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［摘　要］目的：构建携带绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）报告基因及ＰＡＸ６基因的重组真核表达载体，观察其在人胚肾
细胞（２９３ＦＴ）细胞中的表达。方法：采用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）从大鼠脑组织中获取 ＰＡＸ６基因，经连接 Ｔ载
体测序验证正确后，与真核表达载体ｐＥＦ１αＩＲＥＳＡｃＧＦＰ经ＳａｌＩ／ＢａｍＨＩ双酶切后；经Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，获得
重组质粒ｐＥＦ１αＰＡＸ６ＩＲＥＳＡｃＧＦＰ，用菌液ＰＣＲ、ＳａｌＩ／ＢａｍＨＩ双酶切及测序鉴定正确后，用脂质体法转染２９３ＦＴ
细胞，采用倒置荧光显微镜观察ＧＦＰ的表达、蛋白印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法检测 ＰＡＸ６蛋白表达。结果：重组质粒
ｐＥＦ１αＰＡＸ６ＩＲＥＳＡｃＧＦＰ经ＲＴＰＣＲ和双酶切均得到大小为１２６９ｂｐ的目的条带，测序鉴定该序列与ＧｅｎＢａｎｋ
中大鼠ＰＡＸ６基因序列的同源性达１００％，插入基因的大小和方向正确；重组质粒转染２９３ＦＴ细胞后可见ＧＦＰ绿
色荧光，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示ＰＡＸ６蛋白表达。结论：成功构建了ＰＡＸ６真核表达重组质粒ｐＥＦ１αＰＡＸ６ＩＲＥＳＡｃＧ
ＦＰ，能在２９３ＦＴ细胞中表达ＰＡＸ６蛋白。
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　　角膜盲是最重要的致盲眼病之一，全球约有超
过１０００万的角膜盲患者，我国现有角膜盲患者约
３００多万，每年新发的感染性角膜病致盲患者约１０
万人［１］。然而，角膜供体的极度匮乏，是造成角膜

盲得不到及时治疗的主要原因之一。位于角巩膜

交界处的角膜缘干细胞（ｌｉｍｂａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＬＳＣｓ）
是角膜上皮细胞自我更新、修复及再生的基础，能

够修复并替代衰老死亡的角膜上皮细胞，在角膜上

皮的更新和角膜疾病的治疗中起着不可替代的作

用［１－２］。有学者发现人类与啮齿类动物的 ＰＡＸ６
基因整个编码区域相似性为 １００％，ＷＮＴ７Ａ和
ＰＡＸ６是ＬＳＣｓ分化的关键因子，ｐ６３和 ＰＡＸ６协同
作用可促进角膜缘干细胞的定向分化［３］。为ＬＳＣｓ
移植应用于治疗角膜盲等角膜疾病提供了研究方

向。本课题通过构建真核表达载体 ｐＥＦ１αＰＡＸ６
ＩＲＥＳＡｃＧＦＰ的方法，观察 ＰＡＸ６在人胚肾细胞
２９３ＦＴ中的表达，为ＰＡＸ６在诱导鼠胚胎干细胞分
化的作用机制奠定实验基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物、试剂与仪器
体质量１００～１２０ｇ的健康清洁级ＳＤ大鼠（贵

州医科大学实验动物中心提供）。人胚肾细胞

２９３ＦＴ细胞（贵州医科大学干细胞中心细胞库）、真
核表达载体ｐＥＦ１αＩＲＥＳＡｃＧＦＰ（美国康涅狄格大
学ＬａｉＬａｉｊｕｎ教授惠赠），ｐＵＣｍＴＶｅｃｔｏｒ（上海生
工生物工程有限公司）；Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ、脂质体Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美国）；限制性
内切酶ＳａｌＩ和ＢａｍＨＩ（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司，
美国），割胶回收试剂盒、质粒小抽试剂盒（天根生

化科技有限公司，中国北京），Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ
（Ｔａｋａｌａ，日本），氨苄霉素、卡那霉素、ＳＤＳＰＡＧＥ试
剂盒、ＢＣＡ法蛋白定量试剂盒（北京索莱宝生物科
技有限公司，中国北京），高效感受态细胞制备试

剂盒、内参 βａｃｔｉｎ（上海生工生物工程有限公司，
中国上海），ＤＭＥＭ培养液、０２５％胰蛋白酶（Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ，美国），胎牛血清（杭州四季青生物制品有限
公司，中国杭州），兔多克隆 ＰＡＸ６抗体、驴抗兔二
抗（ａｂｃａｍ，美国）；其他试剂为国产分析纯。ＣＯ２
培养箱（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，美国），高速冷冻离心机、全
自动数码凝胶成像分析系统、电泳仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，
德国），ＰＣＲ仪（ＡＢＩ，美国）；荧光倒置相差显微镜
（Ｎｉｋｏｎ，日本）。

１．２　方法
１．２．１　ＰＡＸ６基因的扩增和验证　根据 ＧｅｎＢａｎｋ
提供的已知序列（ＧｅｎｅＩＤ：１８５０８），对ＰＡＸ６基因全
ＣＤＳ区 序 列 设 计 引 物：上 游 引 物 ５′ＡＴＣＡ
ＧＡＧＴＣＧＡＣＡＴＧＣＡＧＡＡＣＡＧＴＣＡＣＡＧＣＧＧＡＧ３′，下
游 引 物 ５′ＡＴＣＴＧＡＧＧＡＴＣＣＴＴＡＣＴＧＴＡＡＴＣＧＡＧ
ＧＣＣＡＧＴＡＣＴＧ３′，引物由上海生工生物工程有限
公司合成。取健康清洁级 ＳＤ大鼠５只，无菌条件
下由枕骨或第１颈椎处入路，用止血钳将颅顶向上
撬开，暴露脑组织，将脑组织冰上匀浆，参照 Ｔｒｉｚｏｌ
ＴｏｔａｌＲＮＡ说明书，采用一步法提取 ＳＤ大鼠脑组
织中的总ＲＮＡ后再逆转录为ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ为模
板，进行 ＰＡＸ６基因 ＰＣＲ扩增。扩增体系为：２×
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，上游引物１μＬ，下游引物１μＬ，
ｃＤＮＡ２μＬ，补双蒸馏水（ｄｄＨ２Ｏ）至２０μＬ。循环
条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ、６４℃
退火３０ｓ、７２℃延伸１ｍｉｎ（３５个循环），最后７２℃
延伸７ｍｉｎ。反应结束后取 ＰＣＲ产物，采用０７％
琼脂凝胶电泳进行鉴定，并割胶回收目的片段。参

照Ｔ载体试剂盒说明，将回收纯化的 ＰＣＲ产物连
接于 ｐＵＣｍＴＶｅｃｔｏｒ中，取５μＬ连接反应液转化
ＤＨ５α感受态细菌，将转化的菌液涂在含１００ｍｇ／Ｌ
氨苄青霉素的ＬＢ平板上培养１６ｈ。待ＬＢ平板长
出菌落，挑取单菌落接种到５ｍＬＬＢ的液体培养基
中，３７℃振荡培养约１２ｈ至对数生长后期，用质粒
小量回收试剂盒抽提质粒 ＤＮＡ，经菌液 ＰＣＲ鉴定
和限制性内切酶ＳａｌＩ和ＢａｍＨＩ进行双酶切鉴定正
确后，将正确的细菌阳性克隆送上海生工生物工程

有限公司测序并验证。

１２２　真核表达质粒 ｐＥＦ１αＰＡＸ６ＩＲＥＳＡｃＧＦＰ
的构建　将连有 ＰＡＸ６基因并测序正确的 ｐＵＣｍ
ＰＡＸ６ＴＶｅｃｔｏｒ和真核质粒 ｐＥＦ１αＩＲＥＳＡｃＧＦＰ分
别用限制性内切酶 ＳａｌＩ和 ＢａｍＨＩ对其进行双酶
切，回收１２６９ｂｐ的纯化基因片段和酶切后线性化
ｐＥＦ１αＩＲＥＳＡｃＧＦＰ质粒 ＤＮＡ，用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶
将目的基因片段 ＰＡＸ６定向插入带绿色荧光蛋白
（ＧＦＰ）报告基因的哺乳动物真核表达载体 ｐＥＦ１α
ＩＲＥＳＡｃＧＦＰ中。将５μＬ连接产物转化至自制大
肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，冰上放置３０ｍｉｎ，４２℃
热冲击９０ｓ，冰上放置５ｍｉｎ，加入２００μＬ无抗性
ＬＢ液体培养基，３７℃，２５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养４５ｍｉｎ，
取菌液２００μＬ涂布于含５０ｍｇ／Ｌ的卡那霉素的
ＬＢ固体培养基中，３７℃倒置培养过夜。菌液 ＰＣＲ
筛选阳性克隆，限制性内切酶 ＳａｌＩ／ＢａｍＨＩ双酶
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切鉴定，将初步筛选的阳性克隆送上海生工生物工

程有限公司测序。

１２３　２９３ＦＴ细胞培养和重组质粒 ｐＥＦ１αＰＡＸ６
ＩＲＥＳＡｃＧＦＰ转染　２９３ＦＴ细胞于３７℃，５％ ＣＯ２
条件下，用含１０％胎牛血清的高糖 ＤＭＥＭ培养基
培养，细胞长满传代，转染前２４ｈ，以５×１０５个／孔
的细胞密度接种于６孔板；待细胞融合 ＞９５％时，
按Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书要求进行转染，设立
未转染组和转染空质粒 ｐＥＦ１αＩＲＥＳＡｃＧＦＰ的
２９３ＦＴ细胞做阴性对照。转染４ｈ后更换普通培
养基，常规培养２４ｈ后于倒置荧光显微镜观察绿
色荧光蛋白（ＧＦＰ）表达（绿色荧光）并拍照。以上
实验重复３次。
１２４　ＰＡＸ６蛋白表达　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法，收
集转染后２４ｈ的各组２９３ＦＴ细胞，提取细胞蛋白
并用 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒进行定量；取蛋白
２０μｇ，经ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳后，采用转移电泳装
置，于５００ｍＡ恒流条件下电转６０ｍｉｎ，将蛋白转
移到 ＰＶＤＦ膜上；用封闭液（含 ５％脱脂牛奶的
ＴＢＳＴ溶液）封闭 ＰＶＤＦ膜４℃过夜，ＴＢＳＴ洗膜３
次，１０ｍｉｎ／次；用封闭液稀释的兔多克隆抗体
ＰＡＸ６（１∶１０００）与封闭好的ＰＶＤＦ膜室温孵育２ｈ；
ＴＢＳＴ洗膜３次，１０ｍｉｎ／次。室温下用封闭液稀释
的二抗抗体（１∶５０００）与封闭好的ＰＶＤＦ膜室温孵
育２ｈ；ＴＢＳＴ洗膜３次，１０ｍｉｎ／次，用 ＥＣＬ试剂盒
曝光获得显示条带的胶片，扫描图像保存，用βａｃ
ｔｉｎ（１∶８０００）作内参照验证蛋白含量。以上实验重
复３次。

２　结果

２１　大鼠ＰＡＸ６基因ｃＤＮＡ的克隆
大鼠 ＰＡＸ６基因扩增产物经琼脂糖凝胶电泳

在１２６９ｂｐ处可见特异性条带，结果见图１。目
的片段克隆入 ｐＵＣｍＴＶｅｃｔｏｒ和测序结果经 ＮＣ
ＢＩ／ＢＬＡＳＴ进行序列比对，符合率为 １００％（见图
２）。
２２　重组质粒ｐＥＦ１αＰＡＸ６ＩＲＥＳＡｃＧＦＰ的鉴定

重组质粒ｐＥＦ１αＰＡＸ６ＩＲＥＳＡｃＧＦＰ克隆后的
菌液ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳成像结果显示在
１２６９ｂｐ处见目的条带（图３）；提取纯化质粒，用
限制性内切酶ＳａｌＩ和 ＢａｍＨＩ对其进行双酶切鉴
定，琼脂糖凝胶电泳成像结果显示在１２６９ｂｐ和
６０００ｂｐ处见目的条带和载体条带（图４）。

注：Ｍ为ＤＮＡＭａｒｋｅｒＶ，泳道１为ＰＡＸ６基因
片段，泳道２为阴性对照

图１　大鼠ＰＡＸ６基因扩增产物
Ｆｉｇ．１　Ａｇｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＰＡＸ６ｇｅｎｅ
２３　重组质粒 ｐＥＦ１αＰＡＸ６ＩＲＥＳＡｃＧＦＰ转染
２９３ＦＴ细胞

将转染２４ｈ后的２９３ＦＴ细胞置于荧光显微镜
下观察，细胞呈上皮样成片生长，贴壁疏松，转染前

后细胞形态学无明显变化，转染空质粒 ｐＥＦ１α
ＩＲＥＳＡｃＧＦＰ和重组质粒 ｐＥＦ１αＰＡＸ６ＩＲＥＳＡｃＧ
ＦＰ组的２９３ＦＴ细胞胞质内可见明显的特异性绿色
荧光，细胞未转染组未见绿色荧光表达（图 ５）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋白结果显示，未转染组和转染空质粒
组均未见ＰＡＸ６表达，转染重组质粒组在５０６ｋＤａ
处有特异性条带（图６）。

３　讨论

外源蛋白在哺乳动物细胞中的表达量一般是

由载体在染色体上的整合位置、启动子的强度、转

录产物的稳定性、ｍＲＮＡ的翻译效率、目的蛋白的
折叠效率以及目的蛋白的稳定性等因素决定，其中

前４个因素均与表达载体的选择有关［１３］。所以表

达载体的选择是决定外源蛋白在哺乳动物细胞中

表达量的关键，而启动子的强度对于基因的表达起

着决定性的作用。常用的启动子有巨细胞病毒即

早期启动子 （ＰＣＭＶ－ＩＥ）、人延伸因子１α亚基启动
子 （ＰＥＦ１α）和 Ｒｏｕｓ肉瘤长末端重复序列等。本
实验选用含有人延伸因子 １α亚基启动子
（ＰＥＦ１α）的哺乳动物表达载体 ｐＥＦ１αＩＲＥＳＡｃＧ
ＦＰ用于目的基因ＰＡＸ６的表达。启动子ＰＥＦ１α具
有不受细胞周期影响，启动子强度高等优点，可使

ＰＥＦ１α启动子下游的蛋白实现高表达，也适用于
难转的细胞，有利于转染和外源蛋白的大量扩

０９２
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图２　质粒ｐＥＦ１αＰＡＸ６ＩＲＥＳＡｃＧＦＰ部分测序结果
Ｆｉｇ．２　ＡｐａｒｔｏｆｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｍａｐｏｆｐＥＦ１αＰＡＸ６ＩＲＥＳＡｃＧＦＰｐｌａｓｍｉｄ

注：Ｍ为ＤＮＡＭａｒｋｅｒＶ，泳道１为阴性对照，
泳道２～７为ＰＡＸ６基因片段

图３　菌液ＰＣＲ鉴定重组质粒ｐＥＦ１α
ＰＡＸ６ＩＲＥＳＡｃＧＦＰ

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｌｏｎｙＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＥＦ１αＰＡＸ６ＩＲＥＳＡｃＧＦＰ

注：泳道Ｍ为ＤＮＡｍａｒｋｅｒＩＶ，泳道１为ｐＥＦ１αＩＲＥＳＡｃＧＦＰ双酶
切结果，泳道２为重组质粒ｐＥＦ１αＰＡＸ６ＩＲＥＳＡｃＧＦＰ双酶切

图４　ＳａｌＩ／ＢａｍＨＩ双酶切鉴定真核质粒
ｐＥＦ１αＰＡＸ６ＩＲＥＳＡｃＧＦＰ

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＥＦ１αＩＲＥＳ
ＰＡＸ６ＡｃＧＦＰｄｉｇｅｓｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔｂｙＳａｌＩａｎｄＢａｍＨＩ

注：Ａ１、Ｂ１和Ｃ１为显微镜（×２００）明场下的２９３ＦＴ细胞；Ａ２、Ｂ２和Ｃ２为
显微镜（×２００）４８８ｎｍ波长激发光下的２９３ＦＴ细胞

图５　真核质粒ｐＥＦ１αＰＡＸ６ＩＲＥＳＡｃＧＦＰ转染２９３ＦＴ细胞２４ｈ后镜下观察（２００×）
Ｆｉｇ．５　ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｐｐＥＦ１αＰＡＸ６ＩＲＥＳＡｃＧＦＰｉｎｔｏ２９３ＦＴｃｅｌｌｓ
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图６　转染后２９３ＦＴ细胞中ＰＡＸ６蛋白表达
Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒＰＡＸ６

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎ２９３ＦＴｃｅｌｌｂｙ
ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

增［１２］。且该载体的多克隆位点中有一个 ＩＲＥＳ元
件，可在ＰＥＦ１α启动子驱动下转录为双顺反子，实
现目的基因与绿色荧光报告基因（ＡｃＧＦＰ）独立翻
译［１３］。此外，该载体能够在流式细胞仪中高效稳

定检测或瞬时转染哺乳动物细胞表达目的基因与

ＡｃＧＦＰ，且可以用Ｇ４１８筛选稳定转染细胞株，有利
于后续转染胚胎干细胞。

　　在克隆目的基因 ＰＡＸ６时，本研究先将 ＰＡＸ６
连接于Ｔ载体，测序正确后，再经酶切定向插入到
真核载体。Ｔ载体是 ＴＡ克隆载体的简称，是一种
能够直接克隆 ＰＣＲ产物的工具，本研究采用的
ｐＵＣｍＴ载体是一种已经线性化的载体，载体每条
链的３’端带有一个突出的 Ｔ（脱氧胸苷），载体的
两端可以和ＰＣＲ产物的两端进行正确的ＡＴ配对，
在连接酶的催化下，可以把 ＰＣＲ产物连接到
ｐＵＣｍＴ载体中，形成含有目的片断的重组载体，
能够满足基因保存和测序的需要［１４－１５］，且能克服

常规方法中载体自连、过程复杂、克隆效率低等不

足，提高了连接效率和阳性率。２９３ＦＴ细胞是一种
改装过的人胚肾细胞，由２９３细胞派生，ＦＴ的含义
就是带有能复制（Ｆ）的ＳＶ４０大Ｔ抗原，含有ＳＶ４０
复制起始点与启动子区的质粒可以复制，比较容易

转染，被广泛应用于瞬时转染以过表达各种目标蛋

白。脂质体转染法是利用脂质体脂质双分子层的

融合及内吞作用使外源基因 ＰＡＸ６进入２９３ＦＴ细
胞。

ＰＡＸ６基因是ＰＡＸ基因家族成员，是控制着眼
球形态发生的一个重要调节基因［４－６］，在眼、神经

系统、鼻、胰腺和内分泌等组织器官的发育中起着

重要作用，广泛参与细胞增殖迁移分化和黏附等生

命活动［７－８］。在眼睛发育过程中，ＰＡＸ６从胚胎第
８天表达，时间早于任何形态学分化［９］，表面外胚

层中，ＰＡＸ６表达于眼睛发育最原始的阶段，基板

形成前ＰＡＸ６就已经表达，一直持续表达到晶状体
分化，最终存在于成人晶状体和角膜上皮，是眼发

育的主控基因［３，１１］。Ｏｕｙａｎｇ［３］的研究发现，将
ＰＡＸ６转到皮肤上皮干细胞（Ｓｋｉｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＳＥＣｓ）中时，发现其可以充分地将ＳＥＣｓ转变
为表达Ｋ５／Ｋ１４的样细胞，再将此细胞移植应用于
角膜上皮缺损的兔子模型中发现，移植的细胞最初

位于角膜缘的地区，然后逐步向中央角膜与相应的

区域移动，３个月后，成功修复缺损的角膜并维持
正常的角膜透明度。而将敲除 ＰＡＸ６基因的兔
ＬＳＣｓ移植到此模型并不能修复角膜损伤，提示
ＰＡＸ６在修复角膜损伤中起到决定性的作用。由
于ＬＳＣｓ获得的局限性，本课题构建携带眼发育关
键基因ＰＡＸ６的真核表达载体，初步探究其在真核
细胞的表达，再进一步探讨 ＰＡＸ６转染胚胎干细胞
并进一步诱导胚胎干细胞定向分化为 ＬＳＣｓ，以期
建立稳定细胞株，为角膜损伤提供种子细胞。

本课题成功构建重组真核表达载体 ｐＥＦ１α
ＰＡＸ６ＩＲＥＳＡｃＧＦＰ，并通过脂质体转染法将重组载
体转入２９３ＦＴ细胞，转染２４ｈ后荧光显微镜下观
察到绿色荧光，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示转染重组质
粒组ＰＡＸ６蛋白高表达，未转染组和转染空质粒组
没有ＰＡＸ６蛋白表达，证明过表达质粒成功转染了
２９３ＦＴ细胞并建立了 ＰＡＸ６过表达的２９３ＦＴ细胞
瞬时转染模型，为后续研究中 ＰＡＸ６在真核细胞中
的调节作用及 ＰＡＸ６转染胚胎干细胞诱导分化为
角膜缘干细胞实验奠定了基础。
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