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［摘要］ 采用基因克隆、重组等方法，将人 *淋巴细胞刺激因子（+,*-./）基因片段从人胎盘 0123文库中克隆

出来，测序鉴定后重组构建成真核表达载体 40123’( #（ 5）6 +,*-./(然后用磷酸钙法和脂质体法分别转染真核

宿主细胞 78/!&，并在其中表达 9$ +、’: +、&! +、%: +；表达细胞经超声处理后离心，上清进行 /1/;<3=>鉴定 (结果

表明：对于 +,*-./来说，磷酸钙法比脂质体法转染效果好，而且对于磷酸钙法，表达量是 &! +达到最高 (

［关键词］ 0123文库；脂质体法；真核表达；78/!&；+,*-./

［中图分类号］?&$；［文献标识码］3；［文章编号］#""#!9:#:（!""#）"!!""$&!"9

#%%%年，美国生物学家 @AABC 等人发现了一种新的细胞因子—人 * 淋巴细胞刺激因子
（+*-./），它属于 D2E超家族并与人体免疫密切相关［#，!］；为 FF型跨膜蛋白，能刺激 *淋巴细胞
分化、增殖，诱导其分泌免疫球蛋白，提高免疫缺乏或低下病人的自身免疫能力 (重组 +*-./
（B+*-./）胞膜外部分的功能片段（+,*-./）在中国仓鼠细胞（7G8）及 ,H %细胞等真核细胞中的
表达已有报道［#］( 78/!&细胞也是一种常用的真核表达宿主细胞，为了探讨 +,*-./在其中能否
得到表达以及表达条件如何等情况，本实验室运用 <7I及 2C,J;<7I等方法，将 +,*-./的 123
片段从人胎盘 0123文库中扩增出来，经纯化、测序鉴定后，运用酶切、连接等重组手段，将其
定向插入真核表达载体 40123’( #（ 5），构建成 40123’( #（ 5）6 +,*-./融合表达载体；然后采
用磷酸钙法和脂质体法［’，9］分别转染真核宿主细胞 78/!&，取不同表达时间的细胞进行处理、
分析鉴定，从而找出表达时间与表达量的最佳结合点，得到最合适的表达时间及其他条件 (结
果表明，采用 78/!&作为真核表达细胞株，其最佳表达靶蛋白的时间是 &! +；而且由本实验结
果看，用磷酸钙法转染细胞的转染效率明显比脂质体法高 (

" 实验材料

"#" 载体及细胞
真核载体 40123’(#（ 5）（由本实验室保存）；融合表达载体 40123’(#（ 5）6 +,*-./（由美国

@K.A医疗中心 1B(GLKMN协助构建并惠赠）；78/!&细胞（由本实验室保存）(
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!"# 试剂
培养基 !"#"（购自格瑞公司）；小牛血清 $%&（购自科威公司）；胰蛋白酶（购自格瑞公

司）；!，!!双（’!羟乙基）!’!氨基乙磺酸（购自格瑞公司）；台盘蓝（购自格瑞公司）；脂质体（由本
院戴祝英教授惠赠）；其它试剂均为国产分析纯试剂 (

# 实验方法

#"! 转染及表达
’)*)* 细胞培养

+,&!-细胞是一种贴壁生长的肿瘤细胞株，因此，按照有关文献［.］将细胞在 .-/水浴复苏
后，直接转入培养瓶中，加入 *0 12 !"#"培养基，置 .-/、34+,’ 培养箱中培养，当细胞密度

达到 * 5 *0- 6 12左右时，倒去培养基，用 ’12胰蛋白酶 6 #!78溶液消化后平分 .瓶传代 (当细
胞传代扩增到所需量时，分别转入培养皿中培养，以便进行下列实验 (
’ )*)’ 磷酸钙法转染及表达
转染前 *天，接种呈指数生长的细胞，密度为 3 5 *09 6平皿，加 *012 !"#"培养液（做 .个

皿）(
吸取表达载体质粒 !:8;7#溶液（含 0 (<"= 6"2载体）*30"2，再加入 *300"2 +>+?’溶液，充

分混匀；在冰浴中逐滴加入 ’ 5 %%& *300"2，室温下放置 ’01@A；用滴管平均滴加入上述 .个平
皿的培养物中，边滴加边轻轻摇动培养皿，使之混合均匀 (然后将培养皿置于 .3/、.4+,’ 的

培养箱中培养 ’3 1@A；取出培养皿，用适量 B%&（CD-( E）洗 *次，各加 !"#"培养液 *0 12，置
.-/、34+,’培养箱中培养，使其表达靶蛋白 FG%2H&(分别将表达 E< F、-’ F及 I9 F的表达细胞
用胰蛋白酶 6 #!78消化液消化，同时取适量培养基贮于 J ’0/备用；细胞用适量 B%&（CD-( E）
洗 *次，洗液取适量贮于 J ’0/备用 (消化好的细胞 * 000 K 6 1@A离心，弃上清，收集细胞沉淀，
再各加 -12细胞裂解液，超声破碎细胞；再离心，上清留作电泳 (
’ )*). 脂质体法转染及表达
吸取 E0"2载体 !:8;7#溶液（含载体 !:8 0(<"= 6"2）于装有 .’12不含 $%&的 !"#"的

离心管中，混匀，加入 *90"2脂质体悬液，混合均匀并室温下放置 3!*01@A(
将培养皿中的培养基倒去，用不含 $%&的 !"#"洗 *次，每个平皿加入 < 12上述制得的

!:8 6脂质体悬液（做 E个皿），置 .-/、34+,’培养箱中培养 *’F，弃去 !:8 6脂质体悬液，每个
皿加入 !"#"培养基 *312；置 .-/、34+,’ 培养箱中继续培养 E< F(取适量培养基贮于;’0/
备用；用消化液消化后离心，弃上清，收集细胞（E个皿合并到一起），再同磷酸钙法处理后，上
清电泳 (
#"# $%$!&’()电泳
吸取上述磷酸钙法表达 E< F、-’ F及 I9 F的离心上清各 ’3"2，加入等量的加样缓冲液；再

吸取培养表达细胞的培养基以及 B%&洗细胞后的离心上清各 ’3"2加入等量的加样缓冲液；
同时再处理一个没有进行转染的 +,&!-细胞作为空白对照一起进行 &!&;B8L#（*’4）电泳，结
果如图 * (
脂质体法转染的细胞表达 E< F后，收集细胞也按上述磷酸钙法同样处理后进行 &!&;B8L#

（*’4）电泳，结果如图 ’ (
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! 培养基；" #$%&’%；(、) 表达 )* +的产物

图 ! 脂质体法产物的 "#"$%&’(

!对照；" #$%&’%；( )* +；) ," +；

- ./ +；/培养基；, 012上清

图 ) 磷酸钙法产物的 "#"$%&’(

* 结果与讨论

*+) 磷酸钙法与脂质体法的比较
+31452的真核表达已有相关报道［!，"］，但都是用 678细胞或者 39 .细胞作为表达宿主细

胞 :而用 682!,细胞作为真核表达细胞，目前尚未见有报道 :因此，本实验尝试用 682!,细胞来
表达 +31452这一新发现的细胞因子，并获得了成功 :从实验结果看，磷酸钙法和脂质体法都获
得了转染成功，并都有靶蛋白 +31452的表达 :由图 !、"知道，682!,细胞表达的靶蛋白没有分
泌到胞外，在培养基及洗涤细胞的 012中均不存在靶蛋白的电泳条带，因此靶蛋白主要存在
于细胞质中 :
在磷酸钙转染方法中，转染 ")+后，在倒置显微镜下观察，发现转染情况较好，转染效率较

高（可达 (;< = );<）；表达靶蛋白的水平也较高，而且随着表达时间的增加，表达水平也不相
同 :脂质体转染方法中，本实验没有进行表达时间的筛选，但仅从转染后表达 )* +所得到的表
达产物（图中箭头所指）的 2>2?0@AB看，其表达水平不如磷酸钙法表达水平高，这就说明在本
实验中，磷酸钙法的转染效率要比脂质体法的转染效率高 :
*+! 真核表达的最佳条件
由图 !看，尽管对照细胞也有相应的本底水平的表达，但从表达 )*+、,"+及 ./+的靶蛋白

的电泳条带的比较分析可知：靶蛋白在 682!,细胞中的表达水平在同一种转染方法中，随着表
达时间的不同，其表达水平是不相同的 :本实验结果告诉我们，在表达 ," +时，靶蛋白在 682!,
细胞中的表达水平达到最高；)* +时的表达水平不如 ," +时的高；而 ./ +时的表达水平与 ," +
时的表达水平相比基本上差不多 :
因此，用 682!,细胞作为载体 CD>E@(: !（ F）G +31452的表达宿主来表达 +31452时，表达

的最佳时间应该是 ," +；而且在转染方法上，磷酸钙法要优于脂质体法 :
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