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文章亮点： 

1 NDRG2是一种新的抑癌候选基因，其在很多肿瘤组织中呈低表达，并且上调 NDRG2在部分肿瘤细胞中的

表达能够有效抑制肿瘤细胞的生长。但是有关 NDRG2在血液恶性肿瘤尤其是人骨髓瘤中的表达和作用还未

见报道。 

2 实验首先构建成功了携带 NDRG2 基因表达的反转录病毒载体，经验证后包装为病毒备用；其次将携带

NDRG2基因表达的反转录病毒感染人骨髓瘤细胞系 U266细胞；最后嘌呤霉素压力筛选出稳定表达 NDRG2

基因的人骨髓瘤细胞株，通过蛋白质免疫印迹检测肿瘤细胞株中 NDRG2 的蛋白表达含量。该实验为研究

NDRG2在人骨髓瘤中的作用奠定了实验基础，为 NDRG2基因功能的进一步研究做了准备。  
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摘要 

背景：NDRG2(N-Myc Downstream Regulated Gene 2)是一个新的抑癌基因，既可以增强经典抑癌通路的抗

肿瘤效应，又可以对正常细胞的癌变起到监控。有关 NDRG2在骨髓瘤发生中的功能和作用至今还未见报道。 

目的：构建 NDRG2基因反转录病毒表达载体，利用包装的病毒感染人骨髓瘤细胞系 U266，检测 NDRG2的

表达情况。 

方法：设计与合成引物，提取 U266 细胞的 RNA，反转录和 PCR 扩增，经 BamHⅠ和 TaqⅠ双酶切，琼脂

糖凝胶电泳，切胶回收进行连接转化，并再次酶切鉴定；并将构建的载体包装为反转录病毒，感染 U266 细

胞，筛选出稳定表达 NDRG2的 U266细胞(U266-NDRG2)克隆扩大培养，利用 Western blot实验检测筛选

到的 U266细胞中 NDRG2的表达。 

结果与结论：成功构建了携带 NDRG2基因表达的重组载体 pBaba-puro-NDRG2，并包装为反转录病毒，筛

选到的 U266细胞(U266-NDRG2)中 NDRG2蛋白表达明显高于 U266-cherry细胞和 U266细胞。结果可见利

用反转录病毒载体基因重组技术成功构建出携带相应基因的反转录病毒，为研究 NDRG2 在人骨髓瘤中的作

用奠定了实验基础。 
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Abstract 

BACKGROUND: N-Myc downstream regulated gene 2 (NDRG2) is a new tumor supressor gene, and it can 

either improve anti-tumor effect by classic pathway or monitor carcinogenesis. But there is yet no report 

addressing NDRG2 role in myeloma occurrence.  

OBJECTIVE: Using pBaba-puro retroviral vector to construct recombinant vector which carrying NDRG2 gene 

and pack virus, then to screen U266 cells stably expressing NDRG2. 

METHODS: Primers were designed and synthesized. RNA was extracted from U266 cells, and then applied to 

reverse transcription for the template and latter PCR amplification. After PCR amplification and digested by Taq I 

and BamHI, agarose gel electrophoresis was used to detect the correct fragments. We used the vectors to 

package the retrovirus and infected the U266 cells. The U266 cells stably expressing NDRG2 were screened and 

NDRG2 protein was detected by western blot assay. 

RESULTS AND CONCLUSION: The vector carrying NDRG2 was successfully constructed. The retrovirus was 

also packaged and infected U266 cells. The U266 cells stably expressing NDRG2 were screened. In these U266 

cells, NDRG2 expression was increased significantly. The use of recombinant retrovirus vector technology can 

successfully construct a retrovirus carrying the corresponding gene which can be used for the following study on 
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0  引言  Introduction 

骨髓瘤又称浆细胞瘤，是一种发生在骨髓浆细胞的常见

恶性肿瘤。骨髓瘤主要是由具有合成和分泌免疫球蛋白的浆

细胞发生恶变，从而产生大量的免疫球蛋白或本周蛋白，极

易累及软组织
[1]
。目前研究发现，骨髓瘤的发生与放射等引

起基因的突变或缺失有很大关系，如果能明确关键的突变基

因，将对骨髓瘤的发生机制和治疗大有裨益
[2-3]
。NDRG2 

(N-Myc Downstream Regulated Gene 2)是解放军第四军医

大学生化教研室首先报道的一个新的抑癌基因
[4]
。目前已证

实，NDRG2在多种肿瘤中发挥抑癌角色，其不仅能够与p53

形成正反馈环路介导肿瘤凋亡途径
[5-7]
，而且NDRG2可以作

为缺氧、DNA损伤后的应激启动因子在细胞发生癌变的早

期、上皮细胞间质转化等过程中发挥监控和保护功能
[8-9]
。由

此可见，NDRG2既可以增强经典抑癌通路的抗肿瘤效应，

又可以对正常细胞的癌变起到监控，其在基础研究和临床应

用中有着良好的发展空间。有关NDRG2在骨髓瘤发生中的

功能和作用至今还未见报道，如果能明确NDRG2在骨髓瘤

中的作用，那么对NDRG2功能的研究将有所帮助，而且也

可能为骨髓瘤的治疗提供靶点。本研究构建NDRG2基因反

转录病毒表达载体，利用包装的病毒感染人骨髓瘤细胞系

U266，检测NDRG2的表达情况，为后续研究奠定基础。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

  设计：随机对照细胞学实验。 

时间及地点：实验于2013年6月至2014年3月在解放军

兰州军区兰州总医院血液科实验室完成。 

材料：TechGene PCR扩增仪、RNA提取试剂盒、反

转录试剂盒、质粒提取试剂盒、Taq DNA聚合酶、dNTP、

含20 ng MgCL2的Buffer、琼脂糖凝胶电泳仪、胶回收试剂

盒均购自Tiangen天根生化科技有限公司。BamHⅠ和Taq

Ⅰ限制性内切酶、T4连接酶购于TakaRa公司。反转录病毒

包装系统由Shuo Dong教授(Baylor College of Medicine)

惠赠。293T、U266细胞购自中国科学院上海细胞生物学

研究所，由解放军兰州军区兰州总医院血液科实验室保存。

LB固体培养基，大肠杆菌DH5感受态细胞均由解放军兰州

军区兰州总医院血液科实验室提供。NDRG2、β-actin一抗

以及相应二抗均购自Santa Cruz公司。 

实验方法： 

总RNA提取与反转录：按照RNA提取试剂盒说明书操

作，提取U266细胞的总RNA，经紫外分光光度计测定纯度

和浓度合格后按照反转录试剂盒操作合成cDNA的第一条

链，-20 ℃保存以备后用。 

引物设计及PCR扩增：根据GeneBank收录的NDRG2

基因序列设计1对PCR扩增引物，并设计加入BamHⅠ和Taq

Ⅰ两种酶切位点，引物序列为：上游5’-GAG ATA TGC TCT 

TAA CCA CCC G-3’，下游5'-GCT GCC CAA TCC ATC 

CAA-3’，引物送上海生工公司合成。PCR扩增条件：95 ℃

预变性5 min，95 ℃ 30 s，59 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，共35

个循环，72 ℃延伸1 min。将PCR产物以琼脂糖凝胶电泳分

离，切取目的片段产物以胶回收试剂盒进行回收纯化处理。 

反转录病毒载体构建：用两种限制性内切酶同时对上

步胶回收产物与载体pBabe-puro进行双酶切，酶切体系 

20 μL：胶回收产物DNA或载体质粒6 μL，酶BamHⅠ和Taq

Ⅰ各1 μL，缓冲液2 μL，水10 μL(37 ℃，3 h)。酶切后的

目的片段和载体DNA经琼脂糖凝胶电泳后，根据正确的碱

基片段大小胶回收。将胶回收产物进行连接反应，连接体

系10 μL：载体2 μL，目的基因片段6 μL，缓冲液1 μL，T4

连接酶1 μL(16℃过夜)。将连接产物转化至大肠杆菌DH5

感受态，接种于含氨苄抗性的LB琼脂平板上，37 ℃培养过

夜，挑取单克隆菌落，摇菌过夜并抽提质粒。酶切鉴定重

组质粒，DNA电泳确定片段大小是否正确，将鉴定正确的

克隆送测序进一步确定。最后，选择正确的克隆，培养并

提取质粒，-20 ℃保存以备后用。 

反转录病毒的制备及滴度测定：将293T细胞以每孔 

2×10
5
个(500 μL)接种于24孔板，并以无血清及无抗生素

DMEM培养基培养过夜后使得细胞生长密度达到

60%-80%；提前提取反转录病毒载体质粒和非特异性对照

质粒，并定量备用；按照脂质体使用说明书，将各种质粒

与脂质体配比混合后共转染293T细胞；37 ℃、体积分数

为5% CO2孵箱中培养18 h后更换完全DMEM培养基继续

培养24 h，并收集培养上清；将293T细胞以每孔5 000个

接种于6孔板中，培养24 h后每孔加入适量病毒感染48 h，

通过流式细胞仪检测293T细胞红色荧光cherry阳性表达

率，根据公式计算病毒滴度：滴度(TU/mL)=1×10
5
(293T

细胞数)×cherry阳性表达率(%)×100/每孔病毒液的体积含

量(μL)。 

感染并筛选稳定表达NDRG2的U266细胞：将U266细

胞以每孔 2×10
5
个(500 μL)接种于24孔板，正常培养；每

孔加入适量病毒感染48 h后使用含嘌呤霉素(4.0 mg)的培

养基进行筛选，每3 d更换含嘌呤霉素的完全培养基，直至

未被感染的细胞全部死亡时，筛选结束；对筛选克隆换正

常培养基扩增培养，即获得稳定表达NDRG2的U266细胞。 
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Western blot检测NDRG2表达：收集细胞样品，检测

NDRG2的蛋白表达水平。提取处理后的细胞总蛋白用含蛋

白酶抑制剂的裂解缓冲液充分裂解，然后用BCA法(pierce)

进行蛋白定量，取50 µg处理好的蛋白样品行SDS-聚丙烯

酰胺凝胶电泳分析，100 V恒压转移2 h后5%脱脂奶粉室温

封闭1 h，将NC膜与抗体孵育，4 ℃过夜，TBST缓冲液洗

膜3次，每次5 min，加入二抗，室温孵育1 h，再次洗膜3

次，每次5 min，利用LI-COR Bioscience的Odyssey 

Infrared Imaging System对靶分子的蛋白表达水平进行定

量化的检测，分析结果。 

主要观察指标：构建载体的片段大小、病毒的滴度和

对细胞的感染情况以及NDRG2在人骨髓瘤细胞U266中的

表达。 

 

2  结果  Results  

2.1  NDRG2基因反转录病毒表达载体的构建  将正常生

长的U266细胞提取RNA，RT-PCR扩增得出NDRG2基因，

连接到pBabe-puro质粒后，酶切鉴定PCR凝胶电泳图(图

1)。pBabe-puro质粒约为5.3 kb，NDRG2基因大小约为  

2.0 kb。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  重组反转录病毒的包装和滴度测定  将正常生长的

293T细胞铺于24孔板中，待细胞生长密度达到60%-80%

时进行共转染反转录病毒包装载体，由于该载体携带

cherry红色荧光蛋白，故48 h后在荧光显微镜下观察可见

大量红色荧光蛋白表达(图2)。 

将感染的293T细胞的培养上清收集，用流式细胞仪检

测cherry阳性表达率，再利用cherry阳性细胞计数法测定病

毒滴度约为1.0×10
6
/mL。 

2.3  NDRG2在人骨髓瘤细胞U266中的表达鉴定  将筛

选出稳定表达NDRG2的U266细胞(U266-NDRG2)克隆扩

大培养，收集细胞并利用Western blot实验检测筛选到的

U266 细 胞 中 NDRG2 的 表 达 ( 图 3) ， 可 以 看 到 ，

U266-NDRG2 细 胞 中 NDRG2 蛋 白 表 达 明 显 高 于

U266-cherry细胞和U266细胞。灰度扫描定量分析可见，

U266组为 1.00，U266-cherry组为 1.03±0.21，U266- 

NDRG2组为4.23±0.17。 

 

3  讨论  Discussion 

随着人们对肿瘤分子水平发病机制的研究，越来越

多的致癌基因突变被发现，加之靶向药物的开发与应用，

极大地推进了肿瘤个体化治疗的进展。因此，解析肿瘤

的发病机制，明确相关致病靶分子，对于提高肿瘤个体

化治疗至关重要。人骨髓瘤是血液系统中浆细胞异常增

生，导致侵犯骨髓的一种恶性造血系统疾病。当人体浆

 A B  C 

图 2  反转录病毒感染 293T细胞荧光检测图 

Figure 2  The fluorescence detection of retroviral infection in 293T cells 

图注：图中 A为明视野下 293T细胞的照片(×40)；B，C为荧光显微镜下 293T照片，红色荧光表示被感染的细胞(×40)。 

 

图 1  NDRG2基因反转录病毒表达载体酶切鉴定图 

Figure 1  The restriction endonuclease figure of NDRG2 gene 

retroviral vector 

图注：泳道 M 为 1 kb 核酸标准分子质量，泳道 1 为 pBabe-puro-

NDRG2酶切鉴定图，从上到下依次是 pBabe-puro-CD74-NDRG2、

pBabe-puro和 NDRG2。 

9 000 bp 
8 000 bp 
7 000 bp 
6 000 bp 
5 000 bp 

4 000 bp 

3 000 bp 

2 000 bp 
NDRG2 

图 3  Western blot检测 NDRG2在 U266细胞中的表达 

Figure 3  The expression of NDRG2 in U266 cells by western blot 

assay 

图注：泳道 1为 U266细胞组，泳道 2为 U266-cherry组，泳道 3为

U266-NDRG2组。 

1               2              3 

NDRG2

β-actin 
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细胞发生癌变后，会复制产生大量的恶性浆细胞，称之

为骨髓瘤细胞
[10]
。这种恶性细胞会引起机体发生高钙血

症、肾功能减退、贫血以及骨骼功能障碍等
[11]
。化疗和放

疗为骨髓瘤的主要治疗方式，但是仍然有大部分的患者无

法从治疗中获益。因此，进一步理解骨髓瘤的发病机制，

研究关键致癌分子，明确其在发病中的关键作用，对于骨

髓瘤的治疗和研究将大有裨益。 

NDRG2基因是解放军第四军医大学的研究团队于

1999年应用PCR消减杂交技术研究脑组织差异表达基因

时所发现的一种含APC样结构域的新基因
[12]
。NDRG2基因

组全长9.33 kb，其定位于染色体14q11.1，含有16个外显

子；mRNA全长为2 024 bp，编码357个氨基酸。表达谱分

析结果显示，NDRG2广泛表达于多种正常组织器官中，尤

其以心肌及脑组织表达含量最高
[13]
，并且在多种肿瘤组织

中低表达，与肿瘤细胞恶性生物学行为及患者分期、侵袭

程度和临床预后密切相关
[14-17]
。 

目前国内国际研究团队展开了许多针对NDRG2基因功

能相关的研究，主要围绕NDRG2的抗癌作用和机制方面做

了大量的研究。NDRG2在肝癌、胰腺癌、乳腺癌、甲状腺

肿瘤、结直肠癌、膀胱癌等多种人体肿瘤中表达均低于正常

组织，上调NDRG2表达可显著抑制肿瘤细胞的增殖
[18-21]
；

NDRG2启动子区域的甲基化、突变及基因缺失在多种肿

瘤细胞系中可见，这是NDRG2在肿瘤中低表达的原因之

一
[7, 22-26]

；NDRG2受Myc基因的调控，其表达水平与结直

肠癌分化密切相关
[27-29]
；NDRG2 mRNA水平可作为监测

结直肠癌复发和评估患者预后的参考特征
[30]
；NDRG2受缺

氧应激调控，在缺氧状态下缺氧诱导因子可通过直接结合

NDRG2启动子区域3个缺氧反应元件(HREs)活化NDRG2

表达，并随之发生由胞浆向核内的转移，进而调控相关基

因的转录
[31-33]
；NDRG2受到p53的直接调控，并随之参与

了p53依赖的细胞凋亡过程
[17, 34-35]

；AKT抑制剂可减少热

疗对胃癌细胞NDRG2磷酸化水平的增加作用，提示热疗

可能以AKT依赖的方式诱导了胃癌细胞中NDRG2的磷酸

化
[36-38]

。尽管如此，有关NDRG2在造血系统疾病，尤其是

人骨髓瘤中的作用还未见报道。本研究主要构件了NDRG2

基因反转录病毒表达系统，包装病毒，并且筛选稳定表达

NDRG2基因的人骨髓瘤细胞系U266，这将为NDRG2在人

骨髓瘤中的作用研究奠定了基础。 

反转录病毒介导的基因表达是20世纪80年代发展起

来的一种高效基因转移技术，它是借助反转录病毒载体

与外源基因重组后，经包装细胞系包装产生缺陷型重组

反转录病毒进而感染靶细胞，从而完成介导靶基因表达

的目的
[39]
。因此，本研究也选用反转录病毒进行载体构

建，重组的反转录病毒载体导入包装细胞后，可产生有

感染能力的复制缺陷型病毒，将介导NDRG2表达的病毒

转染靶细胞人骨髓瘤细胞系U266，并且筛选稳定表达

NDRG2蛋白的细胞系，可用于研究NDRG2在人骨髓瘤

发病中的作用。 

本研究成功构建了NDRG2基因表达的反转录病毒载

体，包装病毒并感染细胞，筛选获得NDRG2稳定表达的人

骨髓瘤细胞系U266，为后续实验研究做好铺垫。 
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