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· 实 验 研 究 · 

先天性核性白内障家系致病基因的克隆及在 

真核细胞中的表达 

郑建秋 刘 平 傅松滨 

Clone and expression of the candidate genes in eukaryotic cell of a congenital 

inherited nuclear cataract in vitro 

Zheng Jianqiu，Liu P ，Fu Songbin．Eye Hospital，First Clinical Collage of Harbin Medical University，Harbin 

150001，China 

Abstract Objective Congenital inherited cataract is a sort of eye disease of childhood which can cause loss of visual 

acuity．Genetic diagnosis and treatment is the main trend to prevention and treatment of congenital inherited cataract．This study 

was to clone the sequence of mutation type GJA8 gene(mGJA8)from a congenital inherited nuclear cataract family and study its 

expression and location in eukaryotic cell lines in vitro． M ethods The periphery blood samples of 16 members were collected 

in this family，including 7 members with congenital inherited cataract．The mGJA8 gene was amplified from this family’s DNA by 

PCR．The DNA was cloned into plasmid pGEM-T and then was digested by restriction enzyme．The amplified products were cloned 

into eukaryotic expression plasmid pEGFP-N1 for construction of recombinant plasmid pEGFP-N1-mGJA8．The accuracy of 

pEGFP—N1一mGJA8 was confirmed by restriction enzyme digestion and DNA sequencing．Final pEGFP—N1一mGJA8 and pEGFP—N1 

plasmids were transfected into COS-7 cell lines by lipofectin．The expression and localization of pEGFP—N1一mGJA8 and pEGFP—N1 

fusion protein were detected under the fluorescence microscope．The two fusion proteins were identified by immunohistochemical 

staining． Results Confirmed by restriction enzyme digestion and DNA sequencing，recombinant plasmid pERFP—N1一mGJA8 

was constructed correctly．The pEGFP—N1一mGJA8 and pEGFP—N1 fusion protein was expressed in transfected COS一7cells，showing 

the green fluorescence．pEGFP—N1-mGJA8 fusion protein showed the positive reaction in cells for Biotin SP—HRP，presenting the 

brown staining．Biotin SP-HRP was absent response in pEGFP—N1． Conclusion The mGJA8 gene is cloned successfully，and 

the pEGFP-N1-mGJA8 fusion protein can be expressed in COS一7 ceils，which offers a ~undation for further study of the 

mechanism of this congenital inherited nuclear cataract family． 
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摘要 目的 克隆 1个先天性核性白内障家系致病基因 一突变型 GJA8(mGJA8)，研究其 编码 的蛋 白质在真核 细胞 

系中的表达和定位。 方法 从研究发现的先天性核性 白内障家系患者基 因组中扩增突变型 mGJA8，克隆入载体 pGEF—T， 

然后酶切 ，定向克隆到真核表达质粒 pEGFP．N1中，构建 pEGFP—N1一mGJA8重 组表达质粒 ，然后用 限制性内切酶消化和 

DNA测序鉴定 ，最后通过脂质体包埋转染法 ，用 pEGFP—N1．mGJA8和 pEGFP—N1质粒转 染 COS．7细胞 ，荧光显微镜 观察 

其在 COS一7细胞 内的表达，采用细胞免疫组织化学 法验证蛋 白表达。 结果 经双酶切和 DNA序列测定 ，证 实致病基 因 

mGJA8重组质粒构建成功，荧光显微镜观察在 COS一7细胞上致病基因mGJA8蛋白表达，细胞免疫组织化学法显示致病 

基因表达蛋白在COS．7细胞中特异性表达。 结论 成功克隆出该家系的致病基因mGJA8，并且完成了该致病基因在体 

外真核细胞中的特异性表达 ，为进一步研究该家系的发病机制奠定基础。 
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先 天 性 白 内 障 是 儿 童 主 要 致 盲 性 眼 病 之 一

， 手 术

是 治 疗 该 病 的 主 要 手 段 ， 但 手 术 治 疗 的 滞 后 性 及 术 后

并 发 症 均 对 儿 童 视 力 的 发 育 及 恢 复 造 成 严 重 的 影 响 。

从 分 子 遗 传 学 角 度 研 究 和 揭 示 该 病 的 致 病 基 因 ， 明 确

疾 病 的 发 病 机 制 ， 从 基 因 水 平 上 进 行 诊 断 和 治 疗 是 今

后 防 治 该 病 的 发 展 趋 势
” 。 。

。 本 研 究 将 1 个 先 天 性 核

性 白 内 障 家 系 致 病 基 因 ～ 突 变 型 G J A 8 ( m G J A 8 ) 所 编

码 的 蛋 白 质 在 真 核 细 胞 系 中 的 表 达 和 定 位 ， 以 期 为 进

一 步 研 究 该 家 系 的 发 病 机 制 奠 定 基 础 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 材 料

1 ． 1 ． 1 家 系 基 因 组 选 择 一 先 天 性 核 性 白 内 障 家 系 3

代 1 6 例 成 员 ， 其 中 7 例 发 病 ， 抽 取 每 例 成 员 静 脉 血 5 ～

1 0 m L
， 提 取 基 因 组 D N A

， 确 定 致 病 基 因 为 m G J A 8
’⋯

。

1 ． 1 ． 2 主 要 试 剂 及 仪 器 P F U 高 保 真 酶 ( 北 京 天 为

时 代 科 技 公 司 ) ；限 制 性 核 酸 内 切 酶 N h e I
、

X h o I ( 日 本

东 洋 坊 生 物 公 司 ) ；耐 热 T a q D N A 聚 合 酶 和 T 4 D N A 连

接 酶 ( 美 国 M b i 公 司 ) ；脂 质 体 l i p o f e c t a m i n e
、 转 染 试 剂

盒 、
D M E M 培 养 基 ( 美 国 G i b c o 公 司 ) ；

一 抗 C o n n e x i n 5 0

( H ． 6 5 ) ( 美 国 S a n t a 公 司 ) ；引 物 o l i g o ( d T ) ( 上 海 生 物

工 程 公 司 ) ；胶 回 收 试 剂 盒 、 质 粒 提 取 试 剂 盒 、 S P — H R P

免 疫 组 织 化 学 试 剂 盒 ( 美 国 鼎 国 生 物 公 司 ) ；G e n e A m p

P C R S y s t e m 2 4 0 0 型 P C R 仪 ( 北 京 E l m e r 公 司 ) ；M i g h t y

S m a l l II 蛋 白 电 泳 仪 ( 美 国 P h a m a c i a 公 司 ) ；荧 光 显 微

镜 ( 上 海 长 方 光 学 仪 器 有 限 公 司 ) 。

1 ． 1 ． 3 菌 株 、 细 胞 及 载 体 大 肠 杆 菌 D H 和 C O S 一 7 细

胞 株 ( 鼎 国 生 物 ) ；真 核 表 达 载 体 p E G F P — N 1 ( C l o n t e c h

公 司 ) ；p G E M — T v e c t o r ( P r o m e g a 公 司 ) 。

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 目 的 基 因 的 扩 增 及 引 物 的 设 计 与 合 成 以 家

系 患 者 的 基 因 组 为 模 板 进 行 P C R 扩 增 ， 获 取 目 的 基 因

m G J A 8 、 G J A 8 第 2 个 外 显 子 是 C x 5 0 全 长 编 码 区 。 根

据 G e n b a n k G J A 8 基 因 序 列 ( N M 一 0 0 5 2 6 7 ) 和 p E G F P — N 1

特 点 ， 按 照 酶 切 位 点 对 侧 翼 序 列 的 要 求 设 计 克 隆 引 物

序 列 并 附 带 相 应 的 酶 切 位 点 。 上 游 引 物 ：5
’

G G C T A G C

G A A A T G G G C G A C T G G A G T T T C C 3
’

( 下 戈0线 为 N h e I 酶

切 位 点 ) ；下 游 弓I 物 ：5
’

A G C T C G A G T A C G G T T A c A T c G

T C T G A C C T G G C T 3
’

( 下 划 线 为 X h o I 酶 切 位 点 ) 。 反

应 条 件 ： 9 4 ℃ 预 变 性 5 m i n
，

9 4 ℃ 4 0 S
，

6 0 ℃ 4 0 S
，

7 2 。C

1 m i n 反 应 2 5 个 循 环 ，
7 2 qC 延 伸7 m i n

，
4 ℃ 保 存 。

1 ． 2 ． 2 扩 增 产 物 的 检 测 将 含 有 目 的 片 段 的 胶 在 紫

外 检 测 仪 上 切 下 ， 然 后 用 胶 回 收 试 剂 盒 回 收 m G J A 8

D N A 片 段 。 取 回 收 产 物 3 ¨ L 行 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 检

测 回 收 效 果 。

1 ． 2 ． 3 p E G F P — N 1 一 m G J A 8 真 核 表 达 载 体 的 构 建 目

的 基 因 片 断 m G J A 8 与 载 体 p E G F P ． N 1 用 N h e I 酶 和

X h o I 酶 进 行 双 酶 切 ， 胶 回 收 后 通 过 T
。 连 接 酶 进 行 连

接 ， 连 接 产 物 转 化 感 受 态 大 肠 杆 菌 D H 5 仅 ， 涂 布 含 有 卡

那 霉 素 的 L B 平 板 ， 提 取 质 粒 分 别 用 双 酶 切 和 基 因 测

序 鉴 定 所 筛 选 的 目 的 基 因 片 断 阳 性 克 隆 。

1 ． 2 ． 4 荧 光 显 微 镜 观 察 p E G F P — N 1 一 m G J A 8 融 合 蛋 白

在 C O S 一 7 细 胞 中 的 表 达 用 2 ． 5 g ／ L 胰 蛋 白 酶 消 化 处

于 对 数 生 长 期 的 人 C O S - 7 细 胞 ， 接 种 于 6 孔 板 中 ， 每 孔

( 1 5 0 ～ 2 5 0 ) × 1 0
’

个 细 胞 ，
3 7 oC

、 5 0 ％ C O
， 培 养 过 夜 ， 至

细 胞 达 7 0 ％ ～ 8 0 ％ 乎 板 面 积 时 ， 采 用 脂 质 体 转 染 法 ， 取

p E G F P — N 1 一 m G J A 8 质 粒 2 Ix g 、
l i p o f e c t a m i n e 1 0 汕 L

， 与 适

量 无 血 清 、 无 抗 生 素 的 D M E M 混 合 摇 匀 成 转 染 液 按 脂

质 转 染 试 剂 盒 说 明 书 转 染 p E G F P — N 1 一 m G J A 8
， 以 未 转

染 细 胞 为 筛 选 对 照 。 转 染 后 5 h 换 液 ， 在 不 含 胎 牛 血 清

的 D M E M 培 养 基 中培 养 ，
4 8 h 后 用 荧 光 显 微 镜 观 察 蛋 白

是 否 表 达 以 及 蛋 白在 细 胞 中分 布 特 点 。

1 ． 2 ． 5 免 疫 组 织 化 学 检 测 蛋 白 在 细 胞 中 的 表 达 将

处 于 对 数 生 长 期 的 人 C O S 一 7 细 胞 ， 接 种 于 6 孔 板 中

( 孔 中 放 置 盖 玻 片 ) ， 每 孑L ( 1 5 0 ～ 2 5 0 ) × 1 0
。

个 细 胞 ，

3 7 ℃ 、
5 0 ％ C O ， 培 养 过 夜 ， 至 细 胞 达 7 0 ％ ～ 8 0 ％ 平 板

面 积 时 ， 采 用 脂 质 体 转 染 法 ， 分 别 转 染 p E G F P — N 1 一

m G J A 8 及 p E G F P ． N 1 。 转 染 4 8 h 后 多 聚 甲 醛 固 定 。 采

用 B i o t i n S P — H R P 免 疫 组 织 化 学 试 剂 盒 检 测 蛋 白 在 细

胞 中 的 表 达 。

2 结 果

2 ． 1 目 的 基 因 的 克 隆

以 携 带 致 病 基 因 D N A 为 模 板 扩 增 m G J A 8 目 的 基

因 ， 将 产 物 进 行 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 在 1 3 0 0 b p 处 可 见 清

晰 明 亮 的 目 的 条 带 ， 与 G e n e b a n k 中公 布 的 片 断 大 小 相

等 ( 图 1 ) 。

2 0 0 0 b p
1 6 0 0 b p
1 0 0 0 b p

M 1

图 1 m G J A 8 P C R 产 物 的 琼 脂 糖 凝

胶 电 泳 M ： M a r k e r D L 2 0 0 0 1 ：m G J A 8

基 因 P C R 产 物 ( 1 3 0 0 b p )

F i g ． 1 A g a r o s e g e l e l e c t r o p h o r e s i s o f P C R

p r o d u c t o f m G J A 8 g e n e M ：M a r k e r D L 2 0 0 0

1 ：P C R p r o d u e t o f m G J A 8 g e n e ( 1 3 0 0 b p )

2 ． 2 重 组 质 粒 的 提 取

挑 选 p E G F P — N 1 - m G J A 8 质 粒 阳 性 克 隆 进 行 双 酶

切 鉴 定 ， 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 结 果 显 示 在 1 3 0 0 b p 左 右 处



可 见 目 的 条 带 ( 图 2 ) 。

M 1

1 8 0 0 b p
1 4 0 0 b p
1 2 0 0 b p

图 2 p E G F P ． N 1 - m G J A 8 重 组 质 粒

酶 切 电 泳 M ：D N A m a r k e r 1 ：p E G F P —

N 1 ． m G J A 8 酶 切 重 组 质 粒 ( 1 3 0 0 b p )

F i g ． 2 A g a r o s e g e l e l e c t r o p h o r e s i s o f

p E G F P — N J — m G J A 8 p l a s m i d c u t b y e n z y m e

M ： D N A m a r k e r l ： r e s u l t s o f p E G F P - N l —

m G J A 8 p l a s m i d c u t b y e n z y l n e ( 1 3 0 0 b p )

2 ． 3 重 组 质 粒 的 测 序

提 交 G e n b a n k 进 行 B l a s t 比 对 ， 证 实 了所 克 隆 的 片

断正 确 ， 且 目的 片 断 准 确地 插 人 多 克 隆位点 ( 图 3 ) 。

2 ． 4 荧 光 显 微 镜 的 观 察

空 质 粒 p E G F P — N I 和 突 变 型 p E G F P — N l — m G J A 8 转

染 C O S ． 7 细 胞 ， 获 得 野 生 型 C O S 7 一

p E G F P - N 1 和 突 变 型

C O S 7 ．

p E G F P — N 1 一 m G J A 8 细 胞 。 在 荧 光 显 微 镜 下 发

现 ， 与 未 转 染 的 C O S 7 细 胞 相 比 ， p E G F P — N 1 和 p E G F P —

N 1 一 m G J A 8 编 码 的 蛋 白均 有 G F P 表 达 ， 即 在 4 8 8 n m 波

图 3 克 隆 m G J A 8 目 的 基 因 部 分 测 序 图 ( 箭 头 为 碱 基 T 一 ( ；

F i g 3 D N A s e q u e n c i n g o f m G J A 8 g e n e ( a r r o w f o r T _ G )

图 4 荧 光 显 微 镜 观 察 p E G F P � N 1 和 p E G F P - N l — m G J A 8 融 合 蛋 白 在 细 胞 中

的 表 达 及 定 位 ( X 2 0 0 ) A ： p E G F P — N I 转 染 C O S 7 细 胞 B ： p E G F P � N 1 一 m G J A 8 转 染

C O S 7 细 胞

F 试 4 E x p r e s s i o n a n d Io c a l i z a t i o n o f p E G F P — N 1 a n d p E G F P ． N I — m G J A 8 f u s i o n p r o t e i n i n C O S 一 7

c e l l s l i n e s a n d re t h e fl u o r e s c e n c e m i c r o s c o p e ( X 2 0 0 ) A ： e x p r e s s i o n a n d l o c a l i z a t i o n o f

p E G F P — N 1 p r o t e i n B ：e x p r e s s i o n a n d l o c a l i z a t i o n o f p E G F P — N 1 一 m G J A 8 f u s i o n p r o t e i n

图 5 p E G F P - N 1 转 染 细 胞 免 疫 组 织 化 学 染 色 阴 性 ( X 2 0 0 ) 图 6 p E G F P - N 1 -

m G J A 8 转 染 细 胞 免 疫 组 织 化 学 呈 棕 褐 色 阳 性 染 色 ( × 2 0 0 )

F i g ． 5 h n m u n o h i s t o c h e m i c a l s t a i n i n g f o r p E G F P - N I c e l l s ． s h o w i n g a b s e n t r e a c t i o n ( X 2 0 0 )

F i g ． 6 l m m u n o h i s t o e h e m i c a l s t a i n i n g f o r p E G F P — N I — ra G J A g c e l l s s h o w s b r o w n s t a i n i n g ( x 2 0 0 )

长 下 发 出 绿 色 荧 光 ， 说 明 转 染 成 功 。

C O S 7 ．

p E G F P — N 1 细 胞 和 C O S 7 一

p E G F P �

N 1 ． m G J A 8 细 胞 在 细 胞 核 与 细 胞 质 中 均

有 荧 光 ， 所 不 同 的 是 ， 前 者 细 胞 核 内 的

荧 光 强 度 明 显 较 胞 质 中 强 ， 而 后 者 在 细

胞 质 中 表 达 的 趋 势 要 强 些 ( 图 4 ) 。

2 ． 5 免 疫 组 织 化 学 鉴 定 蛋 白 在 细 胞 中

的 表 达

免 疫 组 织 化 学 检 测 显 示 采 用 S P —

H R P 免 疫 组 织 化 学 试 剂 盒 检 测 ， 阳 性 结

果 显 示 棕 褐 色 。 p E G F P - N I 转 染 细 胞 无

阳 性 表 达 ( 图 5 ) ， p E G F P — N 1 一 m G J A 8 转

染 细 胞 为 棕 褐 色 ， 呈 阳 性 表 达 ， 证 明

m G J A 8 在 细 胞 中 有 表 达 ( 图 6 ) 。

3 讨 论

本 课 题 组 前 期 通 过 对 1 个 先 天 性

核 性 白 内 障 家 系 致 病 基 因 的 突 变 筛 查 ，

获 得 了 1 个 新 的 突 变 位 点 ( G e n k B a n k

E F 6 7 2 1 0 8 ) ， 即 与 先 天 性 白 内 障 有 关 的

缝 隙 连 接 蛋 白 C o n n e x i n 5 0 ( C x 5 0 ) 的 编

码 基 因 G J A 8 第 2 个 外 显 子 的 第 1 9 1 个

碱 基 发 生 1 次 杂 合 突 变 T > G
， 导 致 其

编 码 的 第 6 4 位 氨 基 酸 由 缬 氨 酸 变 成 甘

氨 酸
" 。 J

。 本 实 验 将 研 究 致 病 基 因

G J A 8 的 突 变 型 ( m G J A 8 ) 在 体 外 真 核 细

胞 中 表 达 、 定 位 和 鉴 定 ， 为 进 一 步 了 解

该 致 病 基 因 所 表 达 蛋 白 的 功 能 ， 揭 示 该

家 系 的 发 病 机 制 奠 定 基 础 。

既 往 研 究
。。“ 。

表 明 G J A 8 基 因 有 多

个 不 同 位 点 的 突 变 ， 与 不 同 国 家 、 不 同

表 现 型 的 先 天 性 白 内 障 的 发 病 机 制 相

关 。 人 类 G J A 8 基 因 定 位 于 1 q 2 1 ． 1
，

G J A 8 基 因 D N A 约 1 6 1 2 l b p ， 包 含 2 个

外 显 子 ， 其 c D N A 编 码 4 4 0 个 氨 基 酸 组
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成 仅8缝隙连接蛋白 Cx50。GJA8第 2个外显子 1 321 bp 

直接转录翻译 Cx50，它是构成细胞间缝隙连接的基本 

结构单位 ，包括 2个细胞外结构域、4个跨膜 区及 细胞 

内环 ，是参与物质交换的通道。 

本研究成功克隆出该家系致病基 因，将其导人细 

胞中，观察其在 细胞 中 的表达 和功能。pEGFP—N1质 

粒是穿梭载体 ，其最显著的特征是载体在外 源基 因的 

3’端有增强的绿色荧光蛋 白(green fluorescent protein， 

GFP)基因 ，构建 的 pEGFP．N1载体将携带起始密码子 

而不带终止密码子的 mGJA8基 因克隆到 GFP表达载 

体 pEGFP—N1中，这种 N端融合的蛋 白并不改变天然 

GFP的荧光性质 ，这种克 隆策略使得 目的基 因克隆在 

GFP基 因的 N-末端 ，两者共用 1个复制子 ，这就保证 

只要观察 到 GFP的表 达，就说 明 Cx50蛋 白已经 表 

达 。正 常 Cx50蛋 白主要存在 于晶状体纤维 细胞 

上⋯ ，本研究成功完成 了该 突变蛋 白在 细胞 中的表 

达 ，说明 1个氨基酸的改变并未影响其蛋 白在真核细 

胞上的表达。 

该突变发生在缝隙连接 间第 1个细胞外结构域 ， 

虽然能与细胞膜结合并 形成完整的缝隙连接 ，但却不 

能与邻近细胞 的半个缝隙连接接合形成 1个完整的缝 

隙连接 ，从而使相邻 细胞 间缝 隙连接 的数量减少 。 

该突变所在的 Cx50蛋白第一信号 区，参与小离子物质 

在细胞间的通透 ，可能还参与通道开放状态 ，对传递细 

胞间的生物信息至关重要 。因此该 区域结构 的改 

变可能会影响细胞间的物质交换 ，导致晶状体蛋 白的 

代谢紊乱 ，进而导致白内障的发生。GJA8基 因表达缝 

隙连接蛋白的功能 已有一定的研究 ，但该家系 mGJA8 

基因所表达蛋 白的功能特性 尚不确定 ，本研究成功构 

建了 mGJA8基因的真核表达质粒 ，明确 了其蛋 白表达 

情况 ，为今后该蛋白的功能研究及该家系发病机制 的 

研究奠定了基础。 
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