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Abstract
AIM: To construct a vector containing human 
restin gene and observe its expression in gastric 
cancer cells BGC-803 with green fluorescence 
protein as the reporter gene.

METHODS: Restin gene was amplified from 
mRNA of fetal kidney tissue by RT-PCR. The 
RT-PCR products and pEGFP-C1 were simul-
taneously digested, then purified, ligated, and 
transformed to construct the recombinant vector 
pEGFP-restin. Then the recombinant pEGFP-
restin was transfected into gastric cancer cells 
BGC-803. The expression of green fluorescence 
protein was observed by fluorescence micros-

copy, and Western blot was used to examine the 
expression of target protein. 

RESULTS: Agarose gel elctrophrosis showed 
a 600-bp band of the RT-PCR product, which 
matched the expected size. Through digestion, 
the inserted DNA sequence was confirmed to be 
the premature gene of restin, which was ligated 
to pEGFP-C1 and transfected into BGC-803 cells 
successfully. The strong expression of green flu-
orescence protein was observed by fluorescence 
microscopy, and the expression of target protein 
was identified using Western blot. 

CONCLUSION: The recombinant vector pEGFP-
restin is successfully constructed, providing im-
portant subject for further investigation of restin 
function. 
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摘要
目的: 构建一种含人肿瘤休眠蛋白基因(restin)
的质粒, 以绿色荧光蛋白作为报告基因, 观察
其在胃癌细胞中的表达, 为探讨其抗肿瘤作用
的分子机制打下基础.

方法: 从人胚肾组织中, 以RT-PCR方法扩增
restin基因片段, 将restin片段和增强型绿色荧
光表达质粒pEGFP-C1酶切、纯化、连接、转
化、筛选, 构建pEGFP-restin重组质粒, 转染胃
癌细胞, 荧光显微镜下观测绿色荧光蛋白的表
达, 并对表达产物进行Western blot鉴定. 

结果: RT-PCR产物经琼脂糖电泳, 在预期位置
(600 bp)处阳性条带表达; 重组载体经酶切分
析, 插入片段表达restin基因; pEGFP-restin重
组质粒成功转染胃癌细胞, 在荧光显微镜下强
绿色荧光蛋白表达, Western blot鉴定结果显示
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■背景资料
目前传统的肿瘤
治疗特异性差, 毒
副作用大, 而靶向
基因治疗能通过
细胞因子、受体
及信号传导过程
在肿瘤局部发挥
作用, 可有效避免
骨髓抑制、胃肠
道反应及心脏损
害等毒性反应, 靶
向基因治疗将成
为抗肿瘤的一个
重要途径. 

■同行评议者
李淑德, 教授, 中
国人民解放军第
二军医大学长海
医院消化内科



pEGFP-restin上的restin基因在BGC-803细胞
中正确表达.

结论: 成功构建了pEGFP-restin重组质粒, 为进
一步研究restin的功能提供了重要的实验材料.

关键词: 休眠基因; 绿色荧光蛋白; 质粒构建; 基因

转染; 胃癌
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0  引言

1999年Ramchandran et al [1]发现, restin蛋白可以

通过抑制肿瘤血管生成而达到控制裸鼠肿瘤生

长的作用. restin蛋白与人体胶原ⅩⅤα1链羧基

末端非胶原结构域(NC10 domain of α1 chain of 
collagen type ⅩⅤ)具有相同的氨基酸序列, 由
180个氨基酸组成, 广泛分布于各种组织基底

膜, 尤其在心脏、骨骼肌、胎肝肾、胎盘中高

表达[2-3]. 我们前期研究发现, restin基因通过抑

制肿瘤血管形成, 在肿瘤浸润及转移中发挥作

用, 但目前其分子机制尚不清楚[4]. 本实验构建了

真核表达载体pEGFP-restin, 转染至胃癌细胞株

BGC-803, 在荧光显微镜下观察到重组蛋白的表

达, 并对表达的蛋白产物进行了Western blot鉴定. 
为研究restin蛋白抗肿瘤作用奠定了实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 pEGFP-C1质粒由军事医学科学院庞博

博士惠赠, 胃癌细胞株BGC-803由北京肿瘤医院

基础所惠赠, 人胚肾组织本院妇产科提供. One 
Step PCR Kit(AMV)试剂盒、T4 DNA连接酶、

限制性内切酶Bam HⅠ和Eco RⅠ、DL2000 Plus 
DNA-Marker, 购自北京天佑达生物科技有限公

司. TRIzol-RNA提取试剂盒、DNA凝胶纯化试

剂盒, 购自北京全式金生物技术有限公司. 脂质

体Lipofectamin购于美国Invitronen公司. PVDF膜
购自美国Millipore公司. β-actin单克隆抗体、抗

restin抗体购自美国Stratagene公司. 
1.2 方法 
1.2.1 restin基因序列的生物信息学分析及引物合

成: 使用Primer5.0引物设计并合成引物, 上游序

列引入Bam HⅠ酶切位点P1: 5'-ggatccatttcaagtg
ccaatcatgagaagcct-3'; 下游序列引入Eco RⅠ酶切

位点P2: 5'-gaattcttacttcctagcgtctgtcatgaaact-3'. 
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1.2.2 restin cDNA的克隆扩增与鉴定: 取人胚肾

组织研碎, TRIzol法提取总RNA, TaKaRa One 
Step RNA PCR Kit(AMV)行RT-PCR, 反应体系50 
μL: dNTP 1 μL, RNA 1 μg, P1、P2引物各1 μL, 
AMV-Taq DNA聚合酶1 μL, AMV-反转录酶1 μL, 
10×Buffer(mol/L) 2 μL, 去离子水补充至50 μL. 
反应程序: 50℃ 30 min, mRNA逆转录为cDNA; 
94℃预变性2 min; 30个PCR循环: 94℃变性30 s, 
60℃退火30 s, 72℃延伸60 s; 72℃延伸10 min. 
RT-PCR 产物2 μL进行15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 与
标准DNA片段(Marker)对照, 紫外线检测仪观察. 
1.2.3 真核表达载体pEGFP-restin的构建、鉴定与

测序: 回收PCR产物, Bam HⅠ和Eco RⅠ双酶切, 
T4连接酶连接, 重组质粒命名为pEGFP-restin, 连
接产物转化感受态DNA5α, 卡那霉素和蓝-白斑

筛选阳性克隆, 接种LB培养基, 摇菌过夜, 质粒

提取, PCR及酶切鉴定, 最后测序证实. 
1.2.4 重组质粒: pEGFP-res t in体外转染胃癌

细胞: 用脂质体LipofectamineTM 2000介导转

染B G C-803胃癌细胞 .  根据转染质粒的不同

分为: pEGFP-res t in转染组; 未转染重组质粒

的B G C-803细胞空白对照组 .  转染方法按照

LipofectaminTM 2000说明书进行: 转染前胰酶

消化BGC-803细胞, 接种100 mL培养瓶, 每瓶

计数细胞在3×106个, 培养过夜细胞融合率达

90%-95%, 4 μg pEGFP-restin质粒溶于RPMI 
1640, 8 μL LipofectaminTM 2000溶于50 μL RPMI 
1640, 混合物滴入培养瓶孵育. 设对照组: 无质

粒DNA的脂质体与BGC-803孵育. 
1.2.5 荧光显微镜观察绿色荧光蛋白表达: 在激

发波长488 nm, 发射波长507 nm的荧光显微镜

(Nikon-TE300)下, 观察转染后胃癌细胞内绿色

荧光表达. 
1.2.6 表达产物的Western blot鉴定: 转染36 h
后, 分别将野生型BGC-803细胞、转染空质粒

pEGFP-C1和转染pEGFP-restin的BGC-803细胞

培养皿置于冰上, 用冰预冷的PBS漂洗两遍, 加
入150 μL细胞裂解液, 刮取细胞移入1.5 mL EP
管中, 3000 r/min离心5 min后, 收集上清. 分别上

样, 进行120 g/L SDS-PAGE分离蛋白质, 并电转

移至PVDF膜上. 将PVDF膜移入培养皿中, 加入

50 g/L脱脂奶粉, 封闭1 h, TTBS漂洗3次后, 加入

鼠抗人restin抗体(1∶1000), 4℃孵育过夜; TTBS
漂洗3次, 再加入辣根过氧化酶标记的羊抗鼠

IgG抗体(1∶2000), 孵育1 h. 最后曝光显色, 通过

IS2000R多功能影像系统获得图像. 以β-actin为
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■相关报道
自1971年Folkman
首次提出“肿瘤
的生长浸润依赖
于肿瘤内新生血
管的形成”以来, 
在这一领域的研
究逐渐深入, 针对
肿瘤新生血管的
治疗策略层出不
穷, 有理由相信抗
血管生成治疗特
别是靶向基因治
疗将成为抗肿瘤
的一个重要途径. 

■研发前沿
restin基因与内皮
抑素同源, 有研究
表明其可抑制肿
瘤血管细胞生成, 
通过将其与GFP
构建, 转染入胃癌
细胞, 将为动态连
续观测restin蛋白
抑制肿瘤血管形
成及肿瘤细胞侵
袭和转移的研究
奠定实验基础. 
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内对照, 分别检测三组实验细胞restin的表达.

2  结果

2.1 restin基因总RNA表达 总RNA经琼脂糖凝

胶电泳分析, 观察到5、18、28S条带, 有较好

的完整性; RNA样本经紫外分光光度计测定值

A 260nm/A 280nm, 介于1.8-2.0, RNA纯度较高.
2.2 restin基因RT-PCR结果 RNA制备目的cDNA, 
以restin mRNA为模板, 反转录及Taq酶进行RT-
PCR扩增, 得到目的基因片段, 经10 g/L琼脂糖

凝胶电泳见特异性扩增条带, 大小约600 bp, 与
理论值相符(图1-2).
2.3 重组质粒pEGFP-restin酶切鉴定及测序鉴定 
pEGFP-restin重组质粒经Bam HⅠ和Eco RⅠ双酶

切后电泳显示, PCR产物及目的基因片段长度相

符, 初步确定得到预期重组质粒(图3), 对酶切鉴

定的重组质粒pEGFP-restin测序, 结果正确, 无
碱基突变.

2.4 胃癌细胞BGC-803转染的观察 重组质粒

pEGFP-restin的表达采用脂质体法对胃癌细胞

BGC-803转染和G418筛选, 荧光显微镜观察, 细
胞内可见绿色荧光表达(图4).
2.5 restin基因表达产物的Western blot分析 在
转染pEGFP-restin重组质粒的BGC-803细胞裂

解液上清中, 发现有一特异性蛋白条带, 而转染

pEGFP-C1空载体及野生型的BGC-803细胞裂

解液上清中, 均未发现相应条带, 表明pEGFP-
restin上的restin基因在BGC-803细胞中得到了表

达(图5).

3  讨论

restin蛋白是Ramchandran et al [1]在1999年发现

的血管生成抑制因子, 该因子能够抑制裸鼠移

植瘤的生长. 国内Xu et al [5]曾经利用大肠杆菌表

达了鼠源的restin蛋白, 该蛋白可抑制牛主动脉

内皮细胞(BAEC)的生长, 并且引起BAEC凋亡, 
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图  5  Western blot鉴定结果. 1: 转染pEGFP-restin的

BGC-803细胞; 2: 转染空质粒pEGFP-C1的BGC-803细胞; 

3: 野生型BGC-803细胞.
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图  4  荧光显微镜下重组质粒转染的BGC-803细胞(荧光显
微镜×400). A: 转染后48 h的BGC-803细胞; B: 转染后72 h

的BGC-803细胞.
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■创新盘点
本文通过将restin
基因与GFP构建
成重组质粒, 转染
胃 癌 细 胞 ,  并 经
Western blot鉴定
表达蛋白、荧光
显微镜观察转染
的 细 胞 ,  为 研 究
restin蛋白抑制肿
瘤血管形成及肿
瘤细胞侵袭和转
移奠定了实验基
础. 
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restin蛋白与内皮抑素同为来自胶原蛋白的血管

生成抑制因子, 但与内皮抑素(endostatin)一样无

任何毒副作用, 是一种稳定的蛋白质. 
绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, 

GFP)来源于海洋生物水母, 在蓝光或紫光下可

发出荧光, 可以进行实时检测, 己被广泛的用作

报告基因进行在体和离体的实验研究[6-7]. 同时

在研究基因表达, 细胞分化及蛋白在生物体内

定位和转运方面作用显著[8-11], 而且还能检测目

的基因的高效转染和表达[12-13]. 
本课题构建了pEGFP-restin表达质粒, 对克

隆载体pEGFP-C1进行Bam HⅠ和Eco RⅠ双酶

切, 设计了restin cDNA与pEGFP-C1相同的酶切

位点, 将载体片段和插入片段连接起来, 形成非

同源的黏-黏末端, 进行定向克隆, 既有效地限制

了载体分子的自身环化, 降低了非重组子的背

景, 又提高了连接效率. 转化感受态菌DNA5α中, 
pEGFP-C1表达载体上含有卡那霉素抗性基因, 
构建的重组质粒保留了相同的抗性基因, 转化了

重组质粒的感受态菌在含卡那霉素的LB培养基

上存活, 取抗性克隆进行小量制备, 经BamHⅠ和

Eco RⅠ双酶切得到4.7 kb载体片段和600 bp插入

片段, 由此鉴别含有restin基因的重组质粒. 将重

组质粒转染入BGC-803细胞中, 经G418筛选出表

达pEGFP-restin的融合蛋白, N端为增强型绿色

荧光蛋白EGFP, C端为restin蛋白, 荧光显微镜下

可直接观察到细胞发出较强的绿色荧光, 且荧光

强度不衰减, 说明融合蛋白在BGC-803细胞中高

表达, 对细胞生长繁殖无不良影响. 并经Western 
blot鉴定正确表达出restin蛋白, 为初步探讨体内

restin蛋白抑制肿瘤血管形成的研究奠定了实验

基础. 同时GFP转染肿瘤细胞后,将随着肿瘤细胞

的分裂,生长而传给下代,也将随着肿瘤细胞的死

亡而消亡[14-17], 因此可以动态连续检测restin蛋白

对肿瘤细胞侵袭和转移的影响.
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■同行评价
本 研 究 构 建
pEGFP-rest in重
组质粒，筛选出
pEGFP-restin融合
蛋白并在胃癌细
胞中表达, 对揭示
胃癌转移的分子
机制有重要意义.


