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摘 要 利用反转录 ?@A 技术，从 B0#" 细胞总 A+C 中，扩增编码人可溶性 @D!5 的基因序列，构建了重组表达质粒

E6F!GH8I@GI@D!5
#51--；用脂质体转染法，实现了在真核细胞中的高效表达；用免疫亲和层析纯化表达产物，纯度达

0%J以上；K?L 刺激 B0#"细胞产生 @D!5的变化，证明了表达产物具有结合 K?L 的功能。

关键词 @D!5，基因克隆，序列分析，真核表达，纯化，生物学功能
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@D!5是一种主要表达于单核细胞、巨噬细胞和

中性细胞上的糖蛋白，其分子量为 &&:D。人 @D!5的

前体 蛋 白 多 肽 链 由 #"& 个 氨 基 酸 组 成，成 熟 的

7@D!5由 #&2 个氨基酸组成，是将前体多肽的前 !0
位信号肽去除而成。7@D!5 @/端缺少 1 个氨基酸即

为 I@D!5，I@D!5 有 两 种 异 型，分 子 量 分 别 为 50 和

&&:D，均 缺 乏 N?O 锚。目 前 研 究 认 为，I@D!5 与 膜

@D!5竞争结合 K?L，并且介导不表达 @D!5的内皮、上

皮和平滑肌细胞对 K?L 应答，在细菌性感染中具有

重要的炎症介导作用［! P 5］。

我们利用反转录 ?@A 技术，从 B0#" 细胞总 A+C
中，扩增编码人可溶性 @D!5 的基因序列，构建了重

组表达质粒，实现了在真核细胞中的高效表达，并进

行了表达产物纯化及生物学功能的研究。

# 材料和方法

#$# 菌种、细胞株及质粒

大肠杆菌 DH/&!、@QL/" 细胞、B0#"细胞为本室保

存，3 * 0(,# %!!!：R5K?L 购自 L8S7- 公司。真核表达

质粒 E6F!GH8I@ 购自 O=T8>U(S4=4，免疫亲和层析柱为

本室组装。

#$% 试剂

D+C 限制酶 .+4H"、56+"购自宝生物工程

有限公司：35 连接酶、3-V D+C 聚合酶、总 A+C 抽提

试剂盒、A3/?@A 和 ?@A 产物回收及质粒纯化试剂

盒等购自 ?U(74S- 公司，D+C 纯化回收试剂盒购自

北京博大公司；K8E(W4X>8=、D,6, 培养基、A?,O!25%
培养基购自 NOR@Q 公司；蛋白酶抑制剂 @(7E)4>43,

购自 R(49U8=S4U ,-==9487 公司，质粒 E6F!GH8I@、C=>8/
YEU4II3,抗体购自 O=T8>U(S4=4 公司，HA? 标记羊抗鼠

OSN 抗体购自 N8ZX() 公司，FO3@ 标记的抗 @D!5 单抗

购自 ?9-U78=S4= 公司。

#$& B’&(细胞的培养与总 A+C 的提取

B0#"细胞在含 !%J小牛血清的 A?,O!25% 培养

基中，#"[ &J @Q$ 条 件 下 培 养。用 K?L（浓 度 为：

!%%=SG7K）刺激培养的 B0#"细胞 519，按 ?U(74S- 公司

A+CS4=>I3,总 A+C 提取系统操作指南，从培养细胞

中分离总 A+C，溶于无菌水。

#$) 反转录聚合酶链反应（A3*?@A）

根据文献报道的人 I@D!5
#51-- 基因序列，设计引

物。上游引物：&\@N@ NNC 3@@ C@@ C@N @@C NCC
@@3 3N3 NCN #\，含 .+4H"酶切位点，为适应表达

载体 E6F!GH8I@，没有设计信号肽和 C3N；下游引物：

&\N@ 3@ 3 CNC 33C @CN @C@ @CN NN3 3@@ @N#\含
56+"酶切位点（引物由北 京 赛 百 盛 生 物 公 司 合

成）。A3/?@A 采 用 ?U(74S- 公 司 N4=4/C7EA A+C
?@A :8>，7A+C 反转录模板为 !#S，在 ?651% 扩增仪

上扩 增，扩 增 参 数 为：反 转 录（A3）/5$[ !9，0&[



!"#$；%&’()*+ *,-，!!+ ."#$，/0+ ."#$ 循 环 1,
次，/0+延伸 .!"#$，将产物回收。

!"# 重组质粒 $%&!’()*+’*+,!-
.-/00的构建和鉴定

将 %&’ 回收产物用 !"#2!和 $%"!双酶切，

纯化回收，定向克隆至经 !"#2!和 $%"!双酶切

的 345.62#-& 真核表达测序载体上，以常规一步转

化法转化 72(!"感受态细胞，用 %&’ 方法和酶切分

析方法鉴定重组子。

!"1 序列测定

将含有构建好的重组子的菌种扩增，送上海博

亚生物公司测序。

!"2 $%&!’()*+’*+,!-
.-/00 质粒在 +3452 细胞中的

表达

细胞转染用 8#39:;<=#$ 法，将 >#? 质粒 7@A 和

.,#8 质脂体分别溶于不含血清的 7B4B 中，混匀，

室温放置 .!"#$，转染一瓶 0!<"0&CD(/ 细胞，共转染

.! 瓶，*>E 后收集细胞。

!"/ 表达产物的 4,45678%、9: 检测

将收集的细胞超声破碎取上清，按常规方法，用

.!F的分离胶进行 D7D(%AG4 分析，用薄层扫描测

定表达水平。然后进行 HI 检测，HI 检测所加一

抗为 J$K#=L9?;$; 公 司 的 A$=#(M3L;--NB 抗 体，二 抗 为

G#O<9P 公司的 2’% 标记羊抗鼠 J?G 抗体，显色剂为

7AI。

!"; 表达产物的免疫亲和层析纯化

收集阳性表达细胞，经超声破碎、离心过滤后取

上清，经制备的 1&., 单抗免疫亲和层析柱进行纯

化，D7D(%AG4 分析纯化效果，用紫外吸收法测定纯

化产物的蛋白浓度。

!"!< 重组 *+,!-
.-/00的 =64 结合活性实验

Q)1/细胞分成两组，加入 8%D 或同时加入纯化的

表达产物 -&7.*
1*>RR，浓度分别为：.,,$?6"8、.#?6"8，

1/+ !F &C0 孵育 *>E；收集细胞，按常规方法洗涤

细胞，加入 5JN& 标记的抗 &7.* 单抗 0,#8，*+放置

0E；常规方法收集细胞，固定，*+保存；进行流式细

胞仪检测。

> 结果

>"! ?;.2 细胞总 @A7 的提取和人 *+,!-
.-/00 基因的

扩增

以 Q)1/细胞总 ’@A 为模板，经 ’N(%&’ 扩增出

一 条 特 异 性 条 带，大 小 约 为 .,,,O3，与 预 计 的

. ,**O3基本一致（图 .）。

图 . ’N(%&’ 产物 -&7.*
1*>RR <7@A 的电泳鉴定

5#?S. 4P;<=L93E9L;-#- R$RPT-#- 9: ’N(%&’

3L9UV<= -&7.*
1*>RR <7@A

.S’N(%&’ 3L9UV<=；BS7@A "RLW;L

>"> 重组质粒 $%&!’()*+’*+,!-
.-/00 的构建及序列

测定

将电泳回收的 %&’ 产物，用 !"#2!和 $%"!
双酶切，7@A 纯化回收试剂盒回收片段，将其定向

克隆至经 !"#2!和 $%"!双酶切的 345.62#-& 真

核表达测序载体上，将连接产物以常规一步转化法

转化 72(!"感受态细胞，用 %&’ 方法和酶切方法鉴

定重组子。结果表明，用 %&’ 及 !"#2!、$%"!双

酶切 方 法 鉴 定，均 可 获 得 预 期 大 小 的 7@A 片 段

（. ,**O3），说明已将片段插入至质粒中，7@A 测序

结果分析证明与已报道的基因序列一致。将此重组

质粒命名为：345.62#-&6-&7.*
1*>RR（图 0）。

图 0 345.62#-&6-&7.*
1*>RR的 %&’ 及限制酶酶切分析

5#?S0 %&’ R$U L;-=L<=#9$ R$RPT-#- 9: L;<9"O#$R$=

3PR-"#U 345.62#-&6-&7.*
1*>RR

. S %&’ 3L9UV<=；0 S 345.62#-& 3PR-"#U；

1S 345.62#-&6-&7.*
1*>RR 6!"#2! X $%"!；BS7@A "RLW;L

>". *+,!-
.-/00基因在 +3452 细胞中的表达

将重组质粒 345.62#-&6-&7.*
1*>RR 转染 &CD(/ 细

胞，*>E 后，收集细胞裂解液，进行 D7D(%AG4、HI 检

,/0 生 物 工 程 学 报 ./ 卷



测，将 !"!#$%&’ 结果用薄层扫描测定表达水平。

结果表明，转染的 ()!#* 细胞裂解蛋白在大小约

+,-" 附 近 有 一 条 较 强 的 特 异 性 棕 色 条 带，说 明

.("/0
,0122基因在 ()!#* 细胞中得到表达（图 ,）。!"!#

$%&’ 进行薄层扫描，表明 .("/0
,0122在 ()!#* 细胞中

实现了高效表达，表达量占细胞可溶性蛋白的 345
以上（图 0）。

图 , ()!#* 细胞表达蛋白的 !"!#$%&’、67 结果

89:;, ’<=>?..9@A 2A2BC.9. @D .("/0
,0122E@B?FGB?

H;H6 .I2AJ2>J.（H>）@D =>@I?9A；/; KAJGF?J =’8/LM9.(L. ("/0
,0122

3NOA9AJGF?J =’8/LM9.(L.("/0
,0122；2; KAJGF?J =’8/LM9.(L.("/0

,0122

P ; OA9AJGF?J =’8/LM9.(L.("/0
,0122 F; $G>9D9?J .("/0

,0122

图 0 薄层扫描图

89:;0 $9FIG>? @D .F2A

!"# 免疫亲和层析纯化 $%&’#
(#)**

用免疫亲和层析纯化表达产物，纯化产物用

!"!#$%&’ 检测纯度（图 +），可见接近分子量 +,-" 处

有明显的单一条带，纯度高于 Q45，67 结果见图 ,F。
!"+ 重组 $%&’#

(#)**的 ,-. 结合活性实验

在 OQ,*细胞中，加入 R$! 或同时加入纯化的表

达产物 .("/0
,0122刺激后，按常规方法收集细胞，加入

8KS(标记的 ("/0 单抗，固定后上流式细胞仪检测，

结果见表 /。

OQ,*细胞为人组织淋巴瘤细胞，属人单核细胞，

在一定浓度的 R$! 刺激时，可使 E("/0 的表达量增

加，本实验在不致死细胞的前提下，尽量加大 R$! 的

使用浓度，终浓度为 /44A:LER、/!:LER，或同时用表

图 + 纯化产物的 !"!#$%&’

89:;+ $G>9D9?J .("/0
,0122

H;H6 .I2AJ2>J.（H>）@D =>@?9A；/; $G>9D9?J .("/0
,0122

表 ’ 重组 $%&’#
(#)**的 ,-. 结合活性

/*012 ’ 345672 89 :248;06<*<42= $%&’#
(#)** 48;06<6<> ,-.

%JJ R$!（T U !"） %JJ R$! 2AJ .("/0
,0122（T U !"）

/44A:LER 3,N04 U 4N4* /0NQ3 U 4N//

/!:LER /1N/* U 4N/3 //NV4 U 4N4Q

达产物刺激培养的 OQ,* 细胞 01W，观察重组 .("/0 对

R$! 诱导 OQ,*细胞产生 ("/0的影响。结果表明，重组

的 .("/0
,0122 与 OQ,* 细 胞 表 面 的 E("/0 竞 争 性 结 合

R$!，使系统中游离 R$! 浓度大大降低，从而对 OQ,*

的刺激减少，抑制了 OQ,*细胞生成 ("/0，实验两组间

差别显著，具有统计学意义，说明通过 ()!#* 细胞表

达的 .("/0
,0122具有天然 ("/0的 R$! 结合活性。

( 讨 论

本实验从 OQ,*中提取总 XY%，反转录获得 .("/0

F"Y%，目前尚未见文献报道。本文用 R$!（浓度为：

/44A:LER）刺激培养的 OQ,*细胞 01W，提取总 XY%，克

隆，测得的序列与文献报道的完全一致。

对于 ("/0 的纯化目前尚未见报道，本文采用

,(/4 单抗免疫亲和层析柱建立了重组蛋白纯化系

统，一步即可将重组 ("/0 蛋白纯化至 Q45以上，为

规模制备重组蛋白和生物学活性研究奠定了基础。

本实验所用的真核表达载体是商品化的 =’8/L
M9.(，其表达元件中含有高效表达启动子 ’8#/"，经

脂质体转染 ()!#* 细胞，结果显示重组 ("/0 得到了

高效表达。占细胞内可溶性蛋白的 345以上。文

献报道 ’8#/"启动子强度高于 (HZ，本实验结果证

实了 =’8/LM9.( 是一高效表达载体。

研究表明，("/0 Y#末端 /+3 个氨基酸具有完整

/*3, 期 白洁等：人可溶性 ("/0基因克隆表达及功能研究



的结合 !"# 和诱导炎症应答功能［$］，说明 %&’( 上结

合 !"# 和激活细胞的功能区域位于前 ’$) 个氨基酸

以内。目前推测 %&’( 上与结合 !"# 相关的区域有：

氨基酸 $*+,(［,］、-.+((［*］，这些区 域 的 删 除 将 导 致

!"# 结合能力完全丧失；与细胞激活相关的区域有：

氨基酸 *+’/、.+’- 和 .’+’/’，删除这些区域后 %&’(尚

能结合 !"#，但其激活细胞的能力丧失。0%&’( 能与

1%&’(竞争结合 !"#，部分取代 1%&’( 的作用，与 !"#
形成复合物，介导细胞结合 !"#，借此提高清除内毒

素的能力，同时介导不表达 %&’( 的内皮细胞、上皮

细胞、平滑肌细胞对 !"# 的应答。

从生物学治疗角度考虑，阻断 %&’( 的信号转导

功能，有可能为脓毒症治疗提供新的思路，尤其是保

留 !"# 结合能力，丧失细胞激活能力的 0%&’(信号缺

失突变体，在感染性休克治疗中，可能具有潜在应用

价值［2、.］。
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重 要 声 明

为适应我国信息化建设需要，扩大作者学术交流渠道，本刊已加入《中国学术期刊（光盘版）》

和“中国期刊网”。如作者不同意将文章编入该数据库，请在来稿时声明，本刊将做适当处理。
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