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Abstract
AIM: To construct an immortalization vector for hepato-
cytes immortalization, and two exons of simian virus 40
large T antigen gene (SV40T) were spliced and a retroviral
vector pLLTSN without intron was constructed.

METHODS: The two exons of SV40T were amplified re-
spectively by high fidelity polymerase chain reaction (PCR)
by using the plasmid pUC19-SV40T as the template. Then
SV40T gene was spliced by overlapping extension (SOE),
and cloned into the EcoR and BamH sites of the
retroviral vector pLXSN. The positive recombinant clones
were screened and identified by PCR by using colonies
directly as templates, and by restriction endonuclease
digestion analysis, and DNA sequence analysis.

RESULTS: The 2.1 kb SV40T gene was spliced. Among the
ten colonies randomly screened, four were proved positive,
and one of them was verified by plasmid DNA sequencing.

CONCLUSION: The retroviral vector pLLTSN containing
SV40T without intron is successfully constructed.
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摘要

目的: 为构建肝细胞永生化载体 对猿猴病毒40大T抗原

基因(SV40T)外显子进行拼接并以其为外源片段构建逆转录

病毒永生化载体pLLTSN.

方法: 以质粒pUC19-SV40T 为模板 高保真PCR扩增

SV40T的2个外显子 重叠延伸拼接法将两个外显子拼接

到一起 然后用双粘端连接法将其克隆到空载体pLXSN

的EcoR 和BamH 位点之间 通过菌落PCR和酶切法

筛选 鉴定阳性克隆并经DNA测序验证.

结果: 拼接成2.1 kb的SV40T 用菌落PCR和酶切法随机

筛选的10个菌落中4个为阳性 均含有2.1 kb SV40T插

入片段. 经质粒DNA测序分析的阳性克隆 确证无内含子.

结论: 获得重组的2.1 kb无内含子的SV40T 成功构建了

逆转录病毒载体pLLTSN.
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0   引言

肝细胞是生物人工肝支持系统中核心生物成分[1-7]. 由正

常肝细胞转化而来的肝细胞株具有正常肝细胞的某些

主要功能[8] 且在体外培养时增生能力强 可迅速达

到人工肝支持所需的细胞数量[9]. 构建逆转录病毒永生

化载体是肝细胞永生化的重要步骤. 猿猴病毒40 T抗原

基因(simian virus 40 large T antigen SV40T)是常用的

细胞永生基因. 野生型SV40T由 2个外显子和1个内含

子组成 在转录表达过程中 可因其mRNA的剪接与

否而表达T抗原或 t抗原. 由于仅T抗原即可引起细胞

的永生化[10-12] 国外学者采用不表达t抗原的SV40T逆

转录病毒载体成功永生化了包括肝细胞在内的多种细

胞[13]. 我们在构建肝细胞永生化载体过程中 为了避免

t抗原的表达 同时缩短DNA长度 采用重叠延伸拼接

法(splicing by overlapping extension SOE)法[14-15]将SV40T

的 2个外显子拼接起来 去除了内含子 并将重组的

SV40T克隆到逆转录病毒载体pLXSN的多克隆位点 构

建成含2.1 kb SV40T的逆转录病毒载体pLLTSN 旨在

为肝细胞永生化奠定基础.

1   材料和方法

1.1 材料  逆转录病毒载体pLXSN及其位于多克隆位点

两侧测序引物P5 和 P3 购于美国Clontech公司; 质



粒pUC19-SV40 T由第四军医大学段小红博士惠赠[16]

该质粒含有SV40T的全部基因序列; 限制性内切酶EcoR

BamH 等购自英国NEB公司; T4 DNA连接酶为

美国Promega公司产品; 大肠杆菌DH5α株为本研究所
保存菌种; pfu DNA聚合酶购自北京鼎国公司; 2 PCR

混合液和玻璃珠法DNA胶回收纯化试剂盒购自上海生

工生物工程技术有限公司; 重组SV40T (r SV40T)PCR引

物由上海生工生物工程技术有限公司合成 序列如下:

P1: 5 -GCGAATTC(EcoRI)ACCATGGATAAAGTTTTA

AAC-3 ; P2: 5 -CATCAGTTCCATAGGTTGGAATCT

CAGTTGCATCCCAGAAGCC-3 ; P3: 5 -CCAACCTA

TGGAACTGATGAATGGGAG-3 ; P4: 5 -CCGGATCC

(BamH )TTATGTTTCAGGTTCAGGG-3 . 其中P2和

P3为内引物 二者之间有19个碱基重叠互补. PCR产

物纯化试剂盒为德国Roche公司产品.

1.2 方法  SV40T外显子1的扩增: 在 100 µL反应体系
中分别加入无菌水91 µL 10 PCR Buffer 10 µL
dNTP 2 µL P1 P2 各 2 µL 2.5 MU/L 的 pfu DNA
聚合酶2 µL 模板pUC19-SV40 T 质粒 1 µL. 反应条
件: 94 预变性2 min; 然后94  1 min 58  1 min

72  1 min共30个循环; 最后72 延伸10 min. 反应产

物经8 g/L琼脂糖凝胶电泳分析 目的片段应为279 bp.

SV40T外显子2的扩增: 在上述PCR体系中将P1和P2

换为P3和 P4 其余成分不变. 反应条件: 94 预变性

2 min; 然后94  1 min 60  1 min 72  3 min共

30个循环; 最后72 延伸10 min. 目的片段约为1.9 kb.

PCR产物的纯化按试剂盒说明书进行操作. 每 100 µL
PCR产物纯化后浓缩为10 µL. SV40T基因2个外显子的
拼接: 在上述PCR 体系中 引物换为P1 和 P4 模板

换为纯化的外显子1和2各1 µL 反应条件: 94 预变
性2 min; 然后94  1 min 58  1 min 72  3 min

共 30个循环; 最后72 延伸10 min. 产物经8 g/L琼脂

糖凝胶电泳分析后用PCR产物纯化试剂盒纯化. pLLTSN

载体的构建: 按图 1所示流程进行. 同时用 EcoR 和

BamH 分别双酶切载体 pLXSN 和纯化的 2.1  kb

rSV40T 8 g/L琼脂糖凝胶电泳分离5.9 kb线性pLXSN

和2.1 kb rSV40 T 玻璃珠法DNA胶回收纯化试剂盒从

凝胶中回收纯化目的片段. 将回收的pLXSN和rSV40T片

段按约1 3 的摩尔比混合(共约 100 ng) 45 水浴

5 min 再冷却到0 在 10 µL体系中用T4 DNA连
接酶16 过夜连接. 次日取5 µL连接产物转化氯化钙
法制备的感受态DH5 细胞. pLLTSN阳性克隆的筛选

和鉴定: (1)菌落PCR法[17-18]: 用分别与载体序列和SV40T

序列互补的引物P5 和 P4 配对进行PCR 可同时鉴

定重组体是否确为 pLXSN 与 rSV40T 嵌合体 以及

SV40T在载体中插入的方向. 在 20 µL反应体系中加入
无菌水 19.2 µL 2 PCR 混合液10 µL P5 和 P4
引物各0.8 µL 以高压灭菌牙签沾取单个菌落少许
点入反应体系中作为模板. 反应条件: 94 预变性5 min;

然后 94  30 s 58  30 s 72  50 s 共 30个循

环; 最后72 延伸 10 min. 将 PCR产物进行8 g/L琼脂

糖凝胶电泳 出现2.1 kb条带者为阳性. (2)酶切法: 取

PCR阳性克隆接种于5 mL含 100 kU/L氨苄西林的LB

培养基 37 摇床中250 r/min振荡培养过夜. 碱裂解

法提取质粒DNA 以 EcoR 和 BamH 双酶切和8 g/

L 琼脂糖凝胶电泳分析 电泳分离出2.1 kb 条带者为

阳性. 同时以空载体pLXSN行相同双酶切作为对照. 随

机取一株鉴定为阳性的pLLTSN 克隆进行 rSV40T 的

DNA序列测定 由上海生工生物工程技术有限公司完

成 测序引物为 P5 和 P 3 .

2   结果

2.1 SV40T 基因的拼接  通过PCR 成功地扩增出了

SV40T基因279 bp和1.9 kb两个外显子DNA片段; 再以

两个DNA片段为模板 使用SOE法成功地将两个片段顺

序连接成连续的 无内含子的2.1 kb rSV40T基因(图2).

图1  pLLTSN构建流程.

图2  PCR重组2.1 kb SV40T基因.1: 外显子1; 2: 外显子2;  3: 重组后
的2.1 kb SV40T; M: 标准参照物.
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2.2 pLLTSN重组体阳性克隆的PCR鉴定  转化平板长

出几百个菌落 随机挑取10个克隆进行筛选和鉴定. 应

用P5 和P4为引物 以单个菌落的少许菌体为模板

同时以载体pLXSN质粒作为阴性对照模板进行PCR扩

增. 用 8 g/L琼脂糖凝胶电泳分析PCR产物 结果随机

筛选的10个菌落中有4个可见2.1 kb的阳性条带 阴

性对照并未见任何条带.

2.3  pLLTSN重组体阳性克隆的酶切鉴定  挑取4个PCR

阳性克隆进行碱裂解法提取质粒DNA 以 EcoR 和

BamH 双酶切和8g/L琼脂糖凝胶电泳分析. 结果4个

克隆均被切为5.9kb和 2.1kb两个片段(图3).

图3  重组pLLTSN克隆的酶切鉴定. M: 标准参照物; 1-4: pLLTSN克
隆1-4 EcoR 和BamH 双酶切; 5: pLXSN双酶切对照; 6: EcoR
单酶切pLLTSN克隆1; 7: 未酶切pLLTSN克隆1质粒对照.

2.4 pLLTSN重组体的测序验证  经过测序 pLLTSN中

的 rSV40T全长2 127 bp 共有4处点突变 即G888A

T1063C A1701G和 T1868C 突变 但皆为同义突变

其编码蛋白的氨基酸序列并无改变. 突变处(下划线)部

分序列如下:

    851  ATGTGTTGTT ATTGCTTGGG ATGTACTTGG AATTTCAATA CAGTTTTGAA

1051  GATAGCCTAC AACTAACTAG AGAACAAATG TTAACAAACA GATTTAATGA

1701   GATAATTCAA AGTGGCATTG CTTTGCTTCT TATGTTAATT TGGTACAGAC

1851    TAATGTGGCT ATGGGAACTG GAGTTTTAGA TTGGCTAAGA AACAGTGATA

3   讨论

基因的重叠延伸拼接(SOE)[14]又称重组PCR 是将不相

邻的两个基因或DNA片段拼接起来构成融合基因/DNA

的PCR方法. 其原理是: 使用两对引物P1 P2和P3 P4

经过第一轮PCR分别扩增出两个DNA片段A和B 其

中P2和P3为内引物 具有部分序列重叠互补 使A的

3 端和B的5 端具有同源互补序列; 第二轮PCR再以

A和B混合作为模板 经变性 退火 复性时 A的正

链和B的负链的3 端同源互补序列将结合在一起 使

两条链互为引物 通过PCR得到延伸和扩增 从而连

接A和B. 其特点是不需要使用限制性内切酶和连接酶

可以避免引入限制性酶切位点的核苷酸序列 可将两

个DNA片段精确地连接在一起. 使用这种方法时 为

了尽可能避免或减少碱基错配 往往需加大模板 引物

和dNTP的用量 同时减少PCR的循环数 因此有时在

其PCR产物的凝胶电泳图像中仍可见模板DNA的相应

条带. 在图2中第三泳道出现与外显子1相同大小的较

弱条带即属此种情况. 一方面是由于模板过多 另一方

面是因为内引物P2较长 在外显子1的PCR产物纯化

过程中有所残留 导致第二轮PCR过程中产生一定扩增.

因此应用SOE时 第一轮PCR产物最好经电泳分离后切

胶回收纯化以除去多余的引物和其他非特异序列.

        野生型SV40T基因全长2 473 bp 其中前246 bp

为第一外显子 247-592 bp 为内含子 593-2 476 bp

为第2外显子 两个外显子连接后编码序列长2 127 bp.

所使用的外引物引入了额外的酶切位点序列 所以第

1外显子PCR产物长279 bp.  SV40T第 1外显子和内含

子部分序列(前561 bp)又可编码 t 抗原. 在 SV40转录表

达过程中 其mRNA发生剪接时则转译为T抗原 而

不剪除内含子序列时则表达t抗原. t 抗原在细胞中的作

用复杂 可以促进T抗原对细胞的转化[19] 也可增加

细胞凋亡的敏感性[20] 而T抗原却可通过PI3 激酶路

径激活Akt抑制细胞凋亡[21]. 为了避免t抗原表达引起的

其他不确定因素 [ 1 0 ] 我们用 SOE 法成功地连接了

SV40T的两个外显子 删除其内含子序列 同时减少

SV40T在载体中所占容量以利于载体后续加入其他基

因 并将拼接的2.1 kb SV40T克隆到pLTSN的 EcoR

和 BamH 酶切位点之间 构建了只有T抗原可得到

表达的逆转录病毒载体pLLTSN.

        SV40T是使用最广泛的永生基因 他不但能刺激

细胞增生 延长培养细胞的生命期 而且诱导细胞分化

却不完全转化细胞. 如通过分子克隆的SV40 DNA转染

而永生化的猫成纤维细胞 培养传代长达6 mo之久而

不显示与其原代细胞不同的表型[22]. 应用SV40T基因永

生化多种哺乳动物细胞 这已为国内外许多研究报道

所证实[8, 23-28]. 体外培养的二倍体细胞是不能无限分裂增

生的 而用基因转移技术将SV40T转到二倍体细胞中

并稳定表达[29] 可获得永生化细胞[30-34]. p53与 pRB是

调控细胞增生和细胞凋亡的抑癌基因 p53 的突变和

pRB的失活都可导致细胞增生周期的失控 引起细胞

的无限生长. SV40T抗原与p53[35]及pRB[36-37]结合并使后

者失活 从而延长细胞生命. 为探索用SV40T基因永生

化人肝细胞的可行性 我们构建了含SV40T的逆转录

病毒表达载体. 该载体的真核表达元件为莫洛尼小鼠白

血病病毒(moloney murine leukemia virus MoMuLV)长

末端重复序列(long terminal repeat LTR) SV40T

SV40 早期启动子以及新霉素耐药基因(Neor) 因此命

名为pLLTSN.

          逆转录病毒载体是目前哺乳动物细胞基因转移最有

效的工具 可高效转导人骨髓细胞等[38] 已被应用于

遗传性疾病及癌症基因治疗的临床试验[39-40]. pLXSN是

基于MoMLV构建的经典逆转录病毒载体之一. 当含目

的基因的pLXSN转染包装细胞后 可产生无复制活性

的感染性病毒. 这些病毒颗粒可感染靶细胞并转移目的

基因 但不能在靶细胞中复制. 将 pLLTSN包装为多嗜

性复制缺陷病毒 可感染包括人在内的多种哺乳动物
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细胞. 病毒颗粒感染细胞后 其基因可整合到宿主细胞

基因组 稳定表达SV40T和Neor. 用其感染人肝细胞可

望建立永生化人肝细胞系.
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