的一种中介变量，受到个性和情绪的影响，也

与心理健康密切相关［１８１９］。通过结构方程模型可以看出，积

极应对方式对心理健康产生直接正性的影响，而神经质和消极

应对方式却对心理健康水平起着反作用，而且不同个性的大学

生村干部也通过积极应对方式对心理健康有积极的影响。这

提示：大学生村干部心理健康与个性和应对方式有密切的关

系。大学生村干部外向开朗的性格、稳定的情绪和积极的应对

方式有利于心身健康，在面临困扰时，理智地分析问题，积极主

动地采取行动，能有效地减轻压力事件对个体心身的不良影

响。因此，应重视大学生村干部培训中积极应对方式的训练，

对于进一步做好大学生村干部培养和选任工作，加快农村人才

队伍建设的步伐，具有重要的现实意义。
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