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一种新细胞因子基因真核表达载体的构建和鉴定
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［摘要］ 采用 +,-方法，以人胎盘 ./01文库为模板，扩增出人 2淋巴细胞刺激因子（32456），经克隆测序及纯

化后，再以此 +,-产物为模板，用 0789:+,-方法进一步扩增得到人 2淋巴细胞刺激因子的胞膜外功能区域

（382456）的 /01片段，纯化、克隆测序鉴定后 (扩增并纯化质粒，经酶切、纯化后克隆到真核表达质粒 ;./01<( #

（ =）中，构建成真核表达载体 ;./01<(#（ =）> 382456(结果表明：用此方法制备得到的 382456的 /01片段经测

序鉴定与文献报道相符，构建的真核表达载体经鉴定也达到了预计的结果 (

［关键词］ 人 2淋巴细胞刺激因子；+,-；0789:+,-；人胎盘 ./01文库

［中图分类号］?)!<；［文献标识码］1；［文章编号］#""#!’&#&（!""#）"!!""&*!"’

人 2淋巴细胞刺激因子（32456）是由美国 +@AB 1 CDDE7和 /@FGH C IGBJ7E9等［#］于 #%%%年发
现的一种新的人体免疫系统的细胞因子，它属于 K0L超家族成员之一；这种细胞因子既能活
化人体内 2淋巴细胞并刺激其分化、增殖，促进 2淋巴细胞分泌抗体，提高机体的免疫能力；
又具有 K0L家族成员的作用，能抑杀肿瘤细胞，使之发生凋亡；对 2细胞系的肿瘤细胞尤其有
效 (CDDE7和 IGBJ7E9等认为，32456在预防与 2细胞相关的自身免疫、肿瘤形成和免疫缺陷等病
症的发生方面有重要作用，并可对这些疾病的患者进行免疫治疗 (因此，运用基因工程构建真
核和原核表达载体并在相应宿主细胞中大量表达 32456的理论意义和实践意义都是非常重大
的 (我们已经用基因工程的手段构建了 382456的原核表达载体，并在原核宿主菌中获得了高
效表达 (
本研究采用 +,-及 0789:+,-等方法，从人胎盘 ./01文库中（不同于 CDDE7等的方法［#］）

扩增出 32456的胞膜外功能区（382456）的 /01片段，经测序鉴定后，用酶切、纯化、连接等重组
手段构建成高效真核表达载体 ;./01<( #（ =）> 382456；为 382456的后续表达纯化及其生物学
功能的研究奠定了基础 (

! 材料与试剂

!"! 实验菌株和质粒
/I)!感受态细胞（购自 MN2,O:2-4 公司）；+,-:2BAP9 载体系统（购自 NPFG9EDQ7P 公司）；

;./01<(#（ =）质粒（本实验室自备）(
!"# 酶及实验试剂

+RO /01 聚合酶（购自 2D.3EGPQ7E C@PP37GS）；K’ /01 连接酶（购自 NPFG9EDQ7P）；?N0;E7;

—*&

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

—

第 !’卷第 !期
!""#年

南京师大学报（自然科学版）

TOU-014 OL 010TN0M 0O-C14 U0NVW-6NKX（0@9AE@B 6.G7P.7）
VDB(!’ 0D(!

!""#

  万方数据



图 ! 实验的整体设计思路图

!"#$%&’ (&)&*+,* -&.；/&)’000 和 12345（购自
!+3%,6#公司）；7,),2",#) -&.；89: %#+;,+（购自
!+3%,6#公司）；其他试剂均为国产分析纯；89:
$,<=,)2, -&.（购自 >?@公司）A
!"# 实验材料和仪器
人胎盘 289: 文库以及 !B4 和 9,$.C!B4

引物（美国 8+ D#)6提供）；!B4仪（!1EFGG，!1
公司）；89:测序仪（ !1公司）A

$ 实验设计与方法

$"! 实验整体设计及预计结果
根据 (33+,等报道的 H@IJ?的 289:序列

（可从 7,),@#); 中检索获得），在设计引物、
!B4及 9,$.C!B4、克隆测序和重组克隆等方
面，结合我们的实验要求，从整体上预先设计

一个实验思路蓝图，并预计各步结果 A具体如
图 K所示 A
$"$ 引物设计
根据文献报道［K］的 H@IJ? 的 289: 序列，自行设计了 !B4 及 9,$.C!B4 引物 A !B4 引物

（!+&%,+K）是：上游引物为 LMB:::B:B:7:N::B:77:::N7:NOM，下游引物为 LMB:N77N7N::7
N:77NB:B:7B:OM；9,$.C!B4引物（!+&%,+P）是：上游引物为 LM::7BNN:N7B:NB:NB:NB:NB:NB
:N7:B7:B7:B7:B::77BB7NNB:777NBB:7OM，下游引物为 LM7:N:NB77N7N::7N:77NB:B
:7B:7NNNOM A在 9,$.C!B4引物（引物 P）中，上游引物中含有一个 /&)’!酶切位点，还含有一个
/&$C.#6序列以及一个 1).,+3;&)#$,（肠激酶）酶切位点序列，以便于表达蛋白的纯化 A在下游引物
中含有一个 12345酶切位点 A引物合成由美国 8+ D#)6完成并提供 A
$"# %&’及 ()*+,%&’
以人胎盘 289:文库为模板，运用 !B4引物（引物 K）扩增出 H@IJ?的 289:，!B4条件为：

EQR，O%&)；EQR，OG $；FGR，OG $；SPR，K %&)；OL个循环后 SPRKG %&)A纯化、电泳鉴定后，用 *B4C
@"=). 5,2.3+系统进行克隆测序鉴定 A然后以此 !B4产物为模板，用 9,$.C!B4引物（引物 P）扩增出
H$@IJ?（功能区）的 89:片段，并同时融合上 /&$C.#6及肠激酶位点序列；9,$.C!B4条件为：EQR，P
%&)；EQR，PG $；FGR，OG$；SPR，K%&)；PG个循环后 SPR，L%&)；用 7,),2",#) -&.纯化 9,$.C!B4产物，
电泳鉴定后 A然后克隆到 *B4C@"=). T,2.3+系统中再进行测序鉴定，用 U0:719 -&.从上述载体中
将质粒纯化出来，并用 8/L"扩增质粒 A最后，用 U0:719 -&.大量纯化质粒；12345和 /&)’000双酶
切后，再用 7,),2",#) -&.纯化得到 H$@IJ?的 89:片段（含有 /&$C.#6及肠激酶位点序列）A
$"- 表达质粒的构建
根据有关文献（《7,),+#" 7=&’,"&),$ #)’ ?*,2&#" 0)V3+%#.&3)》）和相关资料［P，O］上的技术方法，

将上述双酶切并纯化得到的 H$@IJ?的 89:片段与 *289:OAK（ W）质粒按比例混合，在 12345、
/&)’000及 NQ 89:连接酶等存在下，构建成真核表达质粒 *289:OA K（ W）X H$@IJ?；然后直接转
化 8/L!进行筛选并扩增目的质粒；再用 U0:719 -&.大量纯化靶质粒 A
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!"# 构建质粒的鉴定
从上述纯化的大量构建好的质粒中取出部分，用 !"#$% 和 &’()*** 双酶切后，再用

+,(,"-,.( /’0纯化出 123456的 789片段（含有 &’2:0.;及肠激酶位点序列）<然后用 789测序
试剂盒在测序仪上测序 <

$ 实验结果

$"% &’(及 )*+,-&’(
用上述设计好的 =对引物扩增得到的 >?$产物和 8,20:>?$产物经 @A琼脂糖凝胶电泳检

测，条带大小与有关资料的报道一致 <（见图 =和图 B）<

图 . 实验构建的真核表达质粒

图 $ )*+,-&’(产物的电泳图 ! &’(产物的电泳

$"! 真核表达质粒的构建
经酶切和连接反应构建的真核表达质粒 C"789B< @（ D）E 123456，扩增后用纯化试剂盒

F*9+!8 /’0纯化；从而得到了预计的真核表达质粒 <如图 G <
$"$ 构建质粒的鉴定
纯化得到的 789片段（含有 &’2:0.;及肠激酶位点序列）经 789测序仪测序后，最终结果

与 H##I,等报道结果一致 <如图 J <

@ 99???98+?K ++?K9+?+KK K999?KK99+ ?KK++K9??+ 9+?K?++9K?
J@ ?9?K9+K99? ++??+??9+K +K+?K++99K K?9++9+?KK 9K+?9K?9K?
@L@ 9K?9K?9K?9 K+9?+9?+9? +9?99++??+ KK?9+++K?? 9+99+999?9
@J@ +K?9?K?99+ 9?K+?KK+?9 9?K+9KK+?9 +9?9+K+999 ?9??99?K9K
=L@ 9?99999++9 K?KK9?9?9K KK+KK??9K+ +?KK?K?9+? KKK9999+++
=J@ +99+K+???K 9+99+99999 +9+99K9999 K9KK++K?99 9+999?K++K
BL@ K9?KKKKKK9 K9K9K++K?9 ++KKKK9K9K 9?K+9K99+9 ??K9?+??9K
BJ@ +++9?9K?K9 9KK?9+9++9 9+99++K??9 K+K?KKK+++ +9K+99KK+9
GL@ +K?K++K+9? KKK+KKK?+9 K+K9KK?999 9K9K+??K+9 99?9?K9???
GJ@ 99K99KK??K +?K9KK?9+? K++?9KK+?9 999?K++99+ 99++9+9K+9
JL@ 9?K??99?KK +?99K9??99 +9+9999K+? 9?999K9K?9 ?K++9K++9+
JJ@ 9K+K?9?9KK KKKK++K+?9 KK+999?K+? K+K+9??K9? KK9?9??+9K
ML@ 9K???9?9?9 9K++6+++?+ ?K?/9$K?*N K998+6??6K KK99???8K

注：其中 OG P @@@是 &’2:0.;序列；@@= P @=B是 !/酶切位点序列；

=Q P BB是 &’()***位点；JOQ P MLB是 !"#$%位点

图 # 构建到真核表达质粒中的目的 789片段的序列
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!"# 构建质粒的鉴定

将构建好的表达质粒用质粒纯化试剂盒!"#$%&’()*+),纯化出来，再用 %-./0、1)*2"""
双酶切；然后用 $3*3-435* +),将 6789:’的 ;&#片段纯化出来，进行测序鉴定（测序结果略）<结
果表明，克隆到真核表达质粒中的 ;&#片段是我们所需要的 ;&#片段以及必要的核酸酶、蛋
白酶切位点和 1)7=,5>序列 <

# 讨论
（?）689:’是人体内免疫系统的一个新的 8淋巴细胞刺激因子，对免疫功能低下或缺陷的
人有免疫治疗作用 <它属于 @&A超家族，又具有 8 淋巴细胞刺激因子的生物学功能；因此，
689:’既不同于已发现的 @&A家族的成员，又不同于已知的所有能激活 8淋巴细胞的细胞因
子；它的分子构象及其刺激 8淋巴细胞使其分化、增殖和引起 8细胞系肿瘤细胞凋亡的分子
机制及信号途径都还处于未知阶段 <所以，运用基因工程人工大量制备其功能区，为研究这种
新的细胞因子的生物学功能和作用机理以及将来运用于临床和医药业奠定了基础，其理论意

义和实践意义也是十分重大的 <
（B）本实验采用 B次 CD/把 689:’的胞膜外功能区对应的 ;&#片段扩增出来 <在第一次

CD/后，得到的混合产物并不进行纯化而是直接用于第二次的 &37,=CD/；这样，可以减少工序，
节省花费，而且效果也很好 <
（E）本实验中应用 !"#$%& ’()* +),纯化质粒，既可以尽可能的将细胞中质粒都提取出来，
又比单纯用琼脂糖凝胶电泳纯化质粒的方法所得到的质粒纯度更高 <
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