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pEGFP-N1／PDXl真核载体的构建与表达

唐小龙， 郭 敏， 张 洹， 朱康儿
(暨南大学医学院血液病研究所，广东广州510632)

【摘要】 目的：构建胰腺十二指肠同源框蛋白1(pancreatic and duodenal homeobox factor 1，Pdxl)转录因子真核

表达质粒，并检测其在真核细胞中的表达能力及其生物活性。方法：以人胚胎胰腺组织基因组的mRNA为模板经

RT-PCR扩增获得Pdxl基因编码序列，克隆到真核表达载体pEGFP．N1的多克隆位点中，构建pEGFP．Nl／Pdxl真

核表达质粒，并转染1／)2细胞，用RT-PCR、免疫组化、间接荧光法和Western Blot检测目的基因表达情况。结果：酶

切与测序结果表明目的基因序列克隆正确；RT-PCR检测目的基因Pdxl mRNA在靶细胞[92中表达；免疫组化和

间接荧光结果证实Pdxl主要存在于细胞核内；Western blot检测到细胞核内Pdxl目的蛋白。结论：完成人Pdxl基

因克隆，成功构建了目的基因Pdxl真核表达载体，并在1．92细胞中获得有效表达。
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Construction and expression of eukaryotic expression
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【Abstract Aim：To construct recombinant eukaryotie expression vector of Pdxl transcription factor

and detect its expression in eukaryocyte．Methods：We obtained the Pd】【l gene exon by using human

embryo pancreas tissue mRNA as the template．and cloned it into multiple cloning sites of eukaryotic ex-

pression vector pEGFP．NI to construct pEGFP．N1／Pdxl eukaryotie expression plasmid and tlle construe．

ted plasmid was transfeeted L02 cell．The expression in transfected cells Was detected by RT—PCR immu．

nocytochemistry，indirect fluorescence assay and Western Blot respectively．Results：Restriction endonu．

cleas and sequence analysis verified that the fragment cloned in pEGFP—Nl vector Was Pdxl eDNA．In

the supernatant of L02 cells transfected by the pEGFP．N1／Pdxl plasmid．RT—PCR verified that Pdxl

mRNA was positive in L02 cells。the expression of PDXl protein in the nuclears of L02 cells Was detected

by indirect fluorescence assay and immunohistochemistry。and about 48 KDa protein Was detected by

Western blot in the cellular nucleus of L02 cells．Conclusion：Eukaryotic expression plasmid of Pdxl

gene(pEGFP—N1／Pd】(1)is successfully constructed and expressed effectively in L02 cells．
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胰腺分化发育过程中涉及多种关键转录因子及

信号途径的调控，其中胰腺十二指肠同源框蛋白l

(pancreatic and duodenal homeobox factor I，PDXl)

早在胰腺原基中就开始表达，有利于促进早期胰腺

分化，对胰腺内分泌细胞的分化与功能成熟起关键

作用⋯；PDXl缺陷鼠将不能分化发育形成胰腺组

织而出现严重的糖尿病K刁J，提示PDXl在B细胞

分化与发育过程中及维持B细胞的正常功能等方

面具有重要作用，但PDXl是如何通过调控网络诱

导祖细胞向B细胞分化发育目前尚不清楚，深入研

究PDXl在胰腺内分泌B细胞分化发育过程中的作

用机制具有重要的生物学意义，因此我们构建了

Pdxl真核表达载体pEGFP—Nl／Pdxl。

1材料与方法

1．1材料与试剂

大肠杆菌DH50t和质粒pEGFP．N1均为本实验

室保存。RT-PCR试剂盒、T4 DNA连接酶、限制性

内切酶Nhe I、Xho I及DNA mHxker购自大连宝生

物公司；质粒提取试剂盒和DNA胶回收纯化试剂盒

购自Omegar公司；PCR引物与测序由上海生工生

物工程公司完成；转染试剂JetPEITM购自Polyplus公

司；DAB酶底物显色试剂盒购自北京鼎国生物科技

公司；鼠抗人PDXl抗体购自Abcam公司；HRP一抗

鼠IsG与CY3一抗鼠IgG购自Bethyl公司。

1．2细胞培养

正常成人的肝实质细胞株102(不表达内源性

的Pdxl基因)细胞购于中科院上海细胞所。将102

细胞接种于含体积分数lO％新生牛血清，100 IU／

mL青霉素和100 IU／mL链霉素的DMEM／F12培养

基中，在含体积分数5％CO：的培养箱37℃连续培

养。

1．3目的基因Pdxl的RT-PCR扩增

参照GenBank人Pdxl的CDS序列分别设计引

物如下：其中Pdxl上游引物Pl：5’-AA

GCTAGcCcGCAGCC ATGA一3’，含Nhe I位点、下游

P2：5 7-Tc垡堡垒垒g!g垒TCGTGGTFCCTG-3’，含跏
I位点与终止密码子TGA，扩增基因长度为882

bp。Trizol提取人胚胎胰组织RNA，DEPC．H：0溶解

RNA，检测A瑚。／A抛。值进行RNA纯度及含量计

算；实验重复3次，每次做复管。用引物P2作Pdxl

特异性引物，用RT．PCR试剂盒进行反转录转录合

成相应的eDNA。PCR扩增Pdxl基因，反应体系按

说明书，反应条件分别为：Pdxl为95℃预变性5

min，95℃30 s，57℃30 8，72℃60 s，35个循环。72

℃10 min。扩增产物取5斗L进行1．O％琼脂糖凝

胶电泳，确定扩增产物大小正确无误。

1．4 pEGFP-N1／Pdxl真核载体的构建与及鉴定

Pdxl RT．PCR产物经过回收纯化后与载体

pEGFP—N1同时用Nhe I和Xho I双酶切，电泳纯化

后，酶切纯化的产物按照3：l的摩尔比混合，用T4

DNA连接酶连接24 h。转化用低温CaCl2制备的

E．coli DH5ct感受态细菌，于含卡那霉素30 pg／mL

的LB固体培养基中；次日随机挑取数个单菌落，分

别接种于3 mL含卡那霉素的LB培养液中，37℃下
150 r／min振荡培养过夜；先取少量菌液煮沸作为模

板进行菌落PCR检测是否有Pdxl的存在。将菌落

PCR筛选呈阳性的菌落用质粒提取试剂盒抽提质

粒DNA，Nhe I和Xho I双酶切质粒DNA后电泳检

测。阳性克隆的菌液测序鉴定，测序采用Sanger双

脱氧链终止法，对插入序列的两端进行测定，测序工

作由上海生物工程公司完成。

1．5细胞转染

取对数生长期的L02细胞接种在6孔板内，待

细胞生长至50％一60％时，直接在含体积分数10％

胎牛血清的完全培养基的培养板中按(N／P=8)比

例加人阳离子聚合物转染试剂Jetl：,EITM和质粒pEG-

FP-N1／Pdxl的混合物，细胞隔天换液。培养24 h

后，开始检测Pdxl的表达情况。

1．6 RT·PCR检测

Pdxl用下述引物与反应条件进行检测在靶细

胞中的表达水平：上游引物P3为5'-ACATCTYCAC．

CATCACCTCCCA．3’，下游引物P4为5’一CAGC．

CAGcTCcACCCGTCTr_3’，扩增目的基因片段长度

为302 bp；反应条件分别为：95℃预变性5 min，95

℃30 s，57．2℃30 s，72℃60 s，30个循环，72℃
10 min。扩增产物取5“L进行1．5％琼脂糖凝胶电

泳检测。

1．7免疫组化检测

以重组质粒pEGFP-N1／Pdxl转染L02细胞48

h后，去培养液，PBS洗涤，用质量分数4％的多聚甲

醛固定10 min后，用PBS冲洗，依次滴加过氧化酶

阻断剂，正常动物非免疫血清封闭，与鼠抗人PDXl

抗体反应后，用HRP标记的抗鼠二抗再进行反应，

DAB显色，显微镜下检测，呈棕黄色者为阳性，苏木

素复染。

1．8间接免疫荧光检测

待pEGFP．N1／Pdxl质粒转染细胞48 h后，细胞
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固定后，滴加鼠抗人PDXl抗体液，孵育30 min后

PBS洗，再分别用CY3一抗鼠IgG孵育35 min，PBS洗

后Hoeehst复染核，PBS洗后在荧光下检测。

1．9 Western Blot检测

胰酶消化离心收集重组质粒pEGFP—N1／Pdxl转

染的目的细胞，蛋白抽提试剂裂解细胞核并收集裂解

物冰浴，离心取20 uL上清上样于质量分数为15％的

SDS—PAGE胶，恒压120 V，泳动2 h后用湿转移法，电

转印到0．22 ILm孔径的PVDF膜上，在质量分数为

5％脱脂牛奶TBST的封闭液中，室温1 h。TBST漂

洗1次；加入鼠抗人PDXl一抗，4℃振荡过夜。

TBST液漂洗3次，每次15 min，加人HRP标记的抗

鼠二抗识别，室温振荡1 h后漂洗3次，ECL显色。

2 结果

2．1 限制性内切酶酶切、PCR结果与序列分析鉴

定

融合质粒pEGFP·N1／Pdxl经Nhe I和Xho I双

酶切后，电泳可见大小约为4．7与0．87 kb两片段，

载体pEGFP．N1经上述两个酶双酶切后，仅见一条

4．7 kb的片段(见图1)。以P3、P4为引物，以融合

质粒pEGFP—N1／Pdxl为模板，可分别扩增出约0．88

kb的产物。对质粒pEGFP．N1／Pdxl多克隆位点

(multiple cloning sites，MCS)内的DNA序列进行序

列分析鉴定，测序结果与人Pdxl的序列完全相同。

M1tlkb的DNA marker；M2：100 bp DNA marker；l，2，3泳道分

别为经Nhe l和Xho I双酶切的pEGFP·NI。pEGF-Nl／Pdxl和Pdxl

的PCR产物．

图1 Pdxl PCR及pEGFP—Nl／Pdxl相应双酶切结果

2．2荧光观测

pEGFP—N1／Pdxl转染的细胞在37℃体积分数

5％C02含体积分数10％新生牛血清，100 IU／mL

青霉素和100 IU／mL链霉素的DMEM／F12培养基

中培养，48 h后荧光显微镜镜下观察可观测到转染

细胞内有较强的绿色荧光，细胞阳性率较高，通过读

数阳性细胞率约60％(见图2)。

2．3 RT-PCR检测

收集pEGFP—N1／Pdxl转染后1、4和8 d的L02

细胞，提取mRNA进行反转录后，RT．PCR检测结果

有目的基因Pdxl表达，具体见图3。

A．荧光镜下图(×200)，B，光镜下与荧光镜下复合图(x200)

图2荧光显微镜下的转染pEGFP·Nl／Pdxl的L02细胞

M1：100 bp DNA marker；1，2，3泳道分别为转染后1、4和8 d

的1／)2细胞中Pdxl的表达情况；4泳道为对照组

图3 pEGFP—Cl／Pdxl转染的1．02细胞中Pdxl基因表达

2．4 Pdxl转录因子在L02细胞中表达

采用未转染细胞为空白对照和转染了空质粒

pEGFP—N1的细胞为阴性对照。免疫组化染色检测

显示，pEGFP-N1／Pdxl转染的L02细胞中Pdxl高

表达，棕黄色阳性信号主要位于胞核，而胞质中相对

较少，见图4A。间接荧光检测显示，pEGFP．N1／

Pdxl转染后的第2天开始在L02细胞中PDXl表达

呈阳性，其中PDXl主要位于胞核，极少部分位于胞

质中，见图4B。

A．PDXI表达的阳性细胞核呈棕褐色(×200)；B．蓝色荧光为

细胞核，红色荧光为核内的PDXl(x200)

图4 PDXl在1_02细胞的细胞核中表达

2．5 Western blot检测

采用细胞质和核蛋白提取试剂盒，分别提取

pEGFP—N1／Pdxl转染2、4、8和16 d后L02细胞的

细胞质和细胞核蛋白进行Western blot检测，结果表

明pEGFP—N1／Pdxl转染组可检测到PDXl蛋白(相

对分子质量约48 000)，见图5。
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1⋯2 3 4分别为转染2、4、8和16 d后I／)2细胞中PDXI蛋白的
表达情况

图5 PDXI蛋白Western blot分析结果

3讨论

Pdxl是胰岛内分泌细胞群发育的关键性调控

基因之一【l。J，该基因的5’侧翼区(5’一flanking re—

sion)含有3个核高敏感位点(nuelease hypersensitive

site，HSS)HJ，许多转录调控因子如HNml3、

HNFl d、HNF4a及PDXl蛋白与核高敏感位点相结

合，调控其下游靶基因(如Nkx6．1、GLUT2、GK)的

表达【5巧’。研究显示Pdxl具有促进早期胰腺发育

和晚期B细胞分化，维持成熟B细胞形态和功能，

以及调控胰岛素分泌相关基因等多方面的重要作

用，但Pdxl的转录因子相互作用能否协同影响对细

胞向内分泌13细胞分化进程中某些关键转录因子

的是通过何种途径来活化下游基因，上游相关因子

如何调控Pdxl的转录与表达．以及与相关表达，进

一步通过调控网络如何影响胰岛素分泌等诸多问题

尚不清楚，因此，建立一个具有生物学功能的PDXl

蛋白表达系统，对深入研究Pdxl的生物学功能及分

子机制有着十分重要的作用。

在本研究中，利用人胚胎胰腺组织的mRNA为

模板，反转录为eDNA；在Pdxl引物序列中分别设

计特异性酶切位点(Nhe I和Xho I)，进行PCR成

功获得目的基因Pdxl，进一步通过酶切与酶连作用

后，使两基因按照正确的方向克隆到pEGFP—N1的

MCS位点，成功构建了真核表达载体pEGFP—NI／

Pdxl，通过测序与Genebank检索得到的人类Pdxl

eDNA序列符合程度达到100％。为进一步研究载

体中目的基因Pdxl是否可以在人肝细胞中有效表

达，应用载体pEGFP—N1／Pdxl通过阳离子聚合物转

染试剂JetPEIm成功地转染靶细胞L02肝细胞株，

RT-PCR证实L02细胞高表达目的基因Pdxl；在转

染2 d后Western Blot即可检测到PDXl蛋白；免疫

细胞化学与间接荧光也都证实Pdxl在1．02细胞中

有效表达，且目的基因主要在靶细胞的细胞核中表

达，提示目的基因可通过自身信号肽可进入细胞核

内；同时pEGFP-N1／Pdxl成功转染ID2细胞持续作

用后，免疫细胞化学与间接荧光阳性细胞形态渐变

圆，并有聚集趋势，这些结果有力地证实本研究所克

隆的目的基因Pdxl虽是插入pEGFP．N1的C一末端，

在pEGFP—N1启动子的作用下与下游EGFP表达形

成融合蛋白【_¨，但并未影响其目的蛋白的生物学功

能；另一方面，pEGFP—N1／Pdxl以EGFP作为报告基

因，便于检测细胞水平上的快速筛选，优化与提高转

染效率，降低细胞损伤，进一步有利于模拟胰腺体内

发生、发育的基因时序表达调控环境，以从基因水平

探讨Pdxl在靶细胞定向分化为胰岛素分泌细胞中

的调控作用。因此，pEGFP—Nl／Pdxl真核表达质粒

的构建对深人研究下游有关靶细胞诱导分化为胰岛

素分泌细胞提供了实验基础，进而为推动B细胞工

程治疗糖尿病提供一个新的研究工具。
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