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"摘要#
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目的
!

在传统方案的基础上建立一种经济有效且易于操作的类转录激活效应子转录因子"

76NW.7Q+

$的构建和功

能检测方案%方法
!

采用基于
Ò5

的
T"9!<,

G

8=<

克隆法分别尝试构建类转录激活效应物"

76NW+

$的六聚体&五聚体&四聚体和

三聚体!比较构建结果!选择最优效果方案进行
76NW.7Q+

的构建%采用片段置换反应"

QJ5

$构建了含有
76NW.7Q+

结合片段

的
5Q̀

质粒
D

A#,OSi

!并与
76NW.7Q+

进行共转染!观察红色荧光验证
76NW.7Q+

的转录活性%结果
!

76NW+

中所含的串联

重复模块越少!获得的构建产物越多%共转染时!

76NW.7Q+

使得
D

A#,OSi

成功启动表达%结论
!

该研究为不同条件下实验方

案的选择提供了依据!并利用含有
76NW.7Q

结合片段和红色荧光的质粒建立了快捷直观的转录活性验证方法%
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类转录激活效应物$

76NW+

%蛋白家族是来自于植物病原

体
.

黄单胞杆菌的天然细菌效应蛋白)它类似于真核生物的转

录因子#通过识别特异
L\6

序列来调节宿主基因的转录#促

进细菌定植)

76NW+

蛋白中部包含一段由串联重复单体构成

的
L\6

特异识别和结合区域#其中每个单体含有大约
'0

个

氨基酸)而
76NW+

的重复部分是由数个重复单体加约含
1%

个氨基酸残基的
%&2

个重复单位构成&

$
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)天然形成的
76NW+

具有大约
$&2

!

''&2

个数量不等的单体#虽然每个单体在序列

上是高度保守的#但是他们的第
$1

和
$'

位点的氨基酸却有所

不同#这两个位点被命名为重复可变双残基$

5iL

%)每个

5iL

中有一个简单密码来指定识别一个特定的碱基#从而决

定了
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核苷酸结合的特异性)如
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)人工定制的
76NW+

可以运用到基因组工程的多

个方面#包含起转录修饰作用的
76NW.7Q+

和基因组剪辑作

用的类转录激活因子效应物核酸酶$

76NW\

%等&

0.-

'

)

人工定制
76NW+

技术作为一个全新而又有效的基因组

工程策略将会成为大多数实验室所必备的技术之一#因此本课

题组针对
76NW.7Q+

的构建进行尝试#希望建立一套适合本

实验室使用#而制备手段又更为优化快捷和直观的实验方案)

一般实验室构建方案多采用以初次
T"9!<,T8=<

反应生成

76NW+

六聚体为基础#经过
1

次
T"9!<,T8=<

反应最终形成十

八聚体)本实验对初次
T"9!<,T8=<

反应形成
76NW+

三聚

体*四聚体*五聚体和六聚体分别进行了构建尝试#在兼顾获取

难度和识别的目的基因长短的基础上选择了五聚体进行了下

一步构建)在功能测定方案上改变传统的质粒构建和定量

57.̀O5

相结合的方案#采用联合片段置换反应$
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需要进行酶切连接的克隆技术#由本课题组在前期建立的基因
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克隆技术%构建了带有目的基因片段和红色荧光报告基因的质

粒#通过共转染的方式来直接观察
76NW.7Q+

的转录效率)

这为本课题组下一步进行体内基因转录调节奠定了基础#并为

其他构建者提供经验和新的方案参考)

B

!

材料与方法

B&B

!

实验材料
!

合成引物$生工生物工程上海有限公司%#

76NW+

单体模板$

6!!

G

<,<

提供%#

e<@?C98+<

%

BC+#",

D

"9

:

.

A<@8+<

$购自
6

G

#9<,=7<?>,"9"

G

#<+

%#

4+A4R

*

4+8R.eQ

*

6B<R

$购

自
\Wd W,

G

98,!4#"98K+

%#

7-L\69#

G

8+<

*

78

G

.4

D

"9

:

A<@8+<

$购自
W,;

:

A8=#?+

%#

LN1%%%L\6 S8@E<@

$购自宝生物大连有

限公司%#

9̀8+A#J8B<67̀.!<

D

<,!<,=L\8+<

$购自
W

D

#?<,=@<

%#

转染试剂
N#

D

"B<?=8A#,<

7S

.1%%%

$购自
R,F#=@"

G

<,

%#质粒提取

试剂*质粒载体
D

WTQ̀.\$

*腺病毒
6!.5Q̀

$购自
@̀"A<

G

8

%#

转染细胞
1('eWZ

*

Le28

感受态$重庆医科大学教育部感染

性疾病分子生物学重点实验室%)

B&C

!

实验方法

B&C&B

!

引物制备
!

根据实验需要本课题组制备了一系列的引

物$表
$

%)
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!

以
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单体质粒为模板进行扩增
!

分别选择

76NW+

单体质粒
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*
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为模板#根据其所在串联结

构的位置#选择相应的引物#进行
Ò5

扩增)引物选择方案见

表
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个循环(
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保
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Ò5

产物进行电泳和胶回收#执行产物纯化后备用)
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利用
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反应制备环形多聚体
!

采用配对引

物$表
1

%分别进行环形六聚体*五聚体*四聚体*三聚体的组

装#多聚体构建方案#以五聚体为例见图
$6

)比较结果#决定

最后要选择的多聚体构建方案#对照靶识别的序列#构建识别

'

个连续序列的多聚体#每个所含重复单体数目相同)均采用
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N
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9̀8+A#J8B<67̀.!<

D

<,!<,=L\8+<

消化降解非环形结构后纯

化产物)降解方法见产品说明)
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构建的引物序列

引物 引物序列$
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WX.Q$ 7TOT7OOT7O7OOT66OO77666OOTTOO66O676OOTT7O7OO7T6OOOO6T6TO6TT7OT7T
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构建的引物选择方案

+#=< $ 1 ' 0 2 ) - / ( $% $$ $1 $' $0 $2 $) $- $/

e<X8A<@ WX.Q$ R,.Q1 R,.Q' R,.Q0 R,.Q2 R,.Q) WX.Q1 R,.Q1 R,.Q' R,.Q0 R,.Q2 R,.Q) WX.Q' R,.Q1 R,.Q' R,.Q0 R,.Q2 R,.Q)
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R,.5$ R,.51 R,.5' R,.50 WX.5$ R,.5$ R,.51 R,.5' R,.50 WX.51 R,.5$ R,.51 R,.5' R,.50 WX.50 V V V

7<=@8A<@ WX.Q$ R,.Q1 R,.Q' R,.Q0 WX.Q1 R,.Q1 R,.Q' R,.Q0 WX.Q' R,.Q1 R,.Q' R,.Q0 V V V V V V

R,.5$ R,.51 R,.5' WX.5$ R,.5$ R,.51 R,.5' WX.51 R,.5$ R,.51 R,.5' W].50 V V V V V V

7@#A<@ WX.Q$ R,.Q1 R,.Q' WX.Q1 R,.Q1 R,.Q' WX.Q' R,.Q1 R,.Q' V V V V V V V V V

R,.5$ R,.51 WX.5$ R,.5$ R,.51 WX.51 R,.5$ R,.51 W].50 V V V V V V V V V
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中单体对应所识别碱基在靶识别片段中的位置)
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多聚体的构建

B&C&E

!

第
1

次
T"9!<,T8=<

反应形成最后的
76NW+

结构并

转化
!

用
e<X.Q

和
e<X.5

为引物对构建的多聚体进行扩增#

'

个多聚体扩增后的片段结合
76NW.7Q+

的骨架质粒进行第
1

次
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反应)反应体系为!骨架质粒$
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%

$

#

N

#

4J6

$

$%h

%

$

#

N

#

67̀

$

$%AS

%

$

#

N

#

7-9#

G

8+<

$

'%%%g

"

#

N

%

%&12

#

N

#

'

个纯化的多聚体每个
$

#

N

#

L#+=#99<!H8=<@

补足到
$%

#

N

)产物纯化后转化)

B&C&F

!

构建含有
76NW.7Q

识别序列和报告基因的质粒
!

先

从腺病毒
6!.5Q̀

上利用引物
Q5Q̀.\$

和
55Q̀.\$

对

5Q̀

片段进行
Ò5

扩增#将所获得的
Ò5

产物利用
QJ5

克

隆技术替换到
D

WTQ̀.\$

上#获得质粒
D

5Q̀

)再利用引物

QA#,

和
5A#,

对
D

5Q̀

进行
Ò5

扩增)实验在
QA#,

及
5A#,

的引物序列中加入了
77667766

的酶切位点#可使其酶切

后再自连)此外在
QA#,

序列中实验还加入了靶识别序列#

7

6OO6O66T66O6O76

#识别序列以
7

开头#后每个
5iL

对应
$

个碱基#共识别
$2

个碱基)

Ò5

产物经过酶切连接后

将形成
$

个含有目标靶点序列和
5Q̀

报告基因的质粒

D

A#,OSi

)

B&C&G

!

采用共转染的方式验证
76NW.7Q

的转录活性
!

采用

转染试剂
N#

D

"B<?=A#,<1%%%

分别将
76NW.7Q+

载体质粒*

D

WTQ̀.\$

*和
D

A#,OSi'

个质粒和
76NW.7Q+

*

D

WTQ̀.\$

和
D

A#,OSi'

个质粒共转染进入
eWZ1('

细胞#利用荧光显

微镜对自然光下细胞*绿色荧光和红色荧光进行观察#判断构

建质粒
76NW.7Q+

的转录活性#验证其功能)转染方法见试

剂说明)

C

!

结
!!

果

C&B

!

T"9!<,T8=<

反应制备环形多聚体
!

在实验开始之初#作

者采用了以六聚体为基础的
76NW+

构建方案#构建完成后采

用引物
e<X.Q

和
e<X.5

进行扩增#得到六聚体线性结构后电

泳$图
$4

%)如图所示#在
-2%K

D

左右的位置存在较弱的六聚

体条带#显示其获取效率较低)为了提高多聚体获取效率#作

者推测构建更短的多聚体应该更容易)为此#分别构建了三聚

体*四聚体和五聚体#同样引物
Ò5

得到电泳条带分别在小于

2%%K

D

*

2%%K

D

左右和
-2%

!

2%%K

D

之间$图
$O

%)这些结果显

示#与之前的推测相符#片段越小多聚体的获得效率就越高#所

获得的电泳条带的浓度越大)结合靶识别片段的长度及序列#

本研究最终选择构建以五聚体为基础的
76NW+

构建方案)

'

个五聚体经过
1

次
T"9!<,T8=<

反应#得到
76NW+

最终的十

五聚体结构)

'

个五聚体均采用引物
e<X.Q

和
e<X.5

进行

Ò5

#电泳结果均为
-2%

!

2%%K

D

$图
$L

%)

C&C

!D

A#,OSi

质粒构建结果
!

第
$

步#对
D

5Q̀

进行构建#

构建程序见图
16

)首先从
6!.5Q̀

中扩增出
5Q̀

片段#电泳

$图
14

%#所得电泳条带在约
/%%K

D

处#与预期相符)再采用片

段置换反应将该
5Q̀

片段克隆到
D

WTQ̀.\$

中#获得
D

5Q̀

质粒)转化扩增后提取质粒#利用引物
Q$&$OSi

和
55Q̀.

$/%1

重庆医学
1%$2

年
2

月第
00

卷第
$2

期



\$

做
Ò5

挑选出阳性克隆$图
14

%#结果显示筛选的
2

个克

隆中有
0

个
-2%

!

2%%K

D

条带#为阳性克隆#测序结果证明载

体构建正确)第
1

步#采用引物
QA#,

及
5A#,

对
D

5Q̀

质粒

进行扩增后#酶切
Ò5

扩增片段#然后自身连接环化#即构建

为
D

A#,OSi

质粒$图
1O

%)

D

5Q̀

质粒的
Ò5

产物电泳结果

为大小约
02%%K

D

的片段$图
1L

左%#生成的
D

A#,OSi

质粒

采用引物
Q\$0-$%

和
5Ji0%

进行
Ò5

扩增进行克隆筛选)

Ò5

产物电泳#得到
$1%%K

D

附近条带的为阳性克隆$图
1L

右%)

C&D

!

76NW.7Q

的转录活性验证
!

将
76NW.7Q+

骨架质粒*

D

WTQ̀.\$

和
D

A#,OSi

共转染至
eWZ1('

细胞作为阴性对

照$图
'

%)转染后在荧光显微镜下可见大量绿色荧光#红色荧

光未见)结果提示#

76NW.7Q+

骨架质粒不能将
D

A#,OSi

激

活使其发出红色荧光)将目标
76NW.7Q+

*

D

WTQ̀.\$

和

D

A#,OSi

共转染至
eWZ1('

细胞后发现#红色荧光易明显可

见$图
'

%)由此可见#作者构建的
76NW.7Q+

质粒具有转录活

性#可使含有目的识别片段的
D

A#,OSi

成功表达出红色

荧光)

图
1

!!

质粒
D

A#,OSi

的构建

图
'

!!

76NW+.7Q

在
eWZ1('

细胞中的活性

D

!

讨
!!

论

!!

在
76NW+

与
L\6

的特异性识别的分子密码被破译之

后#人们便开始试图将其作为特定基因位点的靶向修饰工具)

为了确保
76NW+

识别的特异性#它所识别的靶基因片段应至

少大于
$%K

D

#

76NW+

结构中应至少含有
(&2

个重复单元)所

以说#

76NW+

结构中重复序列单元的构建#对于这一靶向修饰

技术的建立具有重大意义#而这一环节又恰恰成为了这一技术

的难点)因而#从
76NW+

技术发展至今的
'

*

0

年时间里#国外

出现了大量关于此项技术的研发和改进的报道)

目前人工构建
76NW+

技术主要包含有较为昂贵的全序

列人 工 合 成&

(

'

#

T"9!<, T8=<

克 隆 法&

0

#

$%

'

#连 续 克 隆 组 装

法&

$$.$1

'

*利用基因固相合成的高通量技术&

$'

'和长粘末端的

NRO

$

9#

G

8=#",.#,!<

D

<,!<,=?9",

G

#,

G

%

&

$0

'组装方法等)其中最常

用的为
T"9!<,T8=<

克隆法#它是利用了
RRJ

型限制性核酸内

切酶&

0

#

-

#

$2.$/

'识别位点与切割位点分离的特点#通过相同的
RRJ

型限制性核酸内切酶设计不同黏性末端的方式#实现了一次性

酶切连接反应之后片段按照指定次序进行连接#构建出本研究

所需要的碱基识别顺序)本实验就是在以基于
Ò5

的
T"9!<,

T8=<

克隆法为基础#对这一方法进行尝试和适当改进#建立一

套适合于本课题需要和尽可能方便简洁的具体实验方案)

在该实验进行的初始阶段#作者选择常用的以首次

T"9!<,T8=<

反应构建
76NW+

六聚体的实验方案)六聚体纯

化电泳后发现电泳条带很弱#重回收效果不佳$图
$4

%)于是

作者对五聚体*四聚体*三聚体分别进行了构建尝试后发现形

成的多聚体结构越小它的获得效率越高$图
$O

%)综合考虑

L\6

识别序列的长度#本研究最终选择了构建五聚体)鉴定

76NW.7Q+

的转录效率是考察本实验成功与否的关键)据研

究报道#

76NW.7Q+

的转录效率的检测方案常采用将
76NW.

7Q+

质粒*报告基因质粒和含有目的识别片段的质粒共转染进

细胞#在报告基因荧光显微镜下确认转染效率的前提下#对细

胞做定量
57.̀O5

#验证
76NW.7Q+

的转录活性)此方案结

果虽然真实可靠#但是方法较为繁琐#包含转染*质粒构建和

57.̀O5

#且
57.̀O5

的结果受质粒转染效率*

A5\6

的提取

效果#

L\6

污染等诸多因素影响#于是本研究采用将目的基因

和报告基因合二为一的质粒构建方案#并采用了课题组前期构

建的
QJ5

克隆技术#使得质粒构建快速高效)所获得的

D

A#,OSi

转录效率验证质粒在结果验证方面表现更为直观#

操作更为简洁)
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本组病例虽然取得多发性肝
OeN

栓塞技术操作成功率

高*治疗效果良好*并发症少等成果#但因病例数相对较少#缺

乏多中心*大宗病例的证实#相关长期疗效*并发症*安全性等

需与多中心联合研究进一步提供询证医学证据)

通过相关文献及本研究发现#以平阳霉素碘化油乳剂及明

胶海绵微粒超选择性插管栓塞肝多发肝海绵状血管瘤#具有技

术操作成功率高*创伤小*安全性高*疗效明显*并发症少等优

势#且远期疗效肯定#可作为该疾病的首选治疗方法予以推广)
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