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斑节对虾细胞周期蛋白 B慢病毒载体的构建
及对 Hela细胞增殖影响

周发林, 黄建华, 邱丽华, 杨其彬, 江世贵
(中国水产科学研究院南海水产研究所 , 农业部南海渔业资源开发利用重点实验室 , 广东 广州 510300)

摘要 : 细胞周期蛋白 B( Cyclin B) 是影响卵母细胞发育成熟的重要基因。文章构建了 PmCyB慢病毒表达载体, 并

和慢病毒包装复合物在 293T细胞中包装成慢病毒颗粒。利用包装好的慢病毒颗粒 , 感染干扰了 Cyclin B1基因的

Hela细胞 , 研究了 PmCyB对 Hela细胞增殖的影响。结果表明, 通过 siRNA 干扰细胞自身的 Cyclin B1后, 转染

对照组病毒液的 Hela细胞增殖减缓 ; 同时 , 干扰后转入含有 PmCyB重组慢病毒表达载体 , Hela细胞增殖速度明

显要高于转染对照组病毒液的 Hela细胞的增殖速度。这一结果表明 , PmCyB基因的过表达能补偿 Cyclin B1 缺失

导致的细胞增殖减缓的现象 , 说明 PmCyB基因具有细胞周期调控功能 , 是细胞增殖与分化的重要调控基因, 且

功能可能与人类的 Cyclin B1相似。人类的 Cyclin B1 是卵母细胞发育成熟的重要基因。由此可以推断 , PmCyB基

因可能对斑节对虾( Penaeus monodon) 卵巢发育成熟起着重要作用。
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Construction of lentiviral vector for overexpression of Penaeus monodon
Cyclin B and its influence on Hela cells proliferation

ZHOU Falin, HUANG Jianhua, QIU Lihua, YANG Qibin, JIANG Shigui
( Key Lab. of South China Sea Fishery Resources Exploitation & Utilization, Ministry of Agriculture; South China Sea Fisheries

Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou 510300, China)

Abstract: Cyclin B plays an important role in oocyte development. The recombinant lentiviral vector of Penaeus monodon Cyclin B

( PmCyB) was constructed. The recombinant lentiviral vector plasmid and Packaging Plasmid Mix were co-transfected into 293T cells to

obtain recombinant lentivirus. After Cyclin B1 of Hela cells was interfered with siRNA, the recombinant lentivirus was transfected into

these cells and its influence on the Hela cells proliferation was researched. The results show that Hela cells proliferation slowed down

after siRNA interference, but renewed after being transfected by the packaged lentivirus particles containing PmCyB, which indicates

that PmCyB gene has cell cycle activity and is important for regulation of cell proliferation and differentiation gene. The results also

suggest that PmCyB might play an important role in ovarian development, as same as Homo sapiense Cyclin B1 which is an ovarian de-

velopment essential gene.
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  斑节对虾 ( Penaeus monodon) 是中国重要对虾

养殖种类。由于对其调控繁殖的机理、特别是卵母

细胞发育成熟的分子调控机制尚未明确, 切除眼柄

仍是斑节对虾亲虾催熟的主要手段, 但该方法不利

于亲虾重复使用, 增加了斑节对虾苗种培育的成

本。因此, 研究斑节对虾卵巢发育相关的分子调控

机理, 对于阐明斑节对虾卵巢发育调控机制、开发

新的有效的催熟技术具有重要意义。

近年来, 人们越来越重视卵母细胞发育成熟的

分子调控, 相继在脊椎和部分无脊椎动物中开展了

研究, 如哺乳类
[ 1 ]
、两栖类

[ 2 - 4 ]
、鱼类

[ 5 - 8]
及海

星
[ 9]
。经研究发现, 卵母细胞的发育与成熟需要

细胞内各信号通路的协同调控, 其中 Mos/MAP通

路与 plx1 /cdc25 /cyclinB-P34cdc2 通路是孕酮诱导

下启动卵母细胞成熟的中心环节, 且细胞周期蛋白

B( Cyclin B) 及其相关调控蛋白 cdc25 等起了关键

性的作用
[ 10]
。

Cyclin B又称周期素 B, 在 G2 期或 G2 / M转

变期发挥着重要的作用。催化亚基 P34cdc2 和 Cyc-

lin B结合, 组成物种间高度保守的刺激因子 MPF

( cyclinB-P34cdc2) , 在卵母细胞减数分裂过程中起

中心调控作用。在甲壳动物中, 对于卵巢发育的分

子调控机理尤其是卵母细胞成熟的分子调控机制还

知之甚少。目前也仅限于 Cyclin B基因克隆及 mR-

NA水平表达的研究, 如斑马纹贻贝 ( Dreissena

polymorpha )
[ 11 ]
、中 华 绒 螯 蟹 ( Eriocheir sinen-

sis)
[ 1 2]
、日本囊对虾 ( Marsupenaeus japonicus)

[ 13 ]
、

斑节对虾
[ 14 - 15]
等。因此, 对于 Cyclin B在甲壳动

物卵巢发育中调控卵母细胞成熟的作用机制还有待

深入研究。研究发现, Cyclin B 基因存在多个亚

型, 且不同亚型在卵巢发育过程中发挥不同作

用
[ 16 - 2 1]
。已报道的斑节对虾 Cycling B

[ 14 - 1 5]
基因

与人类的细胞周期蛋白 B1( Cyclin B1) 具有较高的

同源性, 达到 60%。Cyclin B1 为有丝分裂期 ( M

期) 细胞周期蛋白, 是成熟促进因子 ( maturation

promoting factor, MPF)的调节亚单位, 含有一段约

100 个氨基酸的保守序列, 介导其与 MPF的催化

亚单位———细胞周期蛋白依赖性激酶 ( cyclin-de-

pendent kinase, CDK1) 结合, CDK1 只有与 Cyclin

B1 结合才具有激酶的活性, CDK1 / Cyclin B1 即

MPF在 G晚期积聚, 其生物学功能为启动真核细

胞有丝分裂
[ 22]
。因此, 文章拟通过构建含有 Pm-

CyB基因的重组慢病毒载体, 研究其对干扰了 Cyc-

lin B1 基因的人类 Hela 细胞增殖影响, 为斑节对

虾卵巢发育的分子调控机理提供一定的基础数据。

1 材料与方法

1.1 材料

XbaI和 BstBI等内切酶购置于 NEB公司; Kod

plus、T4 ligase以及 DNA Marker均购置于 takara;

质粒抽提试剂盒、胶回收试剂盒购置于天根;

293T 细 胞 和 Hela 细 胞 购 置 于 ATCC; lipeo-

fectamine-2000、无血清 DMEM 培养基和细胞总

RNA提取和 RT-PCR试剂盒购置于英俊公司; MTT

和 DMSO均购置于 sigma; 慢病毒表达载体质粒

pEGH及慢病毒包装复合物购置于思路迪生物技术

有限公司; 人类 ( Homo sapiens) Cyclin B1 siRNA

( Mir1-4 siRNA) 及阴性对照 siRNA( NC siRNA) 序列

由上海生物工程公司设计并合成, 其中 NC siRNA

合成时含有红色荧光标记。Mir1 siRNA 正义链序

列为 5′-TAACAAAGTCAGTGAACAA-3′, Mir2 siR-

NA 正义链序列为 5′-GGATAATGGTGAATGGACA-

3′, Mir3 siRNA 正义链序列为 5′-AGAATGTAGT-

CATGGTAAA-3′, Mir4 siRNA正义链序列为 5′-GT-

GAACAACTGCAGGCCAA-3′, NC siRNA 正义链序

列为 5′-AATTCTCCGAACGTGTCACGT-3′。

1.2 方法

1. 2. 1  p3D-LV-OE-018EGH-CopGFP-PmCyB 慢病

毒质粒的构建及鉴定   根据 GenBank中斑节对

虾 Cyclin B的 mRNA 序列 ( EF015589) , 以斑节对

虾未成熟卵巢 cDNA 为模版, 用 PCR 法扩增获得

PmCyB基因。对扩增出的 PmCyB 和 p3D-LV-OE-

018EGH-CopGFP用 XbaI, BstBI进行双酶切, 胶回

收、连接并转化到感受态细菌中。挑选阳性克隆送

英俊公司进行测序。

1. 2. 2 慢病毒包装   把构建好的慢病毒表达载

体与慢病毒包装复合物质粒共转染 293T细胞。转

染前一天胰酶消化处于对数生长期生长状态良好的

293T细胞, 以合适比例接种至若干个 100 mm细胞

培养皿内。细胞接种 24 h后按 lipeofectamine-2000

的说明书进行转染操作, 把慢病毒表达质粒及慢病

毒包装复合物共转染到 293T细胞中。48 h后收取

上清病毒液, 再加细胞培养液培养 24 h后收取上

清病毒液。纯化后测定病毒滴度 ( 根据 GFP荧光表

达情况, 病毒滴度等于带有荧光的细胞数除以病毒

原液量) 。
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1. 2. 3 重组慢病毒感染目的细胞  胰酶消化处

于对数生长期生长状态良好的 Hela 细胞, 以合适

比例接种至 96 孔细胞培养板中进行培养, 37 ℃,

5%二氧化碳( CO2 ) 。细胞接种 24 h后分别用 4 个

干扰组 Mir1-4siRNA和对照组 NC siRNA分别转染

Hela细胞, 沉默 Cyclin B1 基因。4 h后荧光显微镜

下观察, 是否转染入 Hela 细胞, 换液。细胞转染

24 h后取样, 利用 RT-PCR检测干扰效果。同时在

4 个试验组和对照组分别感染上述收集的含 PmCyB

基因病毒液及阴性对照病毒液, 每孔加 100 μL病

毒粗液。感染后 24 h, 换液。培养 72 h后进行四

甲基偶氮唑盐比色法( MTT法) 检测细胞浓度。

1. 2. 4 统计学分析   应用 SPSS 13. 0 统计软件

处理数据, 两样本率的比较采用 χ2 检验, 组间差

异比较用方差分析, P <0. 05 为有统计学意义。

2 结果

2.1 PmCyB重组慢病毒表达载体的构建与鉴定

将 PCR 扩增获得的 PmCyB 基因和 p3D-LV-

OE-018EGH-CopGFP载体酶切、连接、转化, 挑克

隆进行 PCR 鉴定。PCR 鉴定阳性克隆再用 XbaI,

BstBI进行双酶切鉴定, 酶切鉴定阳性者可在 2 000

bp处见一特异条带 ( 图 1) 。此外, PCR 鉴定阳性

克隆送测序, 测序结果显示 PmCyB 基因序列与

GenBank中序列一致, 无缺失或突变。以上结果表

明, p3D-LV-OE-018EGH-CopGFP-PmCyB慢病毒表

达载体构建成功。

图 2 含 PmCyB基因重组( a) 和空白对照( b)慢病毒包装 24 h后 293T细胞荧光照片( ×100)

Fig. 2 Fluorescence photo of 293T cells after 24 h with package of recombinant lentivirus ( a) and control lentivirus ( b)

2.2 重组慢病毒 p3D-LV-OE-018EGH-CopGFP-

PmCyB的包装

把构建好的慢病毒表达载体与慢病毒包装复合

物质粒共转染 293T细胞, 转染 24h 后倒置荧光显

图 1 p3D-LV-OE-018EGH-CopGFP-PmCyB

慢病毒表达载体双酶切鉴定

L1 ～L3. XbaI, BstBI双酶切的 p3D-LV-OE-018EGH-

CopGFP-PmCyB; M. DNA Marker

Fig. 1 Identification of recombinant plasmid CyclinB+

CopGFP-FUGW by restriction enzymes

L1 ～L3. different clones of p3D-LV-OE-018 EGH-CopGFP-

PmCyB by XbaI and BstBI; M. DNA Marker

微镜观察培养细胞可见大量的绿色荧光蛋白的表达

( 图 2) , 转染效率将近 100%。收集并浓缩病毒

液, 得到含有 PmCyB基因的病毒液和空白对照病

毒液。

2.3 对照组 NC siRNA 检测 Cyclin B1 siRNA转染

Hela细胞效果

对照组 NC siRNA转染进入细胞 24 h后, 荧光

镜检 Hela细胞可见散在分布于细胞中的颗粒状红

色荧光, 证实 siRNA成功转染了 Hela细胞( 图 3) 。

2.4 Cyclin B1 siRNA 对 Hela细胞其 mRNA 表达

水平的影响

4 个干扰组 Mir1-4siRNA 和对照组 NC siRNA

分别转染 Hela细胞 24 h后, 经实时荧光定量 PCR

检测发现 4 个干扰组的 Hela细胞 Cyclin B1 mRNA
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图 3 NC siRNA感染 24 h后 Hela细胞荧光照片( ×100)

Fig. 3 Fluorescence photo of Hela cells treated

with NC siRNA after 24 h

图 4 siRNA抑制 Hela细胞 Cyclin B1表达的

实时定量 PCR结果

* . 差异显著 ( P <0. 05) ; 后图同此

Fig. 4 Real-time quantitative PCR results of Cyclin B1

mRNA expression in Hela cells treated with Cyclin B1 siRNA

* . significant difference ( P < 0. 05) ; the same

case in the following figures.

表达量与阴性对照组之间差异显著( P < 0. 05) ( 图

4) , 结果表明 4 个干扰组的 Hela细胞 Cyclin B1 的

表达显著下调。

2.5 PmCyB基因对干扰了内源 Cyclin B1的 Hela

细胞增殖的影响

转染了 Mir1-4siRNA以及 NC siRNA 的 4 个干

扰组和 1 个对照组 Hela细胞 24 h后, 再把含 Pm-

CyB基因的慢病毒液和对照组病毒液分别感染 4 个

干扰组和对照组 Hela细胞。24 h 后荧光镜检 Hela

细胞, 显示绿色荧光, 表明慢病毒液成功感染了

Hela细胞( 图 5, 图 6) 。转染病毒液 72 h后用MTT

比色法检测 Hela细胞增殖情况, 结果显示感染了

含有 PmCyB基因慢毒液的 4 个干扰组的 Hela细胞

增殖速度虽然略低于 NC对照组的细胞, 但显著高

于转染了对照病毒液的 4 个干扰组的细胞增殖速度

(表 1, 表 2, 图 7) 。

图 5 对照组慢病毒液感染 5个试验组 Hela细胞

24 h后荧光照片( ×100)

Fig. 5 Fluorescence photo of five experimental

groups′Hela cells infected by control

lentivirus liquid after 24 h

图 6 含 PmCyB基因的慢病毒液感染 5个试验组

Hela细胞 24 h后荧光照片( ×100)

Fig. 6 Fluorescence photo of five experimental groups′Hela

cells infected by recombinant lentivirus liquid after 24 h

图 7 转染含 PmCyB基因的病毒液和对照组病

毒液 72 h后不同试验组 Hela细胞增殖对比

Fig. 7 Comparison of experimental groups′Hela cells

proliferations with transfection recombinant lentivirus

liquid and control lentivirus liquid after 72 h
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表 1 四唑盐比色法检测转染对照组病毒液 72 h后不同试验组 Hela细胞的光密度

Tab.1 Optical density of experimental groups′Hela cells with transfection

control lentivirus liquid after 72 h by MTT method

试验组别  experimental group 光密度

 

optical density

Mir1 siRNA组 Mir1 siRNA group 0. 511 0. 537 0. 559

Mir2 siRNA组 Mir2 siRNA group 0. 526 0. 539 0. 550

Mir3 siRNA组 Mir3 siRNA group 0. 570 0. 595 0. 547

Mir4 siRNA组 Mir4 siRNA group 0. 544 0. 556 0. 576

NC siRNA组 NC siRNA group 0. 625 0. 615 0. 637

表 2 四唑盐比色法检测转染含 PmCyB基因的病毒液 72 h后不同试验组 Hela细胞的光密度

Tab.2 Optical density of experimental groups′Hela cells with transfection recombinant

lentivirus liquid after 72 h by MTT method

试验组别  experimental group 光密度

 

optical density

Mir1 siRNA组 Mir1 siRNA group 0. 637 0. 572 0. 599

Mir2 siRNA组 Mir2 siRNA group 0. 656 0. 581 0. 614

Mir3 siRNA组 Mir3 siRNA group 0. 637 0. 606 0. 581

Mir4 siRNA组 Mir4 siRNA group 0. 637 0. 618 0. 604

NC siRNA组 NC siRNA group 0. 639 0. 626 0. 647

3 讨论

病毒载体比非病毒载体转染效率高, 是应用最

为普遍的基因转移工具
[ 23 - 26 ]
。目前可供利用的病

毒可分为逆转录病毒、慢病毒与腺病毒。与其他病

毒载体相比, 慢病毒载体最大的特点就是强大的穿

透性
[ 27]
。慢病毒属于逆转录病毒, 可将其携带的

外源基因高效整合到宿主细胞中, 且外源基因可在

细胞内长期稳定表达。文章成功构建了 PmCyB慢

病毒表达载体, 即 p3D-LV-OE-018EGH-CopGFP-

PmCyB。该载体含有 GFP 报告基因, 具有很强的

实用性, 同时 GFP 报告基因以加强型真核启动子

hEF1-HTLV启动子启动, 其表达效率高, 观察结

果方便快捷, 为后续研究, 尤其是为研究 PmCyB

基因过表达对斑节对虾卵巢发育分子调控的作用机

理研究奠定基础。

文章通过构建 PmCyB慢病毒表达载体, 研究

了其对 Hela 细胞增殖的影响。结果表明, Cyclin

B1 被 siRNA 干扰后, Hela 细胞增值减缓, 不过

PmCyB基因的过表达能补偿 Cyclin B1 缺失导致的

细胞增殖减缓的现象, 说明笔者克隆得到的 Pm-

CyB基因具有细胞周期调控功能, 且作用可能与人

类的Cyclin B1 基因一样。Cyclin B1 作为激酶 CDC2

的调节亚基, 与 CDC2 形成活性复合物即细胞促分

裂因子 ( mitosis-promoting factor, MPF) , 主要参与

G2 /M期转变的调节
[ 28 - 29]
。在卵母细胞发生过程

中发生 G2 / M 转变对卵母细胞发育成熟至关重

要
[ 1 0]
。因此, Cyclin B1 是卵母细胞发育成熟重要

基因, 由此可以推断, PmCyB也可能在斑节对虾

卵巢发育成熟中起着重要的调控作用。该基因如何

调控斑节对虾卵母细胞发育成熟还需更进一步的深

入研究。
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