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击IJ剂百分晾吨宅:'Ë '消除。 这?是 示 我们， KT 与

Ca 2 + 手f1 CaM 有某种正袖关的联系~ Euieft [F 71 

曾有实验表明 ， CaM 抑制剂对生长 素、 细胞

激动索 、 赤害素等多种激素的作用都有影响 。 "
Saunders 和! Hepler 发现， 。M 参与葫芦夺 细

胞分裂素诱导的芽形成的过程[l B ] ? 这 粤东现

使询多人相信，通过 Ca勺 、 CaMrr调节细胞内

功能可能是植物激素的一种统「作用方式 dt秩

们的结果也表明 ， 在离 体核这 样 - 4'- 内 、合

Ca2 + 与 CaM 的细胞器内， 激动素对核内某种

生化过程的调控作用可能通过 Ca 2 + 及 CaM 进

行。 目 前， 我们对KT 及 Ca2 + 处理过的核转录

产物的研究正在进行中 ， 试图在分子水平上对

它们在核转录中的作用机理有进一步的了解。

摘 要

400μmoljLKT加于离休核反应液中后，核

转录活性提高了 50 %左右， 二参入系统中加入l

5 μmoljLCa 2 + ，使核转录活性k提高了 90% , Ca 2
+ 

浓度大于 500 μmol j L 时 ，产生贺效应。 La :l + 及

EGTA 明显地消除 Ca2 + 的'促进作用'0 饵调蛋

白抑制剂酷唾嚓部分地减弱 Ca~ + -的促进作用 ; . 

用酣l庭日奈和 KT 同时处理离体核， 则 KT 的促进

作用大大削弱 。 . { 
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人血小板衍生徨长因子A链(PDGF-A)反义 RNA

' ‘ 表达克隆的构建

" 
林鑫华 !李 文裕i

(中国科学院上海细胞生物学研究所 )

人 PDGF 是人血清中主要的生长因子 ， 由

A、 B 两条多肤链以二硫银连接扭成V 1 ， A、 B

链各由不同的基因编码。 每 链基 因足 ，ssv 病

在的 V7SIS 癌基因同源， 被称之为细 胞内原

癌某因 [ 2 1 0 A 链基因的功郁尚不清楚。 一些问

叶组织和源的肿瘤细胞有 PDGF-A 链 的 青表
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达 ， 而且是不怯柿、于 B 地基因的表达 ， 提示 A

链基因口j 能起着与 B 链相似攻月IJ 的更 ;重要的作
用 [ 3 ] 。

反 义 RNA (anti- sense ' RNA) 是指与

mRNA 相互补的 RNA 分子 ， 与 mRFA 互补

结合，专一 地抑制 mRNl予的加工和翻译 ， 是

原核细胞基因功'能抑制的方式之一，.. [4 J。在真核

细胞中还没有发现这类调控方式。通过人仁合
成构建反义 RNA 表达克 隆， 将民义 RNA 导

入细胞， 可以抑制特定基因的表达， 从而可以

观察该基因对细胞生长、 分化等方而的作

用[ 5J 。 如果能利用反义 RNA 选择忡地抑制癌

基因的表达， 就有可能阻断肿 瘤细他恶↑生生

长[6J。木实验利用 PSV~neo 表达载体， 构建了

两来!I PDGF-A 反义 RNA 表达克隆， 为我们进

行 PDGF-A 功能的研究以及肿瘤生 长阻断的

探索打下丁基础。

材料和穷浩
实验材料 ;( 1) 

1. 人 PDGF-AcDNA 克隆 (Dj ) 由 瑞典 C . Betsc­

holt21 博士提供[3 1 0 PSV2n eo 质粒由美国 st. Louis 华

感顿大学医学院"T. F . Deuèl 教授提供。

与 . 限制性内切酶购自 New England Biolabs , T' 

DNA 连接酶Uii.J I当 BRL o

二、实验方法

1.DNA 酶切片段的分离与纯化

DNA样品经完今酶解后， 在 50 mmol/ L NaCl 盐

浓度下用 9:' % 乙醇沉淀， 抽干 ，溶于适嵌j军蒸水巾，用

1 %戎 0 .8 % (含 EB) 的 低熔 点 !佼!毡 i7j( (1 x TAE 或

TBE , pH 8 .0 , 2 V/ cm) , 符所需条，!括与其他条件分

开后， 主专夕|、灯下切出陆需条带， 置离心管中 65 'C温育
5 分钟后 ， 用等体积的饱和盼抽提 2 次， 氯仿抽提 1

次， 上请j夜用 2 倍体积的无水乙 静 沉淀后置干冰 30

分钟或- 30 0C冻箱过夜。 沉淀样品经i高速离心后 ， 用

75% 乙醇洗 1 次 ， 抽干后用 TE 缓冲液溶解即可。

分离较大的 DNA 酶解片段 采用 电洗脱入透析袋

法 [7] 。

2 . 感受在菌株制备

在 JM ]05 LB 平板上挑取单菌落， f在入 20 ml 

LB 培养基中 活化， 当 ODóoo 达 到 0. 2-0 .8 时，取

10 毫升加 到 1 个装·有 100 毫升 LB 的大瓶中培养。

当 OD600 .ìb 0 . 5→0 . 9 时 ， 加入新ø ，:培养基伎体积达

500 叫， 带细商继续长到 ODhOO O. 6 ~J， 在.' :1古养瓶子

冰浴中 ， 使其迅速冷却 ， 4000 rpm 离心 15 分 钟 ， 弃

上洁， 沉淀悬浮 于 100 毫升顶冷的 TfB 1 溶液中 ( 30

mmo!/ L KOAC.50mmoI/ L MnCLJ OOTmol/ L NaCL 

10 Irimol /L CaClh 15 % v/ v tt1由) ， 于冰 "1-1轻轻振荡后

4000 rpm 离心 8 分钟，沉淀悬浮于 20 ml 预冷的 TfB 1I 

溶液中 ， (10 mmol/L 告IEPES ， pH 7 . 0, 75 mmol/L 

CaC12 , 100 mmol/L KCl , 15 % -lt 7由 ) . 分装到预冷的

Eppendolf 管中 ， 每管 0.2ml ， 液氮速冻后置 一 70"C冰

箱保存。

，3 . 连接与转化

柏揣连接参照《分子克降月二册 [71 ， Jtil 于拈端连接

液帕H入适当比例的同主载体与片段， 在连接路作用

下 16 "c过夜 ， 第二天取样品(连接液)宣传转化。

转化使用 -70 0C保存的 JM 10 5 感受 态菌株， 连

!主 j夜与E享受态细胞混和后霄冰浴 30 分钟， 37 'C混育

处理 5 分钟后加入 1 毫升 LB 培养基， 绍: f~ : 昌， 37 "C ì且

育 1 小时信涂板。 实验中使用的 IVì粒 载 体有的是

PUCj 9，因此选用 X-gal 板进行筛选。

三、结果与讨论

1 : 用 PDGF-A 链第一个外显子 (exon) 片

段构建 PDGF-A m l!. !RNA 裴达克隆

我们将 PDGF A 情-个夕卡拉子的基因片

段和 cDNA 克隆干 PSVzneo 的 Bgl ll 与 Hindill

位点构建成两种反义 RNA 表达 克 隆。 PSV2

neo 包含 SV4 0 早期启动子 ， 豆此启动子 的作

用，反义 RNA 白色与 '.neo 怯因一道转录 ， 起抑

制 mRNA ifï性 的作用 . 而 RNA 3'端 包含完整

的 neo 基因编码顺序 ， 起基因转染的筛远标记

作用。从因 lA 可以看到，用 HincJ固 和 Bgl lI

' 双酶解 PSVzneo 质位， 可以除县 neo 基因 5 '端
。 ;3 kb ~~NA 片段而不破坏基因编码顺序 ，夕|、

源 DNA 片段插入该位点， 能得到!有效转录。

根据原核细胞内反义 RNA 作用机理， 认

为 5'端是构建反义 RNA 表达克 F萃的 最 佳J--'r

段， 该片段所转录的反义 RNA 能与 mRNA 5' 

互补，抑制翻译起始， 从而达到抑制表达的目

的b 图 1 A 所 示 ， 用 BamHI 和 pstI 酶切

pUC 1卜Bz 质粒 (Bz 片段包含 PDGF-A 第 一和

第二协显子以及土带启动子的一部分 ) ， 将此
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PDGFA-，S.片段
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• B. pSV2 neo-Ant if吨)DGF A( l) 

限制性内切酶酶1JJ DNA )干段

的电泳分析
1. . λ-HindUI 
2. . pSV2 ..neo PstI 
3. pSY 2 neo-AntiPDG F A ( 1) 

Pstl 

A. pSV 2 neo-AntiPDGF A(1)和建示意图
4. pSV 2 neo-AntiPDGF A (l ) 

HindIIl 

酶切位点
E: EcoRI B: BamHI 
P: pstl H: Hind m 
Sa: sau 3 A Bg: Bgl J[ 

5. pSV 2 neo-AntiPDGF A(l ) 

HindIII and BamHI 
6 . pSV 2 neo-AntiPDGF A(l ) 

EcoRI and BarnHI 

因 1 用 PDG、F-A 第-个外显子 (exon) 片段构建 PDGF-A 反义 RNA 表达克幢

酶切片段(1 .4 kb)与 pUC 1 9 (BamHI 和 pstI 酶

切〉相连， 构建成 pUC 19-1.4 kb PDGF A。利

用 pUC 19 多克隆位点上 的 tIind m 切 点， 用

Hindm和 Sau 3 A 酶 解 pUC 19-h.4 'kb'-PDGF 

A ， 分离得到 0.6 kb PDGF- A n-段(该片段包

含第一个外显子的大部分 ) 0 ' Sau 3 A 位于基

因 5' 方向 (相对于基因转录方向)， 而 Hindm

位于基因 3' 方向。 a 气将该片a段与 psvzneo(Hind
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A. pSV2 neo-AntlPDGF A(2) 构建.示意厨酶切位后叫
E: EcoRI B: BamHI 
H, Hind m P: pstI 
Bg: Bgl lI 

ua 

d,.‘ .. i 1 

/' 
J 

J 
I kb 

23. ! 
9.4 
6. 5 
4. '1 
2 .:1 
2 , 0 

1.λ-Hindm 

2. pSv2neo 
3. pSV2neo Hi l]d]H 

4. RSV2neo BamHI 
5 . pSV2neo J-),dnd m anq ..BamHI 
6. pSV2neo-Anti PDGF A 
7. pSV2neo-Anti PDGF A Hindm 
8. pSV2neo-Anti PDGF A BamHI 
9. pSV2neo-Anti PDGF A Hindm and BamHI 

B. pSV2 neo-Anti PDGF A(2)限制性内 切酶酶叨

的DNA 片段的电泳分析
因 2 用 PDGF-AcDNA 构建 PDGF二A

反义 RNA 褒达克隆 " i 

q 

l1f f r i • 在图 2 B 中 ， 用HindalF手口 ; BámB!I mu 切 psvzneo

rip了 3 ， 3叫 3.1 kb 辅仁 i l 叫带包
., .含烹 1.3 kbneo 片段和 o r8 kbSV4 0DNA 片段。

J1:;飞 机叶也"9NArþ neo ，~ m缺失了 0 . 3 kb 

i1ti HIn包 m ~~g4 1I J古艇 ， 但插入丁 1.3 kbcDN A , 
、品 i

气::At，因此该质粒用 叫nd H 和 Ba时n 酶解得更IJ 了

3 , 3 kb 军n (s :.:'1 k苦系带 ， 电泳结果与 jft是一致

的。此夕V， 我们还可以哥IJ用 neo DNA 片段作

为探针J 直接投~~W反'义 RNA 表达置， 避免了 I
气 ; :-- .... arr , ':. 

用 PI页。F-AcDNA作探针肘内源 PDGF A 产
也

物的干拢。 ' 旷

我们巳用做 量 d 射手Il w.t酸钙 沉淀法将
c-sis 反义 缸Nλ 丢诠宽|羞导人经 pSM- l (c• sis 

表达克隆)转化的 CHP 细胞， 获得一定的实验

结果 (见 《实验生物学报)) 22 卷 3 期J。同时，

我们用构建的 PDGF A表达克隆转染 CI-IO 已

获得了不同转化程度的克隆。 . 我们希重用止述
，构建的 ，PpGF A 反义 FèNA 表达克隆来转染经

A链基因转化的细胞和 PDGF A 表达 的肿瘤

细胞Y 观察 A 链基因表1去抑制到细胞生长的影

响以及河肺癌生长的阻断作用，。

川 捕 。 要

í ' ( i利用心NA 重组技术， 我听]将 PDGF-A .第

dt J、.1

、、
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二个外!tJ.子 DNA J'j'段和 PDGF--A èD向J气 质问.

克降至Ij pSVz n eo 1- 1 1 ，向建成两种 PDGF-A 反义

RNA 表达克降 。 该两手中 PDGF-A 反义 RNA

表达克|搓 11]' j-IJ ' y-: PDGF-A 功能的研究以及肿

瘤细胞f七长j(f!断的标东。
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芥菜原生肢体培养和植株再生

心军民事 11，东 呆和 4张江涛 }

( IIJ 四大学生物系 )

李文彬 陈止华

(中国科学阮边w研究所)

'70 .;1: 代以米 ， 芸首届植物的原生质体培养

边ki尤为迅洼 ， j~已从大部分芸苔属植j主});呈佳

肢体衍，如IJ ~句:韭怕怵[l6 ! ， 4 使之成为捍物恪细胞，

杂交和进扫过传操í'!::极好的实验材料。李)(彬

等 [7 J机1 Cha tterje巴 等 [4 J 曾分别从芥菜组汕菜子

叶和叶 i勾 jUJ仨肌体再生j此植株， 在原来的才tfî山

J二 ， 通过改支 Ji'i)卡绘制，义JN，J)J地衍芥来下JJ主

轴j以士LJ~休J1 '; ;川成先整-tH栋。

材料 和方法

}、 无茵茵的~得供试材料为 Brassica， juncea 

i'J<.J ~;~Jd品种屯兴安卡。种子经表面灭菌后， 在合 MS 大

52元京、 1 %牍地ifu 0 . 7%琼脂的培养基上生长获得无

卤苗。酶解 liÎJ将骂:长:有无茵茵的玻璃瓶放在 13 0C的冰

和旦进行低温预处]喂， 直主所需:时间为止。

二、 原生质体的游离 月1如下两种来 源获得原LF:

抖。休。 1 : {:I:'/'I )J企划i分圳游离， 分别培养， 以比较t

向者的培养效呆。 J[ ， 子 u 1 札lF刊j .- krl lÌl)J衅 ， 以保 ÌJE

原坐质体培养初期具有一淫的培养密度。 盹j农组成为

l%C呻last60?ozuk "Llo ， ? - 5 %Mamozyme R-10 ，

10 %甘露醇，出 CPW 液 [8 J j1)j己成 ， 酶浓 nlJ滤灭菌 ，陶负'll~

在 24~26 0C 条 ('1 下进行。

三、原生质体培养 l1R生肢体 培养基}:J 0~ 1. 5 ~毫

克/升 NAA、 0 . 6 ;宅!ito: /Jl BA 和 0 . 5 宅 YUJl 2 . 4-D

的 DPDI9J );';养基 ，渗透;也应剂红lJ泣 ')j 2 %成糖、 2% 耐

得j)，恰丰!18 %1:1 鼠目字。 l引出培养基为对照咱议;订了分别以

甘露醇 、葡萄糖 、 III梨胖乎11才、糖为渗透稳ì.l二剂的原生fiJi

体培养基。原生l员体的培养出度为 10'-105 个/毫升。

四+ 愈伤组织的形成 来源于下!在 IHJ ln~原士l肌体

刷飞机尉， 友育成大量大细胞闭 ， 再过 10 几天后 ，

长成大量肉眼可见的小愈伤组织， 此时转入含 1. 0 毫

克/升 2 .4-D ， 0.6 毫克/升 NAA， 和 1. 0 毫克/升 BA

的 MS 团体培养基中，进行愈伤组织的增殖。

· 现在山四省农科院JÆ~U几
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