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摘　 要:　 目的　 体外构建含有 ＳＣＮ３Ａ 基因 ｍＲＮＡ 片段的质粒 ｐＣＭＶ６ ￣ＸＬ４ ￣ＳＣＮ３Ａ 的突变体 Ｎ３０２Ｓ(ｃ.９０５Ａ>
Ｇ)ꎬ为进一步的功能研究奠定实验基础ꎮ 　 方法　 设计带突变位点的引物ꎬ以野生型质粒为模板进行定点诱变ꎬ构
建突变质粒ꎮ 质粒经扩增纯化后瞬时转染到 ＨＥＫ２９３ 细胞中ꎬ２４ ｈ 后用 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法验证目的基因的表达ꎮ 　 结

果　 重组质粒经酶切鉴定及测序证实突变成功ꎮ 突变质粒转入 ＨＥＫ２９３ 细胞系 ２４ ｈ 后ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 可以检测到目的

基因的表达ꎮ 　 结论　 本实验成功地构建了 ＳＣＮ３Ａ 基因突变型真核表达载体 ｐＣＭＶ６ ￣ＸＬ４ ￣ＳＣＮ３Ａ￣Ｎ３０２Ｓꎬ并在基

因水平上验证了能在 ＨＥＫ２９３ 细胞中表达ꎮ
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　 　 癫痫是以脑部神经元异常高度放电所致的突发

和短暂的中枢神经系统功能失常为特征的综合征ꎬ
电压依赖性钠离子通道作为神经系统兴奋活动的基

础[１]ꎬ与癫痫的发生密切相关ꎮ 在哺乳动物中ꎬ已
经证实有功能表达的钠通道亚型有 ９ 型[２￣３]ꎬ亚型

ＳＣＮ１Ａ 早已明确为热性惊厥相关性癫痫的主要致

病基因[４￣５]ꎬ而 ＳＣＮ３Ａ 与癫痫的相关性在近年才逐
渐引起人们的关注[６￣８]ꎮ 本文作者对热性惊厥相关
性癫痫的病人进行 ＳＣＮ３Ａ 基因筛查时发现一例新

发突变 ｃ.９０５Ａ>Ｇ / ｐ.Ｎ３０２Ｓꎬ该突变位于钠离子通道

的孔区ꎬ而正常人对照中没有发现相应的突变ꎬ与人

和哺乳动物各型钠离子通道进行同源比对后发现高

度保留ꎬ提示可能为致病性突变ꎮ 为了进一步阐述

基因突变后对蛋白功能的影响ꎬ如对钠离子通道电

２３１ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＭａｒｃｈ ２０１７ꎬＶｏｌ.４５ꎬＮｏ.２



生理功能的影响ꎬ以探讨基因突变的致病机制ꎬ本实

验旨在构建 ＳＣＮ３Ａ 基因的突变表达载体ꎬ并在

ＨＥＫ２９３ 细胞上验证表达ꎬ为深入的功能研究提供

实验基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 质粒、菌株、细胞和主要试剂 　 　 含有正常人

ＳＣＮ３Ａ 基因 ｍＲＮＡ 全长片段的真核细胞表达质粒

(ｐＣＭＶ６￣ＸＬ４￣ＳＣＮ３Ａ)由北京敖锐东源生物科技有

限公司(ＯｒｉＧｅｎｅ ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎬＩｎｃ)合成ꎮ 电转化感

受态大肠杆菌菌株(ＳＴＢＬ２)购自于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ
ＨＥＫ２９３ 细胞购自中科院上海细胞库ꎮ 定点诱变试

剂盒( Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ 公司)ꎬＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｘｈｏｌ Ｉ 内切酶、
ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、胶回收试剂盒(大连宝生物工程有限

公司)ꎬ质粒提取试剂盒、转染试剂(德国 ＱＩＡＧＥＮ
公司)ꎬＤＭＥＭ、优等胎牛血清(赛默飞世尔化学制品

有限公司)ꎬＰＣＲ 扩增试剂盒(广州东盛生物制品有

限公司)ꎬＲＮＡ 提取试剂、逆转录试剂(Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公

司)ꎬ引物合成(上海生工生物工程有限公司)、ｍｉｌｌｉ￣
ｐｏｒｅ 透析膜(美国密理博公司)ꎮ
１.２　 实验方法

１.２. １ 　 ｐＣＭＶ６￣ＸＬ４￣ＳＣＮ３Ａ 野生质粒鉴定 　 　 将

ｐＣＭＶ６￣ＸＬ４￣ＳＣＮ３Ａ 全 长 序 列 输 入 软 件 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｇｅｎｅｓｉｓ 中(方法:进入 ｈｔｔｐ: / / ｐｒｉｍｅｒｇｅｎｅｓｉｓ. ｃｏｍꎬ点
击 ＤＮＡ Ｔｏｏｌｓꎬ输入碱基序列ꎬ点 Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ Ｍａｐ 显

示出所有酶切位点ꎬ选择合适内切酶ꎬ能将该序列切

为长短不同的两个以上的便于辨认的片段)ꎬ选择

ＥｃｏＲ ＩꎬＸｈｏ Ｉ 酶切位点ꎬ其中 ＥｃｏＲ Ｉ 有两个酶切位

点ꎬ能将该质粒切为长短不同的三个片段ꎬ依次为:
２ ５１４ ｂｐ、３ ６３７ ｂｐ、７ ５２６ ｂｐꎮ 配置双酶切体系:取
质粒约 １５０ ｎｇꎬＥｃｏＲＩ ０.５ μＬꎬＸｈｏＩ ０.５ μＬꎬ１０×ｂｕｆｆｅｒ
１ μＬꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 到 １０ μＬꎮ ３７ ℃孵育 ４５ ｍｉｎꎬ使用

１％琼脂糖凝胶电泳ꎮ 选取酶切正确的质粒纯化后

送华大基因公司测序ꎬ参照文献[９]所列引物测通

ＳＣＮ３Ａ 基因编码区全长序列ꎬ无碱基改变的质粒作

为定点诱导突变的模板ꎮ
１.２.２　 ｐＣＭＶ６￣ＸＬ４￣ＳＣＮ３Ａ￣Ｎ３０２Ｓ 突变质粒构建 　
采用 Ｑｕｉｃｋ ｃｈａｎｇｅ ＸＬ ｓｉｔｅ￣ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｋｉｔ 定
点诱变试剂盒ꎬ按说明书要求设计引物及进行扩增ꎬ
正反向引物为反向互补ꎬ所用引物如下ꎮ

ＳＣＮ３Ａ￣Ｎ３０２Ｓ￣Ｆ: ５′￣ＧＧＣＡＣＡＡＴＧＧＡＴＴＣＡＡＧＴ￣
ＧＧＧＡＣＡＴＴＴＧＴＴＡＡＴＧ ￣３′ꎬＳＣＮ３Ａ￣Ｎ３０２Ｓ￣Ｒ:５′￣ＣＡＴ￣

ＴＡＡＣＡＡＡＴＧＴＣＣＣＡＣＴＴＧＡＡＴＣＣＡＴＴＧＴＧＣＣ ￣３′ꎮ
(１)突变质粒的 ＰＣＲ 扩增:反应体系为５０ μＬꎬ按次

序加入 ｄｄＨ２Ｏ ３７ μＬꎬ １０ × Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬꎬ
ｄＮＴＰ ｍｉｘ (１０ ｍＭ)１ μＬꎬ正、反向引物(１２５ ｎｇ / μＬ)
各 １ μＬꎬ ＰｆｕＴｕｒｂｏ ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ ( ２ ５ Ｕ / μＬ)
１ μＬꎬ ｐＣＭＶ６￣ＸＬ４￣ＳＣＮ３Ａ 质粒 (约 ２０ ｎｇ ) １ μＬꎬ
Ｑｕｉｋ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ ３ μＬꎮ 反应条件为: ９５ ℃ 预变性

１ ｍｉｎꎬ然后 ９５ ℃变性 ５０ ｓꎬ６０ ℃退火 ５０ ｓꎬ６８ ℃延

伸 １４ ｍｉｎꎬ１８ 个循环ꎬ最后 ６８ ℃保温 ４０ ｍｉｎꎮ (２)
模板质粒的去除:在上述 ＰＣＲ 产物中加入 １ μＬ Ｄｐｎ
Ｉ 于 ３７ ℃水浴中处理 １ ｈꎬ以除掉母质粒ꎮ 该步骤

的原理是:Ｄｐｎ Ｉ 内切酶作用于来自大肠杆菌的甲

基化的质粒 ＤＮＡꎬ而 ＰＣＲ 扩增的新质粒 ＤＮＡ 没有

甲基化ꎬ不会被 Ｄｐｎ Ｉ 内切酶所消化ꎮ (３)突变质粒

ｐＣＭＶ６￣ＸＬ４￣ＳＣＮ３Ａ￣Ｎ３０２Ｓ 的克隆:将上述酶切处理

的 ＰＣＲ 产物透析后ꎬ再电击转化 ＳＴＢＬ２ 感受态细

胞ꎬ涂布于 ＬＢ 平板上(含１００ μｇ / ｍＬ氨苄青霉素)ꎬ
３０ ℃条件下培养 ４８ ~ ７２ ｈꎬ挑取单克隆入 ＬＢ 液体

培养基(含 １００ μｇ / ｍＬ 氨苄青霉素)中ꎬ于 ３０ ℃条

件下振荡培养 ３６~４８ ｈ 至液体混浊ꎬ提取质粒ꎮ
透析过程:取预冷的 ２０％ ＰＥＧ８０００ 透析液

２ ｍＬ加入小培养皿内ꎬ 培养皿平放冰上ꎬ 夹取

ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 透析膜一张平放浮于透析液面上ꎬ光面朝

上ꎬＰＣＲ 产物小心滴在膜上ꎬ透析 １ ｈꎮ
电转化过程:吸取透析剩余液体约 ５ μＬꎬ加入

４０ μＬ 大肠杆菌 ＳＴＢＬ２ 电击感受态细胞中混匀ꎬ冰
浴 ３ ｍｉｎꎮ 混合液吸入 ０.１ ｃｍ 电击杯中ꎬ注意避免

产生气泡ꎬＥｃｏⅠ模式按压 ｐｕｓｌｅ 键一次ꎬ电击参数

为 １. ７５ ｋＶ、５. ００ ｍｓꎮ 电击杯内快速加入 ５００ μＬ
ＳＯＣ 混匀吸出ꎬ加入 １.５ ｍＬＥＰ 管内ꎬ然后经 ３７ ℃
２００ ｒｐｍ 振摇 １ ｈ 复苏后涂板ꎮ
(４)ｐＣＭＶ６￣ＸＬ４￣ＳＣＮ３Ａ￣Ｎ３０２Ｓ 质粒的鉴定和扩增:
按 ＱＩＡＧＥＮ 质粒提取试剂盒抽提质粒ꎬＥｃｏｌ Ｉ 和

Ｘｈｏｌ Ｉ 双酶切初步鉴定ꎬ电泳条带符合预期的质粒

送华大基因公司测序ꎮ 测序符合 ｃ.９０５Ａ>Ｇ 而其它

位点碱基无变化的质粒为突变成功ꎬ留取菌液 １５０
μＬ 加入 １５０ ｍＬ ＬＢ 液体培养基中扩大摇ꎬ３０ ℃条

件下持续振荡培养 ２４ ｈꎬ提取质粒ꎬ经酶切正确者测

浓度后放入－２０ ℃保存ꎬ供后续实验使用ꎮ
１.２.３　 质粒异源表达的鉴定

(１)细胞培养及转染:以含 １０％ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 高糖

培养基培养 ＨＥＫ２９３ 细胞ꎬ６ 孔板内接种ꎬ待细胞融

合近 ８０％时ꎬ按照每孔 ２. ０ μｇ ｐＣＭＶ６￣ＸＬ４￣ＳＣＮ３Ａ
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野生型或突变型质粒及 １５ μＬ ＰｏｌｙＦｅｃｔ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
Ｒｅａｇｅｎｔ 的比例进行转染ꎮ 步骤为:按上述比例混合

的质粒加入不含抗生素和血清的 ＤＭＥＭ １００ μＬ 中ꎬ
再加入转染试剂 １５ μＬ 轻轻混匀ꎬ室温静置 ８ ｍｉｎꎻ
吸走培养板内旧液ꎬ更换新的含血清和抗生素的培

养液ꎬ轻轻吸取转染复合物从各个方向均匀滴入板

内ꎬ小心放入培养箱内继续培养ꎮ 转染 ２４ ｈ 后进行

ＲＮＡ 提取ꎮ (２)基因水平的表达:参照 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉ￣
ｅｎｔｉｆｉｃ ＧｅｎｅＪＥＴ ＲＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 说明书步骤提取

ＲＮＡꎬ测浓度后取 ２ μＬ 电泳观察 ＲＮＡ 条带ꎬ条带清

楚者进行逆转录反应ꎬ逆转录参照 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｐｒｅｍｉｕｍ
Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 说明书进行ꎬ反应产物

放置－２０ ℃保存ꎮ 以上述步骤得到的 ｃＤＮＡ 产物为

模板ꎬ设计目的基因片段和内参基因片段引物(表
１)ꎬ扩增相应的片段(目的基因和内参基因片段采用

独立的 ＰＣＲ 体系扩增ꎬ但加入 ｃＤＮＡ 量相同)ꎬＰＣＲ
产物各取 ４ μＬ 用 ２％凝胶电泳ꎬ条带符合预期大小的

送华大基因进一步测序验证序列是否正确ꎮ

表 １　 目的基因和内参基因片段引物

引物 ＳＣＮ３Ａ 基因 内参 ＧＡＰＤＨ 基因

正向 ５′ＣＧＧＡＡＧＴＣＡＧＡＡＡＧＡＧＡＡＧＧ３′ ５′ＣＴＧＧＴＡＡＡＧＴＧＧＡＴＡＴＴＧＴＴＧ３′
反向 ５′ＣＡＡＡＴＡＧＴＧＡＴＧＧＣＡＡＧＡＴＣ３′ ５′ＧＡＡＡＴＣＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣ３′

２　 结　 　 果

２.１　 突变质粒的成功构建

２.１.１　 原始质粒与突变质粒的酶切鉴定 　 ｐＣＭＶ６￣
ＸＬ４￣ＳＣＮ３Ａ 质粒大小为 １３.７ ｋｂ(图 １Ａ)ꎮ ＥｃｏＲ Ｉ 和

Ｘｈｏ Ｉ 双酶将质粒切为三个片段 :２.６ ｋｂ、３.６ ｋｂ 和

７.５ ｋｂ ( 图 １Ｂ )ꎮ 突 变 质 粒 ｐＣＭＶ６￣ＸＬ４￣ＳＣＮ３Ａ￣
Ｎ３０２Ｓ 大小不变ꎬ上述双酶切位点没有破坏ꎬ仍能将

质粒切为相应大小三个片段的可能为突变成功的质

粒ꎬ进一步验证需要测序证实ꎮ

图 １　 ｐＣＭＶ６ ￣ＸＬ４ ￣ＳＣＮ３Ａ 质粒模式图　 Ａ:及酶切图ꎻＢ:Ｍａｒｋｅｒ(ＤＬ ５００~１２０００)

２.１.２　 原始质粒与突变质粒的测序图　 原始质粒编

码区全长测序证实未出现突变ꎮ 突变质粒目标位点

(ｃ.９０５Ａ>Ｇ)突变成功ꎬ其它编码区全长证实未出现

意外突变ꎮ 质粒突变前后测序峰图对照如下(图 ２)ꎮ
２.２　 基因表达水平的鉴定　 　 提取的 ＲＮＡ 经琼脂

糖凝胶电泳显示完整的三条 ＲＮＡ 电泳带(５Ｓ、１８Ｓ、
２８Ｓ)ꎮ 紫外分光光度计测定 ＲＮＡ 的 ２６０ ｎｍ / ２８０ ｎｍ
吸光度值比为 １.８~２.０ꎬ浓度为 １~２ μｇ / μＬꎮ 经逆转

录获得 ｃＤＮＡ 产物ꎮ 以野生型和突变型质粒的 ｃＤＮＡ
为模板扩增目的片段ꎬ电泳图谱均在约 ２７０ ｂｐ 处出

现条带ꎬ与预期 ２７１ ｂｐ 大小相符ꎬ提示质粒在基因水

平上成功表达ꎬ片段送测序证实为目的片段序列ꎮ 各

条带右侧为约 １６０ ｂｐ 的条带ꎬ是内参 ＧＡＰＤＨ 片段ꎬ
与预期 １５８ ｂｐ 大小相符(图 ３)ꎮ 由此表明野生型和

突变型质粒在基因水平上都得到了表达ꎮ

３　 讨　 　 论

ＳＣＮ３Ａ 基因与癫痫相关的报道至今仍然较少ꎬ
而其致癫痫的机制仍然是探索性的[１０]ꎬ但是目前报
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图 ２　 测序峰图对照　 Ａ: 野生型ꎻ Ｂ:突变型 ｃ.９０５Ａ>Ｇ

图 ３　 ＨＥＫ２９３ 细胞 ＳＣＮ３ＡｍＲＮＡ 条带及基因表达 　 Ａ:
ＲＮＡ 电泳条带ꎻ Ｂ:野生型和突变型基因目的片段及各自对应的内

参片段

道与癫痫相关的 ５ 例 ＳＣＮ３Ａ 基因突变都进行了电生

理功能研究[６￣７]ꎮ 本文作者在 １ 例癫痫病人中新发现

了 ＳＣＮ３Ａ￣Ｎ３０２Ｓ 突变ꎬ采用定点诱导突变的方法成

功构建了含有突变点的质粒 ｐＣＭＶ６￣ＸＬ４￣ＳＣＮ３Ａ￣
Ｎ３０２Ｓꎬ随后将野生型及突变型质粒转染到 ＨＥＫ２９３
细胞中进行异源表达ꎬ在基因水平上得到了验证ꎬ提
示了 ＳＣＮ３Ａ 基因体外表达的细胞模型成功构建ꎮ 质

粒定点诱变的基础为 ＰＣＲ 技术ꎬ为了保证外源性

ＤＮＡ 能够扩增、繁殖ꎬ形成大量拷贝ꎬ必须与载体连

接进入受体细胞后形成一个复制子ꎬ即形成能够在细

胞内进行自我复制的遗传因子ꎮ 载体是基因克隆中

的一个重要组成部分ꎬ缺乏载体的帮助ꎬ外源 ＤＮＡ 很

难进入到受体细胞内ꎬ即使能够进入往往也不能复制

和表达ꎬ因为这些外源性 ＤＮＡ 一般不带有复制控制

系统ꎮ 本文用到的质粒载体ꎬ全长４ ７０７ ｂｐꎬ带有巨细

胞病毒(ＣＭＶ)启动子、ＳＶ４０ 启动子等ꎮ 其中 ＳＶ４０
启动子可以使基因在多种哺乳细胞中表达ꎬ使外源基

因稳定表达成为可能ꎬ并且对外源基因的插入片断的

长度没有太多限制ꎮ ｐＣＭＶ６￣ＸＬ４ 载体内插入了长度

为 ８ ９９４ ｂｐ 的 ＳＣＮ３ＡｍＲＮＡ 全长ꎬ获得的质粒大小在

１０ Ｋｂ 以上ꎬ扩增的难度加大、碱基错配率提高、成功

率下降ꎬＳｔｒａｔａｇｅｎｅ 试剂盒使用了高保真酶进行扩增ꎬ
高度保证了扩增的忠实性ꎬ使得一步法构建质粒操作

过程变为可能ꎮ 为了减少碱基的错配率ꎬ反应的循环

次数和常规相比明显减少ꎬ但是延伸的时间明显延长

(延伸 １４ ｍｉｎꎬ１８ 个循环)ꎮ 电转化是利用高压电击

细胞ꎬ使细胞壁和细胞膜瞬间被击穿ꎬ形成能通过外

源物质的跨膜通道ꎬ外源 ＤＮＡ 分子通过该通道进入

细胞内[１１]ꎮ 对于大分子质粒ꎬＰＣＲ 产物经透析后进

行电转化极大地提高了转化效率ꎬ为基因成功克隆提

供了保障ꎮ
综上所述ꎬ应用基因定点诱变技术ꎬ成功的将含有

野生型的 ＳＣＮ３Ａ基因的质粒 ｐＣＭＶ６￣ＸＬ４￣ＳＣＮ３Ａ诱变为

突变型的 ｐＣＭＶ６￣ＸＬ４￣ＳＣＮ３Ａ￣Ｎ３０２Ｓꎬ为进一步的基因突

变功能研究ꎬ如膜片钳电生理功能研究奠定了基础ꎮ
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