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　　摘要:目的　构建人谷胱甘肽硫转移酶 M1(GSTM1)的 CHO 细胞表达体系。方法　重组质粒 pcDNA3.1-GSTM1 用

Lipofectamine TM2000转染 CHO 细胞 , 用 G418 筛选细胞的阳性克隆 , 并用 PCR、RT-PCR 和 Western blot 进行鉴定 , 测定

GSTM1 酶活性。结果　GSTM1 基因已转染到 CHO 细胞的基因组 , 并转录表达 , 生成 GSTM1 蛋白 , 经测定活性达到

28mmol/(min·mg prot)。结论　通过 CHO-GSTM1 细胞表达 ,为基因工程生产具有完整功能GSTM1的进一步纯化提供了材

料 ,为研究化学致癌物在真核细胞中的代谢 , 作为遗传药理学 、毒理学研究的候选细胞株奠定了基础。
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Abstract:Objective To establish an expression system for the human glutathione-S-transferase M1 (GSTM1)gene in the Chinese

Hamster Ovary(CHO)cells.Method　The CHO cells were transfected with recombinant plasmid vector pcDNA 3.1-GSTM1 by Lipo-

fectamine TM 2000.The expression of secreted CHO-GSTM1 in G418-resistant clones was assayed by polymerase chain reaction (PCR),

reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and Western blot to measure the activity of GSTM1.CHO-GSTM1 highly-

expressed clone was cultured to collect supernatant and activity was assayed by U-2001 ultraviolet spectrophotometer.Result CHO-

GSTM1 transfected was screened by G418 and assayed by PCR, RT-PCR andWestern blot.Results showed that the GSTM1 gene has

been transfected into the genome of the CHO cells and transcripted and expressed as protein of GSTM1 with biological activity of 28

mmol/ (min·mg protein).Conclusion　Expression of GSTM1 in CHO cells provided materials for further purification of GSTM1 with

complete functions and laid a foundation for candidate strains used in the studies on metabolism of chemical carcinogen in eukaryotic

cells , and genetic pharmacology and toxicology.
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　　谷胱甘肽硫转移酶 (glutathione S-transferase ,

GST)是一组具有多种生理功能的蛋白质 , 参与机体

解毒作用的超级基因家族酶系[ 1] 。GSTs是参与代谢

外来化学物质 (包括致癌 、致突变剂)的重要酶系 ,

在抗诱变和抗肿瘤中具有重要作用 。研究发现 , 细胞

对7 , 8-氧化苯乙烯的敏感性受 GSTM1 浓度的影响 ,

含有重组GSTM1阳性的细胞系 , 能有效解毒 7 , 8-氧

化苯乙烯的毒性
[ 2]
。通过移民流行病学研究表明 , 中

国Hmong 人同白人相比 , 显著地缺乏 GSTM1 和 GSTT1

基因 (分别是82%vs 54%和 61%vs 18%)[ 3] 。GSTM1

缺失型的哮喘儿童小气道可能对臭氧的有害作用更敏

感 , 补充抗氧化剂维生素 C和维生素 E后 , 获得很好

的效果[ 4] 。GSTP1 多态性和 GSTM1 缺失型与食管癌的

发生相关 , 而 CYP2A6 、 CYP2E1 、 SOD2 和GSTT1 多态

性与食管癌的发生不相关
[ 5]
。在调整了吸烟和人乳头

瘤病毒等因素后发现 , GSTM1 纯合缺失型与 GSTM1 阳

性个体与宫颈癌的发生呈显著相关 , 危险性增加 3.4

倍
[ 6]
。本研究通过 GSTM1 在 CHO细胞中的表达 , 为

其解毒酶的机制研究奠定基础。

1　材料与方法

1.1 　材料

1.1.1　细胞株和质粒来源　本研究所用细胞株和质

粒主要特征及来源见表 1。

·289·　　中国工业医学杂志　2004年 10月第 17卷第 5期　　Chinese J Ind Med　Oct 2004 , Vol.17 No.5



表 1　细胞株基本情况

细胞株和质粒名称 特　　　　点 来　　源

CHO 成纤维细胞型 , 贴壁生长 上海细胞生物学研究所细胞库

pcDNA3.1-GSTM1 Ampr , Neo r , expression vector of GSTM1 本研究构建

CHO-GSTM1 Neo + , cell st rain of GSTM1 本研究构建

1.1.2　主要试剂　DMEM 液体培养基 、 CHO细胞无

血清培养基 (SH30100.02)、 胎牛血清均购于 Hyclone

公司 , L-谷氨酰胺 (L-glutamine)购于 Gibco 公司 ,

Lipofectamine TM 2000购于 Invitrogen公司 , 胰蛋白酶 、

还原型谷胱甘肽 (GSH)、 G418 购于 Sigma 公司 ,

DNA提取试剂盒购于Vitagen公司 , AMV Reverse Tran-

scriptase 购于 Promega 公司 , RNeasy
★R
Mini Kit 、 Qi-

aquick★Rplasmid extract Kit 购于 Qiagen公司 , Glutathione

S-Transferase Mu Ab-1购于 Neomark 公司 , 2 , 4-二氯-

1-硝基苯 (CDNB)购于 Fluka 公司 , 二氨联苯胺

(DAB)购于 Roche公司 。

1.2　引物的设计与合成

根据 Genbank 中的 GSTM1 (GI:183668)基因

cDNA序列 , 结合克隆质粒 pNEB193和 pcDNA3.1上

多克隆位点 , 在上游加上 Hind Ⅲ酶切位点 , 下游加

上BamH Ⅰ酶切位点 , 酶切位点前加 2 ～ 3 个保护碱

基 , 运用 oligo 软件自行设计引物 , 由上海 Sangon合

成 , 见表 2。
表 2　GSTM1 引物一览表

引物名称 引物长度 引物序列 酶切位点 产物长度

P1 27base 5′TGC AAGCTT ATGCCCATGATACTGGGG3′ HindⅢ 654bp

P2 27base 5′ACCGGATCCCTACTTGTTGCCCCAGAC3′ Bam HI

P3 20base 5′GAATCCGCACCAACCAGCAC 3'

P4 23base 5′CTCACTCCCACCACCTCCTGGCC 3′

1.3　重组质粒 pcDNA3.1-GSTM1 的提取

按照Qiaquick
★R
plasmid extract Kit方法进行 , 并经

U-2001紫外分光光度计测定浓度 , 调整至 1.0μg/μl。

1.4　转染筛选

1.4.1　G418效应的测定　将 CHO细胞用胰酶消化 ,

制成细胞悬液 , 接种入每孔细胞数为 5×105;每组作

4 个复孔 , 按 500 、 550 、 600 、 650 、 700 、 750 、 800 、

850 、 900 mg/ml 梯度浓度向每孔中加入不同量的

G418;计算在 10 d内能全部杀死 CHO细胞的最低浓

度为 750 mg/ml。

1.4.2 　转染　转染前24 h胰酶消化收集细胞 , 分至

24孔板加无血清培养液 , CO2温箱培养 24 h;待细胞

生长至90 %左右时 , 取 48μl DMEM 培养基 , 加 2μl

重组质粒 pcDNA3.1-GSTM1 混匀;另取 48 μl DMEM

培养液 , 2μl lipofectamine
TM
2000混匀后 , 加入上述液

体混匀 , 室温放置 20 min , 加入 24孔板 , 混匀 , 室

温放置 10 min;加 400 μl 无血清培养液至37 ℃、CO2

温箱培养 , 同时做 CHO 、 CHO-pcDNA 3.1对照。

1.4.3　CHO-GSTM1 阳性细胞株筛选　取转染 36 h

细胞 , 胰酶消化 , 制成单个细胞悬液 , 取少量细胞

液 , 用台盼蓝染色并计数活细胞 , 将细胞悬液连续倍

数稀释 (有限稀释法), 配成浓度分别为10 cell/ml的

细胞悬液 , 将稀释好的细胞悬液分别接种于 96孔板

中 , 每孔加 100 μl (G418 750 mg/ml), 置 CO2 温箱

37 ℃培养;标注于细胞接种后 12 h , 在倒置显微镜

下观察培养各孔细胞数 , 挑选只含一个细胞的孔 , 做

好标记并补加 100 μl培养液进行培养 , 加入 G418两

周左右 , 换至 350 mg/ml 作维持培养 , 分离单克隆转

种至 24孔板扩大培养。

1.4.4　CHO-GSTM1 重组细胞 DNA 制备及 PCR扩增

　按照 Vitagen 公司 DNA 提取试剂盒说明书方法进

行 , 以 DNA为模板 , 外引物 P3 、 P4作第一轮 PCR ,

以内引物 P1 、 P2作第二轮PCR。PCR反应条件均为:

94 ℃ 3min 预变性 , 94 ℃1min 变性 , 60 ℃ 1min 退

火 , 72 ℃ 1min 延伸 , 扩增反应 30 个循环 , 72 ℃

10min延伸。扩增产物用1.7%琼脂糖凝胶电泳鉴定。

同时做CHO 、 CHO-pcDNA 3.1对照 。

1.4.5　CHO-GSTM1 重组细胞总 RNA制备及 RT-PCR

扩增　按照 Qiagen 公司 RNeasy★RMini Kit方法进行。

RNA溶于 20 μl DEPC 处理的 ddH2O 中 , 用 AMV 以

random primer作 30 μl逆转录体系 , 42 ℃1 h , 70 ℃

10 min 灭活 。以 cDNA 为模板 , 扩增条件同 1.4.4。

同时做CHO 、 CHO-pcDNA 3.1对照 。

1.5　CHO-GSTM1 重组细胞的蛋白质的制备及 West-

·290· 中国工业医学杂志　2004年 10月第 17卷第 5期　　Chinese J Ind Med　Oct 2004 , Vol.17 No.5　　



ern blot测定

收集 CHO-GSTM1 重组细胞培养上清 , 经浓缩进

行12%聚丙烯酰胺凝胶电泳后转 PVDF 膜 , 用 1%脱

脂奶粉封闭液 4 ℃封闭过夜后 , 与兔抗人 GSTMu

Ab-1的多克隆抗体反应 4 h后 , 与第二抗体反应 2 h ,

用DAB 显色后观察目的条带。同时作 CHO 、 CHO-

pcDNA 3.1对照 。

1.6　CHO-GSTM1 重组细胞酶活性的测定

1.6.1 　蛋白标准曲线制备　取不同体积的5 mg/ml

蛋白标准液加入显色液 2.5 ml , 加磷酸盐缓冲液至等

体积各管充分混匀 , 放置 2 min , 之后于 1 h 内测定

在595nm 波长下的吸光度 , 计算蛋白质含量 , 同时作

样品测定 , 公式如下:

蛋白质浓度 (μg/ml) =由 A595值查标准曲线所

得蛋白质浓度 (μg /ml)/ [ 测试样品的用量 (ml)

×样品稀释倍数]

1.6.2　酶促反应　CHO-GSTM1 上清 (同时作样品对

照管), 于 37 ℃保温 2 min 后 , 分别向两管中加入

0.1ml 10 mmol/L CDNB , 对照管同时加入 0.6 ml质量

分数 20%三氯醋酸 , 终止CDNB-GSH 复合物的生成;

将两管置于 37 ℃温浴 5 min 后 , 向样品管中加入

0.6 ml 20%三氯醋酸 , 终止 CDNB-GSH 复合物的生

成。同时作CHO 、 CHO-pcDNA 3.1对照 。

1.6.3 　酶促反应产物的测定　取各管上清液0.5 ml ,

加双蒸水稀释至 5 ml , 每份样品和对照在 37 ℃下 ,

于347 nm波长处 , 以空白管调零 , 测其吸光度值 As 、

An , 记录结果并计算每分钟吸光度值的变化量

(ΔA)。

1.6.4　GSTM1酶活性测定　公式如下:

ΔOD=∑
As -An
5

根据公式 GSTM1 活性 mmol/ (min·mg prot) =

ΔA/ (8.5×蛋白浓度), 计算各样品GSTM1活性。

2　结果

2.1　CHO-GSTM1转染效果评价

人 CHO-pcDNA 3.1 、 CHO-GSTM1 , 在含 750 μg/

ml G418的培养液中培养 , 约 2周长出阳性克隆;而

未转染的 CHO 逐渐从瓶壁脱落 , 胞质回缩成圆形 ,

胞浆颗粒增多 , 甚至发生裂解 , 称死亡状态 。CHO-

pcDNA 3.1 、 CHO-GSTM1 细胞同转染前 CHO 细胞 ,

在外观形态上无变化 。

2.2　PCR扩增检测 pcDNA 3.1-GSTM1 在 CHO细胞基

因组中的整合

为了解转染细胞外源基因整合的情况 , 分别提取

连续传代的 CHO-GSTM1 和 CHO-pcDNA 3.1细胞基因

组DNA进行 PCR扩增 , 扩增产物用 1.7%琼脂糖凝

胶电泳分析表明 , 从 CHO-GSTM1 基因组中扩增出约

654bp大小的特异片段 , 未能从 CHO-pcDNA 3.1基因

组DNA中扩增出此片段 , 见图 1。提示 CHO-GSTM1

重组细胞株已稳定整合了GSTM1 基因 。

　　1:Gene Ruler 100bp DNA Ladder plus;2 , 3:PCR产物 (654bp)

图 1　CHO-GSTM1PCR产物 1.7%琼脂糖凝胶电泳

2.3　RT-PCR扩增检测 pcDNA 3.1-GSTM1 在 CHO细

胞的转录

为了解外源基因转染 CHO 细胞的转录情况 , 分

别提取连续传代的 CHO-GSTM1 和 CHO-pcDNA 3.1细

胞总 RNA , 进行 RT-PCR扩增 , 扩增产物用 1.7 %琼

脂糖凝胶电泳分析表明 , 从 CHO-GSTM1 的 RT-PCR

中扩增出约 654 bp大小的特异片段 , 未能从 CHO-pc

DNA 3.1基因组 DNA中扩增出此片段 , 见图 2 。提示

从转录水平证实 CHO-GSTM1 重组细胞株表达了

GSTM1 基因。

　　1:1kb DNA ladder;2 , 3:不同样本的 RT-PCR产物 (654bp)

图 2　CHO-GSTM1 RT-PCR产物 1.7%琼脂糖凝胶电泳

2.4　Western blot检测 pcDNA 3.1-GSTM1 在CHO细胞

的蛋白表达
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将聚丙烯酰胺凝胶电泳后的胶转印 PVDF 膜 , 与

兔抗人 GSTMu Ab-1 的多克隆抗体反应后 , 与第二抗

体反应 2 h , DAB 显色后 , 分别可见分子质量约

28 000 u 特异性条带 , 即 GSTM1 蛋白 。提示 GSTM1

编码基因在所转染的 CHO中获得了表达 , 见图 3。

1.CHO-pcDNA 3.1;2.CHO-GSTM1

图 3　CHO-GSTM1 的Western blot分析

2.5　CHO-GSTM1 重组细胞酶活性的测定

蛋白含量标准曲线的回归方程  y(μg)=0.1421+

0.0019x(吸光度 A),相关系数 r=0.983 ,经假设检验 ,

P <0.01 。GSTM1活性为 28 mmol/(min·mg prot)。

3　讨论

据报道 , GSTM1 纯合缺失型是土耳其人发生肺

癌的一个独立危险因素[ 7] 。每年吸烟大于 20包的男

性与非吸烟者相比 , 患直肠癌的危险性增加 , 并受

GSTM1 基因型的影响[ 8] 。单独或联合具有 GSTM1 和

CYP1A1 多态性的智利人和日本人对前列腺癌均很易

感
[ 9 ,10]

。病例-对照研究发现 , CYP2E1Rsal 同源性变

异与肺腺癌的危险性降低有关 , 具有 GSTM1 纯合缺

失型和CYP2E1Rsal 野生型的人增加了患肺腺癌易感

性[ 11 ,12] 。GSTM1 纯合缺失型和 GSTP1 I/ I 基因型增

加了汽车尾气引起的过敏反应[ 13] 。GSTM1 纯合缺失

型是重度吸烟者患肺癌的中度危险因子 , GSTT1 则无

作用 , 而 GSTP1 需 要 进 一 步 研 究
[ 14]
。 联 合

CYP1A1 Ⅱe (246)Val 同源性变异和GSTM1 纯合缺

失型可能是非吸烟者患肺癌的重要作用[ 15] 。韩国

GSTM1 纯合缺失型胃腺癌病人与预后不良有关[ 16] 。

与原核表达系统相比 , 哺乳动物表达系统具有明

显的优点 。CHO细胞是目前公认的一种哺乳动物较

理想的表达系统 , 具有准确的转录后修饰功能 , 表达

的药物蛋白在分子结构 、 理化特性和生物学功能方面

最接近于天然蛋白分子;具有产物胞外分泌功能 , 便

于下游产物分离纯化;具有重组基因的高效扩增和表

达能力;具有贴壁生长特性 , 且有较高的耐受剪切力

和渗透压能力 , 可以进行悬浮培养 , 表达水平较高;

CHO细胞属于成纤维细胞 , 很少分泌自身的内源蛋

白 , 利于外源蛋白的后分离 。但 CHO细胞培养成本

高 , 条件难以掌握 , 易污染 , 在一定程度上影响了它

的广泛应用。

GSTM1 基因已转染V79 、 人宫颈癌上皮细胞和人

卵巢癌细胞株 A2780[ 17～ 19] , 但尚未见到 GSTM1 转染

CHO的报道 。结果提示 CHO细胞和 pcDNA 3.1载体

是一对良好的重组蛋白表达系统 , pcDNA 3.1-GSTM1

成功转染 CHO 细胞 , CHO-GSTM1 重组细胞株的构

建 , 为研究毒物代谢的机制 , 特别是模拟多环芳烃类

环境污染物的代谢 , 具有重要的应用价值 , 可能成为

基因预防和治疗的候选细胞株 。
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时 , 由于目的片段酶切后相邻 片段大小相差较少 ,

为达到较好的检测效果 , 一方面可以增加常用的琼脂

糖凝胶的浓度 (3.0%～ 3.5%)和电泳时间 , 另一方

面也可以选择高分辨率的凝胶 (如聚丙烯酰胺)进行

电泳 。

本次研究结果表明 , CRS-RFLP 是检测基因 SNP

的一种简便易行的有效方法 , 国外最早曾应用该方法

进行Kirsten鼠癌基因的突变检测[ 11] , 以后又用于苯

丙酮尿症及地中海贫血等疾病的基因突变检测。该方

法大大拓宽了 RFLP的适用范围 , 在实际应用中具有

很大的灵活性 , 同时又很好地保持了 RFLP 方法的一

些优点 , 具有较好的应用前景 , 特别适合于基层单位

开展已知位点 SNP 的检测 。应用高通量检测技术对

已知位点的 SNP 进行检测时 , 如果样本量过少 (检

测成本将增加), 也可以考虑应用该方法 。随着人们

对疾病认识的不断深入 , 对发病群体和易感人群进行

基因多态性的检测也日益广泛 。在公共卫生领域 , 通

过检测相关基因如毒物代谢酶基因 、 DNA 损伤修复

基因以及细胞周期调控基因 、 免疫因子基因等的多态

性 , 一方面可以深入研究有关环境暴露因素所致疾病

的具体发病机制 , 另一方面也可筛检易感人群来开展

有效的健康监护工作 。而对其他一些与遗传关系密切

的疾病 , 如果能明确基因突变的具体情况 , 则也可应

用该方法进行疾病的检测及辅助诊断工作。在开展这

些工作的基层单位 , 一些高通量的现代检测技术由于

仪器以及检测成本昂贵 , 需要相应的技术平台支持等

原因还较少推广应用 , 此时 , 仅需要 PCR扩增仪 、

电泳仪和成像仪等设备就可开展工作的 RFLP 技术仍

然具有较强的实际应用意义 , 利用 CRS-RFLP技术进

行已知位点 SNP 检测方法的应用 , 无疑将对基层的

疾病预防控制工作产生良好的促进作用 。
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