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!00&年，I(JJK;等［!］发现 EF+49G、,LM/!!和 ,LM/!"等"/
趋化因子具有抗 NL’/!感染活性。!00"年，75?@等［$］和 O5?@
等［#］证实"/趋化因子受体 IPIE3和 IIE&分别是 NL’/! 侵
染 4淋巴细胞和巨噬细胞的辅助受体（J(/Q5J5=D(Q）。4淋巴
细胞嗜性（4/DQ(=;C:）分离株被称为 P3 毒株，巨噬细胞嗜性
（,/DQ(=;C:）分离株则被称为 E&毒株［3］。EF+49G与 IIE&有
着高度的亲和力，二者的结合可对 NL’/!的细胞附着产生空
间位阻效应，并下调 IIE&在细胞表面的表达。这一结果使
EF+49G抗 NL’/!感染机制在分子水平上得到合理的解释。
最近，R-Q>;?(/O5:(等［&］证明，"/趋化因子的诱导分泌与 NL’/
!感染后疾病进程的控制有着密切的关系，而且人群中"/趋
化因子水平存在着显著的个体差异，表明"/趋化因子对艾滋
病具有潜在的预防和治疗价值。为此，我们在克隆人 EF+/
49G基因的基础上，在体外转录与翻译系统中实现了该基因
的表达，有利于今后进一步开展艾滋病的基因治疗。

’ 材料与方法

’(’ 淋巴细胞分离与激活
预备盛有 #:S生理盐水和肝素的试管，加入等体积正

常人全血。在预先加有 $T#体积淋巴细胞分离液的试管中，
缓慢加入稀释血液，$ &%%QT:;?离心 #%:;?。汲取中层白细
胞，用 MUG洗 !次，$ &%%QT:;?离心 !%:;?。在加有 !%:S !23%
培养基（R;VJ( 公司）的培养瓶内移植细胞，再加入 !%#@T:S
MNF（G;@:-公司），于 #"W，&X IY$ 下培养 $3K。

’() !#"提取
离心收集培养细胞，MUG洗涤，$ &%%QT:;?离心 !%:;?。加

入 !:S E+F 提取液（中山医科大学达安公司），室温放置
&:;?，再加 %Z$:S 氯仿，用力振摇，室温放置 #:;?，3W下
!! %%%QT:;?离心 !&:;?，取上层水相，加入等体积异丙醇，混
匀，室温静置 !%:;?，3W下!! %%%QT:;?离心 !%:;?。用 !:S
"&X乙醇洗涤沉淀，3W下" %%%QT:;?离心 &:;?。除去乙醇，室
温干燥 !%:;?，加入 &%#S无核酸酶重蒸水溶解，[ "%W保存

备用。

’(* !$+,-!扩增
据文献［2］设计 EF+49G 基因扩增引物 E-?&（&\ F4/

RFFRR4I4IIRIRRIFIRII4I#\）和 E-?#（&\I4FRI4IF4I4I/
IFFFRFR44RF4#\），由上海 G-?@(? 生物工程公司合成。采
用 E(JK5公司的 4;D-? Y?5/DBV5 E4/MIE G.CD5:进行 E4/MIE，
先在 &%W逆转录 #%:;?，然后按以下条件扩增 3% 个循环：
03W，#%C；&&W，!:;?；21W，$:;?。
’(. 重组质粒鉴定及序列测定
将 E4/MIE产物直接与 =4-Q@54 载体（MQ(:5@- 公司）连

接，转化 3 * 0(,# ],!%0 感受态细胞，涂板，蓝白斑筛选重组
子。以 H;-@5?公司试剂盒提取质粒 O+F，用 30(EL酶切鉴定
重组质粒，然后在 FUL MQ;C: #!% O+F测序仪上以 4"启动子
通用引物测序。

’(/ 体外转录与翻译
用 E(JK5公司的 S;?^5_ #$ 4#/*( GM2T4"/4Q-?CJQ;=D;(?T4Q-?C/

)-D;(? ‘;D进行体外转录与翻译。取重组质粒 &#@，与 &#S 3 a
4"转录缓冲液和 !%#S 无核酸酶重蒸水混合，#%W保温
!&:;?。取 !%#S 转录混合液，加入 #1Z3#S 翻译混合液和
!Z2#S非标记甲硫氨酸，混匀，#%W保温 !K。
’(0 免疫印迹杂交
取 $#S体外表达产物点样于 U;(U)(D4, M’O7膜（F:Q5CJ(

公司）上，用马来酸稀释的 !X封闭液于 #"W下保温 !K，轻微
振荡，再用 !X封闭液稀释的山羊抗 EF+49G（I/!0）多克隆抗
体（G-?D- IQB> 公司）于 #"W下结合 !K。用 4UG4（含 %Z!X
4b55? $%的 4UG）和 %Z&X封闭液分别洗膜 $次，每次 !%:;?，
再用 !X封闭液稀释的辣根过氧化物酶标记驴抗山羊 L@R抗
体（华美公司）于 #"W下结合 #%:;?，最后用 4UG4洗 3次，每
次 !&:;?。
’(1 化学发光测定
按 E(JK5 公司 IK5:;)B:;?5CJ5?J5 c5CD5Q? V)(DD;?@ ‘;D（鼠T

羊）说明书操作。在暗室内，将 4UG4浸润的膜转入塑料袋



中，加入 !"#显色液，封口，反应 !"$%。将塑料袋连同膜一
起置于胶片夹（&’()* +,-). /01’23-4 5’6(4-）内，其上放入同
样大小的 +,7")8 9634 +9,!胶片（&’()*公司），锁定胶片夹，
曝光 ! : ;"$%，显影、定影后观察结果。

! 结果与讨论

!"# $%&’()基因的扩增、克隆和鉴定
按引物内侧序列预计，<=>?/@ 基因的理论长度应为

ABCD1。人外周血淋巴细胞 <>=经 <?,EF<扩增后，检测到
GHHD1左右的电泳区带，推测是由 <=>?/@ "<>=经逆转录
产生的 IJ>=的扩增产物。
将扩增产物与 1?)-K4? 载体连接获得的重组质粒 1?,

<=>用插入位点两翼各有一个切点的 !"#<L酶切，可见一条
载体大片段和一条 GHH : MHHD1的小片段。该片段中除包含
<=>?/@基因外，尚有 CND1 的载体片段，其实际大小应为
GMMD1。
!"! $%&’()基因的序列分析

<=>?/@基因的测序结果表明，它是一个含有起始密码
（=?O）和终止密码（?=O）的完整开读框（7<P），共编码 Q!个
氨基酸残基，其中包括 AG个氨基酸组成的信号肽和 CN个氨
基酸组成的成熟蛋白。该序列已由 O4%9)%*收录，注册号为
=PACCB;G。
根据美国生物技术资讯中心（>F9L）数据库（R881：SSTTTU

%ID$U %6"U %$RU K’VS）的检索结果，本研究测得的 <=>?/@基因
的成熟蛋白编码区与所有已发表的序列完全相同，但信号肽

编码区则略有差异（表 !）。

表 # $%&’()信号肽的氨基酸序列同源性比较

’*+,- # ./0/,/12 3/04*567/8 /9 7618*, 4-4:6;- 5616/8 /9 $%&’()

@$K%)6 1418$(4
=II422$’%

>3"D4-

@3D"$22$’%

()8)
=38R’-

W&X@==<#=XL#L=?=#F=E=@= WA!!A! HG,=YO,!QQG @IR)66 $% &’ U

W&X@===#=XL#L=?=#F=E=@= =PHMGGM! A!,P/9,!QQN Z)%K $% &’ U

W&X@===#=XL#L=?=#F=E=@= =PHNNA!Q !!,Z=>,AHHH >’"$.)") $% &’ U

W&X@==<#=XL#LX?=#F=E=@= =PACCB;G G!,W=[,AHHH \4%K $% &’ U

W&X@==<#=XL#L=?=#F=E=@= >W—HHAQN; G!,7F?,AHHH >’"$.)") $% &’ U

人 FF类趋化因子种类繁多，而且多以基因簇的形式串
联存在于染色体上［B］。我们测得的 <=>?/@信号肽第 B 位
氨基酸为 <（由 FOF编码），这与 @IR)66等（!QQG）及 >’"$.)")
等（AHHHD）的结果相同，但与 Z)%K 等（!QQN）及 >’"$.)") 等
（AHHH)）测得的 =（由 OFF 编码）不同；其次，我们测得的
<=>?/@信号肽第 !M位氨基酸为 X（由 O??编码），这与其他
作者测得的 =（由 OF?编码）均不同，推测可能是由 OF?突
变为 O??（基因飘移）而产生的单核苷酸多态性（@>E）。
!"< $%&’()基因的体外表达
将不同稀释度的体外表达产物用不同滴度的一抗（山羊

抗 <=>?/@抗体）结合后，经酶联二抗（驴抗山羊 LKO）结合及
化学发光检测，结果如图 !所示。

图 ! <=>?/@的化学发光酶联免疫斑点印迹测定

P$KU! FR4"$63"$%42I4%I4,"4($)84( $""3%’(’8 D6’88$%K )22). ’] <=>?/@

J$638$’% ’] <=>?/@：!^ ! _；A^ !H _；G^ !HH _；M^ !HHH _；;^ 96)%*；

C : QU ! _（Q U (4%)83-4( D. @J@）；?$84- ’] )%8$D’(. 8’

<=>?/@：! : C，QU !：!HH；BU !：!HHH；NU !：!H HHH

由上图可见，除对照为阴性外，其它曝光斑均清晰可辨，

表明 <=>?/@基因已成功实现体外表达。抗原浓度对杂交
信号的强度影响似乎较小，如 !HHH倍稀释液（见图中 M）与原
液（见图中 !）的信号强度基本接近。相反，一抗的滴度则能
显著影响检测结果，如 ! ‘ !HH（见图中 ! : M，C）的信号强于
!‘!HHH（见图中 B）和 !‘!H HHH（见图中 N）。另外，用 @J@处理
样品后可使信号减弱（见图中 Q），可导致 @J@,E=O/检测呈
现阴性。

人 <=>?/@基因克隆与表达的成功是今后进一步开展
艾滋病基因治疗的重要的前提条件，在此基础上，也可望利

用原核表达系统制备抗 5LX,!感染的基因工程药物，为配合
艾滋病的高效抗逆转录病毒治疗（5==<?）发挥应有的作用。
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