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摘要 用电脉冲介导和 ���一磷酸钙共沉淀两种基因
�

转移方法
，
将人 ����� �细脚��� 及限制性

核酸内切酶切割后的 ��� 片段
，
与选择标记基因一同导入 �� 细胞

，
经两次选择后得到转化的细 胞

。

实验证明 ���
��� ��� 及经 ��� �

、
��� �切割后的 ���片段可以修复 ��细胞切除修复 荃 因 的缺

陷
，
提高它们对紫外辐射的抗性

。 ‘

二次转化实验进一步证明
，
导入的 ����� � ��� 已在 ��细��毖因

组中整合
，
并得到稳定的表达

。

关艳词 紫外辐射
， ，

切除修复
，

基因转移
，
��细胞

，
����� � ���

紫外照射会引起细胞内 ��� 碱基间出现喀吮二聚体
，
阻碍 ��� 的半保留复制

。

大 多数哺

乳动物细胞可以切除咬咤二聚体
，
使损伤得到修复

。

人着色性干皮症���������� �����������
，

简写 ���细胞缺乏这种切除修复的功能
。
��是人类的一种遗传性疾病

，
患者的皮肤和眼睛 对光

照过敏
，
皮肤癌发病率高

。

近年来世界上不少实验室以 �� 为受体细胞
，
力图用基

�

因转移法
，
导

入切除修复功能正常的供体细胞 ���
，
以提高 ��细胞的紫外抗性

，

但成功的极少
。

我们用电脉冲

介导和 ��八一磷酸钙共沉淀两种基因转移方法
，
将人 ���

�� �细胞 ��� 及酶切后的 ��� 片段
，

导入 �� 细胞获得成功
。

材 料 和 方 法

��� 细胞 �� ������ 凌。��为经 �� ��病毒 ��� 转化的人着色性���皮 症细 胞�和 ������

�人宫颈癌细胞�
，
均在含 ���胎牛血清的 �����������培养液中生长

，
�

青链霉素终浓 度 �� ��

��
，
����

， ����
�。
�������������萤光染色法证明实验过程中二种绍胞无枝原体污染

。

��� 供体 ��� 的提取与酶切 收集约 �护个处于指数生长期的 ����� �细胞
，
用 �

�

������

����一�
�

������� ����
·

���一������� ����一�
�

�� �
�

�
�

�液溶胞
，
�����

，
����������� 消化

细胞内 ��� 和蛋 白质
。

然后用 ����� ��� 饱和的酚和氯仿��
������混合液抽提数次

，
核 酸 相经

����� ���� ��� �
�

��缓冲液透析后
，
加 �

�

�倍体积的冷无水乙醇沉淀 ���
，
并用干净的玻璃棒

收集 ��� 纤维
。

再经 ���乙醇除盐
、

无水乙醇脱水后
，
于超净台中风干

，
供墓因转移使用

，

转移������ ��� 酶切片段时
，
取 �� 昭 ������ ���

，
分另��加入 功 倍的酶反应缓冲液和

各 ��个单位�彗勺�
�

��� �
、
����

、
��� �

、
����

、
����

，

按 常 规
，
除 ������� 中 盐 缓 �，�

，
液

�
’

�������� ����一������� ����
·

���一�������� ����
�一������� ����夕卜

，
其余四利

‘
�‘民升了��性

核酸内切 酶 都 使 �书高 盐 缓 �中液���������� ����一�������� ����
·

���一������� ����
��

�����������
，

力��三蒸水使总体积为 ��林�
。

对照 组 ��卜� ������ ��� 为��魂。 卜� ����� �
。

西每
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切反应 ��℃下��
。

然后加等体积的酚和氯仿混合液
，
沉淀蛋白质

，
上相液加无水乙醇沉淀 ���

，

风千后供基因转移使用
。

���塞因转移 ��林� ������ ��� 或酶切后的 ��� 片段 �与 �林� �����������
���� 质

粒����一同导入 �� ������ ���细胞
。

电脉冲介导墓因转移步骤为不
‘ ’� ������ ��� 和 ���� ��� ��� 共溶于 ���磷 酸 盐 缓冲

液
，
与 �冰 ��

“
个处于指数生长期的 ��细胞混匀

，
冰浴 �� ���

，
移入电激槽中

。

调电激 仪�日本

和研药株式会社
�
��������一�����的电容为 ��协�

，
极�’���电阻 ����

，

高压直流电 ����� 脉 冲

放电三次
，
将供体 ��� 导入受体细胞

。

���一磷酸 钙 共沉 淀法 步 骤为 ‘ “ �� ������ ��� 不�����
���� ��� 溶于 ������ �����

����
、
��八 �����

、
�

�

������’ ���� 调 �� 二 �
�

���
。

然 后 加 ��协�������‘ ·

������������
，

��协��
�

������ �����
，

宝温放置 �����
。 ·

把形成的 ���一磷酸钙共沉淀物加到 �� ���个 ��细

胞的培养液中
，
�� ℃培养 ��

。

再用含 ���二甲基亚枫的 ���� 培养液室温 下 处 理 转 化 细胞

����
，
更换新鲜 ���� 后

，
��℃继续培养

。

��� 基因转移后的选择 基因转移后
，
经两次选择

，

筛选出��������� 转化的细胞
。

第一

次月�含 谨��件�����
�������� �� 迄���的 ���� 培养液

，
��天后可出现抗 � ���的细�包克隆

。

将这

些细胞克隆用胰酶消化
，

重新接种
。

次日用足以使 ���� ���� ���细胞致死的
’

���。 ‘
紫 外 线 照

射
，
进行第二次选择

。

两周左右可以得到活存下来的转化细胞
。

将这些细胞克隆分离出来
，
加以

扩增
，

待长到足够数量时
，
可进行紫外照射活存率的测定

。

��� 紫外照射活存率的测 定〔 “ � 将一定数量的基因转移前后的细胞种入 小�� �� 的塑料培养

皿������� ������ 中
。

第二天
，
吸走培养液

，
按予先设计的剂量用波长为 ����� 的紫外光灯照射

。

�� ������ ���细胞�句照射剂量为 �
�

�
、
�

�

�
、
�

�

�
、
�

�

�
、
�

�

����
�。

转化细胞为 �
�

�
、
�

�

�
、
�

�

�
、

�
�

�
、
�

�

����
“ 。

照后用 ���缓冲液洗涤
，
加新鲜 ���� 培养

，

每三天换一次培养液
。

二周后用

结晶紫—甲醛液固定
、

染色
。

�� 倍放大镜下计活存的细胞克隆数
。

以存活率为纵座标
，

紫外照

射剂量为横座标
，
在半对数纸上画图

。

实 验 结 果

�
�

������细胞 ��� 导入 �������� ���细胞
。

用电脉冲介导和 ���一磷酸钙共沉淀法将������细胞 ��� 与 ������� ��� 导入 ���� �

��� ���细胞后
，
经 理��卜‘����� ���和 ����

� �� ���

照射选择后
，
得到转化细胞

，
从中分 离出

三个转化细胞克隆
，
编号为 ���一�

、
�� �一�� 电脉 冲 介 导 法�

，
����一�

一��共 沉 淀 法�
，
并

�

在

���� 中扩增
。

然后比较 �� ������ ���
、
�� �一�

、
�� �一�

、
�����一�细胞受紫外��枝射后的活

存率
，
结果见表 �

。

可以看出 �� �� ���� 切�对紫外照射很敏感
，
活存 率 很 低

。

植入 ����� �

��� 后
，
转化细胞对紫外线的抗性明显提高

。

当照射剂量为 �
、
�

、
����

�

时
，
转化后细胞的活

存率要比转化前高出 �一 �个数量级
。

反映细胞辐射敏感性的两个参数 ���细胞平均致死剂量�和

� 。 �����石全���胞活存时的照射剂量�均比转化前增加
。

说明�������细胞 ��� 已经在 �������� ���

细胞中农达
。

修补了它们切除修复基因的缺陷
，
提高了 �� 细胞对紫外辐射损伤的抗性

。

�
�

二次转化

导入 ������
丽� 后

，
得到的第一次转化的 ��细胞 ���� �一�

，
经 �� 代传代培 养

，
再从
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��� �
�

���������� �� ��������������� �� ��减����������

����‘ ����
���������������������

���
·

������
�� ��，����

��

，�九�几�

…
��﹄�︸�����������

�����一�

�� �一�

�� �一�

�

��

��

��

�
。
�

�
。
�

�
。
�

�
。
��

�
�

�

�
。
�

�
。
�

�
。
�

�
。
�

�
。

� �
。

� �
。

� �
。

�

��� �
�

������ ���‘ �。 ��� ����
�

�� �����之��� ��������

益段
’

贰蒜周置苏
�� ’

�石蒜娜万品花 ��������

���住，自八︸�﹄”�工�了刁����妞��������
闷�井月�上︸�上︸�上︵�上����

��� �

��� �

����

���� �

�����

‘�
仑之晌一空‘﹂”帅

�

“ ���。 获透��，���。 咚
��� ‘�加

，�

��� �
。
�� �������������� ���� ���

��� ���
， ����� ��� ���������

������������ �����
。

� �� ������ △ �� �� �� ��������

��� ����� �一�� � � �
�� ��

�������� ������� � 连� �����

��� ���

���� �一�细胞中提取 ���
，
川与第一次转化

完全相同的方法
，
与 ���� ��� ��� 一 起

�

导

入 �������� ���细��包
，

做二次转化实验
。

经

���卜����� ���和 ����
��� ���道身寸两 次选择

后
，
得到二次转化的细胞

。

紫外��往身州舌存率测

定证明
，
二次转化的 细 胞 �������������

与一次转化的细胞 ����� ��� ������一��

具有相似的紫外抗性 �图 ��
，
都比未转化的 �� 细胞的紫外 抗性有明显的提高

。

提 示 ������

��� 中的有关切除修复基因已经整合到 ���� ���� 切�细胞 的婆因组中
，
乡�

�

在共中得到稳定农

达
。

�
�

��������� 片段导入 �� ������ ���细胞

������细胞 ��� 经 ���� �
、
��� �

、
����

、
��� �

、
����和 ����� �消化后

，
有协到长度

不同的 ������ ��� 片段
，
将它们分别与 ������� ��� 一起用磷酸钙共沉淀 法 导 入 ���� �

��� ���细胞中
。

经 ���协����� ���第一次选择
，
出现抗 � 吐��的细胞克隆

，

再经 ����
� ����，‘

照射进行第二次选择
，
得到抗 ����

“ ����‘
的细胞克隆

，
结果见表 �

。

当进行 � ��� 第一次选择

时
，
六种酶切片

‘

段与完整的 ���尹
�� ���

，
可以形成数 目大体相等的抗 � ���的转化克 隆

，
说

明在共转移过程中
，
这些 ��� 片段与 ���担�� ��� 一起导入了 �� 细胞

。

将这 些 抗 � ��� 克

隆重新接不
‘
�
‘ ，
再用 ����

� ���。 �
选择后

，
����� �

、
�

�

��� �
，
����酶切红�全部死亡

，
��� �组

仅有二个抗 ����
“ ��肠 ‘

的转化克隆
，
而 ��� �

、
��� �组分别为 �

�

�� 和 �� 个转化克隆
。

把 ���

�和 ��� �组的 ����
� ����‘

抗性的转化克隆分离
、

扩增后
，
比较 它 们 与 �� ������ ���夕�一�月包

的紫外照射活存�由线�图 ��
，
发现 ���工

、
��� 工酶切后的价���� ��� �布段

，
可以提 高 �� ��

���� ���细胞的紫外抗性
，
增加程度与一次转化和二次转化的实验结果荃本一致

。

提 示 ��� “ ��
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��������������

��� �
。
�� ��������������

��������

细胞中所含的切除修复基因位于 ��� 工和 ��� �限

制性核酸内切酶切割的 ��� 片段之内
，
换言之 ���

�和 ��。 工不会切断 ������ ��� 中的切除修复

基因
。

而 ���� �， ��� �
、

��� �的 酶 切片段与

����� �一样
，

会切断
、

破坏 �� ���� ���� 中的切

除修复基因
。

即使这些酶切片段被导入 �� 细胞
，

但因切除修复基因已失去活性
，
亦不能修补 �� 细

胞切除修复基因的缺陷
。

同时也 提 示 对 ������

��� 的 ��� 工 和 ��。 工酶切片段进行深入的实验

研究
，
就有可能最终分离克隆出人细胞的切除修复

基因
。

��� ������������� ��

���
。

�� �� ������ ���

�������� ������

讨 论
△ �� ������������ ��� ������一��

▲ �� �� ���������� ��� �一���

� �� ������������ ����一���

� �� �������� ���

��� 实验中
，
我们采用基因共转移技术将供体

细胞������ ��� 与选择标记基因 ������� ���

一同导入 �� 受体细胞
，
然后经过二次选择

，
筛选

出转化细胞
。

第一次选择用的 � ��� 可以破坏真核细胞核糖体
，

抑制真核细胞的蛋白质生物合成
，

几乎所有的 哺乳 动物 细胞 都不能在 � ��� 中生长
。

细菌质粒 ������� ��� 中含有新霉素抗性

基因����
“
��

‘ �， 它编码的产物可使� ��� 失活
，
所以用 � ��� 进行第一次选择后

，
活存下来的细

胞都是被导入了 ������� ��� 的细胞
，
由于是基因共转移

，

在很大比例上
，
供体 ����� �� ���

亦被同时导入这些细胞
。

第二次选择再利用 �� 细胞对 ���。 ‘
照射敏感的特点

，
用大剂量 �����

照射
，
筛选出�� �� ����� 转化的细胞

。

根据我们多次预实验
，
用 ��������� 和 ���� ���

·

��� 共转化 �� ��
�

个 �� 细胞
，

经���卜����� ��� 选择后
，

最多可出现 ���个左右的活存细胞

克隆
，
每个克隆平均含细胞 �� 到 ��� 个

，
即在第二次选择前

，
细胞总数一般为 �

�

�� ��
‘
左右

。

预实验同时表明 �� ������ ���细胞在 ����
� ���。 ‘

照射后
，
活存率为 �� ��

一 ‘ 。

所似用 ��加
�

����‘
做为第二次选择

，
足以淘汰那些只导入了 ������� ��� 而没有导入 �� �� �� ��� 的细

胞
。

经过这样两次选择基本上排除了细胞突变的可能性
，
得到了真正转化的细胞

。

��� 实验结果表明在六种酶切片段中
， ��� 丁和 ��。 工切割后的 ����� � ��� 片段

，
可以提

高 �� 细胞对 �����

的辐射抗性
。
����的识别序列为 ������� 备����

，
��� 工为� 杏�����

。

��。 工具有很强的专一性
， ��� �中的 �可是四种碱基中的任意一种

。

由此推测 在 �比
��� ���

的 ��� 工或 ��。 工酶切片段中含有切除修复基因， 这个基因的内部不应含有 ����������� 和

������ 的碱基排列方式
。

��� ��� 损伤修复一直是生命科学研究的前沿课题
，
已经发现在哺乳动物细胞中存 在 着多

种修复 ��� 损伤的途径
，
紫外照射后的切除修复就是其中的一种

。

近年来
，
人们已经分离 出原

核细胞的切除修复基因 ����
、
����

、
���� 和 ����

，

但真核细胞特别是哺乳动物细胞 切除修

复基因分离的工作
，
进展非常缓慢

。

其难点之一在于如何在哺乳动物细胞庞大的叁因组中寻找出

包括切除修复基因在内的 ��� 片段
，
并把这个分子量很大的切除修复基因导入这个基因有 缺陷

的细胞
，
使它们在受体细胞基因组中整合

，
表达

。
����年以来

，

世界上不少实验室致力于这个方
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导人人����� �细胞 ��� 提高 ��细胞的紫外线抗性

面的研究
，

果�“ ，�，吕�。

细胞 ���

但仅有一篇将人横纹肌肉瘤细胞��
� 导入 �� 细胞 的 报 道 【�，， 其 它 都 是 阴 性 结

我们用两种基因转移方法
，
采用共转化技术

，
并通过两次选择筛选

，
成功地将������

及限制性核酸内切酶切后的片
�

段导入 �� 细胞
，

‘

完成了二次转移和切除基因 有 效片段

寻找的实验
。

紫外照射活存率测定证明
，
得到的转化细胞呈现出一定的紫外抗性

�� ��� 中的切除修复基因在 ��细胞修复 ��� 紫外损伤过程中发挥了作用
。

。

这 说 明 ����

这些都为分离哺

乳动物细胞的切除修复基因迈出了重要的一步
。

紊

本课题得到国家自然科学基金和军事医学科学院青年科研基金的 资助
。
���� ���� ���和 ����导�细胞

由日本京都大学放射线生物研究中心池永满生教授惠赠
。
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