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遗传密码子扩充系统表达载体及其稳定细胞系的
构建
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[摘要] 目的：构建异源表达遗传密码子扩充系统的HeLa细胞系。方法：用PCR方法扩增MmBocRS、PyltRNA基因，

定向克隆到Lenti—EFlct—Puro载体中，构建Lenti-EFlct—BoeRS、Lenti—PyltRNA表达质粒；在HEK293T细胞中进行病

毒包装，用获得的慢病毒感染HeLa细胞，获得BocRS—tRNA。。．稳定细胞株；分别应用实时定量PCR和Westem印迹鉴

定该稳定细胞系中MmBocRS和PyltRNA的表达；利用转染EGFP的琥珀突变体验证BocRS—tRNA。。．稳定细胞株的功

能。结果：酶切及测序表明Lenti-EFlot—BocRS和Lenti～PyhRNA质粒构建正确；实时定量PCR结果显示BocRS—

tRNAcu一稳定细胞株中PyltRNA的表达量显著提高；Western印迹结果显示BocRS—tRNA。稳定细胞株中MmBocRS基

因的表达量明显高于空白对照；转染EGFP琥珀突变体结果表明，可以通过非天然氨基酸来控制EGFP的表达。结

论：构建了能稳定表达MmBocRS和PyltRNA的BocRS—tRNA。。．细胞株，并实现了通过非天然氨基酸控制蛋白表达，为

研究定点插入非天然氨基酸提供了细胞模型。
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[Abstract] Objective：To establish a HeLa cell line heterologous—expressing orthogonal aminoacyl—tRNA synthe—

tase／transfer RNA(tRNA)pairs．Methods：MmBocRS and PyltRNA genes were amplified by PCR and cloned into

Lenti—EFIet—Puro vector to construct Lenti—EFIet—BocRS and Lenti—PyhRNA expression plasmids．Virus packaging

was carried out in HEK293T cells．HeLa cells were infected with the obtained lentivirus to obtain BocRS—tRNA(u^

stably transfected cells．The expression of MmBocRS and晰ftRNA in the stably transfected cells were identitled

by real—time quantitative PCR and Western blot respectively．The function of BoeRS—tRNAcu^stably transfected

cells was examined by transfected amber mutant of EGFP．Results：Lenti-EFla-BocRS and Lenti—PyhRNA plas—

mids were constructed correctly．The results of RT-PCR showed that the expression of PyltRNA in BocRS——
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tRNAcU^stably transfeeted cells was enhanced．Western blotting showed that the expression of MmBocRS gene in

the stably transfected cells was significantly higher than in the blank control group．Transfection of EGFP amber

mutant revealed that EGFP expression was controlled by unnatural amino acids．Conclusion：The BocRS—tRNAcu^

cell line stably expressing MmBocRS and PyhRNA was constructed and the expression of the protein was con—

trolled by unnatural amino acid．It provided a cellular model for studying the insertion of non-natural amino acids．

【Key words]genetic codon expansion；unnatural amino acids；lentivirus vector；stably transfected cells

遗传密码子扩充技术是利用正交性氨酰

tRNA合成酶一tRNA(tRNA／aaRS pairs)识别mRNA

上的无义密码子，并在其相应位点插入非天然氨

基酸”1。一些tRNA／aaRS pairs经过演变已能编码

100多种非天然氨基酸口，，这些非天然氨基酸通常

都具有特殊的物理、化学或生物特性，因此实现

非天然氨基酸插入的遗传密码子扩充技术已在

蛋白质研究中展现出丰富多样的应用潜质。如

控制蛋白交联反应，Chin等”1在钙调蛋白上分别

引人含有叠氮基团和炔烃的非天然氨基酸，利用

click reaction形成一个交联三唑结构。与传统蛋

白环化形成重组蛋白相比，遗传密码子扩充技术

可以在蛋白的任意位点实现，不再仅限于末端；

遗传密码子扩充可以通过非天然氨基酸在蛋白

的特定位点标记任意标签川，这些标签可以是荧

光探针”，、核磁共振探针陋·、红外线探针”，，甚至可

以是一些细胞毒素类或生物素类的分子峰，，遗传

密码子扩充的优势在于它可以把对蛋白结构的

干扰降到最小，以避免影响蛋白的功能和定位。

为了方便遗传密码子扩充技术相关实验的

进行和探究，我们利用慢病毒载体构建表达遗传

密码子扩充系统，并进一步得到了能够实现定点

插入非天然氨基酸Boc—lysine的稳定细胞株

BocRS—tRNA。。。，为遗传密码子扩充的应用搭建了

一个平台，为遗传密码子扩充实验的开展提供了

便利，也保证了实验的时空一致性。

1材料和方法

1．1 材料

人胚肾细胞293T和人宫颈癌细胞HeLa(均

用含10％胎牛血清和l％青、链霉素的DMEM培养

基在37℃、5％CO：培养箱中培养，2 d传代一

次)，质粒Lenti-EFl 0【一Puro、pGP、pVSVG和pEG-

FP—N1为本实验室保存；大肠杆菌DH5a感受态

菌株、胶回收试剂盒、细胞RNA提取试剂盒及

Quant One Step qRT-PCR(SYBR Green)试剂盒

购自天根生化科技有限公司；Q5超保真DNA聚

合酶、限制性内切酶BstB I、BamH I、Cla I、Xba

I及T。DNA连接酶购自NEB公司；无内毒素质

粒小提试剂盒、Anti Flag—Tag Mouse Monoclonal

Antibody、Anti GAPDH Mouse Monoclonal Anti-

body和Goat Anti—Mouse IgG(H+L)HRP Conju—

gate购自康为世纪生物科技有限公司；胎牛血清、

细胞培养基DMEM、OPTI—MEM、胰蛋白酶、青霉

素、链霉素均购自Gibco公司；TurboFect转染试剂

购自Thermo公司；非天然氨基酸Boc—lysine购自

Bachem公司；MmBocRS(为方便后续检测，在

MmBocRS 57端连有Flag)、PyltRNA基因序列来源

于古生菌Methanosarcina mazei，由北京奥科鼎盛

生物科技有限公司合成。

1．2质粒载体构建及鉴定

PCR扩增Mm日ocR．s片段，正向引物为5 7一TG

ATTCGAATTCGCCGCCACCATGGATAAAAAAC一37．

反向弓I物为5’一GCGGGATCCTTACAGGTTGGTAG一

37。将回收的PCR产物和质粒Lenti—EFl 0【一Puro

分别用BstB I、BamH I酶切，酶切产物经1％琼脂

糖凝胶电泳检测，用DNA胶回收试剂盒纯化回收

目的产物，再用T4 DNA聚合酶连接构成重组质

粒Lenti—EFlot—BocRS，转化大肠杆菌DH5a，挑取

阳性克隆培养后提取质粒，送北京奥科鼎盛生物

科技有限公司测序。

同理构建重组质粒Lenti—PyhRNA。PCR扩增

PyltRNA片段，正向引物为5’一CCCATCGATGATT

C7rrCATGCAATT一3 7，反向引物为5 7一CTAGTCTAG

ACAAGGC7ITGACCGAC一3’。用Cla I、Xba 1分别

对回收的PCR产物和质粒Lenti—EFlOt—EGFP进行

双酶切。
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1．3慢病毒包装

消化293T细胞制成单细胞悬液，根据实验需

要将适量细胞铺至100 mm皿中，待细胞密度达

到60％～80％时进行转染。将0．86 txg VSVG、

1．72¨g GP、3．44斗g Lenti-EFIOt—BocRS、12

lxL 100 Ixmol／L的PEI一起加入1．33 mL PBS中

形成转染复合物，将转染复合物轻微吹打混匀后

室温孵育10 min，直接加入铺种的平皿中，轻轻

摇动平皿，使转染复合物均匀分布，将培养板置

于37℃、5％CO：恒温孵箱培养，6～8 h后更换为

含5％胎牛血清的DMEM培养基。分别于转染后

48和72 h收集平皿中的培养上清，4。C、1200 r／

min离心10 min除去细胞碎片，用0．45¨m滤器

过滤，过滤液再用Amicon Ultra-15 50K于4。C、

5000 r／min离心20 min，得慢病毒液Lenti—EFlOt—

BocRS，分装后于一80。C保存或立即使用。

同样步骤得到慢病毒液Lenti—PyhRNA。

1．4慢病毒液感染HeLa细胞系

感染前1 d将HeLa细胞铺至12孔板，当细胞

密度达80％左右时，取慢病毒液Lenti—EFl仅一

BocRS和Lenti—PyltRNA共同感染HeLa细胞。感

染时，在含有病毒的培养上清中加入聚凝胺

(polybrene)至终浓度为6 txg／mL以提高病毒感染

效率。感染24 h后，弃去感染孔中培养基，换上

500斗L新鲜的完全培养基；感染48 h时进行药

筛，把孔内培养基换为含嘌呤霉素(终浓度为3

txg／mL)的培养基进行筛选，将感染并筛选后的细

胞传代，并继续施加嘌呤霉素进行维持性筛选培

养；连续筛选并传3代后，冻存保留BocRS-

tRNA帆稳定细胞株。

1．5 实时定量PCR检测PyltRNA的表达

从细胞中提取RNA，定量，取10 ng RNA为

模板，用实时定量PCR仪检测BocRS-tRNA。。。稳定

细胞株中PyltRNA的表达。PCR上游引物为57一T

CATGTAGATCGAACGGAC一37，下游弓I物为5 7一GA

ATCTAACCCGGCTGAA一37。以GAPDH基因为内

参，上游引物为5 7一TGACTTCAACAGCGACACCC

A一37，下游引物为57一CACCCTGTTGCTGTAGCCA

AA一37。用2以们‘分析基因的相对表达量。

1．6 Western印迹检测MmBocRS的表达

弃掉细胞里的培养基，用PBS洗一次，弃掉，

用裂解液裂解，冰浴30 min，12 000 r／min离心

10 min，取上清与6×上样缓冲液混匀，煮沸5

min。蛋白经10％SDS—PAGE分离后电转移至NC

膜，用5％脱脂牛奶封闭液封闭1 h；加入一抗

Anti Flag—Tag Mouse Monoclonal Antibody(1：

2000)、Anti GAPDH Mouse Monoclonal Antibody

(1：2000)，室温温育2 h或4℃温育过夜；用TBST

洗膜3次，每次10 min；加入相应的二抗Goat An．

ti—Mouse IgG(H+L)HRP Conjugate，室温温育1

h；用TBST洗膜3次，每次10 min；ECL显影。

1．7质粒转染稳定细胞株

将pEGFP—N1质粒上3mr突变为琥珀密码子
TAG，正向弓I物为57一GCGATGCCACCTAGGGCAA

GCTGAC一37，反向弓I物为57一GTCAGCTTGCCCTA

GGTGGCATCGC一37，得到突变体质粒pEGFP—N1一

UAG。转染前1 d将细胞BocRS—tRNA。。。铺至12

孔板，当细胞密度达80％左右时进行转染。将1

斗g pEGFP—N1-UAG与2斗L TurboFeet一起加入

100 IxL OPTI—MEM中形成转染复合物，轻微吹

打混匀后室温孵育10 min，直接加入铺种的平板

中，轻轻摇动平板，使转染复合物均匀分布，将培

养板置于37。C、5％CO：恒温孵箱中培养，6 h后

更换为含10％胎牛血清的DMEM培养基，其中一

个孔含l mmol／L Boc-lysine。

2 结果

2．1 重组慢病毒载体的构建

从连接产物转化的平板上挑取重组慢病毒

载体的单克隆，培养后提取质粒酶切，酶切产物

经琼脂糖凝胶电泳鉴定(图1)，与预期的全长基

因大小吻合，进一步测序表明重组慢病毒载体

Lenti—EF 1仅一BocRS和Lenti—PyhRNA构建成功。

2．2 实时定量PCR检测稳定细胞株中PyltRNA的

表达

利用实时定量PCR检测BocRS—tRNA。。。稳定

细胞株中PyltRNA的表达量。表1结果显示，与

HeLa细胞相比，BocRS—tRNA。。。稳定细胞的Pyf．

tRNA表达量显著提高。说明稳定细胞株可以稳

定提供遗传密码子扩充系统中的正交性tRNA。

2．3 Western印迹检测稳定细胞株中BocRS的表达
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将BocRS—tRNA。。。稳定细胞和HeLa细胞分别

加入适量裂解液提取蛋白，用上清液进行SDS—

PAGE，Western印迹检测BocRS(BocRS 5’端连有

Flag)的表达(图2)，结果显示2组细胞在GAPDH

大小处均出现了明显条带，稳定细胞株用Flag抗

体能检测到明显的特异条带，而对照HeLa细胞无

条带。说明构建的稳定细胞株能稳定表达遗传

密码子扩充系统中的正交性氨酰tRNA合成酶。

2．4验证稳定细胞株插入非天然氨基酸的功能

为检测构建的BocRS—tRNA。。。稳定细胞株是

否能通过添加非天然氨基酸来控制目的蛋白的

表达，将pEGFP—N1的”Tyr突变为琥珀密码子

TAG，测序结果如图3。将pEGFP—N1的琥珀突变

体转染BocRS—tRNA。。稳定细胞株，6 h后将一孔

内的培养基换为含1 mmol／L Boc—lysine的10％胎

牛血清DMEM，另外一孔换为新鲜的10％胎牛血

清DMEM，转染24 h后镜下观察结果。由图4可

知，只有在Boc—lysine存在的情况下pEGFP—N1的

琥珀突变体才能表达绿色荧光蛋白，表明构建的

BocRS—tRNA。u稳定细胞株确实可以实现遗传密

码子扩充。

[
萱
i

●
图1 重组质粒的双酶切鉴定

M：TlallSl5K DNA marker；l：l,enti-EFl o【一Bo(-RS的BstB I、BamH

双酶切产物；2：Lenti—PyhRNA的Cla I、．Yba I双酶切产物

HeLa

BocRS-Flag

3 讨论

正交性氨酰tRNA合成酶一tRNA对于实现遗

传密码子扩充是必不可少的，通常都是利用瞬时

转染技术把它们转染到细胞内。但瞬时转染对

于某些特定细胞的递送效率很低甚至不能实现，

而且每次转染受细胞状态、细胞密度及实验操作

者经验的影响较大，不利于保证每次试验的时空

一致性。因此，发展出了病毒载体来构建遗传密

码子扩充系统。使用病毒载体不仅能在常规的
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图3 pFGFP—Nl琥珀突变体测序结果
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细胞系中实现遗传密码子扩充，甚至能在神经元

细胞、胚胎干细胞及胚胎成纤维细胞中实现遗传

密码子扩充。SchultzlsJ等用杆状病毒表达载体实

现了利用遗传密码子扩充系统插入非天然氨基

酸，虽然杆状病毒具有大的基因容载量，但慢病

毒载体更常见，应用更为广泛。

遗传密码子扩充技术在病毒领域也得到了

广泛应用，如GUOc91探索了在HIV基因组中用遗传

密码扩充技术制新型疫苗；Chen和LitlOl通过在丁

肝病毒表面插入非天然氨基酸实现了荧光分子

标记和示踪等。由于病毒的特殊性，不同病毒的

生活周期差异很大，如果采用瞬时转染技术，不

好控制正交性氨酰tRNA合成酶一tRNA的表达和

病毒扩增之间的时间关系，而我们构建的BocRS—

tRNA。。．稳定细胞株可以避免这个问题。

由实验结果可知BocRS—tRNA。吡稳定细胞株

能稳定表达正交性MmBocRS及正交性Pyl—

tRNA。⋯并且该稳定细胞株为Boc—lysine依赖，符

合遗传密码子扩充系统的要求。综上所述，我们

构建的BocRS—tRNA。。．稳定细胞株可以作为遗传

密码子扩充系统应用的一个工具细胞，为遗传密

码子技术的开展提供了便利。
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