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PRMT2 慢病毒表达载体的构建及鉴定

钟摇 警,杨心治,张艳敏,高海花,秦旭平,文格波*

(南华大学附属第一医院临床医学研究所,湖南 衡阳 421001)

摘摇 要:摇 目的摇 构建精氨酸甲基转移酶 2(PRMT2)慢病毒表达载体。 摇 方法 摇 通过 PCR 扩增 PRMT2 cD鄄
NA,将 PRMT2 cDNA 连接于 GV308 载体,经测序确认后,将 GV308 / PRMT2 与 pHelper 1. 0 和 pHelper 2. 0 共转染至

293T 细胞中,收获病毒,通过 Real time PCR 测定滴度; 将 PRMT2 慢病毒表达载体侵染 293T 细胞,通过四环素诱导

和 Western blot 检测 PRMT2 慢病毒表达载体的表达能力。 摇 结果摇 在感染 PRMT2 慢病毒载体 293T 细胞中能检测

到 PRMT2鄄3Flag 融合蛋白的表达。 摇 结论摇 成功构建 PRMT2 的慢病毒表达载体。
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The Establishment and Identification of Lentivirus with PRMT2 Expression
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Abstract:摇 Objective摇 To obtain Lentivirus with PRMT2 expression. 摇 Methods摇 PRMT2 cDNA was obtained
from cDNA pool by RT鄄PCR,and the PRMT2 cDNA was ligated with GV308 vector; the GV308 / PRMT2
plasmid confirmed by sequencing was cotranfected with pHelper 1. 0 and pHelper 2. 0 into 293T cells to
obtain PRMT2 Lentivirus; titer of Lentivirus with PRMT2 expression was assessed by Real Time PCR; the
expression of PRMT2 was induced by Doxycycline hyclate and detected by Western blot in PRMT2 Lenti鄄
virus infected 239T cells. 摇 Results摇 PRMT2 Lentivirus could express PRMT2 in 239T cells. 摇 Conclu鄄
sion摇 Lentivirus with the expression of PRMT2 was successfully established.
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摇 摇 乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一,其病因尚

不清楚。 近年来,乳腺癌的发病率呈低龄化和逐年上

升趋势。 研究表明,乳腺癌的发生发展与多种因素有

关,其中,雌激素 /雌激素受体 琢(estrogen / estrogen re鄄
ceptor 琢,E2 / ER琢)参与了乳腺癌细胞的增殖、分化及

凋亡,在乳腺癌的发生发展过程中起着重要作用[1鄄3]。
ER琢 在配体(雌激素)作用下形成同源二聚体,在不同

的病理生理条件下,同源二聚体与不同靶基因启动子

区中的雌激素反应元件(estrogen response elements,

ERE)结合,并在 ER琢 众多共调节因子作用下,激活靶

基因转录[4鄄5]。 精氨酸甲基转移酶 2(protein arginine
methyltransferases,PRMT2)是 PRMTs 家族成员之一。
研究表明,PRMT2 仅具有微弱的甲基转移酶活性,却能

以配体依赖的形式提高 ER琢 的转录活性,被确认为一

种 ER琢 的共调节因子[6]。 PRMT2 亦能提高其他核受

体如雄激素受体和孕激素受体的转录活性[7]。 最近的

研究表明,PRMT2 还可通过转录因子甲基化、组蛋白甲

基化和 RNA 差异剪接等多种机制发挥不同的转录调

节作用[7鄄9],并在细胞分化、炎症反应、NF鄄资B 与瘦素信

号转导途径中起着一定作用[10鄄12]。 由此可见,PRMT2
的作用是非常复杂的。 前期研究表明,PRMT2 基因在

乳腺癌组织中的表达明显高于癌旁正常组织,在正常
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组织中表达于胞核,而在癌组织中则主要表达于肿瘤

细胞的胞浆,因此,推测,PRMT2 极有可能在肿瘤的发

生发展中起重要作用。 本研究将构建表达 PRMT2 的

慢病毒载体,为阐明 PRMT2 在乳腺肿瘤发生的作用提

供有效生物学工具。

1摇 材料与方法

1. 1摇 细胞培养

摇 摇 293T 细胞培养使用含 10% 胎牛血清(Gibco)、
2 mmol / L glutamine 和 100 U 青霉素的 DMEM (Hy鄄
clone,UT),在 37 益 5%CO2 条件下进行培养。
1. 2摇 PRMT2 过表达质粒载体构建

提取 293T 细胞总 RNA,经逆转录后 PCR 获得

PRMT2 cDNA,引物序列如下:PRMT2鄄P1:5忆鄄AAC CGT
CAG ATC GCA CCG GCG CCA CCA TGG CAA CAT
CAG GTG ACT G鄄3忆,PRMT2鄄P2:5忆鄄TCC TTG TAG TCC
ATG AAT TCT CTC CAG ATG GGG AAG ACT T鄄3忆,引
物由捷瑞生物技术公司合成。 PRMT2 cDNA 经 AgeI /
EcoRI 双酶切后与 GV308 载体(上海吉凯基因化学技

术有限公司)连接。 取连接产物5 滋L转化 Top10 感受

态大肠杆菌,铺琼脂平板(含 50 滋g / mL 氨苄青霉素),
37 益过夜培养。 次日挑取单菌落,经小量扩增,提取质

粒并纯化后送上海生工生物技术公司测序鉴定。
1. 3摇 PRMT2 过表达慢病毒在 293T 细胞内的包装

按阳离子脂质体 LipofectamineTM2000 (Invitro鄄
gen 公司)试剂盒说明操作,将 PRMT2 过表达慢病

毒表达载体质粒和 pHelper 1. 0 与 pHelper 2. 0 通过

共转染入 293T 细胞中,37 益孵育过夜后改换含丙

酮酸钠和非必需氨基酸的 DMEM 完全培养基继续

培养,72 h 后将细胞培养基以 4 益 3 000 r / min 离心

15 min,弃沉淀,将含有慢病毒颗粒的上清液分装

后,冻存于 - 80 益。
1. 4摇 Real time 定量 PCR 法测定病毒滴度

24 孔板每孔加入 500 滋L 培养基,接种约 1 伊
105 个 293 T 细胞。 次日,准备 7 个每管含有 90 滋L
培养基的无菌 Ep 管;将待测定病毒原液 10 滋L 加入

到第一个管中,混匀后,取 10 滋L 加入到第二个管

中,继续相同操作直到最后一管。 待测细胞每孔吸

去 90 滋L 培养基,分别加入稀释好的病毒溶液,将细

胞放入 37 益,5%CO2 培养箱中培养 24 h,加入新鲜

培养基 500 滋L 继续培养 24 h 后,抽提 RNA 进行

RT鄄qPCR 检查细胞中目的基因的拷贝数。 Real time

定量 PCR 目的基因引物序列如下:PRMT2鄄P3:5忆鄄
AAT TCC GTG GTG TTG TCG鄄3忆;PRMT2鄄P4:5忆鄄AAG
GTC CGC TGG ATT GAG鄄3忆。 内参引物序列如下:
Actin1:5忆鄄GTG GAC ATC CGC AAA GAC鄄3忆; Ac鄄
tin2:5忆鄄AAA GGG TGT AAC GCA ACT A鄄3忆。 反应

结束后得到 Ct 值,Ct 值的含义是:每个反应管内的

荧光信号到达设定阈值时所经历的循环数。
1. 5摇 Western blot

PRMT2 表达慢病毒感染 293T 细胞后 72 h,将细

胞 裂 解 液 ( 10 mol / L HEPES, 10 mmol / L KCl,
1 mmol / L EDTA, pH 8. 0, 0. 1% NP鄄40, 1 mmol / L
DTT,1 mmol / L PMSF 和 0. 5 mmol / L Na3VO4)置冰上

预冷,30 min 后制备抽提细胞蛋白。 12% SDS鄄PAGE
胶电泳分离,转膜。 5%牛奶封闭 45 min 后,孵育 Flag
一抗(1颐 3 000)1 h,而后孵育羊抗小鼠 IgG(1颐 4 000)
1 h。 化学荧光系统( Pierce,IL)检测。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 PRMT2 Tet鄄on 表达载体的构建及鉴定

摇 摇 参照 Lentiviral Expression System 说明书构建

PRMT2 慢病毒载体,并通过测序检验(图 1)。 结果

显示: PRMT2 序列成功插入到 GV308 载体 AgeI /
EcoRI 双酶切位点,测序证实序列与实验设计的碱

基序列一致。

图 1摇 PRMT2 慢病毒表达载体构建摇 A:GV308 载体; B:载体

酶切电泳(1:Marker,2:载体酶切产物,3:未酶切载体); C:PRMT2
基因 PCR 扩增电泳图 (1:Marker,2:扩增产物);D:重组载体 PCR 鉴

定(1,2:阴性对照,3:阳性对照,4:Marker,5 ~ 12:PRMT2 1 ~ 8 号重

组子)
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2. 2摇 PRMT2 慢病毒载体的包装及病毒滴度测定

病毒包装质粒混合物和 GV308 / PRMT2 重组质

粒载体通过脂质体共转染 293T 宿主细胞 48 h,收集

培养基进行病毒滴度测定,结果发现,在本次滴度检

测中,10 - 4 滋L 组样品和 Control 组样品的 Ct 值存在

显著差异,所以认为在 10 - 4 滋L 组样品中存在病毒

颗粒。 假定该组样品含有至少 1 个病毒颗粒,则病

毒的滴度为:2. 0 伊 108 TU / mL(图 2,表 1)。

图 2摇 病毒滴度检测摇 Real鄄time PCR 检测病毒滴度的荧光曲线,不同颜色曲线代表不同病毒滴度

表 1摇 不同浓度病毒感染后样品组的 Ct 值及表达量分析

样品组 Ct Actin Ct Target
gene

Ct Target
gene 均值

吟Ct = Ct Target gene
均值 - Ct Actin

CON 13. 73 - - -
- - -

1 滋L 13. 93 18. 06 18. 085 4. 155
18. 11

10 - 1 滋L 13. 94 21. 48 21. 5 7. 560
21. 52

10 - 2 滋L 13. 75 25. 67 25. 645 11. 895
25. 62

10 - 3 滋L 13. 66 28. 88 28. 83 15. 170
28. 78

10 - 4 滋L 13. 89 32. 08 32. 305 18. 415
32. 53

摇 摇 Ct Actin:Actin 循环数;Ct Target gene:靶基因循环数;Ct Target
gene 均值:两次实验靶基因循环数的均值;吟Ct = Ct Target gene 均值

鄄 Ct Actin:两次实验靶基因循环数的均值与 Actin 循环数的差值。

2. 3摇 PRMT2 慢病毒载体能在 293 T 细胞内表达

为确认 PRMT2 慢病毒是否可以在细胞内表达,
选用 PRMT2 具有较低内源性表达的 293T 细胞作为

病毒感染模型。 细胞经病毒感染 72 h 后,用四环素

诱导 PRMT2 蛋白表达,显微镜观察 293T 细胞形态

变化,结果发现部分细胞形态逐渐演变成长梭形,纤
维细胞样形态,呈现上皮鄄间质细胞转换( epithelial鄄
mesenchymal transition,EMT)现象(图 3)。 提取总

蛋白,通过 Western blot 检测细胞内 PRMT2鄄3Flag 融

合蛋白的表达,结果表明 PRMT2鄄3Flag 在 293T 细胞

中具有表达(图 4)。

图 3摇 四环素诱导 293T 细胞表达 PRMT2 前后细胞形态改

变(200 伊 )摇 A:无四环素诱导; B:四环素诱导后

图 4摇 PRMT2 慢病毒表达载体在 293T 细胞中诱导表达

PRMT2鄄3Flag 融合蛋白 摇 1:PRMT2 慢病毒表达载体感染 293T
细胞,无四环素诱导;2:PRMT2 慢病毒表达载体感染 293T 细胞,四
环素诱导;3:阴性对照,293T 细胞;4:阳性对照,WB 标准品———
SURVIVIN鄄3FLAG鄄GFP.

3摇 讨摇 摇 论

PRMTs 家族是哺乳动物细胞中常见的酶类,目
前发现其有 11 个成员, 具有不同的生物学功
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能[13鄄14]。 近年的研究表明,PRMTs 成员与肿瘤的生

成及侵袭转移关系密切。 Mathioudaki 等研究表明,
PRMT1 的高表达与乳腺癌的进展有关[15]。 Yoshi鄄
matsu 等采用基因芯片检测发现,PRMT1 与 PRMT6
参与了肺癌和膀胱癌的增殖[16]。 Al鄄Dhaheri 等的研

究表明,PRMT4(Coactivator鄄associated arginine meth鄄
yltransferase 1,CARM1)是 ER琢 阳性乳腺癌细胞分

化和增殖的重要决定因子[17]。 Frietze 等的研究表

明,CARM1 能够通过上调核转录因子 E2F1 而促进

乳腺癌细胞的增殖[18]。
我们前期的研究结果表明,PRMT2 主要表达于

乳腺、甲状腺、卵巢和子宫等雌激素相关的组织器

官,而在前列腺、睾丸等雄激素相关的组织器官中表

达较低[19]。 而且,我们采用荧光素酶双报告基因检

测与免疫共沉淀技术发现,在 ER琢 阳性乳腺癌

MCF7 细胞中,PRMT2 能与 ER琢 直接作用,在 10nM
雌激素作用下能显著提高 ER琢 的转录活性[20]。 以

上结果提示 PRMT2 可能在 E2 / ER琢 信号传导途径

中发挥着重要作用。 Park 等的研究表明,E2 / ER琢
能够上调 snail 与 slug 的表达,而下调 E鄄cadherin 的

表达,促进 EMT 的形成,诱导卵巢癌细胞的转

移[21]。 我们推测,PRMT2 有可能通过 E2 / ER琢 介

导,上调 snail 的表达,而下调 E鄄cadherin 的表达,促
进 EMT 的形成,诱导乳腺癌细胞的侵袭转移。 EMT
是一种以上皮表型缺失和间质表型获得为主要特征

的基本生理、病理现象,在胚胎发育以及细胞生长增

殖中起着重要作用[22]。 近年的研究表明,EMT 参

与了上皮性肿瘤的侵袭与转移[23]。 因此,EMT 分

子调控机制的研究为预防肿瘤转移提供强有力的实

验依据。 我们成功构建了 PRMT2 的慢病毒表达载

体,感染 293T 细胞后在四环素的诱导下,部分细胞

形态发生了明显的间质化改变,呈现 EMT 现象,这
提示 PRMT2 高表达可能促进 EMT 的形成,从而参

与乳腺癌发生发展及转移过程,但 PRMT2 具体通过

何种机制参与乳腺癌发生发展及转移过程还有待进

一步阐明。
本实验成功构建了 PRMT2 的慢病毒载体,并获

得了较高滴度 PRMT2 重组病毒,进一步实验证实在

四环素诱导下,239T 细胞中该重组病毒可成功被诱

导表达 PRMT2鄄3Flag 融合蛋白,由于该病毒载体具

有 3Flag 和 Puromycin 抗性筛选标记,PRMT2 重组病

毒可进一步用于细胞和动物模型的建立,为进一步

构建稳定性表达 PRMT2 乳腺癌细胞株和获得

PRMT2 转基因动物模型奠定了基础,同时也为深入

探索 PRMT2 在乳腺癌发生发展及转移过程中的作

用机制提供了强有力的生物学工具。
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