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[4J Nakajima ,M. et a l. ,1989 ,Cancer Res. ,49 : 1689 - 1706. 

RETINOIC ACID INHIBITS THE SECRETION OF TYPE IV 
COLLAGENASE BY HUMAN COLORECTAL CARCINOMA CELLS 

ZHANG Ya Hui SONG Jin Dan WAN Yun Qing 

( K ey Labοratory 0/ Cell B iology ,M inistry 0/ Public H ealth ,China M edical University ,Shenyang ,China , 11 000 1) 

A BSTR ACT 

Type IV collagenase ,consisti ng of 72kDa and 92kDa type IV collagenase , have close relationship with tumor inva­
sion and metastasis. Human colorec tal ca rcinoma cells cloneA was treated with all-trans-Retinoic Acid. Gelatin zymog­
raphy s howed that the activity of both active and latent forms of type IV collagenases decreased. RT -PCR showed that 
92kDa type IV collagenase gene expression was down regulated. So , we conclude that the secretion of type IV collage­
nases in human colorecta l carcinoma cells can be inhibited by RA and the e[fect probably happens in the level of tran­

scnpt lOn. 

Key words: lnvasion and metastas is Type IV collagenase AlI - trans-RA Human colorectal carcinoma cell 

污受Ð
一种简单、快速、高效的基因定点突变方法 铃

任;f;萍刘卫点何志巍姚开泰

(湖南医科大学肿瘤研究所 长沙 410078) 

为了探索鼻咽癌 (NPC) 的病因发病机制，

最重要的是要建立与 Epsteir卜Barr 病毒 (EBV)

有密切关系的 NPC 动物模型，但至今尚未成

功。在人类， EBV 受体为补体 E 型受体基因

(CR2)编码[1] 。在小鼠亦有 CR2 基因，且与人

的 CR2 有高度同源性凶，不同的是，它可以有

4. 5kb 和 3.3kb 两种不 同的 mRNA 剪接形

式[3·4] ，但是 EBV 不能感染小鼠细胞，原因在于

两种受体构像不同。有研究表明，当 mCR2 基

因中第 15 位和 68 位密码子发生 CCC→TCC

和 ACC→TAC 突变，则分别导致脯氨酸变成

丝氨酸 (P15S) 和苏氨酸变成酶氨酸 (T68Y)

后 ， EBV 就可能感染小鼠细胞凶，也就有可能

建立小鼠 NPC 动物模型。 因此，我们首要工作

就是要对 mCR2 进行这两个位点的突变。目

前，定点突变方法有很多，主要可分为三类 : 1) 

PCR 反应介导的; 2) 非 PCR 反应介导的; 3) 
体内定点突变技术问。 PCR 技术自从问世就成

为定点突变技术的一个强有力的工具。根据实

验目的不同，PCR 反应设计方案可以多样化。

在此，本文介绍一种可以简单、快速、高效地引

入点突变的 PCR 介导的基因定点突变方法。

材料与方 法

1.材料与仪器

本文 199 9 年 4 月 9 日收到， 7 月 1 日接受 。

‘国家自然科学基金资助重点项目 (39730200)和

面上项目 (39870370 ) 。
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Pfu DNA 多聚酶 ，D户nI 限制性内切酶，dNTPs 为

Stratagene 公司产品 。 X-gal 、 IPTG 为 Gibco BRL 生命

技术公司产品。膜蛋白陈、酵母拙提物为 Oxoid 公司产

品。酷蛋白 7j(解产物为华美生物工程公司产 品 。

p Whitescript (p WS) 质粒购于 Stratagene 公司， XLl ­

Blue 细菌由本室提供， pBluescript. CR 1 (pBS. CR 1 )及

pBluescrip t. CR2(pBS. CR2). 即分别含有 4. 5怡和 3. 3 

kb 两种形式的 mCR2cDNA 的质粒由匹兹堡大学的

Ahearn J M 博士赠送。 PCR 反应在 PE 公司 DNA 热

循环仪上进行，测序由 Appliance Biosystem 公司全自

动 DNA 测序仪 ABI 377 完成。

2. 方法

1) 质粒的抽提 采用 QIAGEN Plasmid Mini 

Kit 抽捷、纯化，操作按说明书进行。

2) 突变反应 体外合成特定突变引物对1. 2 及

阳性对照突变引物对 3.

引物对 1: Pf: 5' GTCAAAAATGCTCGGAAAT 

(C)CCTATTATTCTCTTCCC3' ; 

Pb: 5' GGGAAGAGAATAATAGGA (G )TTTC 

CGAGCATTTTTGAC3' ; 

引物对 2: Pf: 5' GTGAATCTGTGAATAAAT 

CA)A CC)CA TTTCTTGCTCAGATCCC3' ; 

Pb: 5'GGGATCTGAGCAAGAAATGTCG )ACT ) 

TTT A TTCACAGATTCAC3' ; 

引物 X才 3: Pf: 5' CCATGA TTACGCCAAGCG­

CGCCT)AATTAACCCTCAC3' ; 

Pb:5'GTGAGGGTTAATTCA)GCGCGCTTG­

GCGTAATCATGG3' 

说明:括号内为原序列，括号前为突变碱基。

1 2 3 4 5 6 7 

n
v
n
v的
u
z
nr

hozotD

LD 

呻

u
m
7
"

'
A
A噜
酌
$

6
3

吨M
O
Y￡
H
V
A噜

A 

分别以 pBS . CRl 、 pBS. CR2 , p WS 载体为模板进行

PCR 反应，反应参数 :95 C变性 30sec; 95 C 30sec , 55 'C 

lmin , 68 C 2min /质粒长度 Ckb) ， 16 个循环 。 PCR 产物

用 Dρ，，1 (l Ou ) 37 'C 消化 l 小时。用 1 %琼脂糖凝胶电泳

检测突变产物 。

3) XLl -Blue 感受态细菌的制备 采用 CaCl ，

法，见《分子克隆 》一书。取适量消化后的突变产物转化

XLl -Blue 感受态细菌，分别铺在 LB-Amp 平板及涂有

X-ga l 和 IPTG 的 LB-Amp 平板上， 37 C 培养过夜。

的 i则序反应 随机挑选氨韦抗性克隆 2-4 个

不等/每种反应 ，经自动测序筛选、证实阳性克隆。

5) 选取阳性克隆用另一个突变引物再进行另一

个位点的突变，具体步骤同前。

结果与讨论

1.质粒模板的准备

将 QIAGEN Plasmid Mini Kit 抽提的质

粒经光密度值测定及琼脂糖电泳检测说明质粒

很纯，没有降解，可直接用于突变反应。

2. 突变反应产物的检测

突变反应产物用 1 %琼脂糖电泳检测可见

一清晰条带，条带位置正确，未见明显非特异

带，阴性对照没有条带，表明发生了突变反应

(见图 1) 。

3 . 突变产物测序结果(见图 2)

4 . 突变率的测定 pWS 阳性对照质粒

含有 β半乳糖昔酶基因 (ß-ga l) ，但是该基因中

己 人为地引入了一个无义突变，即 CAA→

1 2 3 4 5 6 7 

23130bp 
9416bp 
6SS7bp 

4361bp 

2322bp 
2027bp 

B 

图 1 突变反应产物的鉴定

图 A 中模板为 pBS. CR2(6. 3kb); 图 B 模板为 pBS. CR 1C 7. 5kb ) 

1. ÀDN A/ HindIIl marker; 2 • 3. 阴性对照 ;4. P1 5S 突变产物;

5. T68Y 突变产物沛， 7. P1 5S 和 T68Y 均发生突变，但两者突变的先后次序不同 。
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GT 

AAÞITGι'ITATTCACAGATTω.TATAGG局部CT明C∞邵阳ATOCACTTGATT
170 80 90 1 00 110 120 
T68Y 

咄咄川刷刷时川蛐川
G 

CACCTCAG且.CAGT 'ICαω四咀T臼G灿GAG且mTJTTtC四CATTTTTG
190 200 210 220 ' 230 240 

P15S 

也叫M叫刷刷地灿蛐~
图 2 突变阳性克隆的测序图(图示为反义链序列，箭头所指为定点突变核背酸)

TAA，使得本来编码谷氨酷胶的密码子变成了

终止密码子，从而不能合成有功能的 Rβ-半乳糖

背酶，在 LB-Arr呻平板上表现出白色菌落。当

阳性对照引物介导的突变反应成功时，可将

TAA→CAA ，从而使得翻译进行下去，产生有

功能的 β半乳糖昔酶，催化底物 X-ga l 产生蓝

色物质，在 LB-Amp 平板上表现出蓝色菌落 。

因此，根据蓝色菌落占总菌落的比率就可计算

出突变率大小。三次实验结果表明，该法的突变

率为 91%-95% 。而所有随机挑选的 24 个克

隆经测序证实均突变成功，即成功率为 100 % 。

罔pnl 是一种识别甲基化位点的限制性内切酶，

其识别序列为 Gm6ATC 。 几乎所有大肠杆菌均

为 dam+ ， 可以将 DNA 甲基化，而体外合成的

DNA 则是未甲基化的，所以 D户nl 可以选择性

消化模板 DNA ，而不影响新合成的带有突变的

DNA。为了研究 D户d 酶在反应中发挥作用的

大小，我们设计了平行对照。结果发现，未用

D户d 处理样品的突变率约 50% ，仅为处理样

品的一半左右。这充分说明凹户d 处理的重要

性，即它能有效地去除未突变的模板 DNA ，从

而大大提高突变率。

5 . 准确率的讨论 本实验中采取的

P/u DNA 多聚酶具有 3' 一 5' 外切酶活性，其

指导 DNA 合成的准确率比 Taq DNA 多聚酶

高 12 倍左右。础 ，因而比 Taq DNA 聚合酶更

好，也更适合应用于定点突变反应。此外，我们

通过提高模板放度 (0. 01 一 O. 5pmol) 、降低

PCR 反应的循环数(仅 16 个或更少)等提高定

点突变率、降低非必需位点突变。同时，我们采

用 DμI 酶消化的办法去除高模板量所造成的

非突变背景。本实验测序结果显示所测的

600bp 范围内除引入两个定点突变外无其他非

必需突变，这充分说明该法的可靠性。

总之，这的确是一种简单、快速、高效的定

点突变方法，与 Weiner 等人町的方法相比，该

方法省略了定点突变引物 5' 端磷酸化、 P/u

DNA 多聚酶修饰 PCR 产物及线性化 PCR 产

物环化等步骤，因而更加简单易行、省时省力。

与一般的 PCR 介导的定点突变方法相比，其优

点在于 : 1.操作简单:1)任何双链 DNA 均可

作为模板，而不需要将目 的基因克隆到 M13 等
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产生单链 DNA 的载体中，即节省了制备单链

DNA 模板这一费时又费力的工作; 2) 不需要

特殊载体和特殊限制性酶切位点 ;3) 不需要连

接反应，可直接将带有缺口的突变产物转化细

菌即可得到抗性克隆，且不需多次转化及进一

步的亚克隆 ;2. 快速:突变反应只需数小时，整

个过程只需 1-2 天就可完成; 3 . 高效 : 突变率

很高，一般大于 90% ，因此不需要用 PCR-SS­

CP 等方法进行初筛，可以直接用测序来筛选阳

性克隆等，是一种值得推广应用的方法。

摘要

小规模抽提含有编码小鼠补体 E 型受体

(mCR2)cDNA 的质粒，体外合成两对寡核昔

酸突变引物，利用 PCR 反应将突变引入 mCR2

cDNA 中 ，即产生 P1 5S 和 T68Y 两种定点突

变。然后用 D户nI 消化 PCR 产物以去除模板

DNA ，取适量消化产物转化大肠杆菌 XLl­

Blue ，随机挑选克隆进行测序筛选、鉴定所需突

变株 。 结果表明这一新方法不仅操作简单、快

速 ，而且突变率极高，几乎 100 % 。

关键词 : 定点突变 小鼠补体 E 型受体基因

PCR 
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A SIMPLE ,FAST AND EFFICIENT SITE-DIRECTED 

MUTAGENESIS METHOD 

REN Cai Ping LlU Wei Dong HE Zhi Wei YAO Kai Tai 

(Cancer R esearch Institute 0/ Hunan M edical University ,Changsha 410078) 

ABSTRACT 

Pure plasmid containing cDNA of mu rine complement receptor type n gene (mCR 2) was mini-prepared. Two 

pai rs of mutagenic pr imers we re synthesized in vitro and the desi red two mutations , P1 5S and T68Y ,were int roduced 

into mCR2 cDNA by PCR. After tha t ， pρnI was used to diges t the PCR products to remove the methylated ,nonmutat­

ed parental DNA template . Optimal amount of the digested products were used to transform competent XL1-Blue cells 

and colonies resis tant to ampicill in were picked up randomly followed by being sequenced in order to screen and identi­

fy the needed mutant st rai ns. T he results show that this novel s ite -directed mutagenesis method is not only fast and 

easy to perfo rm ,but also very efficient ,for the mutagenes is rate is almost 100% . 

Key words: Site-directed mutagenesis Murine complement receptor type [ gene( mCR 2 ) PCR 

欢迎订阅(( Cell Research )) ，邮发代号 4-645 。
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