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人端粒酶反转录酶936-1132氨基真核表达载体的构建及在293T细胞中 
表达★ 
卢钧雄，江慧贤，曹  莹，庞建新 

Construction of an eukaryotic expression vector carrying amino acids 936-1132 of human 
telomerase reverse transcriptase and its expression in 293T cells    

Lu Jun-xiong, Jiang Hui-xian, Cao Ying, Pang Jian-xin 

Abstract 
BACKGROUND: Human telomerase reverse transcriptase is an important component of telomerase. The display on telomerase 
activity results in anti-telomere shortening or cell senescence.  
OBJECTIVE: To construct an eukaryotic expressing vector containing the C-terminal amino acid 936-1132 of human telomerase 
reverse transcriptase; to express the constructed vector in human embryonic kidney 293T cells; to lay the foundation for the 
research of intracellular localization. 
METHODS: The C-terminal fragment of human telomerase reverse transcriptase containing amino acids 936-1132 and enzyme 
sites was amplified by PCR using human telomerase reverse transcriptase as templates. The amplified fragments were inserted 
into the eukaryotic expressing vector pcDNA3.1-HisA to construct recombinant plasmid pcDNA3.1-HisA-hTERT aa936-1132. 
This recombinant plasmid was transfected into the human embryonic kidney 293T cells, and then the protein expression was 
examined by western blot. 
RESULTS AND CONCLUSION: Double enzyme digestion and gene sequencing results showed that the recombinant plasmid 
pcDNA3.1-HisA-hTERT aa936-1132 containing the C-terminal amino acids 936-1132 of human telomerase reverse transcriptase 
was constructed successfully. The fusion protein was identified using western blot. 
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摘要 
背景：人端粒酶反转录酶是端粒酶的重要组成之一，可使端粒酶表现活性从而拮抗端粒缩短或细胞衰老。 
目的：构建人端粒酶反转录酶 C 端 936-1132 氨基真核表达载体，并在人胚肾细胞 293T 表达，为其在细胞内定位研究奠定

基础。 
方法：以人端粒酶反转录酶 cDNA 为模板，PCR 扩增出带有酶切位点其 C 端 936-1132 氨基序列片段，并与真核表达载

体 pcDNA3.1-HisA 连接，构建出重组质粒 pcDNA3.1-HisA-hTERT aa936-1132，将重组质粒转染入人胚肾细胞 293T 中，

使蛋白表达，并对蛋白进行免疫印迹鉴定。 
结果与结论：经双酶切和基因测序等方法证实，人端粒酶反转录酶 C 端 936-1132 氨基重组质粒 pcDNA3.1-HisA-hTERT 
aa936-1132 构建成功，经免疫印迹鉴定可检出融合蛋白。 
关键词：人端粒酶反转录酶 C 端；重组质粒；人胚肾细胞 293T；蛋白表达；免疫印迹 
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0  引言 
 

近年来众多研究发现，在大部分的肿瘤组

织中均检测到端粒酶活性，端粒酶活性与恶性

肿瘤有着密切关系 [1-4]。而人端粒酶反转录酶

(human telomerase reverse transcriptase，
hTERT)作为人端粒酶的重要组成部分之一，对

维持肿瘤细胞的生长非常重要。抑制端粒酶活

性可以使细胞内的端粒正常地缩短长度[5-6]。转

染hTERT基因到端粒酶阴性的正常组织细胞和

肿瘤组织细胞可使端粒酶活化[7]。hTERT的C
端是调节 hTERT 在细胞内定位的重要结构

域，也是其在细胞内进行端粒末端复制所必需

的结构域[8-10]，所以研究hTERT的C端蛋白有助

于了解hTERT在细胞内的定位情况。据报道，

在hTERT C端中有几个不连续的短肽存在蛋白

活性[11]，预示着这几个短肽可能与hTERT在组

织细胞内的定位有关。本研究依据这几个短肽

序列，拟在hTERT截取936-1132氨基基因序

列，与含抗原表位Xpree的真核载体质粒

pcDNA3.1-HisA构建重组质粒，转染人胚肾细

胞293T，并表达融合蛋白。为研究hTERT C端

在肿瘤组织细胞内定位、结合的情况与应用奠

定了实验基础，为提肿瘤组织工程研究提供了

的实验材料。 
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1  材料和方法 

 
设计：重组真核表达载体构建与表达。 
时间及地点：于2011-06在南方医科大学药学院完

成。 
材料：hTERT cDNA由南方医科大学基因工程研究

所惠赠[12]，真核表达载体pcDNA3.1-HisA、大肠杆菌

DH5α和人胚肾细胞293T由本科室保存。 
主要试剂： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

方法： 

目的基因片段引物设计与PCR扩增：根据真核表达载体

pcDNA3.1-HisA图谱和Genbank中hTERT 936-1132氨
基序列设计引物，上引物游为5’-AAC GGT ACC A GAT 
ACC CGG ACC CTG GA-3’；下游 5’-CGC TCT AGA 
C GTC CAG GAT GGT CTT GAA-3’ ，上下游引物分

别加入KpnⅠ及XbaⅠ酶切位点(下划线部分)。PCR体系

如下： hTERT cDNA模板1 µL，10×Ex Taq buffer    
2.5 µL，上下游引物各1 µL，Ex Taq聚合酶0.125 µL，
去核酸水19 µL，总反应体系为25 µL。PCR反应条件为

为94 ℃预变性5 min；94 ℃变性30 s，56 ℃退火30 s，
72  ℃ 延伸30 s，共 30个循环；72 ℃延伸5 min，4 ℃
稳定5 min。将PCR扩增产物进行1%琼脂糖凝胶电泳鉴

定(90 V，40 min)，凝胶成像系统拍照后，紫外灯下切

割含有目的条带的凝胶块，用琼脂糖凝胶回收试剂盒对

扩增片段进行回收。 
重组pcDNA3.1-HisA-hTERT aa936-1132质粒构建及鉴

定：回收的扩增片段和真核表达载体pcDNA3.1-HisA质
粒用KpnⅠ及XbaⅠ双酶切后，进行1%琼脂糖凝胶电

泳，DNA回收试剂盒回收酶切产物。取双酶切后的目的

基因片段和pcDNA3.1-HisA质粒，按3∶1的分子比例混

合，用T4 DNA连接酶连接，然后转化大肠杆菌DH5α感
受态细菌中。将转化的感受态细菌涂布于含氨苄青霉素

的LB平板，次日随机挑取2个菌落，分别接种于5 mL含
氨苄青霉素的LB培养液中37 ℃振荡培养过夜。用小量

质粒提取试剂盒提取质粒DNA，将提取的质粒DNA用

KpnⅠ及XbaⅠ双酶切，1%琼脂糖凝胶电泳，检测阳性

克隆并送上海生工生物工程有限公司测序鉴定。 
脂质体介导质粒转染：按6孔板每孔加入3 µg质粒和 

2 µL脂质体的量，分别将质粒与脂质体加入无血清、

蛋白及抗生素的的高糖DMEM培养基中，在室温孵育  
5 min，再将两者混合，室温孵育20 min，形成转染复

合体。将转染复合体加入到各孔中，体积分数5% CO2、

37 ℃培养6 h后，换完全培养基继续培养48 h。 
免疫印迹检测蛋白的表达：把转染后培养48 h的细胞

轻轻刮下，PBS洗一遍后离心，得到的细胞沉淀用细胞

蛋白提取试剂盒提取细胞蛋白。得到的蛋白行

SDS-PAGE电泳后，在转移槽中将蛋白从凝胶转移至

PVDF膜上，脱脂奶粉室温封闭2 h，加入脱脂奶粉稀释

的鼠抗Xpress抗体(1∶2 000)作为一抗，4 ℃孵育过夜。

TBST洗膜后加入山羊抗鼠IgG作为二抗，室温孵育2 h。
TBST洗膜后，ECL显色3 min，压片曝光20 min，胶片

浸入显影液3 min后，再浸入定影液3 min。上述反应均

以空白293T细胞作为对照。 
主要观察指标：目的基因PCR扩增产物的鉴定、重

组质粒pcDNA3.1-HisA-hTERT aa936-1132的构建与

鉴定以及免疫印迹鉴定。 
   

2  结果 
 
2.1  PCR扩增产物的鉴定  以hTERT cDNA为模板，

加入上下游引物，PCR扩增得到目的片段(609 bp)，见

图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.2  重组质粒pcDNA3.1-HisA-hTERT aa936-1132的
构建与鉴定   将扩增的目的基因产物和pcDNA3.1- 
HisA分别用KpnⅠ及XbaⅠ双酶切后得到两酶切产物，

1: Human telomerase reverse transcriptase amino acid 
936-1132 (609 bp); M: DNA marker DL1000 

试剂 来源 

PCR 引物 
KpnⅠ与 XbaⅠ限制性内切酶 
Ex Taq DNA 聚合酶、T4 DNA 
连接酶、DNA Marker、小量质粒

提取试剂盒、琼脂糖凝胶 DNA
回收试剂盒、 

脂质体转染试剂 
细胞蛋白提取试剂盒 
抗 Xpress 抗体 
羊抗鼠 IgG 抗体 

南京金斯瑞生物有限公司合成

大连宝生物工程有限公司 
 
 
 
 
天津伊美昂商务有限公司 
北京艾德莱生物技术有限公司

Invitrogen 公司 
康为世纪公司 

Figure 1  PCR products of target gene 
图 1  目的基因的 PCR 扩增结果 

1         M     bp 
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见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
T4 DNA连接酶作用下连接构建重组表达质粒

pcDNA3.1-HisA-hTERT aa936-1132。转化大肠杆菌抽

DH5α后，次日挑选2个菌落，振荡培养菌液过夜。次日

提质粒后用KpnI及XbaI双酶切鉴定，电泳结果显示，1、
2号转化子各自能跑出两片段，与pcDNA3.1-HisA片段

(5.5 kb)和目的基因片段大小相符，可判断为阳性转化

子，见图3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
基因测序结果显示，重组质粒基因序列测序结果与

NCBI公布的基因序列(GenBank: AF018167.1)完全相

同，重组质粒构建成功。 
2.3  免疫印迹鉴定  Western blot检测结果发现，蛋白

中有针对Xpress抗体的特异性条带(相对分子质量约为

26 000) ， 见 图 4 ， 说 明 pcDNA3.1-HisA-hTERT 
aa936-1132转染293T细胞后可成功表达蛋白。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 
 
近年来随着分子生物学、细胞生物学、免疫学、组

织工程学等相关学科的发展使肿瘤治疗取得了突破性

进展。研究表明，大多数人类正常组织中端粒酶为阴性，

而85%以上的肿瘤组织细胞表达端粒酶活性，由此认为

端粒酶活性对于肿瘤组织生长至关重要，因此，以端粒

酶为靶点筛选端粒酶特异抑制剂是近年来寻找新抗肿

瘤药物的热点[13-15]。抑制剂模型可以从 hTERT与端粒

酶 RNA相互作用原理方面构建 [16-19]，也可以从抑制

hTERT在细胞内定位、结合方面构建。后者需首先研究

hTERT的C端在细胞核仁内定位、结合的具体情况。 
真核表达载体pcDNA3.1-HisA是可在真核动物中

表达的高拷贝质粒，其多克隆位点位于抗原表位Xpress
与EK切割位点的后面，目的基因插入到多克隆位点后，

所表达的蛋白带有抗原表位，可以进行免疫印迹鉴定。

因其含有EK切割位点，可经肠激酶切割，得到纯的目的

蛋白，且目的蛋白的生物学活性通常不受影响[20-21]。

293T细胞源于人胚肾细胞系293，是进行外源基因表达

时应用最广的宿主细胞之一。本文通过目的基因的PCR
扩增，双酶切后与真核表达载体pcDNA3.1-HisA连接，

构建重组质粒pcDNA3.1-HisA-hTERT aa936-1132，并

经双酶切检验和基因测序方法证实成功构建重组质  
粒[22-23]。通过脂质体转染入人胚肾细胞293T。蛋白表达

后，经免疫印迹方法鉴定结果证实了重组真核载体

pcDNA3.1-HisA-hTERT aa936-1132可在293T细胞中

成功表达。从而为进一步研究hTERT C端在肿瘤组织细

胞内定位、结合的情况与应用奠定了实验基础和提供了

肿瘤组织工程的实验材料。 
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例句：This study used teratogenic model in 
vitro which explored the effects of zinc 
antagonism on developmental toxicity of 
alcohol in whole embryo culture technique. 
译文：该文应用已建立的体外酒精致畸模型,以
全胚胎培养技术探讨了锌对酒精发育毒性的拮

抗作用。 
例句：Using the mouse whole embryo culture 
technique, the teratogenicity of 
cyclophosphamide (5,10,15, 20 mg/kg) was 
investigated via intraperitoneal administration 
to Kunming mice on day 8 of gestation, and 
the mechanism of its teratogenicity was also 
studied. 
译文：应用小鼠全胚胎培养技术，通过妊娠第 8
天分别腹腔注射 5 ,10 ,15和 20 mg/kg环磷酰

胺，研究了该药对器官原基形成期胚胎的致畸

作用，并对其致畸机理作了初步探索。 
例句：Use of whole embryo culture technique 
in vitro for studying developmental toxicity of 
fluoride 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

译文：应用全胚胎培养技术研究氟的发育毒性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

来自本文课题的更多信息--  

作者贡献：第一、二作者进行实验设计和实施，第三作

者和通讯作者进行实验评估，资料收集为所有作者，第一作

者成文，第二作者审校，第一、二作者对文章负责。 

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助 

伦理要求：文章未涉及相关伦理学内容。 

本文创新性：本实验选择在人胚肾细胞系 293T 细胞中

表达人源的端粒酶反转录酶，使表达出来的蛋白结构与活性

更接近实际，使实验结果更可靠。而且使用了真核表达质粒

pcDNA3.1-HisA，其重组质粒所表达的蛋白含有抗原表位，

只需通过 Western bolt，便能鉴定目的蛋白是否表达，并且

带有纯化与切割位点，能为下一部实验提供有利条件。虽然

成 功 构 建 重 组 真 核 载 体 pcDNA3.1-HisA-hTERT 
aa936-1132，并在 293T 细胞中能有效表达，但是对其转染

后提高细胞表达量仍需进一步研究。 
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