
书书书

·研究原著· 文章编号：!"""#$%&"（$""’）!&#!%$&#"(

人 !"# 和 $!%"基因真核表达载体的构建及在永生化滑膜细胞中的表达

程) 欣，王立峰，张) 健，刘) 娜，苏) 金，于江天，刘新平
（第四军医大学基础部生物化学与分子生物学教研室，陕西 西安 %!""**

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
）

收稿日期：$""’#"+#",；) 接受日期：$""’#"+#!,

基金项目：国家重点基础研究和开发计划（$""$-.+!*""%）；国家自然

科学基金（*"*""*!&）

通讯作者：刘新平/ 012：（"$&）,(%%(+!’ 345/ $" 36782：489:89;28<= >6#

6</ 1?</ @9

作者简介：程 ) 欣/ 硕士生（导师刘新平）/ 012：（"$&）,(%%(+!’ )

36782：@A19;489= >66</ 1?</ @9

&’()*+,-*.’( /(0 12!+1)).’() ’3
1,4/+5’*.- 12!+1)).’( 61-*’+) ’3 7,8/(
!"# /(0 $!%" 91(1 .( :;</ -1==)
!"#$% &’(，)*$% +’,-.(/，0"*$% 1’2(，+34 $2，54 1’(，
64 1’2(/,7’2(，+34 &’(,8’(/
B1:7C56195 D> .8D@A168E5CF 79? GD21@<27C .8D2D;F，H@ADD2 D>
.7E8@ G1?8@891， ID<C5A G82857CF G1?8@72 J98K1CE85F， L8M79
%!""**，-A897

【>?)*+/-*】>$:：0D @D9E5C<@5 5A1 1<N7CFD58@ 14:C1EE8D9 K1@5DCE
D> A<679 :’+ 79? O!." ;191 79? 5D 51E58>F 5A18C 14:C1EE8D9E 89
A<679 866DC5728P1? CA1<675D8? 7C5AC858E EF9DK8D@F51E#GQ%7
@122E/ :@A;BCD：Q<679 :’+ 79? O!." ;191 @D?89; E1R<19@1E
S1C1 76:28>81? >CD6 Q3T$&* 6UVW XF U0#Y-U/ 0A1 Y-U :CD#
?<@5E S1C1 @2D91? 895D :GB!,0 K1@5DCE，E1R<19@1?，5A19 E<X#
@2D91? 895D 1<N7CFD58@ 14:C1EE8D9 K1@5DC :@BVW*/ !6F@ Z Q8E（ [）
W/ W>51C C1E5C8@58D9 19PF61 ?8;1E58D9，5A1E1 C1@D6X891? :27E68?E
S1C1 5C79E81952F 5C79E>1@51? 895D GQ%7 @122E E<XE1R<1952F S85A
28:D>1@589 5D ?151@5 5A1 14:C1EE8D9E D> :’+ 79? O!." XF \1E51C9
.2D5/ E@DFGAD：H1R<19@89; EADS1? 5A75 5A1 1<N7CFD58@ 14:C1E#
E8D9 K1@5DCE D> :’+ 79? O!." S1C1 E<@@1EE><22F @D9E5C<@51?/ 0A18C
14:C1EE8D9E 89 GQ%7 @122E S1C1 @D9>8C61?/ &BH&GFD$BH：0A1
1<N7CFD58@ 14:C1EE8D9 K1@5DCE @D9578989; :’+ 79? O!." 7C1 @D9#
E5C<@51? 79? 5A1F @79 14:C1EE :’+ 79? O!." 89 A<679 866DC#
5728P1? CA1<675D8? 7C5AC858E EF9DK8D@F51E#GQ%7 @122E/
【I15J’+0)】VI#N7::7 .；5C79E@C8:58D9 >7@5DC U12W；O#N7::7 .

:CD5189E；7C5AC858E CA1<675D8?；C1K1CE1 5C79E@C8:57E1
:D2F61C7E1 @A789 C17@58D9

【摘) 要】目的：构建人 :’+ 和 O!."基因的真核表达载体并
检测其在人永生化滑膜细胞 GQ%7 中的表达/ 方法：应用
U0#Y-U方法从体外培养的 Q3T$&* 细胞 6UVW 中扩增出
:’+ 和 O!."基因的编码区，克隆至 :GB!,0载体并测序，然后

亚克隆至真核表达载体 :@BVW*/ !6F@ Z Q8E（ [）W，酶切鉴定
正确后以脂质体法瞬时转染 GQ%7 细胞，\1E51C9 .2D5 检测
:’+ 和 O!."的表达/ 结果：测序证实 Y-U扩增得到的 :’+ 和
O!."基因编码区序列正确；脂质体法转染 GQ%7细胞后检测
到预期目的蛋白的表达/ 结论：成功构建了 :’+ 和 O!."的真
核表达载体并使其在人永生化滑膜细胞中表达/
【关键词】VI#!.；:’+；O!."；类风湿性关节炎；逆转录聚合

酶链反应

【中图号】U*() ) )【文献标识码】W

KL 引言
VI#!.是一个作用广泛的转录因子，可以调控多

个下游靶基因的表达，因而广泛参与细胞各种功能的

调节/当细胞受到细胞因子和炎性介质等因素刺激
后，VI#!.进入细胞核并结合于启动子区域的 !. 序
列，进而发挥转录因子的功能，上调靶基因的转录水

平［!］/ VI#!.是由 Y’+ 和 Y+" 构成的异源二聚体，过
表达 Y’+ 或 O!."可以激活或者抑制 VI#!. 通路［$］/
VI#!.在类风湿性关节炎（ CA1<675D8? 7C5AC858E，UW）
的发生发展进程中发挥了重要作用［*］，但是其影响

UW病程的具体机制尚未阐明/我们旨在构建 :’+ 和
O!."基因编码区的真核表达载体 :@BVW*/ !6F@ Z Q8E
（ [）W#:’+ 和 :@BVW*/ !6F@ Z Q8E（ [）W#O!."，并使
其在人永生化滑膜细胞系 GQ%7中表达，为进一步研
究 VI#!.在 UW中发挥作用的分子机制奠定基础/

ML 材料和方法
M/ ML 材料 L 大肠杆菌菌株 L]#!"、真核表达载体
:@BVW*/ !6F@ Z Q8E（ [）W 和永生化滑膜细胞 GQ%7，
Q3T$&* 细胞（本室保存）；?V0Y，?W0Y 和 3407R 高
保真聚合酶、各种限制性内切酶、0( 连接酶、:GB!,0
载体及 B]$""" BVW G7CN1C（07T7U7 公司）；Y-U 反
应引物（上海基康生物技术有限公司）；质粒提取和

BVW 回收试剂盒（杭州维特洁公司）；UYGO !’(" 培
养基（^8X8@D 公司）；]8:D#>1@576891 $"""（ O9K85CD;19
公司）；抗 Y’+ 和抗 O!." 抗体（-122 H8;97289; 公司）；
抗 GF@抗体（第四军医大学免疫学教研室）；抗 W@589
抗体，QUY标记的羊抗兔第二抗体及 QUY 标记的羊
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抗小鼠第二抗体（博士德公司）；!"#$"%& ’()$发光底
物（*+"%,"公司）-
!- "# 方法
.- /- . 0 引物设计 0 123 编码区上游引物序列：345
6678998669896898687686979695:4，其中 665
7899为 !"#; < 酶切位点；123 编码区下游引物序
列：3458896776676986789867989769765:4，其
中 889677为 $%&= <<< 酶切位点- <!’" 编码区上游
引物序列：3456678998968996969978688997665
:4，其中 667899为 !"#; < 酶切位点；<!’" 编码区
下游引物序列：345889677877968976796986695
98995:4，其中 889677为 $%&= <<<酶切位点-
.- /- / 0 总 >?7 的提取和反转录 0 体外培养的
;@A/B: 细胞在 . CD 8%+E)(裂解液中充分裂解，FG，
./ HHH ’离心 .3 C+&，向上清中加入 H- / CD氯仿，震
荡混匀后 FG，./ HHH ’离心 .3 C+&，取上清，H- 3 CD
异丙醇沉淀，静置 .H C+& 后 FG，./ HHH ’ 离心 .H
C+&，沉淀用 I3H CD J D 乙醇洗涤，晾干后溶于 .H #D
K@*9水中- 制得的总 >?7定量后取 / #L 进行反转
录- 反转录采用 MN1"%#,%+1$ << >?O#" ;5反转录酶系
统- 在 /H #D反应体系中加入 P(+L) =8（3HH L J D）.
#D，/ #L 总 >?7，加入 ==;/P 至 .H #D，IHG，.H
C+&，冰上冷却，加入 3 Q反应缓冲液 F #D，H- . C)( J D
K88 / #D，.H CC)( J D =?8* F #D，混匀，F/G温育 3H
C+&后置于 IHG，.3 C+&后终止反应，加入 / R >?O#"
; . #D，:IG温育 /H C+&-
.- /- : 0 *9> 扩增 123 和 <!’" 基因编码区 0 在 /3
#D反应体系中加入 /- 3 #D .H Q反应缓冲液，/- H
#D =?8*，模板（,K?7）.- H #D，上下游引物各 .- H
#D，@S8OT酶 H- /3 #D，补加 ;/P 至 /3 #D- 扩增条
件为 BFG 3 C+&，BFG F3 #，2/G . C+&，I/G / C+&，
:3 个循环- 扩增产物用 .H L J D琼脂糖凝胶电泳进行
分离，回收后溶于 FH #D去离子水中-
.- /- F 0 *9> 产物克隆及序列测定 0 *9> 产物回收
片段克隆至 1UK5.V8 载体，转化大肠杆菌 WD5.H 感
受态细胞，挑出阳性克隆进行酶切鉴定及测序-
.- /- 30 1,K?7:- .CX, J ;+#（ Y）75123 和 1,K?7 :- .
CX, J ;+#（ Y）75<!’" 真核表达载体的构建0 提取重
组的 1UK.V85123 和 1UK.V85<!’" 载体质粒，用
!"#; <和 $%&= <<<酶切出目的片段，亚克隆至 1,K5
?7:- .CX, J ;+#（ Y）7 真核表达载体中，构建出重组
表达载体 1,K?7:- .CX, J ;+#（ Y）75123 和 1,K?7:-
.CX, J ;+#（ Y）75<!’"-
.- /- 2 0 基因转染 0 U;IO 细胞于 :IG，3H CD J D
9P/ 条件下，在含 .HH CD J D 新生小牛血清的 >*U<

.2FH 培养基中培养- 细胞密度达到 VHZ时按照 D+1)5
[",$OC+&" /HHH 说明书转染对照质粒和重组表达
载体-
.- /- I0 !"#$"%& ’()$ 检测转染基因的表达 0 转染后
FV \ 收细胞并裂解，取 :H #L 蛋白样品进行 MKM5
*76@电泳并电转移至 ?9 膜，3 L J D 脱脂奶粉封闭
. \，分别与按一定比例稀释的抗 *23 抗体、抗 <!’"
抗体、抗 UX, 抗体和抗 7,$+& 抗体在 FG孵育过夜，
8’M8洗膜，然后分别与 . ]:HHH 稀释的 ;>* 标记的
羊抗兔第二抗体及 ;>*标记的羊抗小鼠第二抗体孵
育 . \，8’M8洗膜后加入发光底物孵育 / C+&，在暗
室中用 W光片曝光，显影，定影-

"# 结果
"$ !# 人 %&’ 和 (!)"基因编码区 *+, 扩增、克隆和
序列鉴定# 琼脂糖凝胶电泳显示，*9> 产物分别为
.I.B ^1和 B2/ ^1的特异性片段，将这两条区带分别
回收后与 1UK.V8 载体连接- 酶切鉴定后对其中 /
个阳性克隆进行测序，并将测序结果与 6"&’O&_ 中
的序列进行比对，结果显示序列全部正确（图 .，/）-

U：CO%_"%；.：<!’"；/：123-

图 .0 人 123 和 <!’"基因编码区 *9>扩增产物的鉴定

U：CO%_"%；.：1UK.V85<!’" 质粒经 !"#; < 和 $%&= <<< 酶切；/：

1UK.V85123 经 !"#; <和 $%&= <<<酶切-

图 /0 1UK.V85123 和 1UK.V85<!’"重组质粒酶切鉴定

"$ "# %-./01$ !23- 4 567（ 8）09%&’ 和 %-./0 1$ !
23- 4 567（ 8）09(!)"真核表达载体的构建# 真核表
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达载体 !"#$%&’ ()*" + ,-.（ /）%0!12 和 !"#$% &’ (
)*" + ,-.（ /）%03!4" 用 !"#, 3 和 $%&5 333 酶切鉴
定，结果显示酶切片段长度符合预期设计（图 &）’

6：6789:8；(：!"#$%&’ ( )*" + ,-.（ /）%03!4"质粒经 !"#, 3和 $%&5

333酶切；;：!"#$%&’ ( )*" + ,-.（ /）%0!12 质粒经 !"#, 3和 $%&5 333

酶切’

图 &< !"#$%&’ ( )*" + ,-.（ /）%0!12 和 !"#$%&’ ( )*" + ,-.
（ /）%03!4"重组质粒的酶切鉴定

!" #$ 真核表达载体 %&’()#" *+,& - ./0（ 1）)2%34
和 %&’()#" *+,& - ./0（ 1）)25!6" 在 7.89 细胞
中的表达$ 用构建成功的 !"#$%&’ ()*" + ,-.（ /）%0
!12 和 !"#$%&’ ()*" + ,-.（ /）%03!4" 以及对照空载
体 !"#$%&’ ()*" + ,-.（ /）%分别瞬时转染 6,=7细
胞，转染后 >? @ 用抗 A12 抗体、抗 3!4" 抗体及抗
6*"抗体检测到 A12 和 3!4"在蛋白水平的表达，与
转染 !"#$%&’ ()*" + ,-.（ /）% 空载体的对照组相比
存在显著差异（图 >），表明构建的真核表达载体
!"#$%&’ ()*" + ,-.（ /）%0!12 和 !"#$%&’ ()*" + ,-.
（ /）%03!4"可以在 6,=7细胞中正确表达’

% (：转染 !"#$%&’ ( )*" + ,-.（ /）% 空载体（对照）；;：转染 !"#$%
&’ ( )*" + ,-.（ /）%0!12 质粒的 6,=7细胞在 >? @ 后细胞中 A12 蛋白
质水平’ 4 (：转染 !"#$%&’ ( )*" + ,-.（ /）%空载体（对照）；;：转染
!"#$%&’ ( )*" + ,-.（ /）%03!4" 质粒的 6,=7 细胞在 >? @ 后细胞中
3!4"蛋白质水平’

图 >< !12 及 3!4"在 6,=7细胞中的表达

#$ 讨论
$B0!4是真核细胞转录因子 C:D家族成员之一，

广泛存在于哺乳动物细胞中’ $B0!4 + C:D 蛋白结合

形成同源或异源二聚体，目前发现有异源二聚体

A12 + A2E，A2E + "0C:D，A12 + "0C:D 和同源二聚体 A12 +
A12，A2E + A2E，A2; + A2; 等’ A12 + A2E 是最早分离鉴
定出的 $B0!4二聚体，而且在多数细胞中表达，所以
习惯上 $B0!4 指 A12 + A2E’ A12 又名 C:D %，可与
#$%上的 !4序列特异性结合，进而发挥转录因子的
作用［>］’ A2E 主要负责与 3!4结合’ 3!4对 $B0!4 的
活化起抑制作用，成员包括 3!4"，3!4#，3!4$ + A(E2，
3!4% + A(EE 和 4"D0&’ 其中 3!4"在体内发挥主要的生
理功能［2］’ 未活化状态下，$B0!4 与 3!4 结合，滞留
于细胞质中，不能进入细胞核内发挥作用’ 当细胞受
到 F$B"，FGB#，3H0(，HAI，A6%及植物血凝素等细胞
外信号刺激时，3!4发生磷酸化而降解，使 $B0!4 游
离出来并迅速从细胞质移位至细胞核，与下游靶基因

的 !4位点结合，上调相关基因的转录［1］’
$B0!4的主要生理功能在于调控机体免疫反应

和调节细胞的生长分化’ 研究显示，$B0!4 在 C% 的
发生发展进程中发挥着重要的作用［= / ?］’ 首先，$B0
!4控制许多细胞因子、细胞黏附分子、趋化因子及急
性反应蛋白的转录’当 $B0!4 过度活化时，会诱导上
述基因的过度表达，最终导致许多免疫相关的疾病发

生，C%正是这类疾病之一’ 在 C%病变部位，$B0!4
活化后可提高 C% 滑膜细胞中 3H0(#，F$B"，3H01，3H0
?，黏附分子，G60JIB 及 JKL; 等基因的转录，同时
F$B"，3H0(# 等炎症因子又可以活化 $B0!4’ 两者形
成正反馈，导致了 C%炎症反应的持续进行［M / (E］’ 其
次，$B0!4还可以上调凋亡抑制蛋白 BH3A（BH3JN0
-O@-P-QR8*0!8RQ:-O）的表达，对 C% 滑膜细胞的凋亡有
间接的抑制作用［((］’ 异常增生的滑膜细胞可以侵蚀
关节软骨、韧带、肌腱等组织，最终造成关节结构不可

逆的破坏［(;］’
我们通过 CF0AJC的方法获得 !12 和 3!4" 编码

区序列，并构建了它们的真核表达载体 !"#$%&’ (
)*" + ,-.（ /）%0!12 和 !"#$%&’ ( )*" + ,-.（ /）%0
3!4"，并成功地在人永生化滑膜细胞 6,=7中表达了
这两个载体’ 上述工作为我们进一步研究 $B0!4 对
C%中滑膜细胞机能的影响以及 $B0!4对 C%滑膜细
胞增生凋亡的调控奠定了基础’
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!" 引言" 近年来，有研究认为颞枕区分布的面孔特异性成分
;&O% 不受分类任务（如性别、熟悉度）的调控［& ( $］，但也有研

究发现分类任务中的特异性空间等级特征会影响面孔的结构

编码过程［’］* 本研究我们采用表情特征突出的卡通面孔，对
面孔识别和表情分类两种任务的 ;&O% 成分进行了研究*

#" 对象和方法
&* &\ 对象\ &+ 名被试正常大学生（男、女各半），右利手，年
龄 &A a $+ 岁*
&* $\ 方法
&* $* &\ 刺激\ 每个刺激序列包含 + 种刺激（微笑和愤怒卡通
面孔以及两种非面孔刺激［+］，每种刺激 $% 个），等概率随机排
列* 刺激呈现时间 B% D#，刺激间隔（ GNG）在 &B%% a $%%% D#内
随机*
&* $* $\ 作业任务\ "面孔识别任务（ I3." -".15408014 83#H）：对
面孔和非面孔刺激按左、右键，忽略表情特征；#面孔表情分
类任务（"U9-"##014 .73##0I0.38014 83#H）：对面孔的表情特征进行
分类判断，愤怒、微笑面孔分别按左、右键* 任务顺序和反应
手（键）在被试中交叉平衡设计*
&* $* ’\ 脑电记录和分析\ 记录 ’$ 导脑电（;"/-1#.34），双侧
乳突连线作参考，带宽 %* %B a &%% ]P，B%% ]P [导* 离线分析
^^E [ ^!Y 数据（ N.34 +* ’），对 ;&O% 成分进行 ’ 6;@W6
（N9##&%* %）：任务（2!和 ^?）b表情特征（愤怒和微笑）b电
极（YO 和 YT）；对行为数据进行 $ 6;@W6：任务 b表情特征*

结果皆经 E-""4J1/#"<E"-##"- 校正* 采用 c@!^L6 方法对
;&O% 进行皮层电流密度溯源分析（?/--F B* %）*

$" 结果
$* &\ 行为\ 两种任务的正确率均 d A%e，无任务和表情特征
主效应；表情分类的反应时（)++* %A D#）明显长于面孔识别
（+$O* A’ D#）（! f %* %%&）*
$* $\ ^!Y\ ;&O% 峰值的任务主效应［2（&，&’）g O* %’B，! g
%* %$%］和任务 b 电极的交互效应［2（&，&’）g ’)* )AA，! g
%* %%%］显著；̂?任务的 ;&O% 在 YO 位置比 2!任务显著增强
［2（&，&’）g A* BB&，! g %* %%A］* 溯源分析结果显示 ^? 任务
比 2!任务产生了更为明显的颞下回和枕区激活*

%" 讨论" 本研究我们采用的卡通面孔，诱发出与真实人脸相
似的 ;&O% 成分［+ ( B］* 认知因素对视觉加工的影响一直是认
知科学的核心问题，E1II3/U等［$］发现只有低空间频率的面孔
诱发的 ;&O% 才受分类任务（熟悉度分类和性别分类）的调
控，而 !1##014等［’］则发现面孔分类任务仅影响枕区 Y&* 本研
究中任务的难度等级是清楚的，面孔识别任务仅要求被试判

断是否是面孔，而表情分类不仅有面孔识别的过程，还包括表

情特征的外显分类* 虽然与 E1II3/U 等［$］采用的任务不同，但
研究结果一致，都发现作业任务对 ;&O% 的调控发生在左侧颞
枕区，表明任务难度可以显著地调控面孔认知的早期阶段*
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