
!"卷#期
$%%%年&月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&%’()*$+,(-.#(/%0"$(,(12
’()*!"+(*#
,-.

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$%%%

收稿日期：!///0%&0$1，修回日期：$%%%0%!0$1。
基金项目：国家自然科学基金资助项目（#/"2%1%2）和国家“3"#”计划生物技术领域青年基金资助项目（3"#0!%!）。

"联系人：4-5：%%3"0$!0"&"1$1$3；607-8)：9.:;-(!<=>-?*6>=*@?
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及其稳定表达的细胞株的构建
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摘 要 以人ABC细胞总D+E为模板，采用DF0GHD方法扩增了人促血小板生成素受体@0,I)编码区全长

!J/KL@M+E，测序结果表明与已报道的序列一致。然后构建了0345,的I@M+E#表达载体I@,GC，转染不表达03
45,的N&"$细胞后，经O1!3抗性筛选，+(PQ;6P?L)(Q和R(=Q;6P?L)(Q检测证实获得稳定表达0345,的细胞株。为
进一步研究@0,I)的生物学功能提供有用的实验材料。
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在生理状态下，人的血小板生成是一个复杂的

过程，受到多种造血因子的影响。最近克隆的促血

小板生成素（F;P(7L(I(86Q8?，FGT）是调节血小板生
成最主要的细胞因子。它专一性促进巨核细胞的生

长发育和血小板的生成，其生物学效应由其受体@0
,I)介导［!］。@0,I)是骨髓增生性白血病病毒

,GC’的U0,I)的同源对应物，属于造血因子受体
超家族，其特征为+端含有1个半胱氨酸的$%%个
氨基酸的保守区域和位于该区域H端附近的FPI0
R6P0V0FPI0R6P顺序。对表达@0,I)的细胞或转基因
克隆细胞株的体外研究表明，FGT的结合可能激活

W-K0RFEF信号转导途径和 ,EGN途径。尽管如
此，人们仍然还不太清楚所涉及的信号传递因子及

其激活事件的顺序［$，#］。为了研究参与@0,I)介导
的信号转导的蛋白质，我们用DF0GHD方法，成功
地从人ABC细胞总D+E中克隆了@0,I)编码区

@M+E片段，进而构建了I@,GC永久表达载体，并
且在天然状态下不表达0345,的人N&"$细胞中得
到了稳定表达，为研究@0,I)介导的信号转导途径
打下了基础。

) 材料与方法

)*) 菌株、细胞株与质粒

670(,#VC!0X)=6和IYH!!/、I@M+E#均为本

室保存的菌株和质粒。人红白血病细胞ABC和人
慢性髓性红白血病细胞N&"$细胞系均购自中科院
上海细胞生物学研究所。

)*+ 总,’(抽提
以DG,Z0!"1%培养基（含!%[小牛血清）培养

ABC细胞，收集&\!%"细胞，GXR洗涤!次后按异
硫氰酸胍0苯酚0氯仿法［1］提取总D+E，]3%̂ 保
存。

)*- ,."/0,扩增!&’(人全长!"#/1!&’(片
段

采用OZXHTXDC公司@M+E第一链合成系统
（R=I6P9@P8IQGP6-7I)8@-Q8(?R.9Q67<(P48P9QRQP-?>
@M+ER.?Q;6989N8Q），并按说明书操作，]$%̂ 保
存。设计了一对引物用于扩增@0,GC@M+E：
&_引物，&_0OOEEFFHHEFOHHHFHHFOOOHHHFHFFHEFO0#_，

#_引物，&_0OOFHOEHHFHEEOOHFOHFOHHEEFEOHFFEO0#_。

取 @M+E $"C 为 模 板，采 用 X(6P8?‘6P0
,-??;687公司B5I-?>F,C(?‘F67I)-Q6GHDR.90
Q67，扩增目的片段。GHD反应条件为：/#̂ 变性

#J&78?，然后按/#̂ （!%9）#&&̂ （#%9）#2$̂
（!$%9）反应#%个循环，最后2$̂ 保温1%%9。

)*2 基因克隆、$!#/1表达载体的构建与&’(序
列测定

重组方案详见结果部分，M+E操作按《分子克



隆》常规方法［!］进行。对重组子序列测定。

!"# 细胞转染与稳定表达

"#$转染按%&’()*+,&-方法进行，"#$用量为

!!.，%&’()*+,&-用量为/0!%，起始细胞数为12304，
转染305后加入67%细胞培养液（含血清），189
继续孵育6:5后，换含400!.／7%的;63:的培养
液筛选转染细胞，并分装至<4孔板，/"1周后可见
有些孔中有明显克隆，扩增这些混合克隆，按方法

!"$、!"%、!"#抽提总=#$，并以=>?@A=初步确定

!"#$%的表达，对@A=结果阳性的混合克隆，去除

;63:，连续传代培养；极限稀释获得单个克隆细胞
株。

!"& ’()*+,)-./(*、0(1*+,)-与 2,3*,)-./(*
参照文献［!］方法进行，B!4/细胞克隆总=#$

按方法!"$抽提，基因组"#$按文献［!］方法抽
提，&’#CD酶切。以!"#$%经&’#CD酶切所得的

161E’的小片段为探针模板，以@F(7*.G公司的

@F&7*?G?.*-*HGE*H&-.IJI,*7进行#?1/@?K$>@标记。
进行#(F,5*F-EH(,时，为确定=#$总量，同一张膜
用$?G+,&-"#$探针杂交。L*I,*F-EH(,参照文献
［!］方法。

4 结 果

4"! 5678/编码区全长59’:的;<6=>;扩增

!"#$%在CM%细胞中有较高的表达［3］，我们以
培养的CM%细胞为材料提取总=#$合成+"#$。
再以此+"#$为模板，以+?N’H编码序列!O端和1O
端引物进行@A=合成3P<QE左右的"#$片段（图

3），其长度相当于+?N’H的完整的含信号肽的编码
区序列。低熔点胶法回收该片段。

4"4 5678/编码区全长59’:的克隆和序列测定
纯化回收的 @A= 产物，克隆入’RA33<的

(!)=D和*’%D位点之间，对其中的1个候选克隆

’RN@%/、6、!进行酶切分析，发现酶切结果与预期
的完全一致。从而初步证实我们克隆得到+?N’H编
码区全长+"#$。由于+?N’H+"#$长达3<0:E’，
为了检验克隆的@A=产物碱基序列的正确性，利用
基因内的*$+D和&’#CD位点，制备+?N’H+"#$
片段1个亚克隆，用 N31／’RA3<正反向引物进行
序列分析（图/）。
测序结果表明：单个克隆中含有突变，系由>GS

酶不完全精确复制导致。为了得到完全正确的+?
N’H编码区全长+"#$，将不同克隆进行拼接，得到
不含任何突变的+?N’H编码区全长+"#$，该序列

的;*-TG-Q登录号为#N—00!181。

图3 @A=产物琼脂糖凝胶电泳

U&.P3 $.GF(I*.*H*H*+,F(’5(F*I&I()@A=’F(KV+,
3W%／,-.K&"#$7GFQ*F；/W@A=’F(KV+,；

1W’2386／,’/&"#$7GFQ*F

图/ 重组质粒’RN@%的测序策略

U&.P/X*SV*-+&-.I,FG,*.J()F*+(7E&-G-,’HGI7&K’RN@%
T：&’#CD；X：*$+D；@)：’RA／N31)(FYGFKI*SV*-+*’F&7*F；

@F：’RA／N31F*Z*FI*I*SV*-+*’F&7*F

4"$ 5678/真核表达载体构建及在?#&4细胞中的
稳定表达

以(!)=D和*’%D酶切获得!"#$%片段，克隆
至’+"#$1的(!)=D和*’%D间，得到+?N’H真核表
达质粒’+N@%。用%&’()*+,&-方法，将’+"#$1与

’+N@%分别转染不表达!"#$%的 B!4/细胞，经

;63:抗性筛选，获得多个抗;63:的混合细胞克
隆，即’+"#$1或’+N@%的转基因细胞。这些阳性
细胞克隆经连续传代培养，分别抽提总=#$后经

=>[@A=筛选表达!"#$%的克隆细胞株。对于

@A=阳性的克隆细胞B!4/／’+N@%?;!经极限稀释
后分选出单个克隆并撤掉;63:连续培养/个月。
转染有’+"#$1的B!4/细胞则直接经极限稀释分
选出单克隆B!4/／’+"#$1?T3。
为了进一步确证!"#$%在B!4/细胞克隆中表

达，扩增克隆细胞B!4/／’+N@%?;!和B!4/／’+"?
#$1?T3作 #(F,5*F-、X(V,5*F- 和 L*I,*F-分析。

#(F,5*F-EH(,仅在克隆细胞株 B!4/／’+N@%总

=#$出现阳性杂交信号，对照 B!4/／’+"#$1和
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!"#$均无杂交信号（图%）。&’()*+,-./’)表明，

!"#$细胞在01.处有内源!"#$%基因的&’#23酶
切片段的杂交条带［#］，而只有在!"#$／45678的基
因组9:;中可另外检测到%<%.4的阳性条带，这
进一步证实外源5=64/59:;已整合到!"#$细胞
基因组中（图<）。在 >+?)+,-分析中，只有转染了

45678的细胞能检测到5=678蛋白质（图"）。

图< 转基因!"#$细胞的&’()*+,-交杂

@ABC< &’()*+,-D-D/E?A?’F),D-?B+-A5!"#$5+//?
GH!"#$／45678；$H!"#$／459:;%；%H!"#$；

<H7’?A)AI+5’-),’/，%<%.4F,DBJ+-)’F!"#$%59:;
KAB+?)+KLA)*&’#23

图% 转基因!"#$细胞的:’,)*+,-杂交

@ABC% :’,)*+,-D-D/E?A?’F),D-?B+-A5!"#$5+//?
GH!"#$；$H!"#$／459:;%；%H!"#$／45678

图" 转基因!"#$细胞的蛋白免疫印迹分析

@ABC" 3JJ(-’./’))A-BD-D/E?A?’F678+M4,+??A’-
A-),D-?B+-A5!"#$5+//?

N’4：678，O’))’J：!=D5)A-：GH!"#$／45678；

$H!"#$／459:;%；%H!"#$

! 讨 论

!"#$%只在造血干细胞（如纯化的P9%<Q）、巨
核细胞系、血小板以及2R8、9;63、SN=0、6’0+、

N@=G等细胞株中表达。上皮细胞中也可检测到微
弱表达信号。人体中胎盘、骨髓、胎肝、胎肝血（%<
周）、脐带血等组织表达!"#$%。!"#$%可被转录成

7型和!型两种转录本（64/=7和64/=!）。相对于

64/=7而言，64/=!的表达量很低，但两者在生理上
是同时表达的，2R8细胞中也是如此［0，T］。我们所
克隆表达的是 64/=759:;，因为 64/=7转导N7U
的刺激信号，而64/=!在正常生理状态下可能起着
调节 64/=7水平的作用。实验采用8A4’F+5)A-转
染，保证了较高的转染效率，成功地转染了真核重组

表达质粒45678，&’()*+,-印迹证实了!"#$%基因
的整合，而 :’,)*+,-印迹和 >+?)+,-印迹分别从

V:;水平和蛋白质水平上验证了该基因的表达。

!"#$细胞是用VN=7PV都无法检测到!"#$%
表达的细胞株，但是 6AB-’))+等［#］用P;N分析发
现0WW.4长的人!"#$%启动区（4,’J’)+,）在2R8
细胞和!"#$细胞中都有活性，这表明!"#$%的启
动区在骨髓来源的细胞中有功能。!"#$和2R8同
为红白血病细胞，!"#$%的表达何以有如此大的差
异？如果!"#$细胞表达!"#$%又会对N7U的刺激
有什么反应？这种反应与N7U依赖的细胞系（如

6’0+）又有什么不同？我们希望!"#$／45678克隆
细胞株的建立将有助于解答这些疑问及进一步了解

5=64/介导的信号转导途径。
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