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[摘要] 本实验引物延伸合成人红细胞生成素信号肽序列；信号肽序列和人可溶性B淋巴细胞刺激因子(hu—

rnan soluble B Lyrnphocvte stimulator，hsBLys)基因重叠延伸拼接成融合基因；融合基因插入f)cDNA3、pcDNA3．1、

pEFnm质粒；信号肽引物设计时，突变同义密码，最终重组质粒成为分泌表达质粒；磷酸钙共沉淀将表达质粒和

标志质粒psV-dm，共转染cH伊～dm一细胞；选择培养液筛选，氨甲喋岭扩增表达，获稳定表达rhsBLyS细胞株；

EusA检测浓缩表达上清，结果表明：rhsBLyS表达量由o．13 p异／rnI。上二升至o．55肛g／mL．
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1999年，M00re、shu、s)【Ilneider以及Mukhopad}lyay等搜索人嗜中性粒细胞和单核细胞的cDNA文库时，

先后发现一种新细胞因子，根据不同的功能对其进行相应命名：BLys(B 1)rHlphocyte stimulator)⋯、‘rHANK(a

1NF homologLle that acti、rates apoptosis，nuclear factor-IcB，aIld c—JUN N}王2-teHlli蹦kinase)拉。、BAFF(B cell act砌一

ing factorbelonging to the TNF胁1ily)[=1]、TALL．1(TNF a11d apoptosis ligand．related leukocyte expressed ligand 1)‘4
3

以及zTNF4【51和TN聆F20L61等．人BLys基因定位于13q32．q34，mRNA长约2．6 kb，高表达于外周血单个核

细胞、脾、淋巴结和骨髓，以膜结合型和水溶型两种活性形式存在，膜结合型由285个氨基酸残基组成，相

对分子质量3l 300，包括胞外区、跨膜区及胞内区，胞外区有一二硫键(C23：～c撕)，含两个潜在的糖基化位

点：N124和N242，无信号肽llj．可溶型含152个氨基酸残基(134～285)，是膜结合蛋白经特定蛋白酶水解

得到的功能区片段(hsBLvS)⋯，相对分子质量17000，目前国内外主要以可溶型蛋白进行研究开发．，IHANK

通过诱导凋亡抑制一些肿瘤细胞系的生长，具剂量依赖性，但作用较TNF弱忆J．抗IgM预刺激B细胞后，

BLyS对B细胞有强烈的促增殖和刺激分泌免疫球蛋白作用uj，且参与T细胞介导的免疫功能n]，可显著

提高机体细胞和体液免疫力，是一种新免疫调节因子．

BLys缺陷或过量表达均引起机体的免疫失衡，诱发多种疾病，其过度表达是发生系统性红斑狼疮的

重要因素之一[5’8 J．美国FDA已批准，BLys及其抗体作为药物针对多种疾病进人人体I期临床．目前rhs．

BLys来源多为原核表达，在HEl<293、曲昆虫细胞和CH0等真核细胞中的表达也有报道⋯，但在CH0．d¨

r_细胞中，利用选择培养液筛选阳性克隆，氨甲喋呤(Ameth叩terin，M1X)浓度梯度升高，扩增筛选表达rhs．

BLvS的稳定细胞株，尚未见报道．

本实验利用3’端互补，引物延伸合成人红细胞生成素信号肽序列；信号肽序列和hsBLyS基因采用重

叠延伸拼接法形成融合基因，融合基因分别插入pcDNA3、pcDNA3．1、pEFneo真核质粒；信号肽序列引物设

计时，利用同义密码进行突变，最终重组载体上的信号肽序列之后，形成酶切位点，从而三种载体成为分泌

表达质粒；磷酸钙共沉淀分别将表达质粒和标志质粒pSV．d皤，共转染入cHO．dm一细胞；DMEM选择培养

液筛选dm阳性细胞克隆，氨甲喋呤浓度梯度升高，扩增筛选表达rhsBLys的稳定细胞株；EuSA检测rh。一

BLys表达．本研究的开展为利用cH0表达系统生产rhsBLys提供了一定的实验依据．
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1材料和方法

1．1材料

宿主菌E．co如1’Gl、质粒pcDNA3、pcDNA3．1、pEFneo、pUCl8本室保存；pGEM—T Vector购自Promega公

司；中华仓鼠卵巢细胞二氢叶酸还原酶缺陷株(cH伊一c断一)和转染标志质粒psV．dm由胡云龙博士提
供．

引物和信号肽序列分别由上海生工和博亚生物公司合成．

Taq DNA聚合酶，限制内切酶、T4 DNA连接酶、DNA Marker购自T水小a公司；IPI’G、x．gal购自上海生

工；细胞培养基F12、DMEM、透析胎牛血清购自GIBC0公司；新生牛血清购自杭州四季清生物制品公司；

氨甲喋呤、抗IgM购自si舯a公司；山羊抗兔IgG．HRP购自华美生物工程公司；rhsBI庐多克隆抗体，本实

验室刘俊红制备；EuSA底物A、B液，南京军事医学研究所提供．

1．2方法

1．2．1 引物延伸合成人红细胞生成素(Erythropoietin，EP0)信号肽序列

EPO信号肽引物序列如下：

ESl：5’GAAC∞rA一3CC』姐℃G“GG GTG CAC GAA唧1 CCT GCC TCB CIB TGG Crr CTC a旧TCC CI℃C 3’
坳n I ESl和ES2互补碱基

Es2：5’陌℃G Acc cjrE AAc GGc Gcc T+AG GAc TGG GAG Gcc cAG AGG GAG cGA cAG cAG GGA cAG GA 3’

hsBLyS前15个碱基 尉凡I ESl和ES2互补碱基

2条引物通过Esl和Es2 3’端互补碱基，PCR引物延伸合成信号肽序列；引物ES2 5’末端连有hsBLys

前15个碱基，目的为利用s0E法，将hsBLvS和信号肽序列，PcR融合为单一产物；EP0信号肽倒数第二位

氨基酸为ku，利用同义密码，将cTc突变为cTA，使形成尉n I(A秽rⅡ)酶切位点ccTAGG；引物ESl中，

起始密码ATG前设计勋凡I酶切位点，使ATG的一3和+4位均为嘌呤，符合真核核糖体翻译起始部位的

Kozak序列．2条引物PCR延伸。得到EP0信号肽序列，反应条件为：94℃，40 s；50℃，40 s；72℃，1 min；72℃，

延伸7 min；4℃保存．

1．2．2 PCR扩增hsBLyS基因

以hBLyS第134～285位氨基酸所对应的cDNA序列为模板，引物设计如下：

P1：5’GCC GTT CAG GGT CCA G 3’，

P2：5’G GAATTC TCA CAG CAG 1T]r11 CAA‘11G 3’．

下游引物中添加胁尺I酶切位点．反应条件为：
95℃，3 min；94℃，40 s，50℃，40 s，72℃，l min，30个循环；72℃，7 rIlin；4。C保存．

1．2．3重叠延伸拼接技术(gene splicing by overl印extension，SOE)连接信号肽序列和hsBLyS基因

以EPO信号序列和hsBLys的cDNA为模板，利用EPO信号肽3’末端后连接的hsBLvs前15个碱基，

通过SoE法，将信号肽序列和hsBLys序列PCR融合为单一产物．引物设计如下：

P3：5’GAAC GGTACC ATG GGG GTG CAC 3’．

P2：5’G GAAr丌’C TCA cAG CAG‘ITr CAA TG 3’(与扩增hsBLvS基因P2引物同)．

上游引物和下游引物分别添加蜘n工和＆胡I酶切位点．反应条件为：95℃，3 Inin；94℃，40 s，45℃，40

s，72℃，1 min，30个循环；72℃，7“n；4℃保存．
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2．3 塞垂删、羹囊舢．1、pEh蜜蜜分泌型重组载体构建
重组载体双酶切鉴定、回收外源基因PcR鉴定、测序鉴定，结果均正确．其中为确认突变酶切位点的

存在，8抚I酶切T—A克隆载体，与T—A克隆未切载体相比，无超螺旋条带(图略)；睁n I和季i耄R V双酶

切pcDNA3、pcDNA3．1、pEFn塞毫重组载体，结果如图3．pcDNA3重组载体采用l霎Pl妻m毫ier引物正向测序，结

果见。图4．

图4羹}DN喜垂载体上重组基因测序结果

2．4共转染及Ml!霎扩增多克隆稳定表达

距转染约20 d，标志质粒psV．dm和表达质粒pEFneo／hsB菱主S共转染
组有多个单细胞克隆生长，阳性多克隆约12 d长满培养瓶底(图5)，选择

培养液中加入M!雾，终浓度为5×10一mol／L，此后M霎季浓度l×10ji

毫基l／L、2×10一mol／L、5×10一i羹垂l／L上升，每个梯度维持约10 d．当MTx

浓度上升至5×10～鏊蓦l／L时，细胞出现畸变，开始大量死亡，从而停止

M7Ⅸ加压扩增．pSV．dm和翼≤DNA3／hsB墓薹S组、pSV—d№和妻囊DNA3．1／hs．

罂蜚苎无单细胞克隆生长，选择培养液继续培养，距转染约35
d，细胞最

图5转染刚生克隆
终全邵死亡．

2．5 EU委妻检测主主；蠢L主喜表达

pSV．dm和pE雪雪e主主hsB荔薹S组，自dm阳性单细胞克隆汇满

瓶底后的浓缩上清，均检测到!薹sB萎薹s表达，说明表达产物分泌

至细胞外的培养液中，且能够与i萎sB萎萎s多克隆抗体发生特异

的抗原抗体结合反应；在M7Ⅸ共扩增作用下，随着M萼霎浓度由

0、5×10一鬃i}l爹爹、1×lO～鐾叁l爹爹、2×10～鏊蓦l爹爹依次上升，i荔s．

B薹至s表达量逐步提高，对照标准曲线，3 mL细胞培养液、1蓁i个

细胞、培养4 d，i萎sB蠢is表达量依次约为0．13肛耋耋l毳毳、0．妻妻

弘∥mI．、0．36∥mL、0．55 p蠢羹mL．结果见图6．
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图6骧霪加压下，iiIi蚕I桶的不同表达水平

B薹|is是1999年发现的蘩蘩F超家族成员，最早发现其可诱导肿瘤细胞凋亡，之后发现它是一新免疫调

节因子，在体外及转基因动物体内可明显刺激B细胞的生长，免疫球蛋白分泌，并导致动物自身免疫性改

变．BI；!鼋的生物功能，作用机制极其复杂，缺陷或过量表达均能引起机体的免疫失衡，从而和一些临床疾

病的诊断、治疗、预防密切相关，hsB嘉蕃s、其可溶性受体和单克隆抗体均有望开发为治疗自身免疫综合症的

新型药物．

B薹喜s无信号肽，故在cH0表达中，需拼接一个重组蛋白的信号前导肽，因为信号肽序列在结构、功能

及切割位点上具有一定的相似性，虽然不同分泌型蛋白的氨基酸序列存在很大差异，但其信号肽可互换，

不影响正确的分选信号功能．本实验采用人EPo信号肽，通过3’端互补进行引物延伸来合成信号肽序列，

快速、方便、节约费用．信号肽序列和hsB嘉蓁s基因形成融合基因采用s0E法，与传统的重组DNA技术相

比，它不需要使用限制性内切酶和连接酶，可以避免引入限制性酶切位点的核苷酸序列，同时将两个基因

片段精确连接在一起，是构建融合基因的一种有效手段：女]．信号肽引物设计时，利用ku同义密码，将信号

肽序列的倒数第二个密码c}冀突变为爹爹A．最终在重组载体上的信号肽序列之后，形成B抚I酶切位点

cCTAGG，这样pcDNA3、霎lDNA3．1、pEFneo均成为分泌型表达载体，便于不同外源基因的分泌型表达．由于
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