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【摘) 要】目的：利用基因技术克隆 I?*"K 分子的胞外区

!+* X +(! 片断 ;?MN，构建其原核表达载体，从而建立原核表

达体系, 方法：采用 R-#TIR 方法从人扁桃体的总 RMN 中扩

增 I?*"K 分子 !+* X +(! 片断的 ;?MN，以限制性酶切和 ?MN
测序进行鉴定，并将目的片断克隆至原核表达载体 @1-#$+3
V ，让重组质粒在 CK$! 中表达，利用 W.D>.A8 S/<> 鉴定目的蛋

白, 结果：克隆到人 DI?*"K 分子 !+* X +(! 片断的 ;?MN，

?MN 测序结果与报道的完全一致；构建了该片断的原核表达

载体，且目 的 蛋 白 能 在 CK$! 中 表 达, 结 论：成 功 克 隆 人

DI?*"K 分子 !+* X +(! 片断的 ;?MN 并构建了其原核表达载

体, 在 CK$! 中成功表达了目的蛋白,
【关键词】I?*"K；克隆；原核表达
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$H 引言

人 I?*"K 由 $’! 个氨基酸残基组成，为典型的

!型跨膜蛋白，I?*"K 包括胞浆内区，跨膜疏水区及

胞浆外区组成，其中胞膜外区 $!* 个氨基可形成可溶

性蛋白，与其膜型分子一样可与 C 细胞表面的 I?*"
分子交连传递信息，不仅参与体液免疫，而且参与炎

症反应，在疾病的发病机制和临床治疗中具有重要作

用［!］, 在本文中，利用反转录聚合酶链反应从人扁桃

体组织总 RMN 中扩增出人 I?*"K 基因胞外区 *% X
$’! 氨基酸残基的 ;?MN 序列, 并利用原核表达载体

构建了其重组表达质粒，为该序列蛋白质的进一步的

功能研究奠定了基础,

IH 材料和方法

I, IH 材料H 所用的人扁桃体组织是由西南医院耳鼻

喉科提供，@GI!& 质粒 @1-$+3 V 质粒 ?Z0" 菌种和

CK$! 菌种是由第三军医大学生化与分子生物学教研

室保存, 限制性内切酶 738Z [，09: [ 购自大连宝生物

公司；-A4@6A. 总 RMN 抽提试剂盒等购自 R<;=. 公司；

R-$TIR 试剂盒购自 TA<2.9. 公司，TIR 产物回收纯

化试剂盒购自天为时代公司, 用液氮罐把新鲜的扁桃

体组织从西南医院取回，按 R<;=. 公司 -A4@6A. 试剂

盒操作指南从培养细胞中提取细胞总 RMN,
I, JH 方法

!, $, !) 反转录 TIR（R-#TIR）) 扩增 !+* X +(! 片断

的 I?*"K 基因，引物根据 \.8C38O 库的 I?*"K ;?#
MN 序列设计，上游引物为：\I\\N-II IN-N\NN
\\--\\NINN\，含 738Z [ 酶切位点，下游引物为：

\II-\IN\-IN\N\---\N\-NN\II 含 T]-! 酶 切

位点,（引物由上海生工公司合成）按 R-$TIR 试剂

盒说明进行，其扩增参数为：0" #K 总反应体积，$ #K
抽提的总 RMN 为模板，*+^反转录 *0 248，&*^变

性 $ 248；然后以 &*^，(" D，’"^，! 248，’+^，$ 248
的程序循环 (0 次，’+^延伸 !" 248, 在 TIR 仪上进

行扩增，TIR 产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定，扩增基因

片断预期为 ’*+ S@,
!, $, $) 重组质粒 @GI!& 的构建和鉴定) 将 TIR 产

物及 @GI!+ 质粒经酶切后用纯化试剂盒回收，以 -*
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!"# 连 接 酶 $% 连 接 &’ (，常 规 氯 化 钙 法 转 化

!)*!，!+ 互补筛选，经碱裂法提取质粒，用限制性

酶切分析和 !"# 序列测定进行了鉴定（ 序列测定由

上海生工公司完成）,
&, +, -. 原核表达载体的构建. 大量扩增、抽提鉴定

过的重组质粒，用限制性内切酶消化，经琼脂糖凝胶

电泳回收相应片断，再将该片断连接于 /01+23 4 表

达载体，转化 56+& 菌种后，小量提取质粒，以限制性

酶切进行鉴定,
&, +, $. 78!$96 的表达及鉴定. 经过酶切鉴定阳性

的 /01+23 4 :78!$96 克 隆 在 ;<1= 的 诱 导 下 表 达

78!$96，用 >!>:<#=0 蛋白电泳检测蛋白的表达，用

(?7 抗体进行 @A7BACD EFGB 鉴定目的蛋白,

!" 结果

!# $" %&’()%" 以人扁桃体组织提取总 H"#，以总

H"# 为模板，H1:<8H 扩增出一特 H 异性条带，位置

相当于 ’$2 E/，与预期的大小一致（图 &）,

&：I3CJAC；+，-：<8H 反应物,

图 &. H1:<8H 图

!# !" ()% 产物克隆及重组质粒序列测定 " 分别用

限制性内切酶 !"#) ;，$%& ; 消化 <8H 产物和 /K8&L
质粒，以 1$ !"# 连接酶连接后，转化感受态 ’( )*+,
!)*!，经 !+ 互补筛选出白色菌落，再用限制性酶切

鉴定，得到的重组子进行 !"# 序列测定，酶切鉴定

（图 +）,

&：I3CJAC；’，&+：阴性重组子；其余：阳性重组子,

图 +. /K8&L:78!$96 酶切鉴定图

!, *" 原核表达质粒的构建" 对经序列测定确证的重

组质粒 !"# 用 !"#) ;，$%& ; 双酶切，经琼脂糖电泳

回收目的片断，然后将其定向克隆至新型原核表达载

体 /01+23 4 ，用限制性酶切方法鉴定重组子, 结果

获得了预期大小的 !"# 片断（图 -）,

&：& JE /FM7 N3CJAC；+，$，’：/01+23 4 酶切；-，*，O：/01+23 4 :78!$9,

图 -. /01+23 4 :78!$96 酶切鉴定

!, +" 78!+,6 的表达及鉴定. 经过酶切鉴定阳性的

/01+23 4 :78!$96 克 隆 在 ;<1= 的 诱 导 下 表 达

78!$96，用 >!>:<#=0 蛋白电泳检测蛋白的表达（ 图

$），由于 /01+23 4 带有 (?7 标签，所以表达的蛋白尾

端带有多聚组氨酸，用 (?7 抗体进行 @A7BACD EFGB 鉴

定目的蛋白（图 *）,

&：I3CJAC；+：不含有质粒的 56+& 蛋白表达；-：含重组质粒但未诱导

56+& 蛋白表达；$：含重组质粒诱导后 56+& 蛋白表达，约在 -C -9 P

&9- 处有目的蛋白,

图 $. 78!$96 的 >!>:<#=0 电泳

*" 讨论

8!$9 配体（8!$96），即 8!&*$，Q/-L，肿瘤坏死

因子相关激活蛋白（1"R 377GS?3BAT 3SB?U3B?GD /CGBA?D，

1H#<），1 细胞:5 细胞活化分子（1 SAFF:5 SAFF:3SB?:
U3B?DQ NGFASMFA，1:5#I），一种与 1"R 家族同源的膜

蛋白［+］，不仅存在于8!$ 4 1细胞表面，而且在其他

细胞表面也发现有表达，其表达受多种因素调节,
8!$96 的膜结合型与 78!$96 均具有活性，且均以同

源性 三 聚 体 形 式 存 在［+］, 8!$96 首 先 在 激 活 的

8!$ 4 1细胞发现，随后发现在肥大细胞，自然杀伤细

胞都有表达, 现在研究认为动脉粥样硬化是一种炎

症反 应 性 疾 病，在 动 脉 粥 样 硬 化 的 炎 症 反 应 中，
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!"#$% 参与了炎症反应的全过程& !"#$% 不仅在炎

症初期诱导产生 ’!()*+ 引发炎症，而且还会在炎症

中期诱导巨噬细胞产生组织因子加重炎症，其中诱导

巨噬细胞产生的 ,-./001231.-45/6-*+ 会进一步损害血

管壁［7］& 所以抑制 !"#$% 的功能会抑制动脉粥样硬

化的血管壁损害［#］，!"#$% 也被认为是动脉粥样硬

化发生、发展的关键分子&

+：小分子蛋白 )/38-3；9：目的蛋白&

图 :; <-6.-35 =01. 鉴定 6!"#$% 蛋白

; ; 研究发现，!"#$% 与 !"#$ 相互作用不仅在体液

免疫中起作用，而且发现可促进抗原提呈细胞的成

熟，上调 >!()*+，!"?$ 和 !"?@ 的表达，以及促进

>%*+9 的分泌，从而增强 !"? A !B% 的应答，在细胞免

疫中发挥重要作用& 另外，近来发现 !"#$% 与 !"#$
相互作用可诱导单核细胞产生白细胞介素*+ 以及

BCD! 等炎症因子，抑制单核细胞和淋巴细胞调亡，

从而在动脉粥样硬化的炎症反应中起重要作用［:］&

因此，!"#$% 在基础免疫和临床疾病研究中有重要

的应用价值&
在本研究中，通过 EB*F!E 的方法从人扁桃体组

织中成功地克隆出人 !"#$% 分子胞外区 +?# G ?7+
氨基酸残基的 H"C( 片断，并通过序列分析加以确

证，还构建了原核表达体系，为后续基因工程研究奠

定了基础& 在所建立的表达体系中，采用了原核表达

载体 2IB9?/ A 质粒，并在原核细胞中成功表达& 由于

所选的载体 2IB9?/ A 末端带有 J46 标签，因此纯化

时，选用能与 J46 结合的镍离子亲和层析柱，获得纯

度较高的表达蛋白，为进一步制备 6!"#$% 抗体，研

究动脉粥样硬化的发生奠定了坚实的基础&
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许昌泰

·期刊文摘·; 超抗原对 !" 细胞 #$%%& 分子表达与功能的调节

［张; !，程; 光，韩卫宁，曹云新，金伯泉& 细胞与分子免疫学杂志，9$$@，99（+）：# X @］

目的：研究超抗原对 CL 细胞 !"99@ 分子表达与功能的调节& 方法：以超抗原金黄色葡萄球菌肠毒素 ( ^ N（OI( ^ N）活化

FN)! 为模型，应用双重免疫荧光染色和流式细胞术分析，观察 !"99@ 分子在 CL 细胞上的变化；采用:+!3 释放实验，观察 CL
细胞在超抗原作用下杀伤功能的改变；利用激光共聚焦显微镜，观察 !"99@ 分子在 CL 细胞杀伤相的分布& 结果：在静止 FN*
)! 中，!":@ A CL 细胞的百分率为 +9& 7_，!":@ A !"99@ A 细胞仅为 +& #_ & 当效靶比为 :‘+ 时，CL 细胞对 L:@9 细胞的杀伤率

为（7& 9 a $& 9）_ & 当 $& + ,[ ^ % OI( 或 OIN 刺激 FN)! + R 后，!":@ A CL 细胞的百分率分别为 +7& :_和 +#& +_，!"99@ 在 CL
细胞上的表达水平明显升高，且主要表达在 !":@R4,细胞上& 在刺激第 9 天，OI( 组 !":@ A !"99@ A 占 !":@ A 细胞@V& +_，OIN
组 !":@ A !"99@ A 占 !":@ A 细胞 @#& 7_ & 刺激第 7 天，!"99@ 在 CL 细胞上的表达水平均较第 9 天明显下降& 在超抗原 $& +
,[ ^ %作用 7 R 中，OI( 组和 OIN 组 CL 细胞杀伤率均明显高于同期未刺激组 CL 细胞的杀伤率及新鲜分离 CL 细胞的杀伤率

（! b $& $:），在作用的第 9 天，OI( 组和 OIN 组杀伤率均达到峰值分别为（?9& 7 a @& V）_和（?$& @ a W& :）_ & 激光共聚焦结果显

示，!"99@ 分子与 %D(9+ 分子共定位于 CL 细胞与 L:@9 细胞的接触部位& 结论：超抗原 OI( 和 OIN 可提高 CL 细胞杀伤活性，

可能与其促进 !"99@ 分子在 CL 细胞上的表达相关，!"99@ 分子可能参与 CL 细胞免疫突触的形成&

!"#第四军医大学学报（$ %&’()* +,- +./ 01,2）"33#；"4（4）5 *))6：7 7 8&’(19-: ;<<’: ./’: =1


