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2.3     GDNF 基因在 SH-SY5Y 细胞中可稳定表达

SH-SY5Y 细胞无内源性 GDNF 的表达 [7]。用荧光显微镜方

法检测转染重组质粒 pEGFP-GDNF 的 SH-SY5Y 细胞，挑

选绿色荧光最强的细胞克隆（图 2）。 

3 讨论 

本实验从鼠胎脑组织中提取总 RNA，以 RT-PCR 方法获取

编码胶质细胞源性神经营养因子（GDNF）成熟蛋白的

cDNA。为了能使 GDNF 基因体内转染时在体内能检测到蛋

白表达，我们在构建 GDNF cDNA 真核表达载体时将能发

出绿色荧光的 EGFP 报告基因融合在 GDNF 基因的 5' 端，

体内转染后如果有绿色荧光蛋白表达，也表明 GDNF同时有

表达。与以往常用的报告基因相比，GFP 具有以下优点 [8]：

①在荧光显微镜下，用波长约 490 nm 的紫外线激发后，即

可观察到绿色荧光，直接、简捷、便于检测。②无需任何的

作用底物或共作用物。检测的灵敏度不受反应效率的影响，

保证了极高的检出率。③蛋白本身性质稳定。④可在多种异

源生物中表达且无细胞毒性。⑤其基因片段长度较小（约

717 bp），易于构建融合蛋白，且融合蛋白仍能保持荧光激

发活性，为研究其他基因表达产物的分布提供了方便。

GFP 与其他蛋白的融合表达已有很多成功的例子，而且其

N 及 C 端均可融合，并不影响其发光。本实验将报告基因

EGFP 和 GDNF 基因融合在一起，这样既保留了 GDNF 蛋

白的神经营养活性，又能通过融合蛋白表达后仍能保持荧光

激发活性，观察表达的 GDNF 在局部的分布。

GDNF 对黑质纹状体中多巴胺能神经元的损伤有特异性保护

作用，随着研究的深入，发现它具有广谱性神经营养作用，

在脑缺血的研究中，发现 GDNF 参与神经修复过程。鉴于

GDNF 具有强大的神经保护作用，且在低浓度就能表现出很

强的活性，故它可能成为治疗脑缺血等疾病的有效药物。

pEGFP-C1 为一种带增强型绿色荧光蛋白（EGFP）报告基

因的真核表达载体，能将克隆至其中的目的片段高效表达。

裸质粒 DNA 因不具有抗原性，且纯化方便经济，若能提高

其转染效率，它在神经系统的基因治疗具有诱人的前景。

本研究构建了真核表达质粒载体 pEGFP ／ GDNF，采用了

电转的方法将质粒载体 pEGFP ／ GDNF 转入 SH-SY5Y 细

胞中，构建表达 GDNF 的基因工程细胞。电转无毒，且具

有高转染效率，已被认为是转染神经细胞的重要方法。本研

究应用基因重组技术构建 GDNF 真核表达质粒重组体，为

脑内移植基因治疗奠定了基础。目前正尝试将基因工程细胞

移植于脑缺血大鼠模型脑内，此为开展脑缺血等疾病的基因

治疗奠定了基础。
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图 1：CTS728-8-1 质粒用 Bg1II 

           和 KpnI 双酶切
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图 2：用荧光显微镜检测电转重组质粒 pEGFP-GDNF 的

SH-SY5Y 细胞 400X
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前言

日益增多的肥胖症（多因素的脂肪生成过量，BMI>30）患

者及与肥胖症密切相关的心血管疾病、脂质代谢障碍、高血

压、II型糖尿病的增加，已经成为当今社会的一大问题。

1994 年，一个主要在脂肪组织上表达 , 专司能量的摄取与消

耗的基因被发现。该基因被命名为 ob（肥胖）基因，其表达

蛋白被命名为瘦素（希腊文 leptin）。那些 ob 基因缺失的患

者往往因为瘦素表达过低而容易罹患严重的肥胖症。对于这

种患者可以有针对性的补充瘦素，往往可以明显改善症状。

然而临床上发现，大多数肥胖症并非由于 ob（肥胖）基因

缺陷，因为这类患者的血浆瘦素水平不降反升。因而，科学

家大胆的推测：瘦素抵抗而非瘦素减低是导致大多数肥胖症

的根源。

虽然该种推测的机制还有许多无法解释的地方，但不容置疑

的是，随着这一方向研究的不断深入将极大地推动新的肥胖

症治疗药物的研发。

瘦素的生物学功能主要是通过在效应组织上的瘦素受体

（OB-R）来实现的，现在已经发现了许多瘦素受体的拼接变

异体。本文的主要目的就是为了对最重要的一种瘦素受体的

长拼接变异体在脂肪与肌肉组织上的 mRNA 表达水平进行

分光比色分析。

作为实验中必不可少的耗材，我们选择了 Eppendorf 特殊

的可透过紫外、不含 RNase 的塑料比色皿 Uvette，并见证

了其优异表现。

材料与方法

● 材  料

在手术中，分别从正常体重者、肥胖症患者与 II 型糖尿病

患者身上取得脂肪与肌肉组织，并立即放入液氮或 -80℃环

境中储藏备用。

使用可透过紫外的塑料比色皿 UVette

对脂肪与肌肉组织上的瘦素受体（OB-RL）RNA

表达水平进行定量比色分析

● 抽提 RNA 样品与分光测定

根据文献方法，从约 200 mg 组织中抽提总 RNA。并将抽提 

的 RNA 溶入 30-50μl DEPC 水中制成原液。

将 1μl RNA 原液用 DEPC 水按 1:75 比例稀释加入塑料比色

皿 Uvette（Eppendorf），并在 Eppendorf  Biophotometer

分光光度计（测试体积：75μl）上检测 260 nm 吸光值。

Uvette 比色皿独立包装，无 DNA、RNase 和蛋白污染，可

直接从包装中取出使用。RNA 样品的纯度也可通过测定

A260/A280 来分析。

为了判断 RNA 的质量，用 1.5% 琼脂糖胶分离 28S 与 18S

核糖体 RNA 并用 EB 染色。

● cDNA 合成

用 oligo（dT）引物将 2μg 总 RNA 反转录得到 cDNA。

文献参考
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结果

通过将 Eppendorf Biophotometer 分

光 光度计与无 RNase 的塑料比色皿

Uvette 配合使用可以精确测定 RNA 浓

度。

一 般 来 说 ， 大 约 从 肌 肉 组 织 中 提 取

60μg 的总 RNA，而从脂肪组织中提

取 20μg 的总 RNA。经过定量 PCR 分

析，三组不同来源的肌肉组织中瘦素受

体的表达水平未发现明显差异（图 1）。

同样的，脂肪组织中瘦素受体的表达水

平也未发现明显差异（图 2）。此外，

也未发现与 BMI、年龄或其他实验室参

数如血中甘油三酯浓度之间的相关性。

讨论

综上所述，在正常体重者、肥胖症患者

与 II 型糖尿病患者的外周组织如肌肉

组织与脂肪组织中，瘦素受体的表达水

平未发现明显差异。

依据以上结果，今后可以着眼于诸如下

丘脑或其他信号传导的机制等方向进行

研究。

由于 Uvette 无 RNase 污染的特性及微

量的检测体积，证明 Uvette 有助于对

RNA 进行定量测定。其单个独立包装

开袋，可直接从包装中取出进行 RNA

测定，无需预处理烦琐的步骤，充分保

障了实验的精确性与结果的可信度。

● 定量 PCR 分析

使用罗氏公司的 LightCycler
®
定量 PCR 仪，分析瘦素受体在脂肪与肌肉组织上的

mRNA 表达水平。

用以扩增瘦素受体基因的引物序列如下：

正向：5' GCG GAA AGC ACT TTG GCA 3'

反向：5' GAC ACA TGT TGG AGA 3'

每管的反应体系为 12.5μl，其中引物浓度为 0.3μM，镁离子浓度为 3 mM。标准

的扩增热循环参数包括：最初 30 秒的热变性，之后 45 个循环，每个循环由 15

秒的 95℃热变性、5 秒的 60℃退火与 72℃延伸，延伸时间按产物的长度依每秒

25 bp 计算。荧光检测安排在每次循环的延伸完成之后。

为了判断扩增产物的特异性，可直接在定量 PCR 仪上进行熔解曲线分析，并在之

后的 1.5% 琼脂糖胶 EB 染色电泳中得到验证。 

● 数据分析

用罗氏公司的 RelQuant 分析软件对扩增效率及相关数据进行分析评价。

图 1：三组不同来源的肌肉组织中瘦素受体的表达水平（每组数据取标准均数与对照组比对）

图 2：三组不同来源的脂肪组织中瘦素受体的表达水平（每组数据取标准均数与对照组比对）
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用 Eppendorf 的 cMaster RTplus PCR 系统

分析番茄点状枯萎病毒的外壳蛋白编码序列

番茄点状枯萎病毒（TSWV）是 Bunyaviridae 家族（Moyer，1999）的 Tospovirus 属的典型成员，TSWV 具有很强的适应性，

宿主范围超过 900 个植物品种，从单子叶植物、双子叶植物，到十字花科植物，是世界上影响最大的植物病源之一。TSWV

有三个 ssRNA 基因组，长片段（L）约 9 kb，编码一个 RNA 依赖的 RNA 聚合酶；中等长度片段（M），约 4.8 kb，编码 NSm

蛋白和 G1/G2 前体糖蛋白；小片段（S）约 3kb，编码 NSs 非结构蛋白和外壳蛋白 N（如图 1）。N 蛋白包装病毒 RNA，在病

毒外壳内部，是以能抵抗抗血清识别的前体方式存在，在复制复合物中，以及在 Bunyavirus 中，已经证明 N 蛋白可以控制从

转录到翻译的开关。在此，我们第一次用 Eppendorf 的 cMaster RTplus PCR 系统，用一步法反转录 PCR（RT-PCR）方法，从

14 个宿主和地域差别很大的病毒分离株中，扩增 TSWV 的 N 基因。所有的 Eppendorf cMaster RTplus PCR 系统表现良好，从

少量的目标样品得到特异性的大量扩增，而且，一步法 RT - PCR 反应节省时间，适合于多个病毒株和病毒基因的扩增。

前言

图 1

TSWV 有三个 ssRNA 基因组，长

片段 (L) 约 9 kb，其反义序列编码

一个 RNA 依赖的 RNA 聚合酶 (-)，

中等长度片段 (M)，约 4.8 kb，编码

NSm 蛋白 (+) 和 G1/G2 前体糖蛋白

(-)，小片段 (S) 约 3 kb，编码 NSs

非结构蛋白 (+) 和外壳蛋白 N(-)。

M 与 S 均为双意义链，相反意义链

的 ORF 位于同一基因片段上。

RNA

RT-PCR Control
0317703
0317702
0215703
0215803
0214402

分离株来源

In vitro transcript
CA (Gilroy)
CA (San Luis Rey)
NC (Sampson County)
NC (Wayne County)
NC (Pender County)

宿主

Dahlia
Pepper
Aster
Pepper
Pepper
Tobacco

0214401
0217902
0213501
0213502
0213702
0213703
0213701
0213601
0214103

NC (Jones County)
NC (Haywood County)
NC (Moore County)
NC (Lee County)
NC (Licoln County)
NC (Duplin County)
NC (Dare County)
NC (Pamlico County)
NC (Pamlico County)

Tobacco
Tobacco
Tomato
Tomato
Tomato
Tomato
Tomato
Potato
Potato

●  表 1：分离株的来源与宿主

正常体重者 肥胖症患者 II型糖尿病患者

正常体重者 肥胖症患者 II型糖尿病患者


