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［摘　要］目的：大鼠ＡｄｐＤＯＶｍＣＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ基因重组表达质粒的构建及其基因结构分析。方
法：通过ＵＣＳＣ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．Ｅｄｕ／）分析大鼠瞬时受体电位通道４（ＴＲＰＣ４）及其家族基因组结构，并通
过ＮＣＢＩ确定了ＴＲＰＣ４的蛋白结构域，通过 ＢｉｏＧＰＳ（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｇｐｓ．ｏｒｇ／＃ｇｏｔｏ＝ｗｅｌｃｏｍｅ）分析其表达模式；ＰＣＲ
扩增大鼠ＴＲＰＣ４蛋白编码区域（ＣＤＳ），并通过限制性内切酶与穿梭载体 ｐＤＯＶｍＣＭＶＭＣＳＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ进行
连接，其产物转化细菌感受态细胞；挑取阳性克隆进行菌落ＰＣＲ鉴定，并对阳性克隆进行测序验证，测序正确的
克隆即为目的质粒，命名为ｐＤＯＶｍＣＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ；将该质粒转染 ＨＥＫ２９３细胞进行腺病毒包装，并
命名为ＡｄｐＤＯＶｍＣＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证蛋白的表达。结果：生物学分析发现ＴＲ
ＰＣ４蛋白保守的ＴＲＰ２、ＡＮＫ及ＴＲＰ结构域，通过ＢｉｏＧＰＳ分析发现ＴＲＰＣ４在杏仁核和海马中表达明显，在血管
内皮细胞中也有表达；ＰＣＲ克隆获得 ３０００ｂｐ的 ＴＲＰＣ４ＣＤＳ序列，ＣＤＳ被亚克隆到表达载体 ｐＤＯＶｍＣＭＶ
ＭＣＳＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ中，酶切鉴定及测序验证正确；进行腺病毒包装后的病毒可以在ＨＥＫ２９３细胞中表达ＴＲＰＣ４
ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ融合蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证实其为含 ｆｌａｇ标签的蛋白且大小为１２８ＫＤａ。结论：成功构建了大鼠
ＴＲＰＣ４的腺病毒表达载体ＡｄｐＤＯＶｍＣＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ。

［关键词］质粒，ＡｄｐＤＯＶｍＣＭＶＭＣＳＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ；瞬时受体电位通道４；大鼠；腺病毒；基因结构
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　　冠心病、高血压等心血管疾病发病的共同环节
为血管内皮损伤及损伤后的不良修复，既往观点认

为，损伤内皮的修复主要依靠损伤部位邻近未受损

内皮细胞的迁移和增殖，但因其为终端分化细胞，

修复能力有限造成损伤后的不良修复［１］。最新的

研究发现，外周血和骨髓的内皮祖细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ）能归巢到损伤血管局部，修
复损伤内皮，促进损伤血管的再内皮化［２－３］。瞬时

受体电位通道４（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｃａｎｏｎｉ
ｃａｌ４，ＴＲＰＣ４）是钙库操纵性钙通道（ｓｔｏｒｅｏｐｅｒａｔｅｄ
ｃａｌｃｉｕｍｃｈａｎｎａｌｓ，ＳＯＣｓ）的成员之一，在 ＳＯＣｓ中发
挥膜通道的作用［４］。沉默人类冠状动脉内皮细胞

的ＴＲＰＣ４基因，可抑制其细胞的增殖、迁移及管状
形成能力［５］。ＥＰＣｓ作为内皮细胞的前体细胞，
ＴＲＰＣ４是否也参与调节其生物学行为，目前未见
报道。为研究ＴＲＰＣ４对ＥＰＣｓ功能的影响，本研究
尝试构建大鼠ＴＲＰＣ４基因的表达质粒（ｐＤＯＶｍＣ
ＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ），并对其基因功能进行
分析，为下一步的实验奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
Ａｇａｒｏｓｅ（Ｂｉｏｗｅｓｔ公司），ＩｎＦｕｓｉｏｎＫｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ

公司），１ｋｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ及 Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ（Ｆｅｒ
ｍｅｎｔａｓ公司），ＰｒｉｍｅｒＳｔａｒ、感受态细胞（Ｔａｋａｒａ公
司），２×Ｔａｐ酶 Ｍｉｘ、小抽试剂盒及胶回收试剂盒
（天根公司），内切酶（ＮＥＢ公司），ｐＤＯＶ．ｍＣＭＶ．
ＭＣＳ．ＥＧＦＰ．３ＦＬＡＧ载体及 ＮｈｅＩ＆ＢａｍＨＩ内切酶
（纽恩生物科技有限公司），ＡｄＭａｘ包装系统（加
拿大ｍｉｃｒｏｂｉｘ公司），ＴＲＰＣ４的 ＣＤＳ引物、测序引
物ＣＭＶＭＦ由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ合成；阳性克隆测序由华
大基因完成。

１．２　方法
１．２．１　大鼠 ＴＲＰＣ４编码序列的克隆与载体构建

　利用ＰＣＲ的方法获取目的基因 ＴＲＰＣ４的 ＣＤＳ，
引物序列 ＴＲＰＣ４５′为 ＡＡＣＣＣＣＧＧＴＣＣＧＧＣＴ
ＡＧＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧＴＴＣＴＡＴＴＡＣＡＡＡ
Ｃ，ＴＲＰＣ４３′为ＧＣＣＡＧＡＴＣＣＧＣＣＧＧＡＴＣＣＣＡＡ
ＴＣＴＣＧＴＧＧＴＣＡＣＡＴＡＡＴＣＴ。将目的基因与酶
切的线性化载体 ｐＤＯＶ．ｍＣＭＶ．ＭＣＳ．ＥＧＦＰ．
３ＦＬＡＧ进行定向连接，其产物转化细菌感受态细
胞。对长出的克隆进行菌落 ＰＣＲ鉴定，再对阳性
的克隆进行测序和 ＢＬＡＳＴ比对分析，测序引物
ＣＭＶＭＦ为ＴＣＡＴＴＣＴＡＴＴＧＧＣＴＧＡＧＣＴＧＣＧ、
ＧＦＰＲ为ＴＣＡＧＣＴＴＧＣＣＧＴＡＧＧＴＧＧＣＡＴ；比对
正确的即为构建成功的目的质粒，命名为 ｐＤＯＶ
ｍＣＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ。最后将构建好的表
达载体进行超纯去内毒素抽提。

１．２．２　病毒包装及滴度测定　用 ＡｄＭａｘ包装系
统进行腺病毒包装，将以上构建好的目的穿梭质粒

ｐＤＯＶｍＣＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ与腺病毒骨架
质粒共转染到ＨＥＫ２９３细胞，７～１５ｄ出现病毒空
斑，待完全病变后收集上清液，即得到经病毒包装

后的目的质粒，命名为ｐＤＯＶｍＣＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ
３ＦＬＡＧ；继之进行病毒的扩增及纯化，将滴度为
１０１０～１０１１ＰＦＵ／Ｌ的病毒１０μＬ，感染 ＨＥＫ２９３细
胞，待细胞全部病变后，加入约１０％ ＮｏｎｉｄｅｔＰ４０
（ＮＰ４０）５００μＬ以裂解细胞。收集细胞裂解物，离
心，弃细胞碎片收集上清。每１００ｍＬ上清加入病
毒沉淀液（２０％ ＰＥＧ８０００，２５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）５０ｍＬ，
冰上静置 １ｈ沉淀病毒。１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，弃上清，将沉淀物悬浮在 １０ｍＬ密度为
１１０ｇ／ｍＬＣｓＣｌ溶液中（溶剂为 ２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ，ｐＨ８０）４℃ ７０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集病
毒悬浮液。加入的１４０ｇ／ｍＬＣｓＣｌ溶液（溶剂同
上）２０ｍＬ，再加入１３０ｇ／ｍＬＣｓＣｌ溶液３０ｍＬ。
最后加入５ｍＬ的病毒悬浮液，２２８００ｒ／ｍｉｎ，４℃
离心２５ｈ。收集１３０～１４０ｇ／ｍＬ密度的病毒条
带至透析袋中（透析袋使用前用１０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＥＤ
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ＴＡＮａ２煮沸１０ｍｉｎ）。在透析缓冲液（蔗糖５０ｇ，
１ｍｏｌ／ＬｐＨ为８０的 ＴｒｉｓＨＣｌ液１０ｍＬ，１ｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２溶液２ｍＬ定容至１０００ｍＬ）中，４℃透析过
夜，中间更换透析液１次。收集病毒，于－８０℃保
存。最后进行病毒滴度测定。

１２３　 构 建 的 ＡｄｐＤＯＶｍＣＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ
３ＦＬＡＧ质粒验证　利用过表达腺病毒质粒 ｐＤＯＶ
ｍＣＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ目的基因携带 Ｆｌａｇ标
签，使用 Ｆｌａｇ抗体检测过表达腺病毒质粒 Ａｄ
ｐＤＯＶｍＣＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ转染２９３Ｔ的细
胞样品，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测样品中是否有 ＴＲＰＣ４
ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ融合蛋白的表达。
１３　大鼠ＴＲＰＣ４编码序列克隆及生物学分析

通过ＵＣＳＣ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅｕｃｓｃＥｄｕ／）分析
大鼠ＴＲＰＣ４基因及其家族基因组结构，采用 ＮＣＢＩ

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／）确定 ＴＲＰＣ４
的ＡＡＡ＿４蛋白结构，利用 ＢｉｏＧＰＳ分析 ＴＲＰＣ４在
各组织中的表达，通过ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｅｍａｎｉａｏｒｇ／预测
ＴＲＰＣ４的作用网络。

２　结果
２１　ｐＤＯＶｍＣＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ质粒构建

从含有大鼠 ＴＲＰＣ４基因的质粒中，利用 ＰＣＲ
方法扩增 ＴＲＰＣ４基因，得到３０００ｂｐ的阳性条带
（图１Ａ）。将目的基因与真核载体连接，连接后的
质粒图谱（图１Ｂ）经感受态细胞转化１６ｈ，随机挑
取平板上长出的６个转化子进行菌落 ＰＣＲ鉴定，
结果显示１～６号均出现３０００ｂｐ的阳性目的条带
（图１Ｃ），取１号转化子测序证实为１００％正确的
目的质粒及载体（图１Ｄ）。

注：Ａ为ＴＲＰＣ４基因的ＰＣＲ扩增结果，Ｂ为ＴＲＰＣ４表达质粒，Ｃ为菌落ＰＣＲ鉴定，Ｄ为阳性菌落测序结果

图１　ｐＤＯＶｍＣＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ质粒构建及鉴定
Ｆｉｇ．１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐＤＯＶｍＣＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧｐｌａｓｍｉｄ

２２　ｐＤＯＶｍＣＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ质粒病毒
包装、滴度滴定及ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证

利用 ＡｄＭａｘ系统将目的穿梭质粒 ｐＤＯＶｍＣ

ＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ与腺病毒骨架质粒共转
染到 ＨＥＫ２９３细胞中重组，获得病毒 ＡｄｐＤＯＶ
ｍＣＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ后小量扩增，转染后
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第１１天时观察，结果显示，ＨＥＫ２９３细胞大量脱
落，细胞已经完全病变（图２Ａ）；继之进行病毒滴
度测定，准备好１０倍梯度稀释的病毒样品，分别感
染ＨＥＫ２９３细胞，４８ｈ后进行病毒滴度测定，结果
也显示其滴度为９５×１０１３（ｉｆｕ／Ｌ）；计算显微镜下
视野中阳性细胞的平均个数（图２Ｂ）。选择一个梯

度视野，此梯度视野中要有５～５０个阳性细胞，然
后随机选择至少５个区域计数。最后进行病毒质
粒验证，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示１２８ｋＤａ处出现目
的条带，证实感染ＨＥＫ２９３细胞中有ＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ
３ＦＬＡＧ融合蛋白表达（图 ２Ｃ），目的质粒构建成
功。

注：Ａ为ＡｄｐＤＯＶｍＣＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ质粒病毒扩增７天及１１天的图片（１００×）；Ｂ为病毒滴度滴定
不同梯度的代表图（１００×）；Ｃ为Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果，条带１、２、３为对照组、４为实验组

图２　ＡｄｐＤＯＶｍＣＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ质粒病毒扩增、滴度滴定及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｔｉｔｒａｔｉｏｎ，ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎｏｆ

ＡｄｐＤＯＶｍＣＭＶＴＲＰＣ４ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧｐｌａｓｍｉｄ
２３　ＴＲＰＣ４基因的功能分析

采用ＵＣＳＣ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅｕｃｓｃｅｄｕ／）分析
大鼠ＴＲＰＣ４基因组序列与小鼠、人、狗和鸡的同源
性，结果发现，各物种ＴＲＣＰ４外显子序列相似性很
高，尤其是第２外显子（图３Ａ红色方框所示及图
３Ｂ），而且大鼠与小鼠 ＴＲＰＣ４基因还具有很高相
似性的内含子序列（图３Ａ）。大鼠 ＴＲＰＣ４蛋白的
保守区域为ＴＲＰ２、ＡＮＫ、ＴＲＰ（表１及图３Ｃ）。同
时通过对其相互作用的基因进行分析，发现有２０
个基因可能与其相互作用，其中其同系物 ＴＲＰＣ１
与其发生相互作用几率较大（图３Ｄ）。此外，通过
ＢｉｏＧＰＳ对ＴＲＰＣ４表达进行分析，显示ＴＲＰＣ４在杏
仁核和海马等神经组织中表达明显，在血管内皮细

胞中也有表达（图３Ｅ）。

表１　ＴＲＰＣ４基因结构的保守结构域统计分析
Ｔａｂ．１　ＡｓｔａｔｉｓｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｏｎＴＲＰＣ４ｄｏｍａｉｎ

ａｎｄｇｅｎｏｍｉｃｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ＤｏｍａｉｎＮａｍｅ Ｉｎｔｅｒｖａｌ（ａａ） Ｅｖａｌｕｅ
ＴＲＰ＿２ １７６～２３５ ２２２Ｅ３１
ＡＮＫ ６４～１６８ ６８１Ｅ－０４
ｔｒｐ １７～７４９ ０００Ｅ＋００

３　讨论

本研究通过生物学功能分析，从以下几个方面

阐述了ＴＲＰＣ４基因的结构及特性：（１）各物种 ＴＲ
ＰＣ４外显子序列相似性很高，而且大鼠与小鼠 ＴＲ
ＰＣ４基因还具有很高相似性的内含子序列，大鼠
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注：Ａ为与小鼠、人类、狗和鸡的同源性分析，Ｂ为第２个外显子在不同物种间的序列比对，Ｃ为蛋白的保守区域，
Ｄ为大鼠ＴＲＰＣ４基因预测的作用网络，Ｅ为大鼠ＴＲＰＣ４基因的表达分析

图３　ＴＲＰＣ４基因的生物学分析
Ｆｉｇ．３　ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｎＴＲＰＣ４ｇｅｎｏｍｅ

ＴＲＰＣ４蛋白的保守区域为 ＴＲＰ２、ＡＮＫ及 ＴＲＰ；
（２）ＴＲＰＣ１与ＴＲＰＣ４发生相互作用几率较大；（３）
ＴＲＰＣ４在杏仁核和海马等神经组织中表达明显，
在心脏及内皮细胞也有表达；此外，成功构建大鼠

ＴＲＰＣ４腺病毒表达载体 ＡｄｐＤＯＶｍＣＭＶＴＲＰＣ４
ＥＧＦＰ３ＦＬＡＧ。

ＳＯＣｓ由基质交联分子１、Ｏｒａｉ和ＴＲＰＣ家族构
成，基质交联分子１在 ＳＯＣｓ中发挥感受器作用，
它能感受胞内钙库耗竭，激活 Ｏｒａｉ和 ＴＲＰＣ通道，
介导钙库操纵性钙内流，以补充胞内钙［６－７］。ＴＲ
ＰＣ家族含有７个成员（ＴＲＰＣ１－７），根据其氨基酸
序列的相似性分成３个亚群，分别为 ＴＲＰＣ１／ＴＲ
ＰＣ４／ＴＲＰＣ５（４１％氨基酸序列相似）、ＴＲＰＣ３／ＴＲ
ＰＣ６／ＴＲＰＣ７（６９％氨基酸序列相似）及 ＴＲＰＣ２［８］。
ＴＲＰＣ４广泛分布在多种组织，包括大脑、内皮细胞
及平滑肌细胞等，本研究的生物学分析结果与此一

致［９］。ＴＲＰＣ４呈点状不连续的分布在细胞膜上，
且其膜靶点区域与其四聚体的结构并不相关，其受

毒蕈碱乙酰胆碱受体调控其钙离子流，而 ＭＬ２０４

为其通道的选择性的内源性的抑制剂［１０－１３］。ＴＲ
ＰＣ４通过影响钙内流调节多种细胞及器官的功能，
在心血管领域的研究也发现其有重要的作用。有

研究报道，在基因敲除小鼠心肌细胞 ＴＲＰＣ１／ＴＲ
ＰＣ４基因，其调节的钙内流降低，可明显改善压力
诱导的心肌细胞的病理性重塑［１４］；心肌梗死后降

低心肌细胞的 ＴＲＰＣ３／４／６的表达，其调节的钙内
流降低，能改善梗死后心脏的病理性重塑，从而改

善心脏的结构和功能［１５］；上调ＴＲＰＣ４和ＴＲＰＣ３通
道可增加肺动脉平滑肌的钙内流，促进内毒素诱导

的肺动脉狭窄［１６］；此外，ＴＲＰＣ４在内皮细胞的功能
上也发挥重要的作用，Ｑｉｎ等［５］报道沉默人类冠状

动脉内皮细胞ＴＲＰＣ４基因，通过抑制ＶＥＧＦ及ＮＦ
ｋＢ从而减弱由氧化修饰低密度脂蛋白诱导的血管
发生。由此可见，ＴＲＰＣ４基因对心血管疾病的发
生发展发挥了重要的重用，而 ＥＰＣｓ为内皮细胞的
前体细胞，ＴＲＰＣ４是否与参与其调控 ＥＰＣｓ的生物
学行为，目前未见报道。

腺病毒作为一种病毒载体，其基因组信息完全
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清楚，可以插入大片段的外源基因，并易获得较高

滴度，目前较为成熟的载体系统有非复制型（如

ＡｄＭａｘ）和复制型（又叫溶瘤腺病毒）２种［１７－２０］。

本研究为进一步研究ＴＲＰＣ４对ＥＰＣｓ功能的影响，
构建 ＴＲＰＣ４腺病毒的表达载体并采用 ＡｄＭａｘ包
装系统，利用 Ｃｒｅ／ｌｏｘＰ（或 ＦＬＰ／ｆｒｔ）重组酶将携带
外源基因的穿梭质粒与骨架质粒在 ＨＥＫ２９３细胞
中实现重组，产生腺病毒。该系统具有操作简便、

重组效率高、病毒产率高、目的基因表达水平高等

优点，并且在使用过程中既可用于体外细胞实验，

也可用于动物模型实验，为进一步实验作好充分的

准备。此外，本研究还利用 ＵＣＳＣ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．
ｕｃｓｃ．ｅｄｕ／）生物学分析了 ＴＲＰＣ４在物种间的同源
性，发现大鼠 ＴＲＰＣ４含有保守的 ＴＲＰ２、ＡＮＫ及
ＴＲＰ结构域，并且其与 ＴＲＰＣ１发生相互作用几率
较大，在多种组织细胞有表达，是一非常重要的基

因，更重要的是，在心脏及内皮细胞也有表达，这些

发现为课题组后续研究 ＴＲＰＣ４对 ＥＰＣｓ功能的影
响奠定了基础。
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