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摘  要：采用 PCR技术从 pGEM-MTERF1重组克隆载体中扩增出人 MTERF1基因 cDNA的开放阅读框序列，经

KpnⅠ和 XhoⅠ双酶切后，以 pcDNA3.1(+)为真核表达载体，构建重组质粒 pcDNA3.1(+)-MTERF1；通过 PCR、

双酶切和 DNA测序方法对重组子进行鉴定；将重组真核表达质粒 pcDNA3.1(+)-MTERF1转染 C-33A细胞，利用

免疫印迹法检测MTERF1蛋白的表达。结果显示，重组质粒 pcDNA3.1(+)-MTERF1经双酶切鉴定和菌落 PCR鉴

定均获得大小为 1 200 bp的目的条带，DNA测序结果表明该序列与 GenBank中人 MTERF1基因序列完全相同，

插入基因的大小和方向正确；免疫印迹结果表明，MTERF1蛋白的表达水平在转染pcDNA3.1(+)-MTERF1的C-33A

细胞中表达高于转染 pcDNA3.1(+)的 C-33A细胞。通过对人 MTERF1基因的真核表达载体的构建，为进一步研究

人 MTERF1基因的功能奠定了基础。 
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Abstract：The human MTERF1 open reading frame (ORF) was amplified by polymerase chain reaction (PCR) 
from pGEM-MTERF1 recombinant cloning vector. Selecting pcDNA3.1(+) as eukaryotic expression vector, the 
recombinant products of the pcDNA3.1(+)-MTERF1 were gained after double digestion by restriction enzymes 
KpnⅠ and XhoⅠ. The recombinant plasmid pcDNA3.1(+)-MTERF1 was identified by colony PCR, 
dual-enzyme digestion and DNA sequencing. C-33A cells were transfected with the pcDNA3.1(+) and 
pcDNA3.1(+)-MTERF1 respectively, and the expression of MTERF2 protein was detected by Western blotting. 
A specific band of 1 200 bp was detected from recombinant plasmid pcDNA3.1(+)-MTERF1 identified by 
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digestion of KpnⅠ and XhoⅠand PCR. DNA sequencing and identification showed that homology between 
this sequence and the human MTERF1 gene sequence in GenBank was 100%, and the size and the direction of 
the inserted gene were right. MTERF1 protein expression in C-33A cells transfected with 
pcDNA3.1(+)-MTERF1 was significantly higher than that in C-33A cells transfected with pcDNA3.1(+). 
pcDNA3.1(+)-MTERF1 eukaryotic expression vector was successfully constructed and expressed effectively in 
C-33A cells, which laid a foudation of further research on the function and mechanism of human MTERF1. 
Key words：mitochondrial transcription termination factor 1; clone; eukaryotic expression vector; human 
cervical cancer C-33A cell 
 

引言 

线 粒 体 转 录 终 止 因 子 （ mitochondrial 
transcription termination factor, MTERF）蛋白家
族，是一类存在于多细胞生物学中的高度保守的

线粒体 DNA(mitochondrial DNA, mtDNA)结合蛋
白，具有相似的亮氨酸拉链结构的基因表达调控

因子[1]。目前，线粒体转录终止因子仅在后生动

物及植物中存在，在真菌中仍未发现与其同源的

蛋白质[2]。随着对线粒体基因转录机制和人类线

粒体疾病的深入研究，MTERF 蛋白家族的研究
已成为一个新的热点，尤其是对人类 MTERF 蛋
白家族各个成员的性质与功能的研究 [3]。人类

MTREF 蛋白家族包括 4 个成员，分别为
MTERF1~MTERF4，各成员主要参与线粒体DNA 
复制、转录、翻译过程的调控[4-6]。 
人 MTERF1基因位于 7号染色体（7q21.2），

包含 5个外显子，其编码的蛋白质由 399个氨基
酸构成[7]。研究显示，哺乳动物MTERF1是一种
线粒体蛋白质，调控线粒体 DNA 的复制和转录
水平，进而影响细胞的氧化磷酸化活性及其能量

代谢[8]。目前，人 MTERF1基因在肿瘤发生发展
中的作用机制还不清楚。前期研究中的预实验发

现，在人子宫颈癌的细胞株中（Siha, HeLa, Caski, 
C4-1, C-33A），C-33A细胞株MTERF1的表达量
最低。本实验拟利用 PCR 法克隆人 MTERF1 基
因编码序列，构建 pcDNA3.1(+)-MTERF1真核表
达载体，并转染到人子宫颈癌C-33A细胞株中进行
有效表达，为进一步在分子水平探讨MTERF1基因
的生物学功能及相关活性提供重要的研究基础。 

1  材料与方法 

1.1  细胞株和载体 
人子宫颈癌C-33A细胞株由中国医学科学院

昆明生物医学研究所廖国阳研究员赠予；大肠杆

菌 TOP10 感受态细胞购自 TransGen 公司；
pGEM-MTERF1 重组克隆载体购自美国 Gene 
Copoeia公司；pcDNA3.1(+)真核表达载体购自美
国 Invitrogen公司。 
1.2  试剂 
高糖 DMEM培养基、Opti-MEM培养基、胎

牛血清（Gibco公司）；兔抗人 α-tubulin单克隆抗
体、兔抗人MTERF1多克隆抗体、山羊抗兔 IgG
二抗（Abcam 公司）；转染试剂 LipofectamineTM 
2000 （Invitrogen公司）；DL2000 DNA Maker、
限制性核酸内切酶 KpnⅠ、Bam HⅠ（Takara公
司）；Taq DNA聚合酶、dNTP（Promega公司）；
T4 DNA连接酶、6× DNA Loading Buffer、DuRed
核酸染料（TransGen 公司）；质粒提取纯化试剂
盒（BioTeke公司）；DNA凝胶回收试剂盒（Omega
公司）；琼脂糖（西班牙进口分装）；其余化学试

剂均为国产分析纯；PCR 引物合成和 DNA 测序
由昆明硕擎生物技术有限公司完成。 
1.3  仪器 
细胞培养箱（美国 Thermo公司）；PCR扩增

仪（德国 Eppendorf AG公司）；BT423S型电子天
平（德国 Sarturios 公司）；半干转膜仪、凝胶成
像系统（美国 Bio-Rad 公司）；DYY-12C 型电泳
仪（北京六一仪器厂）；生物安全柜（苏州安泰空

气技术有限公司）；TAZ-84A台式恒温培养箱（上
海实验仪器总厂）；TGL-16C台式高速离心机（上
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海安亭科学仪器厂）；HH-4恒温水浴锅（上海国
华电器有限公司）；微量移液器（上海大龙医疗设

备有限公司）；LDZX-50FA 立式压力蒸汽灭菌锅
（上海申安医疗器械厂）。 
1.4  方法 
1.4.1  引物设计   

搜索 GenBank 数据库得到人 MTERF1 基因
（GI: 667667724）的转录本，PCR引物设计参照
人 MTERF1 基 因 序 列 完 整 的 转 录 本 1
（NM_006980.4）。上游引物 P1（引入 KpnⅠ酶
切位点）：5＇-CGGGTACCATGCAGAGCCTTTCC 
TTAG-3＇，下游引物 P2（引入 XhoⅠ酶切位点）：
5＇-CGCTCGAGTTAGGCAAATCTGCTTAAC- 3＇，
下划线部分为酶切位点，之前为 2个保护碱基。
预期的 DNA扩增片段长度约为 1 200 bp。 
1.4.2  PCR扩增和纯化 

以重组克隆质粒 pGEM-MTERF1为模板，利
用 P1/P2 引物进行 PCR 扩增人 MTERF1 基因
cDNA片段，反应体系为25 μL，其中模板DNA 1 μL，
上、下游引物各 1 μL，dNTP 1 μL，Taq DNA聚
合酶 0.2 μL，10×Taq buffer 2.5 μL，ddH2O 18.3 μL。
反应条件为：94℃ 3 min，94℃ 30 s，58℃ 30 s，
72℃ 1 min，30个循环，72℃再延伸 5 min。PCR
扩增产物用 1.2 %琼脂糖凝胶电泳检测，按照
DNA 凝胶电泳回收试剂盒说明书进行目的片段
回收操作。 
1.4.3  真核表达载体的构建 

将人 MTERF1基因的 PCR产物经过回收纯
化后，与真核表达质粒 pcDNA3.1(+)分别用
KpnⅠ和 XhoⅠ双酶切，酶切后用 1.2%琼脂糖凝
胶电泳检测，并经过 DNA 凝胶回收纯化试剂盒
回收酶切产物。将目的基因和真核表达载体用 T4 
DNA连接酶 16℃连接过夜。连接产物转化 E.coli 
TOP10 感受态细胞，然后取 200 μL 菌液涂布于
含氨苄青霉素 100 μg/mL的 LB固体培养基中。
次日，随机挑取 8 个单菌落，分别接种于 3 mL
含 50 μg/mL 氨苄青霉素的 LB 液体培养液中，
37℃，200 r/min振荡培养 14 h，收集菌体，使用
质粒提取试剂盒提取质粒。 
1.4.4  真核表达载体的鉴定 

采用 PCR、双酶切及 DNA测序鉴定重组的

真核表达载体。取提取的质粒进行 PCR扩增以鉴
定是否存在插入片段，PCR 引物为 P1/P2，反应
体系 25 μL，反应条件为：94℃ 3 min．94℃ 30 s，
58℃ 30 s，72℃ 1 min，30个循环，72℃再延伸5 min。
取 3 μL PCR扩增产物用 1.2%琼脂糖凝胶电泳检
测，以确定扩增产物大小。另外，将提取的真核

表达质粒 pcDNA3.1(+)-MTERF1 同时用 KpnⅠ 
和XhoⅠ双酶切，进行 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测。
将 PCR 和双酶切鉴定插入方向正确且没有突变
的重组真核表达质粒进行 DNA测序鉴定。 
1.4.5  细胞培养   

    人子宫颈癌 C-33A 细胞培养在含 10 %胎牛
血清的高糖 DMEM培养基中，置于 37 ℃、5 % 
CO2孵育箱培养。0.25 %胰酶+0.02%EDTA 消化
传代，取对数生长期的细胞进行实验。 
1.4.6  C-33A细胞转染    

    将人子宫颈癌 C-33A细胞接种于 6孔板中，
待细胞生长融合度达到 70%~80%，换为
Opti-MEM无血清培养基。取 150 μL无血清培养
基于一支灭菌的 1.5 mL 的离心管中，加入
LipofectamineTM 2000 Reagent 10 μL充分混匀，静
置 5 min，再加入 pcDNA3.1(+)-MTERF1质粒 4 μg，
混匀后静置 15 min，将混合液小心滴入
Opti-MEM 无血清培养基的细胞中，培养 4~6 h
后更换为 10%胎牛血清的高糖 DMEM 完全培养
基，继续培养 48 h。以转染 pcDNA3.1(+)的 C-33A
细胞作为对照组。 
1.4.7  免疫印迹法检测 MTERF1 蛋白在子宫颈

癌 C-33A细胞中的表达    
细胞转染 48 h后去掉细胞培养基，用 DPBS

洗涤细胞 3次，加入细胞裂解液冰上裂解 30 min
后收集细胞，12000 r/min离心 30 min后收取上
清，BCA 法进行蛋白质浓度测定。采用 12% 
SDS-PAGE 进行蛋白质分离，接着将蛋白质用半
干法（20 V, 50 min）转移至 PVDF膜。将 PVDF
膜放入含 5%脱脂奶粉的 TBST缓冲液，于室温封
闭膜 2 h，分别滴加一抗（按 1:1000稀释），与 4℃
孵育过夜。TBST缓冲液洗膜 3次，每次 10 min，
洗膜结束后滴加二抗，室温孵育 1 h，TBST缓冲
液洗膜 3次，每次 10 min。最后采用 ECL化学发
光液显影并采集图像。 
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2  结果  

2.1  人 MTERF1 基因的 PCR产物电泳分析 
利用 PCR从 pGEM-MTERF1克隆载体扩增

得到人 MTERF1基因完整的开放阅读框片段。人
MTERF1 基因扩增产物经 1.2%琼脂糖凝胶电泳
检测，在 1 200 bp处可见清晰、单一的扩增条带，
与预期的片段大小一致（图 1）。 

 
注：M: DL2000 DNA Marker；1:人 MTERF1基因片段；2:阴性对照 

图 1 人 MTERF1基因 PCR扩增产物 
Fig.1 PCR of human MTERF1 

 
2.2  重组质粒 pcDNA3.1(+)-MTERF1的构建 
目的基因和 pcDNA3.1(+)空载体经 T4 DNA

连接酶连接后，转化大肠杆菌 TOP10 感受态细
胞，挑取单克隆扩大培养，并采用碱裂解法提取

重组质粒 pcDNA3.1(+)-MTERF1，用空载体作为
对照进行 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测（图 2）。结
果显示，提取的重组质粒质量良好，纯度较高，

无蛋白质和 RNA的污染。 

 
注：M: DL2000 DNA Marker；  1: pcDNA3.1(+)空质粒； 2-8: 
pcDNA3.1(+)-MTERF1重组质粒 

图 2 pcDNA3.1(+)-MTERF1重组质粒电泳图 
Fig.2 Analysis of recombinant vector pcDNA3.1(+)- 

MTERF1 

2.3  重组质粒 pcDNA3.1(+)-MTERF1的鉴定 

重组表达载体  pcDNA3.1(+)-MTERF1 的
PCR扩增产物经 1.2%琼脂糖凝胶电泳，结果显示
在 1 200 bp处可见一条特异性的目的条带。提取
纯化的重组表达载体 pcDNA3.1(+)-MTERF1 经
KpnⅠ和 XhoⅠ双酶切鉴定，琼脂糖凝胶电泳检
测可见大小约为 5 428 bp的载体条带与 1 200 bp
的目的条带两个片段。空载体 pcDNA3.1(+)经双
酶切后，仅见一条 5 428 bp的载体条带（图 3）。
酶切结果鉴定正确的重组子进行 DNA 序列分析
鉴定，测序结果与 GenBank 检索到的编码序列 
（NM_015942.4）完全一致（图 4）。 

 
注：M: DL2000 DNA Marker； 1: PCR产物；2: 重组载体双酶切；
3: pcDNA3.1(+)空载体双酶切 

图 3重组质粒 pcDNA3.1(+)-MTERF1的 PCR鉴定和 
双酶切鉴定图 

Fig.3 PCR of MTERF1 and double-enzyme digestion of 
pcDNA3.1(+)-MTERF1 

 

 
图 4 重组质粒 pcDNA3.1(+)-MTERF1测序验证 

（部分结果） 
        Fig.4 Test of recombinant plasmid pcDNA3.1(+)- 

MTERF1 by DNA sequencing 
 

2.4  重组质粒在 C-33A细胞中的表达 
通过脂质体介导的基因转染方法，分别将构

建的重组质粒 pcDNA3.1(+)-MTERF1 和空质粒
pcDNA3.1(+)转染 C-33A 细胞，使用兔抗人

MTERF1多克隆抗体进行蛋白质免疫印迹检测。
利用 Photoshop图像处理软件和 SPSS21.0统计软
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件对条带灰度值进行分析，结果显示：在转染了

真核表达载体pcDNA3.1(+)-MTERF1的C-33A细
胞内，MTERF1 蛋白的表达水平显著高于转染
pcDNA3.1(+)空质粒的 C-33A细胞（图 5）。提示
真核表达载体 pcDNA3.1(+)-MTERF1 已经成功
地构建，并能在 C-33A 细胞中正确的表达

MTERF1蛋白。 

 
注：MTERF1：pcDNA3.1(+)-MTERF1载体；空白对照: pcDNA3.1(+)
载体；**表示存在显著性差异 P＜0.01. 

图 5  Western blot检测 pcDNA3.1(+)-MTERF1在 C-33A
细胞中的表达 

Fig.5 Efficiency of pcDNA3.1(+)-MTERF1 detected by 
Western blot in C-33A cells 

3  讨论  

线粒体转录终止因子蛋白家族的成员有 2个
显著的特征，即定位于线粒体和存在不定重复数

的 MTERF 结构域[9]。其中，MTERF1 蛋白是
MTERF蛋白家族中发现最早的蛋白质，Kruse等
首次在人类细胞中分离纯化到 1 个促进 mtDNA
转录终止的 DNA 结合蛋白质，该蛋白质与

mtDNA上 16S rRNA基因和 tRNA基因分界处的
28 bp序列（即线粒体 DNA转录终止位点）特异
结合，从而提前终止重链的转录[10]。近年的研究

显示，哺乳动物MTERF1除了与 mtDNA的转录
终止位点特异结合外，同时还与 mtDNA 重链上
基因转录启动子 1（heavy strand promoter 1, 
HSP1）结合，进而在 2个结合位点之间形成一个
rDNA环的转录单元[11]。因此，MTERF1蛋白控
制了 mtDNA上 HSP1到 16S rRNA的转录，产生

1个 mtDNA-loop，有助于促进转录因子的重复利
用和转录的反复进行，提高转录速度，导致上游

基因的转录水平较下游基因的转录水平高出

30~50倍，同时也更加容易促进转录起始[12]。 
Hwarinen等研究发现，在人胚肾 293T细胞

内过表达 MTERF1基因，将抑制 mtDNA 的复制
水平，降低 mtDNA拷贝数，并在协调 mtDNA的
复制和转录中发挥作用[13]。近年来的研究还发

现，在多种恶性肿瘤中 mtDNA 含量和线粒体呼
吸链酶活性降低，这提示肿瘤中参与线粒体基因

表达调控的蛋白因子可能存在着表达异常[14-15]。

但人MTERF1基因在恶性肿瘤细胞发生发展中的
具体作用及其分子机制仍不明确。 

本实验中选择的真核表达载体 pcDNA3.1(+)
比病毒载体安全性更高，载体上含有多克隆位点，

便于目的基因插入至载体。同时，载体上含有氨

苄青霉素抗性和新霉素抗性标记使得重组质粒易

于筛选，且构建好的重组真核表达载体能够稳定

在宿主细胞内复制和高效表达[16]。目前，国内外

尚未见 MTERF1 基因真核表达的构建及其在
C-33A细胞中的表达情况的报道，本研究成功地
克隆出 MTERF1基因，将其插入到 pcDNA3.1(+)
载体的 CMV 启动子下游，成功构建了高表达人
MTERF1蛋白的真核表达载体，为研究MTERF1
的功能提供了必要条件。 

此外，我们通过脂质体法将重组真核表达载

体转染人子宫颈癌 C-33A 细胞株，通过 Western 
blot的方法检测到MTERF1基因蛋白水平的过度
表达，为下一步构建稳定表达的细胞系打下基础。

总之，人MTERF1表达载体的构建及其表达分析
不仅为下一步纯化获得靶蛋白提供可能，也为进

一步探讨人 MTERF1 的表达调控对子宫颈癌发
生发展的影响奠定了基础。 
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