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小鼠 DLL1真核表达载体的构建及其在肿瘤细胞中的表达 *
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摘要 目的：构建带绿色荧光蛋白的小鼠 DLL1全长基因真核表达载体，并在肿瘤细胞中表达。方法：利用 PCR特异性引物扩增出
DLL1基因全长，将克隆的基因片段插入带绿色荧光蛋白的真核表达载体 pIRES2-EGFP质粒中。然后利用脂质体将重组质粒
pIRES2-EGFP-DLL1转染进小鼠 B16黑色素瘤细胞中，并通过 G418筛选后选取生长良好、荧光强度高的三株单克隆进行 mRNA
水平 DLL1表达的鉴定。结果：成功扩增小鼠 DLL1的全长基因。克隆入质粒载体后，通过 DNA序列测定证实其序列正确。将构
建的 pIRES2-EGFP-DLL1质粒转染小鼠 B16黑色素瘤细胞，经过 G418筛选和荧光显微镜观察后，挑选得到 GFP阳性率 90%以
上的稳定转染细胞株。RT-PCR检测稳定转染细胞的 mDLL1的表达显著增加，进一步证实了 pIRES2-EGFP-DLL1的表达效能。
结论：成功构建了小鼠 DLL1基因的真核表达质粒，证实其在真核细胞 B16中可以表达。
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ABSTRACT Objective: To construct the full-length murine DLL1 eukaryotic expression vector with green fluorescent protein
(EGFP) and to express the gene intumor cells. Methods: full-length DLL1 cDNA was synthesized by RT-PCR with specific primers and
cloned into pIRES2-EGFP vector to constrcuct recombinant plasmid. The constructed vector was verified and then transfected into
murine B16 melanoma cells. The transfected cells were selected with G418 and three green clones were chosen. The expression of DLL1
was detected by RT-PCR at mRNA levels. Results: The full-length DLL1 cDNA was successfully inserted into pIRES2-EGFP eukaryotic
vector. B16 melanoma cells were transfected with recombinant pIRES2-EGFP-DLL1 plasmid by liposome. After selected by G418 and
fluorescent microscope, clones of which more than 90% cells were green protein positive were obtained. RT-PCR was perform to further
analyze mDLL1 expression in transfected cells. Conclusion: pIRES2-EGFP-DLL1 eukaryotic plasmid was successfully constructed and it
can express in B16melanoma.

Key words: DLL1 gene; Tumor; Vector construction
Chinese Liberay Classification: Q75, Q78, R730.231 Document Code: A
Article ID: 1673-6273(2011)04-650-03

*基金项目：国家自然科学基金项目（30972431）

作者简介：张建平（1984-），男，硕士研究生，研究方向：肿瘤的生物治。E-mail:zhjp121@163.com

△通讯作者：王春梅,女,硕士生导师。E-mail:wangcm@fmmu.edu.cn

（收稿日期：2010-11-06接受日期：2010-12-29）

前言

Notch是生物体进化过程中高度保守信号通路，迄今为止,
在哺乳动物中发现了四种 notch受体 (Notch1-4) 和五种 notch
配体[Delta 1, 3, and 4 and Jagged 1, 2]。Notch受体和配体家族
均是单次跨膜蛋白，通过相邻细胞间受体与配体的结合激活下
游基因的表达，调控着细胞的增殖、分化、凋亡和命运选择等诸
多方面的生物功能，是生物体维持持正常功能的重要信号通
路[1]。Notch信号通路中多种受体和配体成分的异常表达和调
控都与肿瘤的发生、发展以及肿瘤相关微环境的调控密切相
关[2-3]。DLL1是重要的notch配体，研究表明 DLL1在小鼠胚胎
的发育，T、B淋巴细胞分化和血管稳态的维持中发挥重要作用[4]。

但 DLL1对肿瘤增殖和生长作用的研究还很少见。本研究主要
是通过构建小鼠 DLL1基因表达载体，转染建立稳定过表达小
鼠 DLL1基因的肿瘤细胞系，为今后研究 DLL1在肿瘤细胞中
的作用打下基础。

1 实验材料与方法

1.1 材料
pIRES2-EGFP质粒、感受态细菌、B16黑色素瘤细胞均由

本实验室保存。DNA maker，DNA纯化试剂盒，质粒提取试剂
盒，反转录试剂盒，限制性内切酶等均购于 TaKaRa公司；脂质
体 lipofetamine 2000购自 invitrogen公司；PCR引物由 TaKaRa
公司合成；质粒测序由上海生工生物公司完成。
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1.2 方法
1.2.1 小鼠 DLL1 基因全长片段的扩增 根据 GenBank
（NM_007865）中公布的小鼠 DLL1基因序列，编码区全长共
2280bp，利用生物信息学软件分两段设计扩增引物，第一段 5'
端 引 物 ：5'-3'GAATTCTAGGAGAGCAAGGGC；3' 端 ，
5'-3'-3TTGGGTCAGTGCAGTACTGGCCT；第二段引物为 5'
端 ：5'-3'GAAAGGCCAGTACTGCACTGACCCAAT；3' 端 ：
5'-3'GGATCCACATCGCTTCCATCTTACACCT。在第一段 5'
段加酶切位点 Ecor1，在第二段 3'端加酶切位点 BamH1，以小
鼠睾丸组织 cDNA为模板进行 PCR扩增。PCR条件：预变性
94℃5min，94℃30sec，50-60℃30sec（温度梯度），72℃1min共
进行 35个循环，最后在 72℃延伸 7min，扩增出第一段和第二
段，分别命名为 D1和 D2。
1.2.2 目的基因真核表达载体 pIRES2-EGFP-DLL1质粒的构建
PCR得到的目标片段经 10g/L琼脂糖凝胶电泳，依照 TaKaRa
DNA片段回收试剂盒操作说明，回收 PCR产物，并分别克隆
入 pMD18-T 载体，得到 pMD18-T-D1 和 pMD18-T-D2。将
pMD18-T-D1、D2 质粒和 pIRES2-EGFP 载体分别用 EcoRⅠ、
Ava1和 BamH1进行酶切，回收预定片段。按照两目的片段分
别加 2μl，载体 1μl，SolutionⅠ5μl共计 10μl的体系于 16℃
连接 2h，转化至 XL-10大肠杆菌感受态，涂 LB琼脂 37℃过
夜，挑取单克隆，过夜摇菌后用小量制备质粒盒提质粒，然后用
EcoRⅠ、BamH1双酶切鉴定，选取正确的质粒送上海生工生物
工程技术服务有限公司测序鉴定。
1.2.3 B16黑色素瘤细胞转染 生长状态良好的 B16黑色素瘤
细胞转染前一天传代，用含 10%小牛血清、不含抗生素 RP-
MI-1640培养基以每孔 3×105个细胞，接种于的 6孔板中，在
37℃、5% CO2的培养箱中常规培养约 16小时，待细胞生长达
70%～80%融合时, 换用无血清、无抗性的 1640培养基。按
Lipofect2000 脂 质 体 转 染 操 作 规 程 将 构 建 好 的
pIRES2-EGFP-DLL1质粒转染 B16细胞，每孔细胞用 2μg质
粒, 5μl脂质体。pIRES2-EGFP空载体作为阴性对照。转染后 5
小时更换正常 RPMI-1640培养基。
1.2.4 DLL1基因稳定表达细胞株的筛选 转染细胞在正常培养
基中生长 24小时后，将转染细胞以 1:3比例传代，更换含有
1000μg /mL G418的培养基进行筛选，3-4天换液一次，14天
后镜下见到 G418抗性的单克隆株长出，在荧光显微镜下挑选
荧光强度较好的克隆株扩大培养。
1.2.5 DLL1 在细胞中表达的鉴定 参照 invitrogen Trizol
Reagent说明书提取 B16细胞总 RNA。即每 105个细胞中加入
1 ml Trizol，混匀后室温放置 10 min，加入 200μl氯仿剧烈振
荡 15 s，室温孵育 3 min，然后 4℃，12 000 r/ min离心 15 min，
收集上清加入 500μl 异丙醇，于 4 ℃，12 000 r/min 离心 10
min；弃去上清，沉淀用 75 %乙醇洗 2次，7 500 r/min离心 5
min，弃上清后空气干燥 5 min。白色沉淀溶于 DEPC处理的水
中，并用紫外分光光度仪定量。参照 TakaRa反转录试剂盒说明
合成 cDNA后用 DLL1第一段的引物做 RT-PCR，检测 B16细
胞中 DLL1基因在 mRNA水平的表达。

2 结果

2.1 DLL1全长基因的获得
以 Ava1为连接位点设计两对 DLL1特异性引物，以小鼠

睾丸组织 cDNA为模板，进行 PCR扩增。第一段 PCR产物预
计为 613bp，第二段预计为 1590bp。PCR产物进行凝胶电泳分
析表明扩增产物与预计大小一致（图 1）。

2.2 pIRES2-EGFP-DLL1质粒的构建和鉴定
将两段 DLL1基因片段连接到 pIRES2-EGFP质粒，获得

pIRES2-EGFP-DLL1质粒后，用 EcoRⅠ、BamH1双酶切鉴定
（图 2），挑选正确的质粒送上海生工生物工程技术服务有限公
司测序鉴定，结果与 DLL1原序列比对完全正确。最终构建质
粒示意图（图 2）。

2.3 pIRES2-EGFP-DLL1质粒转染 B16黑色素瘤细胞
用脂质体将 pIRES2-EGFP-DLL1质粒转染到 B16黑色素

瘤细胞中，筛选后在荧光显微镜下挑选出荧光表达较强的细胞
株进行扩大培养。荧光显微镜下可见 90%以上的细胞表达绿色
荧光（图 3）
2.4 DLL1 mRNA水平的检测

收集 B16细胞，提取 RNA后采用 RT-PCR的方法分别检
测 B16-GFP和 B16-DLL1细胞中 DLL1 mRNA水平的表达，发
现 B16-DLL1的表达水平显著上调（图 4）。

图 1 小鼠 DLL1基因(2203bp)PCR扩增产物的凝胶电泳分析: D1,第一

段产物(613bp);

2,第二段产物(1590bp); M, marker 2000

Figure1 agarose gel electrophoresis of PCR amplification products of

DLL1 fragments.

note: D1 product of first fragment(613bp); D2 product of second fragment

(1590bp); M. DNA marker 2000

图 2 pIRES2-EGFP-DLL1质粒 EcoR1、BamH1双酶切鉴定及质粒构建

模式图 MDNA markerλ

Figure2 Identification of pIRES2-EGFP-DLL1 and map of the plasmid M

DNA markerλ
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3 讨论

DLL1作为 notch信号通路中重要的配体分子，调控着生
物体发育、干细胞增殖、血管形成和免疫细胞的分化。在胚胎发
育过程中 DLL1基因在中枢神经细胞、上皮官腔细胞、肌细胞
和血管内皮等多种组织细胞中广泛表达[5]。DLL1基因的缺失
将会引起胚胎发育过程中体节紊乱，神经系统增生，并在胚胎
10.5天出现严重的出血，最终导致小鼠在胚胎 12天死亡。在
DLL1基因杂合剔除的成体小鼠中，DLL1基因的缺失引起缺
血损伤后血管侧枝循环形成的受阻[6-8]。体外研究发现 DLL1蛋
白能显著诱导促进骨髓造血祖细胞的增殖，并能促进 CD34+
造血祖细胞向 T/NK细胞分化而抑制其向 B细胞分化[9-10]。这
些研究表明 DLL1基因的表达维持着生物体正常的发育过程，
保证了生物体细胞的正常极化和体节分化，同时还能促进干细
胞的增殖，促进免疫细胞的成熟和动脉血管内皮的生长。

从遗传学的角度来说，在生物体发育过程中发挥重要作用
的信号通路在肿瘤的发生发展过程中同样具有重要的作
用 [12]。事实上，研究结果证实 DLL1基因在多种肿瘤细胞中表
达升高并促进了肿瘤的生长和转移 [13-16]。近年来的研究发现
notch 信号对通路在肿瘤血管形成有重要作用。Notch 配体
DLL4在肿瘤血管中的表达增高[17-18]，阻断 DLL4介导的 notch
信号通路促进了小鼠肿瘤内部新生血管的形成[19-20]，而在肿瘤
中过表达 DLL4基因则抑制了肿瘤血管形成[21]。尽管 DDL1对
胚胎和成体血管形成都具有调节作用[6,22]，但其对肿瘤血管形
成和肿瘤的生长是否发挥作用还没有得到明确的证。为了深入
研究 DLL1基因对肿瘤细胞体外增殖和体内成瘤的影响，在本
实 验 中 我 们 通 过 克 隆 重 组 技 术 ， 成 功 构 建 了

pIRES2-EGFP-DLL1真核表达载体，并通过脂质体转染和药物
筛选建立了稳定表达 DLL1基因的黑色素瘤细胞系。荧光显微
镜观察发现 90%的肿瘤细胞表达绿色荧光蛋白，PCR检测进一
步证实 DLL1基因在肿瘤细胞中的表达显著升高。这些实验结
果表明我们成功建立了表达 DLL1基因的肿瘤细胞系，为后续
的实验提供了可能。
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图 3 荧光显微镜观察 B16细胞绿色荧光表达（200倍）A转染
pIRES2-EGFP质粒；B转染 pIRES2-EGFP-DLL1质粒；

Figure3 A mouse B16 melanoma cells were transfected with
pIRES2-EGFP; B mouse B16 melanoma cells were transfected
with pIRES2-EGFP-DLL1. Photographed under fluorescent

microscopy, magnification x200

图 4 RT-PCR鉴定 DLL1基因在 B16黑色素瘤细胞中 mRNA水平的

表达
Figure4 Identification DLL1 mRNA expression by RT-PCR
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CREB和 NF-κB在 p38MAPK所致脊髓星形胶质细胞活化中的作用
王 强 1 陈宇东 1 刘伟英 1 王领军 1 韩 刚 1 宋 波 2

（1解放军第二五二医院泌尿外科 河北保定 071000；2第三军医大学西南医院全军泌尿外科研究所 重庆 400038）

摘要 目的：探讨 CREB和 NF-κB在 p38MAPK所致脊髓星形胶质细胞活化中的作用，明确脊髓星形胶质细胞活化中 p38MAPK
细胞信号转导途径的作用。方法：分离培养 SPF大鼠脊髓星形胶质细胞，设正常组、SP刺激组 (SP组，10-7 mol/L)、SP刺激
+SB203580(10μmol/L)阻断 p38MAPK组(SP+SB组)、SP刺激 + PD98059(10μmol/L)阻断 CREB组(SP+PD组)、SP刺激 + SN50
(10μmol/L) 阻断 NF-κB (SP+SN组)。WB法、免疫荧光法、ELISA法检测 12 h和 24 h时 p-p38、p-CREB、NF-κBp65水平及
GFAP、TNF-、IL-1β水平变化。结果：SP组脊髓星形胶质细胞 p-p38、p-CREB、NF-κBp65显著升高，GFAP水平显著增高，同时
TNF-和 IL-1β水平显著增高。与 SP组比较，用 SB203580阻断 p38MAPK通路后，SP+SB组 p-p38、p-CREB、NF-κBp65显著降
低，GFAP、TNF-和 IL-1β水平显著降低。用 PD98059阻断 CREB通路后，SP+PD组 p-p38、NF-κBp65无显著变化，p-CREB显著
降低，GFAP水平降低，同时 TNF-和 IL-1β水平降低。用 SN50阻断 NF-κB通路后，SP+SN组 p-p38、p-CREB无显著变化，
NF-κBp65显著降低，GFAP水平降低，同时 TNF-和 IL-1β水平降低。结论：体外培养中，SP刺激后脊髓星形胶质细胞显著活
化，p38MAPK活化后通过 CREB及 NF-κB信号途径导致胶质细胞炎性因子水平显著升高。
关键词：星形胶质细胞；活化；p38MAPK；CREB；NF-κB
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