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■背景资料
目前胃癌的基础
研究主要集中在
细胞及分子水平, 
个体水平的研究
主要受限于没有
合适的动物模型. 
因此原发性胃癌
动物模型的制备
对于胃癌的基础
研究至关重要, 而
转基因技术能够
帮助构建合适的
原发性胃癌模型. 
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Abstract
AIM: To construct and identify ATP4B-SV40T-
IRES-GFP transgenic vector. 

METHODS: The mouse ATP4B gene promoter 
was amplified and inserted into IRES-GFP vec-
tor after the addition of restriction enzyme sites 

to result in ATP4B-IRES-GFP. After restriction 
enzyme digestion, the SV40T gene sequence was 
inserted into ATP4B-IRES-GFP. The resultant re-
combinant plasmid was identified by digestion 
with restriction enzymes PstI and AseⅠ.

RESULTS: The recombinant plasmids ATP4B-
IRES-GFP and ATP4B-SV40T-IRES-GFP have 
been successfully constructed and can be used to 
generate transgenic mice.

CONCLUSION: The recombinated plasmid 
ATP4B-SV40T-IRES-GFP was constructed suc-
cessfully and it could be used to construct the 
transgenic mice with primary gastric cancer.

Key Words: SV40T; ATP4B Promoter; Vector; Trans-
genic mice

Zhang L, Zhao CG, Li DL, Wang JY, Li Q, Fan ZZ. 
Construction and identification of ATP4B-SV40T-IRES-
GFP transgenic vector. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(4): 314-318

摘要

目的: 构建ATP4B-SV40T-IRES-GFP重组质粒
并进行鉴定.

方法: 根据小鼠ATP4B启动子序列设计引物, 
获得的小鼠ATP4B基因启动子序列, 并加入
限制性内切酶酶切位点. 将其装入载体IRES-
GFP, 获得重组载体ATP4B-IRES-GFP并进行
酶切鉴定. 之后将SV40T基因克隆入ATP4B-
IRES-GFP载体, 并用限制性内切酶PstI和Ase
Ⅰ进行验证.

结果: 将小鼠ATP4B启动子序列插入IRES-
GFP载体, 经过酶切验证获得正确的ATP4B-
IRES-GFP质粒; 将SV40T片段插入ATP4B-
IRES-GFP, 质粒测序及酶切结果验证获得正
确的ATP4B-SV40T-IRES-GFP重组质粒. 显微
注射入小鼠受精卵可获得阳性小鼠.

结论: 成功构建ATP4B-SV40T-IRES-GFP重
组质粒, 可用于下一步构建原发性胃癌转基
因小鼠.

■同行评议者
李革,  副教授, 延
边大学附属医院
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■研发前沿
转基因动物在胃
癌形成、发展机
理研究中有独特
的 优 势 :  如 探 讨
化学药物与基因
蛋白表达产物、
幽门螺杆菌等在
胃癌形成中的相
互作用, TGF-α抑
制剂在NF-κB信
号传导通路中的
作用等.
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0  引言

胃癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤之一, 每
年约有100多万患者死于胃癌. 在我国, 胃癌死

亡率一直居恶性肿瘤死亡的第1位, 上海市也

是全国胃癌相对高发区之一, 胃癌死亡率为35. 
32/10万. 胃癌是个多因素的疾病, 与140多种基

因及其蛋白产物密切相关, 随着对癌基因研究

的不断深入, 转基因动物模型在肿瘤学中应用

越来越广泛. 转基因动物在胃癌形成、发展机

理研究中有独特的优势, 因此是一种极为理想

的胃癌模型. SV40T被广泛用于肿瘤发病机制的

研究与转基因动物模型的建立[1-3]; H+/K+ ATP酶
(H+/K+ ATPase)基因在胃黏膜上皮细胞中特异性

表达, 和胃酸的合成与分泌有着直接的关系[4,5]. 
本研究旨在构建胃黏膜上皮细胞H+/K+ ATPaseβ
亚基启动子驱动下的SV40T-GFP融合基因的真

核表达载体, 为下一步构建原发性胃癌的转基

因绿色荧光小鼠动物模型, 研究胃癌发生机制

奠定实验基础.

1  材料和方法

1.1 材料 pIRES-GFP载体、pCDNA3. 1-SV40T
载体由华东师范大学生命医学研究所李大力

副教授惠赠, 大肠杆菌感受态细胞DH5α由上

海中医药大学肿瘤介入研究所保存. 人血基因

组DNA纯化试剂盒、组织/细胞基因组DNA纯

化试剂盒购自深圳尚能生物科技有限公司; 质
粒抽提试剂盒、P C R产物回收试剂盒购自美

国AXYGEN公司; pMD-18T载体试剂盒、Taq 
DNA聚合酶、dNTP、T4连接酶、限制性内切

酶AseⅠ、XhoⅠ、NheⅠ、XbalⅠ、SacⅠ、

BmaHI和PstI购自日本TAKARA公司; 转染用脂

质体Lipofectamine 2000购自美国Invitrogen公
司; 胰蛋白酶购于上海闪晶生物; 新生牛血清、

RPMI-1640干粉培养基购自美国Gibco公司; 琼
脂粉(Agar)、胰蛋白胨(Tryptone)、酵母浸出粉

(Yeast Extract)购自英国OXOID公司; 文中所用

的引物均由上海生工生物技术有限公司合成. 
电泳仪(MiniproteanⅢ型, 美国Bio-Rad公司)、
银质梯度PCR仪(Mastercycler, 德国Eppendorf公

司)、CO2细胞培养箱(Galaxy S+ 英国RS Biotech
公司)、荧光倒置显微镜(CKX41/CKX-RFA, 日
本Olympus公司)、凝胶成像系统(Gel-Doc EQ, 
美国Bio Rad公司)、空气浴摇床(SI50, 上海欧比

特仪器有限公司)、化学发光仪(GloMax 20/20 
Luminometer, 美国Promega公司)、生物分光光

度计(RS232c, 德国Eppendorf公司)、电热恒温

培养箱(DNP 9032, 上海精宏实验设备有限公

司)、高速低温离心机(Centrifuge 5804R, 德国

Eppendorf公司). 
1.2 方法

1.2.1 基因组DNA提取: 利用基因组抽提试剂盒

从小鼠组织中提取基因组DNA, 结果用1%琼脂

糖凝胶电泳检测DNA纯度及完整性, 利用分光光

度计测定产物在260 nm的吸光度(A )值, 以计算

其浓度.
1 .2 .2  AT P4B基因启动子的克隆 :  根据小鼠

AT P4B基因启动子区序列 ,  设计引物 :  上游

5'-GCTCTTTCCTCTGGGTCTGT-3', 下游

5'-GAAGCGTCCTCTAGGGCTTA-3', 以小鼠基

因组DNA为模板. PCR反应体积50 µL, PCR扩
增参数如下: 95 ℃ 5 min, 95 ℃ 60 s, 57 ℃ 90 s, 
72 ℃ 90 s, 35个循环, 72 ℃ 10 min. 结果用1%琼

脂糖凝胶电泳检测, 将正确的条带切下用PCR
产物回收试剂盒回收, -20 ℃保存备用. 按照

TAKARA pMD18-T载体试剂盒说明书将获得的

PCR产物与pMD18-T载体连接, 将获得载体命名

为pMD18T-ATP4B1.
1.2.3 ATP4B-IRES-GFP载体的构建: 由于IRES-
GFP载体包含AseⅠ和XhoⅠ酶切位点, 根据

ATP4B基因启动子序列设计引物, 加入AseⅠ和

XhoⅠ酶切位点: 上游5'-GCATTAATTTCCTCT-
GGGTCTGTTTGGT-3', 下游5'-TTCTCGAG-
GCCCAGGAAGCGTCCTCTAGGGCTTA3', 以
pMD18T-ATP4B1载体为模板. PCR反应体积50 
µL, PCR扩增参数如下:95 ℃ 5 min; 95 ℃ 60 s, 
57 ℃ 90 s, 72 ℃ 90 s, 35 个循环; 72 ℃ 10 min. 
结果用1%琼脂糖凝胶电泳检测, 将正确的条带

切下用PCR产物回收试剂盒回收. 按照TAKARA 
pMD18-T载体试剂盒说明书将获得的PCR产

物与pMD18-T载体连接, 并用NheⅠ和XbalⅠ
进行酶切验证, 将正确的载体命名为pMD18T-
ATP4B2. 利用限制性内切酶AseⅠ和XhoⅠ, 酶
切pMD18T-ATP4B2将片段插入IRES-GFP载
体, 将重组子转化入大肠杆菌DH5α. 抽提质粒, 
用两对限制性内切酶AseⅠ、XhoⅠ及SacⅠ、

■相关报道
研究表明转染了
腺病毒12Ela/Elb
转基因大鼠, 在扁
平上皮和圆柱形
上皮的结合点附
近形成了类似于
人自然发生的胃
癌, 癌肿位于幽门
部, 传代成瘤率达
100%.
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NheⅠ进行酶切验证, 酶切验证正确后命名为

ATP4B-IRES-GFP.
1.2.4 ATP4B-SV40T-IRES-GFP载体构建: 将
pcDNA3.1-SV40T质粒经BamHI酶切后, 回收

SV40T基因片段, 将其插入ATP-IRES-GFP载体, 
用限制性内切酶PstⅠ和AseⅠ进行酶切验证, 酶
切验证正确后命名为ATP4B-SV40T-IRES-GFP
并送测序.
1.2.5 显微注射及验证: 将ATP4B-SV40T-IRES-
G F P载体显微注射入受精卵 ,  剪取出生10 d
小鼠脚趾, 抽提基因组DNA进行PCR验证. 验
证引物SG: 上游引物: CTCCCTTGTGTTTG-
TAGAGGCGAT, 下游引物: CCTCCAAAGT-
CAGGTTGATGAGCA; 验证引物AS: 上游引物: 
GGCTCTCCTCAAGCGTATTCAACA, 下游引

物: TGGTGCAGATGAACTTCAGGGTCA. 以基

因组DNA为模板, PCR反应体积50 µL, PCR扩
增参数如下: 95 ℃ 5 min; 95 ℃ 30 s, 56 ℃ 40 s, 
72 ℃ 45 s, 35 个循环; 72 ℃ 10 min. 结果用1%
琼脂糖凝胶电泳检测.

2  结果

2.1 AT P4B基因启动子克隆的结果 根据小鼠

ATP4B基因启动子区设计引物, 以小鼠基因组

DNA为模板, 扩增ATP4B基因启动子区. 结果用

1%琼脂糖凝胶电泳检测(图1), 可见一条1 022 bp

的条带, 将其回收制备pMD-18T-ATP4B1载体.
2.2 ATP4B-IRES-GFP载体的构建 由于IRES-
GFP载体含有AseⅠ和XhoⅠ的酶切位点, 通过

引物设计, 在ATP4B启动子序列插入酶切位点, 
将条带回收制备pMD-18T-ATP4B2载体, 并用

结果AseⅠ和XhoⅠ进行酶切验证, 验证结果用

1%琼脂糖凝胶电泳检测(图2), 所获得的700 bp
和300 bp的质粒均为正确克隆. 之后将正确克隆

AseⅠ和XhoⅠ酶切的片段回收插入IRES-GFP
载体, 将重组子转化入大肠杆菌DH5α. 抽提质

粒, 用两对限制性内切酶AseⅠ、XhoⅠ及Sac
Ⅰ、NheⅠ进行酶切验证, 验证结果用1%琼脂

糖凝胶电泳检测(图3), 可分别获得1 022 bp和
718 bp的片段.
2.3 ATP4B-SV40T-IRES-GFP载体构建 将SV40T
基因片段插入ATP4B-IRES-GFP载体, 用限制性

内切酶PstⅠ和AseⅠ分别进行酶切验证, 验证结

果用1%琼脂糖凝胶电泳检测(图4), 可分别获得

2 000 bp及2049 bp、849 bp的片段. 测序结果表

明条带正确, 质粒构建成功(测序结果略).
2.4 显微注射及验证 将ATP4B-SV40T-IRES-

图  1  ATP4B基因启动子
克隆电泳图. M: Marker; 1: 

扩增的ATP4B启动子区.

1022 bp

M     1

1022 bp

1022 bp

1      2     3   4    M    5    6    7    8

图  3  ATP4B-IRES-GFP载体酶切鉴定电泳图. M: Marker; 

1-4: SacⅠ和NheⅠ双酶切结果, 大小718 bp; 5-8: AseⅠ和

XhoⅠ双酶切结果, 大小1 022 bp.

1    2  3  4   M  5   6  7   8

2019 bp

849 bp

2000 bp

图  4  ATP4B-SV40T-IRES-GFP载体电泳鉴定结果. M: 

marker; 1-4: AseⅠ酶切后的片段; 5-8: PstI酶切后的片段.

■应用要点
本研究旨在构建
胃黏膜上皮细胞
H+/K+ ATPase启
动 子 驱 动 下 的
SV40T-GFP融合
基因的真核表达
载体, 为下一步构
建原发性胃癌的
转基因绿色荧光
小鼠动物模型, 研
究胃癌发生机制
奠定实验基础.

M     1     2     3

718 bp

718 bp

图  2  ATP4B启动子
插入NheⅠ和XhoⅠ
的酶切位点鉴定电泳
图. M: Marker; 1: 酶

切不正确的克隆; 2: 

NheⅠ正确的酶切结

果; 3: XhoⅠ正确的

酶切结果.
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GFP载体显微注射入受精卵, 剪取出生10 d小鼠

脚趾, 抽提基因组DNA进行PCR验证. 正确的小

鼠可分别获得343 bp和384 bp的条带. 结果表明2
号小鼠为阳性小鼠(图5). 

3  讨论

胃癌是个多因素的疾病, 与140多种基因及其蛋

白产物密切相关, 随着对癌基因研究的不断深

入, 转基因动物模型在肿瘤学中应用越来越广

泛. 转基因动物在胃癌形成、发展机制研究中

有独特的优势: 如探讨化学药物与基因蛋白表

达产物、幽门螺杆菌等在胃癌形成中的相互作

用, TGF-α抑制剂在NF-kB信号传导通路中的作

用等, 因此是一种极为理想的胃癌模型[6,7]. 转
基因胃癌模型是直接将调控胃癌的相关基因转

染到动物胚胎中而形成肿瘤, 如转染了腺病毒

12Ela/Elb转基因大鼠, 在扁平上皮和圆柱形上

皮的结合点附近形成了类似于人自然发生的胃

癌, 用长424 bp的CEA促进剂SV40T抗原转基因

构建的胃腺癌小鼠, 癌肿位于幽门部, 传代成瘤

率达100%[8,9].
SV40(simian virus 40)是20世纪60年代初发

现并分离出的猿猴肾细胞病毒, 具有转化动物

细胞和诱发肿瘤的特性[10-12]. SV40T被广泛用于

肿瘤发病机制的研究与转基因动物模型的建立, 
如利用SV40T基因已建立了小鼠脑脉络丛乳头

状瘤、胰腺癌、肝癌、前列腺癌等转基因动物

模型. H+/K+ ATP酶(H+/K+ ATPase)基因在胃黏膜

上皮细胞中特异性表达, 和胃酸的合成与分泌

有着直接的关系[13-16].
绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, 

GFP)基因是1992年被克隆鉴定的新的报告基因. 
研究表明, GFP所产生的荧光无种属特异性, 不
干扰细胞的生长与功能, 可耐受光漂白, 表达检

测时不需要任何协同因子, 也不需要底物. 所以

用GFP做阳性选择报告基因, 既对胚胎无损伤, 
又经济简捷, 是提高基因转移与筛选效率的理

想途径[17].
本研究通过将H+/K+ ATP酶基因的启动子、

SV40T基因克隆入IRES-GFP载体, 构建ATP4B-
SV40T-IRES-GFP质粒, 用来制备原发性胃癌转

基因小鼠模型. 制备成功后, 小鼠的胃黏膜细胞

将特异性的表达SV40T基因, 经过3-6 mo, 能够

产生原发性胃癌. 由于载体包含GFP基因, 对于

观察SV40T基因表达部位、表达水平、小鼠胃

癌的发病情况提供了非常便捷的方法, 为后续

的胃癌发病机制研究及胃癌的诊断和治疗奠定

了实验基础.
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