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+周琼艳#赵敬军#许素玲#等
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例疑似生殖道支原体

感染患者支原体分布及耐药性分析*

S

+

8

中华临床感染病

杂志#

"$%?

#

)

$

"

%!

%#?/%#)8

*

%%

+朱小飞#彭红新#李岷
8

喹诺酮抗性决定区域位点突变诱

导解脲脲原体耐喹诺酮类药物的系统评价*

S

+

8

临床检验

杂志#

"$%!

#

((

$

%

%!

'?/'#8

*

%"

+于静波#薛文成#张明磊#等
8

人型支原体耐药性监测及耐

药机制的研究*

S

+

8

沈阳药科大学学报#

"$%"

#
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$

%$

%!

&##/

&)%8

*
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+

2b7bd7b]

#
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#
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#

9B:F8b/

E9;
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N
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I

F:<E:1=E@/

>@<:<<=G@:B9KJ@B1:F=<<=HB19@>B;@><@G;9<@<B:>G9B=9/

;

N

B1;=E

N

G@>:>K:R@B1;=E

N

G@>

*

S

+

8S 5>B@E@G;=L +19/

E=B19;

#

"$$?

#

!&

$

'

%!

&!(/&!?8

*

%'

+周丽华#沈梦远#李曦#等
8%"!'#

例泌尿生殖道标本解脲

脲原体和人型支原体检测及药物敏感性分析*

S

+

8

中国卫

生检验杂志#

"$%#

#

"#

$

%

%!

%$?/%$#8

*

%!

+龚娅#段德令#何宗忠#等
8%)!($

例泌尿生殖道感染患者

支原体感染及药敏结果分析*

S

+

8

重庆医学#

"$%!

#

''

$

"!

%!

(!()/(!'%8

$收稿日期!

"$%)/$%/%(

!!

修回日期!

"$%)/$'/%'

%

!临床探讨!

!"#

!
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小鼠
+KG%'5

基因真核表达载体的构建

刘
!

儒%

!谢基明"

!孟
!

峻%

!李瑞林%

%8

内蒙古医科大学附属医院检验科!内蒙古呼和浩特
$%$$!$

&

"8

内蒙古自治区

人民医院检验科!内蒙古呼和浩特
$%$$%&

!!

摘
!

要"目的
!

构建小鼠
I

G.U5(8%/4d+/

细胞分裂周期
%'5

#

+KG%'5

$真核表达载体!并观察和验证其在

真核细胞中的表达"方法
!

将化学合成的目的基因
+KG%'5

定向克隆至真核表达载体
I

G.U5(8%

#

a

$中!经酶

切和测序鉴定正确后!采用脂质体法转染
0b\")(

细胞!通过
e9<B9;>LF=B

检测细胞内
+KG%'5

的表达!并检

测
+KG%'5

基因序列"结果
!I

G.U5(8%/4d+/+KG%'5

真核表达载体构建成功!将其转染
0b\")(

细胞
'#1

!

提取细胞蛋白!采用
e9<B9;>LF=B

检测到细胞内
+KG%'5

的表达!并且测序结果与预期结果一致"结论
!

成功

构建了真核表达载体
I

G.U5(8%/4d+/+KG%'5

!为研究
+KG%'5

在小鼠一细胞期受精卵
,"

)

4

期转换中的作

用奠定了基础"

关键词"真核表达载体&

!

细胞分裂周期
%'5

&

!

0b\")(

细胞

中图法分类号"

7()'8(

文献标志码"

5

文章编号"

%?&"/)'!!

#

"$%)

$

%(/%#)%/$(

!!

人类基因组编码
!%#

个激酶#其中仅有
%'&

个蛋

白磷酸酶'磷酸酶与来源于同一祖系的蛋白激酶相

反#能由若干进化的祖细胞独立进化为不同的磷酸酶

家族'由于编码磷酸酶的基因数量相对较少#而且分

离的磷酸酶在体外仅表现出低底物特异性#因此#磷

酸酶已被广泛认为是混杂酶*

%/"

+

'细胞分裂周期
%'5

$

+KG%'5

%是真核细胞生物中广泛表达的一类特殊的

高度保守的双重特异性磷酸酶#是
+KG%'

家族的一个

亚型'从酵母到人类体细胞的多种研究表明#

+KG%'

涉及的作用广泛#如减数分裂)细胞质分裂)有丝分

裂)

.U5

损伤修复)肿瘤发生)发展及生殖等*

"

+

'本

文通过构建小鼠
+KG%'5

基因真核表达载体#为

+KG%'5

在小鼠一细胞期受精卵
,"

"

4

期转换作用的

研究奠定了基础#现报道如下'

$

!

材料与方法

$8$

!

材料
!

目的基因)细胞株)菌种和质粒!目的基

因
+KG%'5

由鸿讯生物科技有限公司化学合成(真核

表达载体
I

G.U5(8%

$

a

%)

.0!p

感受态大肠杆菌为

广州辉骏生物科技有限公司产品(

0b\")(

细胞购于

北京全式金生物技术有限公司'

$8/

!

试剂与仪器
!

限制性内切酶
\

I

>6

)

h1=6

和

5

I

:6

$

*19;E=]G@9>B@H@G

%(

.4b4

培养基$

,6V3+

公司%(微量琼脂糖凝胶
.U5

回收试剂盒$上海生工

V!%#%(%/$%$$

%(质粒小量抽提试剂盒$上海生工

V!%#%)%/$$!$

%(

+F=>bQ

I

;9<<

&

3>9]B9

I

+F=>@>

C

\@B

连接酶$诺唯赞
+%%"/"

%(

.U5

测序均由生工生

物工程$上海%股份有限公司完成'低温超速离心机

$美国#

]@

C

E:

公司%(基因扩增仪$

0b45

#

)?$$

%(台

式高速离心机$

*,%&/e]

#上海卢湘仪器有限公司%(

凝胶自动成像仪
,.])$$$

$美国#

V@=/7:K

公司%(紫外

分光 光 度 仪 $北 京 思 博 全 公 司%(洁 净 工 作 台

$

567*b+0

#

]e/3S/"P

%(

+3

"

培养箱
+V%%!

$德国

e*V/L@>K9;

%(恒温空气振荡器$上海艾测电子科技有

限公司%(电泳仪$君意#

Sd?$$b

%'

$8'

!

方法

$8'8$

!

获取目的基因
!

带有
ed+

标签的
+KG%'5

目的基因由鸿讯生物科技有限公司化学合成'

$8'8/

!

载体双酶切
!

$

%

%载体双酶切'在无菌的

$8"E-b2

反应管#取
!

%

C

的
I

G.U5(8%

$

a

%载体#用

\

I

>6

和
h1=6

双酶切#酶切体系如下!

%$YVDHH9;!

%

-

(

I

G.U5(8%

$

a

%

!

%

C

(

\

I

>6%8!

%

-

(

h1=6%8!

%

-

(加无

酶水补充到总体积为
!$

%

-

#

(&[

酶切反应
"$E@>

(

&

%)#%

&

检验医学与临床
"$%)

年
&

月第
%?

卷第
%(

期
!

-:L49K+F@>

!

SDF

N

"$%)

!

T=F8%?

!

U=8%(



取酶切产物
?

%

-

进行
%8!c

琼脂糖凝胶电泳检测'

$

"

%酶切产物的回收'酶切产物在
%8!c

琼脂糖凝胶

电泳中迁移
($E@>

后#将凝胶置于紫外灯下#用手术

刀小心将琼脂糖凝胶上线性化的载体条带切割出来#

放至无菌无酶的
%8!E-b2

管中#用微量琼脂糖凝胶

.U5

回收试剂盒$上海生工%回收
.U5

目的片段$详

细步骤见试剂盒说明书%'

$8'8'

!

目的片段与载体连接
!

目的片段
4d+/

+KG%'5

与线性化载体连接#反应体系!

I

G.U5(8%

$

a

%

%$$>

C

(

4d+/+KG%'5%$$>

C

(

!Y+b

&

VDHH9;

'

%

-

(

+F=>bQ

I

;9<<

&

3>9]B9

I

+F=>@>

C

\@B

连接酶

"

%

-

(加无酶水补充到总体积为
"$

%

-

(

(& [

连接

($E@>

#冰浴
!E@>

'

$8'81

!

连接产物转化感受态细胞
!

在冰水中解冻

%$$

%

-.0!p

感受态细胞#解冻后加入
"

%

-

连接产

物#轻轻摇匀#冰浴
($E@>

后于
'"[

水浴中热休克

'!<

#然后迅速放在冰中冰浴
"E@>

'然后加入
!$$

%

-

-V

培养基#于
(& [

)

""!;

"

E@>

振荡培养箱中培养

%1

后#取
%!$

)

%$$

)

!$

%

-(

种递减梯度的菌液均匀涂

布于
(

个含
5E

I

抗菌药物$

%$$

%

C

"

E-

%的琼脂平板

上'倒置放于
(&[

孵育箱中过夜培养'挑取单个菌

落于
5E

I

a-V

$

%$$

%

C

"

E-

%培养基
(

管$每管约
!

E-

%中培养
%"

!

%?1

#测定其
L5

值为
"

!

(

时提取

质粒'

$8'82

!

用质粒小量抽提试剂盒提取质粒
!

取
!E-

过夜培养的细菌菌液于干净离心管中#

#$$$;

"

E@>

离

心
"E@>

#弃上清液#加入
"!$

%

-VDHH9;2%

#重悬菌体

沉淀(加入
"!$

%

-VDHH9;2"

#立即轻柔颠倒
!

!

%$

次#室温静置
"E@>

#彻底裂解菌体(加入
(!$

%

-VDHH/

9;2(

#立即轻柔颠倒
!

!

%$

次#此时溶液中出现絮状

物#

%"$$$;

"

E@>

离心
%!E@>

#将上清液全部小心转移

到
]

I

@>G=FDE>

内#

#$$$;

"

E@>

离心
%E@>

#弃收集管内

的液体(向
]

I

@>G=FDE>

内加入
!$$

%

-e:<1]=FDB@=>

#

#$$$;

"

E@>

离心
($<

至
%E@>

#弃收集管内的液体#再

向
]

I

@>G=FDE>

内加入
!$$

%

-e:<1]=FDB@=>

重复清洗

%

次#

#$$$;

"

E@>

离心
%E@>

#弃收集管内的液体(将空

的
]

I

@>G=FDE>#$$$;

"

E@>

离心
%E@>

#彻底清除残留

液体后将
]

I

@>G=FDE>

连接到无菌的
%8!E-

离心管

中(向
]

I

@>G=FDE>

内加入
($

%

-bFDB@=>VDHH9;

#室温静

置
"E@>

#于
#$$$;

"

E@>

离心
%E@>

#

%8!E-

离心管收

集到的溶液中即含有质粒
.U5

'

$8'8)

!

质粒酶切鉴定
!

用限制性内切酶
\

I

>6

和

5

I

:6

进行双酶切#酶切反应体系为!

%$YVDHH9;

!

%

-

(

I

G.U5(8%/4d+/+KG%'5"

%

C

(限制性内切酶

\

I

>6

和
5

I

:6

各
%

%

-

(加无酶水补充到总体积为

"$

%

-

(

(& [

酶切
"$ E@>

'酶切完成后#取
?

%

-

%!$$$4:;M9;

和
?

%

-

酶切产物进行
%8!c

琼脂糖凝

胶电泳检测'琼脂糖凝胶电泳鉴定完毕后#送生工生

物工程$上海%股份有限公司进行质粒
.U5

序列测

定#进一步证明构建成
I

G.U5(8%/4d+/+KG%'5

真

核表达载体'

$8'8.

!

细胞培养和转染
!

0b\")(

细胞在
.4b4

培养液$含
%$

%

C

"

E-

链霉素)

%$c

胎牛血清)

%$$

Z

"

E-

青霉素%中
(&[!c+3

"

培养至细胞密度达到

#$c

后用
-@

I

=H9GB:E@>9

*4

"$$$

试剂盒转染
0b\")(

细

胞#具体步骤参考试剂盒说明书'

"'1

后#细胞可转

染
!

%

CI

G.U5(8%/4d+/+KG%'5.U5

'

$8'8U

!

e9<B9;>LF=B

检测
I

G.U5(8%/4d+/+KG%'5

的表达
!

收集转染
'#1

后的目的细胞#提取蛋白#用

V+5

试剂盒$来自碧云天%检测其浓度'取
!$

!

#$

%

C

蛋白样品按比例加入上样缓冲液#沸水浴
%$E@>

#冷

却离心后在
%"c

的分离胶进行十二烷基硫酸钠聚丙

烯酰胺凝胶电泳#湿转法在
%%$T)$E@>

电转至聚偏

二氟乙烯$

2T.P

%膜'用磷酸盐缓冲液和
BJ99>"$

$

*V]*

%溶解的
!c

的脱脂奶粉室温封闭
%1

#孵育一

抗$

;:LL@BE5L:>B@/+KG%'5

$

%o"$$

%#

;:LL@BE5L:>/

B@/5GB@>

$

%o%$$$

%

'[

过夜#次日用
*V]*

洗涤
'

次$每

次
#E@>

%#然后室温孵育辣根过氧化物酶标记的二抗

$

;:LL@B6

C

,

$

%o!$$$

%

"1

#最后用
b+-/2FD<

系统检测

在
2T.P

膜上的蛋白表达情况'

/

!

结
!!

果

/8$

!

真核表达载体
I

G.U5(8%/4d+/+KG%'5

的构

建及鉴定
!

4d+/+KG%'5

目的片段与
I

G.U5(8%

$

a

%载体连接#经测序公司进行质粒
.U5

序列测定

分析#目的基因插入正确#测序结果见图
%

'取构建成

功的真核表达载体
I

G.U5(8%/4d+/+KG%'5

#用限制

性内切酶
\

I

>6

和
5

I

:6

进行双酶切鉴定#结果见图

"

'电泳结果显示#目的基因条带对应
%#$$L

I

)载体

条带对应
!"$$L

I

#与预期片段大小相符#进一步证明

了插入基因正确#获得
I

G.U5(8%/4d+/+KG%'5

真

核表达载体#可用于体外转录'

!!

注!

,5,+5,555+*+5*+*+5,55,5,,5*+*,

为
4d+

标

签序列(

5*,

之后为
+KG%'5

目的基因序列

图
%

!!I

G.U5(8%/4d+/+KG%'5

测序结果

&

")#%

&

检验医学与临床
"$%)

年
&

月第
%?

卷第
%(

期
!

-:L49K+F@>

!

SDF

N

"$%)

!

T=F8%?

!

U=8%(



!!

注!

F:>9%

为
I

G.U5(8%/4d+/+KG%'5

质粒
.U5

双酶切$

\

I

>6

和

5

I

:6

%产物(

4:;M9;

为
.U5E:;M9;.-%!ML

图
"

!!I

G.U5(8%/4d+/+KG%'5

质粒
.U5

双酶切结果

/8/

!

真核表达载体
I

G.U5(8%/4d+/+KG%'5

在

0b\")(

细胞中的表达
!

通过脂质体介导的基因转

染方法将构建的载体
I

G.U5(8%/4d+/+KG%'5

转染

0b\")(

细胞#用
:>B@/

"

/:GB@>

抗体和
:>B@/4d+

标签

抗体进行
e9<B9;>LF=B

检测#结果显示#在转染了真

核表达载体
I

G.U5(8%/4d+/+KG%'5

的
0b\")(

细

胞内#

4d+/+KG%'5

有表达#见图
(

'真核表达载体

I

G.U5(8%/4d+/+KG%'5

构建成功并能正确表达

+KG%'5

'

!!

注!

%

为未转染组(

"

为空载体组(

(

为转染
I

G.U5(8%/4d+/

+KG%'5

组

图
(

!!I

G.U5(8%/4d+/+KG%'5

在
0b\")(

细胞中的表达结果

'

!

讨
!!

论

!!

+KG%'

蛋白磷酸酶最早由
43++6573

等*

%

+利用

出芽酵母温度敏感突变株鉴定得到#该基因调控出芽

酵母细胞周期'有研究表明#

+KG%'

属于高度保守的

丝氨酸"苏氨酸双特异性磷酸酶家族#可以逆转细胞

周期素依赖性激酶$

+KM

%活性#从酵母菌到人类#在真

核生物细胞
,"

期阻滞中发挥稳定的保守作用*

"/!

+

'

小鼠卵母细胞研究表明#

+KM%

促进卵母细胞成

熟#其活性和在底物上的作用受到严格调控*

'

#

?/#

+

'

+KG%'5

在未开始进行减数分裂的小鼠卵母细胞中定

位于细胞核#在开始进行减数分裂后
+KG%'5

扩散到

整个小鼠卵母细胞中'在减数分裂过程中#

+KG%'5

在减数分裂中期
*

$

49B

*

%和减数分裂中期
&

共定位

纺锤体#其他时期没有特定的亚细胞定位'此外#

+KG%'5

的定位与染色体的构型密切相关#

+KG%'5

在

生发泡$

,T

%期定位于细胞核#在生发泡破裂后聚集

在染色体周围#减数分裂能力的获取与定位于
,T

的

+KM%

蛋白增加有关#因此获取减数分裂能力时#

+KM%

和
+KG%'5

的核定位呈负相关*

'

+

'过表达的
+KG%'5

可以延缓减数分裂的进展#而沉默
+KG%'5

的卵母细

胞则延迟了
49B

*

的退出'过表达和"或基因沉默

+KG%'5

后都会产生染色体排列不正常的卵子#而且

非整倍体卵子的发生率明显升高#由此表明
+KG%'5

具有调节卵母细胞成熟的功能#能够促进第
%

次减数

分裂到第
"

次减数分裂的转变*

'

+

'

目前#国内少见小鼠
+KG%'5

真核表达载体的构

建和
+KG%'5

在小鼠卵母细胞和受精卵发育中作用和

机制的相关研究*

"

+

'本研究化学合成带有
4d+

标签

的目的基因
+KG%'5

#成功构建了
+KG%'5

真核表达

载体
I

G.U5(8%/4d+/+KG%'5

'通过脂质体介导的

方法将
I

G.U5(8%/4d+/+KG%'5

载体转染
0b\")(

细胞 后#采 用
e9<B9;> LF=B

证 实 转 染 细 胞 内 的

+KG%'5

成功表达#为下一步研究
+KG%'5

基因的结

构)功能及其在小鼠一细胞期受精卵
,"

"

4

期转换中

的作用奠定了良好的基础'
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