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摘 要 以中国人的淋巴组织为材料抽提总 C*D，用 C1.EFC 的方法扩增了次级淋巴组织趋化因子（G2B’@H7I- (-:.
JA’;H.K;??,2 BA2:’L;@2，GMF）的成熟肽基因。序列分析表明，我们克隆的 GMF 基因与文献报道的仅有一个核苷酸的差

异，且并不影响氨基酸的编码。将 GMF 的 BN*D 插入含 1" 启动子的表达载体 J91.$37（ O ）中构建重组质粒 J91.
GMF，转化大肠杆菌 PM$!（N9/）筛选表达菌株。表达菌株经 !::’(QM RE1S 诱导表达 / T 4A 后，超声破菌，离心后将上

清进行 GNG.EDS9，可以看到在 !3LN 左右处有明显的表达条带。用 *;$ O 亲和层析柱纯化表达产物，纯度达到 5%U
以上。
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次级淋巴组织趋化因子（G2B’@H7I- (-:JA’;H.K;.
??,2 BA2:’L;@2?，GMF）是人们最近发现的一种起源于

内皮细胞的 FF 型趋化因子，它的存在可使机体内 1
淋巴细胞产生极高效的趋化作用［!］。研究表明 GMF
在人体的淋巴结、阑尾以及脾脏等组织中有较高的

表达。*7W;I7 等人于 !55" 年首先发现了这一新的因

子，随后人们在确定了其基因序列的基础上成功地

通过 P7B.K’.P7B 系统将其在真核细胞中加以表达，

并纯化［$］。之后人们又陆续对真核表达系统产生的

重组 GMF 蛋白的功能及其体内趋化作用作了较深

入的研究［/ T "］。

研究已表明 GMF 由 !/# 个氨基酸残基组成，其

中 $/ 个氨基酸为信号肽序列。!!! 个氨基酸的成

熟肽含有 # 个半胱氨酸残基，与其他人类 FF 型趋

化因子有 $!U T //U的同源性。然而这种新型的

趋化因子只能特异地趋化淋巴细胞［$］。

正是由于 GMF 在体内对于 1A! 淋巴细胞和树突

状细胞的趋化作用，促使人们联想到通过局部瘤内

用药的方法来提高肿瘤组织周围的淋巴细胞数量，

从而达到用免疫治疗法攻克肿瘤的目的，目前国外

在模型动物的治疗方面已取得可喜的效果。有报道

表明，用重组的鼠源 GMF 对肿瘤进行瘤内注射，使

受治疗鼠的 #%U获得了完全的肿瘤根除［3］。

我们以中国人的组织为材料，通过 C1.EFC 的

方法扩增了 GMF 基因，并与国外报道的同源基因序

列做了比较，证明了该蛋白的保守性。同时我们首

次尝试了将该基因在原核系统中进行表达并纯化了

表达的产物。这使得通过一种简单而便于扩大生产

的表达系统获得大量 GMF 重组蛋白变为可能，为日

后研究 GMF 蛋白的结构与功能及开发一种具有抗

肿瘤活性的新型药物奠定了基础。

$ 材料与方法

$%$ 材料

肿瘤患者淋巴结由上海市第九人民医院手术室

提供，大肠杆菌 1S!，PM$!（N9/），质粒载体 JP(,2.
GBI;JK!.GX、J91.$$Y、J91.$#7、J91.$37 由本室保存；

焦碳酸二乙酯（N9EF）为 6(,L7 公司产品；N*D 限制

酶，1# N*D 连接酶，X(2@’= 酶，17Z N*D 聚合酶及

BN*D 合成试剂盒为 S;YB’ PCM 公司产品，测序试剂

盒与总 C*D 抽提试剂盒为 EI’:2W7 公司产品，[.
S7(、RE1S 为 P’BAI;@W2I :7@@A2;: 产品。

$%& 淋巴结组织总 ’() 的抽提

将手术取下的新鲜淋巴结组织剪成小块，取



!"#$ 左右的组织于液氮中研磨成粉末，总 %&’ 的

抽提按照 ()*#+$, 总 %&’ 抽提试剂盒的说明进行。

!"# $%&’ 合成和 ()* 体外扩增

-.&’ 合成按照试剂盒推荐的方法操作。(/%
反应以 0!1 -.&’ 为模板，反应体系参照文献［2］，反

应条件按常规设置进行：先将 (/% 反应混合物于

234预变性 !#56；之后按下列参数循环 7" 次：234
变性 8#56，!94 退 火 8#56，:04 延 伸 3!;；最 后 在

:04保温 8"#56。(/% 产物回收参照文献［2］稍加修

改进行。

!"+ 重组克隆和 %&’ 序列分析

限制酶反应，.&’ 的连接、转化，重组克隆的

蓝、白斑筛选，质粒的提取等技术参考文献［2］稍加

修改进行。将筛选到的有目的基因插入的重组质粒

测序，然后将测序结果与报道的同源基因进行序列

比较分析。

!", 外源基因在大肠杆菌中的表达

含表达质粒的单克隆菌在 7:4 培养过夜，以

0<接种量转接于 0 管 7#1 1= 培养基中，0!")>#56
培养至 !"9""在 "?3 @ "?9 之间（约 0A），取其中一管

加 B(CD 至终浓度为 8##*E>1，继续诱导培养 7 @ !A
后收集菌液备用，另一管则不加诱导剂作为对照。

!"- .%./(’01
F.FG(’DH 操作参照文献［2］。以 8!< 的聚丙

烯酰胺凝胶为分离胶。菌体裂解蛋白电泳后，用

"?0!<考马斯亮蓝染色，经脱色液脱色后观察表达

条带的大小。

!"2 &34 5 亲和层析柱纯化表达蛋白

将含有重组质粒 IHC0J,GF1/ 的表达菌株接种

于 !""#1 1= 中做大量表达，离心收集诱导表达后的

菌体。超声波破碎菌体，离心后取上清，用 &50 K 亲

和层析柱，纯化方法按照 &*L,$+6 公司的 (HC 系统

操作手册进行。

4 结果与讨论

F1/ 是淋巴细胞高效的趋化因子，它对原始 C
细胞有优先活性。另外，F1/ 还介导原始 C 细胞稳

定的粘附，经整合蛋白结合到相应的受体———细胞

内粘附分子G8 上，这是调动淋巴细胞关键的一步［8］。

F1/ 是被论证的第一个具有介导淋巴细胞归巢到次

级淋巴器官特性的趋化因子。另外，F1/ 在淋巴内

皮的表达暗示了淋巴细胞从组织到输出淋巴管的迁

移可能是这种分子介导的一个活性过程。正是由于

对淋巴细胞强烈的趋化作用，导致了 F1/ 在肿瘤免

疫治疗中确实有较强的功效。

4"! ()* 扩增 .6) 基因片段

从淋 巴 结 组 织 中 抽 提 总 %&’ 后，反 转 录 成

-.&’作为模板。根据 &,$5), 等报道的人类 F1/ 基

因中的成熟肽序列［0］，我们设计了一对引物：

引物 8：!MGCD/’C’CDDD/’C////’DD’///’’DD/G7M
引物 0：!MGC/D’’CC//C’CDD///CCC’DDDDC/CDG7M

引物 8 为 F1/ & 端编码序列，引入酶切位点

#$%B。引物 0 为 F1/ / 端编码序列的互补序列，并

引入酶切位点 &’(%B。以 -.&’ 为模板进行 (/% 反

应，取 !!1 扩增产物经 8?!<的琼脂糖凝胶电泳检

查，可清晰见到单一的一条约 79"NI 长的扩增产物

（图 8）。

图 8 (/% 结果

O5$P8 CA+ I)*QR-S *T (/%

4"4 .6) 基因序列分析

将 (/% 产物补平后与用 &’(%U 酶切的 IFV 载

体相连接，转化大肠杆菌 CD8。挑取白斑克隆，抽质

粒后通过 &’(%B 和 )*(B 双酶切鉴定出含有外源片

段的重组质粒。取两个阳性质粒克隆送出测序。所

测序列与文献报道序列比较可知，该基因序列相当

保守，在 7!: 个碱基里仅有 8 个碱基的差异，这可能

是由个体的突变造成，然而这一个碱基的差异并不

影响所编码的氨基酸，也就是说我们克隆的基因所

编码的蛋白与报道的完全相同。

4"# .6) 基因在大肠杆菌中的表达

将克隆在 IFV 质粒中的 F1/ 基因片段用 #$%B
和 &’(%B 双酶切，低熔点胶电泳回收片段后，分别与

同样经 #$%B 和 &’(%B 双酶切的 IHCG00（N）、IHCG03
（,）、IHC0J（,）表达载体相连接，构建大肠杆菌表达

质粒。将此表达质粒转化大肠杆菌 =108（.H7），筛
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选表达菌株。

含表达质粒的单菌落在含相应抗生素的 !" 培

养液中于 #$%摇床培养至 !"&’’ ( ’)* + ’)&，加入终

浓度为 ,--./0! 的 1234，诱导表达 # + 56，离心收集

菌体，进行 78792:4; 电泳。

图 < 78792:4; 图

=>?@< 78792:4;
,，#，$@ 36A ABCDAEEAF CD.FGHIE .J C;3<KL97!M，C;3<*L97!M，C;3<<N9

7!M LJIAD >OFGH>O? DAECAHI>PA/Q；<，*，& @ 36A H.OID./E O.I >OFGH>O? .J I6A

LN.PA；R@RLDSAD

结果表明在 # 种表达质粒载体中，经 1234 诱导

后均可表达表观分子量约为 ,& + ,KS8 的重组蛋白

（图 <），其中由于 C;39<KL97!M 中 T 端融合了 & 个组

氨酸残基，因而比 C;3<*L97!M 及 C;39<<N97!M 中表

达的蛋白的分子量偏大。根据 7!M 成熟肽的氨基

酸计算得出其分子量约为 ,*S8，这比从电泳图中看

到的分子量略小，这可能是由于 7!M 成熟肽中半胱

氨酸含量比较丰富，而使蛋白形成了复杂的空间构

象，从而导致电泳的表观分子量增大。经抗 & U 6>E
单抗的 VAEIADO N/.I 检测，只有 C;3<KL97!M 的诱导表

达物形成了特异的杂交带（图 #），这表明外源基因

确实与编码 & 个组氨酸残基的基因共同表达了一段

融合了 & 个 6>E 的重组蛋白。

图 # VAEIADO9N/.I 图

=>?@# VAEIADO9N/.I
,@36A ABCDAEEAF CD.FGHI .J C;3<KL97!M；<@36A H.OID./ O.I >OFGH>O?；R@RLDSAD

!"# 表达蛋白的纯化

用 C;3<KL97!M 做大量表达。取少量破菌后的

细胞离心，分别取上清和沉淀样品走 78792:4; 电

泳，知道表达的 7!M 在上清中。将用不含尿素的结

合缓冲液溶解的大量表达产物，经 ’)*5!- 的滤膜

过滤后上 T>< W 亲和层析柱进行纯化。适当调整洗

涤缓冲液与洗脱缓冲液中咪唑的浓度后，可得较纯

的单一蛋白条带（图 *）。

图 * 纯化的 7!M 蛋白

=>?@* 2GD>J>AF DAH.-N>OLOI 7!M CD.IA>O
, @ 36A CD.FGHI NAJ.DA CGD>JQ>O?；<@ 2GD>J>AF 7!M；R@RLDSAD

目前，国外对于 7!M 的研究已经进入到对其生

物学功能及其在抗肿瘤方面活性的测定阶段，但在

国内尚无关于该蛋白研究的报道。我们首次从中国

人的淋巴结组织中成功地克隆了编码 7!M 成熟蛋

白约 #&’NC 的基因，与文献报道的相比仅有一个核

苷酸的差异，但不影响蛋白的编码。可见该蛋白在

不同的人群中具有极高的保守性。

然而目前用于动物实验的重组 7!M 蛋白均是

真核表达系统的产物，这使得获得 7!M 产品的周期

加长，成本提高，这势必影响 7!M 作为高效药物开

发的进程。我们尝试了用大肠杆菌对其进行迅速而

大量的表达，实验证明表达产物以可溶形式存在，这

使得其生物活性的维持成为可能。我们目前已获得

纯化的原核表达的重组 7!M 蛋白（图 *）。

国外已有用原核系统表达出具有体外趋化活性

的 MM 型趋化因子 ;!M 的报道。这更增强了我们通

过简单快速的过程获得有活性蛋白的信心。本实验

室对于原核系统表达的重组 7!M 的功能活性测定

工作仍在进行中。
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综述专栏稿约

《生物工程学报》自 @??D 年恢复开辟“综述”专栏以来，一直受到广大读者的关注。但是，在编辑部筛选大量综述稿件的过

程中，也发现具备新颖、全面和有一定高度的文章较少。当今生物技术的发展日新月异，像生物芯片、人类基因组、基因治疗、

干细胞培养、克隆技术等，无一不是读者最关心的热点和前沿问题。我们真诚地欢迎生物技术各领域的专家、学者，结合自己

的工作，对本领域最新的科研动态、发展方向，或者是学术争鸣，加以客观的评述及报道。文章不需太长，CVVV 字以内最好，需

要有中英文摘要。特别优秀的文章我们将在 A 个月内刊出，稿酬从优。

来稿请在信封及论文题目的右上角注明是“综述”，以便尽快送审。

欢 迎 踊 跃 投 稿！

C?AF 期 王东宁等：次级淋巴趋化因子 JK9 的克隆及其在原核系统中的表达


