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【摘) 要】目的：构建带有 :/3H 标签的人 CCQ$ DIA6>>/.#OGP
载体，检测其真核 表 达 并 观 察 CCQ$ 分 子 的 亚 细 胞 分 布,
方法：以含有人全长 CCQ$ <C_X 的质粒为模板，用 UOQ 方法

扩增 CCQ$ 基因的 O#端（CCQ$#O），并在其 O 末端带上含 $(
SD 的 :/3H 标签，#80 V W "80Q P 酶切后亚克隆入含有 CCQ$ 全

长序列的 DGC!0#- 载体，即替换掉原有 CCQ$ 序列的 O#端，

引入 :/3H 标签，测序正确后再克隆入 DIA6>>/.#OGP 表达载体，

酶切鉴定正确后采用脂质体法瞬时转染 Z1[$&* 细胞，].5>#
.?8 E/B> 检测 CCQ$#:/3H 在细胞中的表达, 瞬时转染 Z./3 细

胞，通过间接免疫荧光法观察 CCQ$ 分子在细胞内的分布情

况, 结果：测序及酶切显示 CCQ$#:/3H W DIA6>>/.#OGP 载体构建

符合预期；脂质体法转染 Z1[$&* 细胞，$( A 后用 ].5>.?8 E/B>
方法检测到目的蛋白的表达；对转染了目的载体的细胞应用

JV-O 标记的抗体进行间接免疫荧光实验，激光共聚焦显微镜

观察到 CCQ$ 分子主要分布于细胞质与细胞膜, 结论：成功

构建并表达了 O#末端带 :/3H 标签的 CCQ$ 真核表达载体，使

其在真核细胞中表达，并观察到其亚细胞分布,
【关键词】CCQ$；聚合酶链式反应；分子 ；克隆；基因表达 ；免

疫荧光

【中图号】Q*(&, 0$) ) ) 【文献标识码】X

IJ 引言

盘状结构域受体 $（;45<B4;48 ;B2348 ?.<.D>B? $，

CCQ$）属于一种受 体 型 蛋 白 酪 氨 酸 激 酶（ ?.<.D>B?
>F?B548. T4835.，Q-[5），可被天然纤维型胶原活化，从

而介导基质金属蛋白酶（GGU#!，GGU#0，GGU#!*）的

表达［! ‘ $］, CCQ$ 在类风湿性关节炎（ ?A.623>B4; 3?#
>A?4>45，QX）成纤维样滑膜细胞中呈高表达状态，并具

有较高的磷酸化水平，而其所活化的下游分子中，特

别是 GGU#!* 对关节软骨的主要成分 VV 型胶原的降

解能力高于其他胶原酶，因此认为“!型胶原#CCQ$#
GGU5”通路中的关键分子可能成为减轻 QX 关节软

骨破坏的药物作用靶位［*］, 然而目前有关此通路的

研究报道甚少，我们构建 O#末端融合 :/3H 标签的人

CCQ$ 基因真核表达载体，旨在为进一步研究 CCQ$
信号通路在 QX 中的影响奠定基础,

KJ 材料和方法

K, KJ 材料J 大肠杆菌菌株 M\#!"，D<C_X*, !（ a ）真
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核表达载体，含人全长 !!"# $!%& 的质粒，’()#*+
细胞及 ’,-. 细胞由第四军医大学生物化学与分子生

物学教研室保存/ 0%12，0&12，345 高保真聚合酶，

!"# !%& 聚合酶，各种限制性内切酶，36!7891 载

体，1: !%& 连接酶，!;#<<< !%& =.>?,>（日本 1.).9
". 公司）；!6(6 培养基（ 美国 @AB$C 公司）；;A3C9
4,$D.=AE, #<<<（美国 FEGAD>CH,E 公司）；抗 4-.H 6# =&B

（美国 IAH=. 公司）；抗 !!"# 抗体及 JF1K 标记的羊

抗鼠第二抗体（ 美国 I.ED. K>5L 公司）；M,ND,>E O-CD
所用发光底物（ 美国 2A,>$, 公司），其他试剂均为国

产分析纯/ 用于 2K" 反应的引物由北京三博远志生

物公司合成，质粒提取和 !%& 回收试剂盒由安徽优

晶生物工程公司提供/
!/ "# 方法

7/ #/ 7P 引物设计 P !!"#9K 上游引物序列：QR9@1K
& KK &1@ @ &K K1@ K1K 1K& @@9+R，其 中 KK&
1@@ 为位于 !!"# 序列 7S+7 B3 处的 $%& F 酶切位

点；下 游 引 物 序 列：QR9@&& 11K @&1 &1K 1K&
K11 @1K &1K &1K @1K K11 @1& &1K K1K @1K
@KK 11@ 11@ &&@ @&9+R，@&& 11K 为 ’%&" F 酶切

位点，@&1 &1K 为 ’%&" T 酶切位点，其中前者可用

于将 !!"#9K（ 含 4-.H）的 2K" 产物克隆入 36!7891
载体，后者用于将带有 4-.H 标签的 !!"# 全长序列亚

克隆入 3IU5DD-,9K6T 载体，下划双线部分为编码 4-.H
标签的核苷酸序列/
7/ #/ #P 2K" 扩增 !!"#9K（含 4-.H）基因及产物修饰

P 扩增条件为 *:V Q =AE，*:V :< N，QQV :< N，W#V
7 =AE，+< 个循环/ 产物用 7< H X ; 琼脂糖凝胶电泳进

行分离，回收后进行加“&”反应：W#V :< =AE/
7/ #/ +P 2K" 产物克隆及序列测定P 加“&”后的 2K"
产物回收，克隆到 36!9781 载体，转化大肠杆菌 Y;9
7< 感受态细胞，挑选阳性克隆进行酶切鉴定并测序/
7/ #/ :P !!"# 全序列拼接及鉴定 P 用 $%& F X ’%&" F
双酶切 !!"#9K X 36!9781，得到含 4-.H 的 !!"#K9端，

置换出 36!7891 载体中不含 4-.H 标签的 !!"# K9
端，并进行酶切鉴定，即在 36!7891 载体中完成含有

4-.H 的新 !!"# 全长序列的拼接/
7/ #/ QP 真核表达载体的构建P 用 ()*0 FFF X ’%&" T X
+%" F 三酶切含有拼接 !!"# 序列的 36!7891 载体，

其中 ()*0 FFF X ’%&" T 可 切 下 完 整 的 !!"# 序 列

（#QS8 B3），+%" F 将余下的 36!7891 载体（#S*# B3）

切割为两个小片段（*#: B3 Z 7WS8 B3），便于电泳分

离/
7/ #/ S P 基因转染P ’()#*+ 细胞在含 7<< =; X ; 新

生小牛血清的 !6(6 培养基中，于 +WV，Q< =; X ;

K[# 饱 和 湿 度 下 培 养，8<\ 汇 合 时 按 照 ;A3C9
4,$D.=AE,#<<< 说明书进行空质粒和重组表达质粒的

转染/
7/ #/ WP M,ND,>E O-CD 检测转染后细胞中目的基因的

表达P 转染后 #: U 裂解细胞收集总蛋白，取 #< !H
处理后的蛋白样品进行 I!I92&@( 电泳并电转移至

%K 膜，Q H X ; 脱脂奶粉封闭 7 U，与适当稀释后的一

抗 :V孵育过夜，1OI1 洗膜，与 - ]:<<< 稀释的 JF1K
标记的二抗室温孵育 - U，1OI1 洗膜后加入发光底物

孵育 7 =AE，Y 光片曝光，显影，定影/
7/ #/ 8P 间接免疫荧光观察 !!"# 亚细胞定位P ’,-.
细胞在含 7<< =; X ; 新生小牛血清的 !6(6 培养基

中，于 +WV，Q< =; X ; K[# 饱和湿度下培养，8<\汇合

时按照 ;A3C4,$D.=AE,#<<< 说明书进行空质粒和重组

表达质粒的转染，于转染 #: U 后收细胞，:< =; X ; 多

聚甲醛 :V固定 7Q =AE，7< =; X ; 1>ADCEY97<< 室温孵

育 7< =AE，用含 7< =; X ; OI& 的一抗（7 ]7<< 稀释）

:V过夜，JF1K 标记的二抗（7]7<< 稀释）室温孵育 #
U，核染料 2F +WV孵育 Q =AE，甘油封片，激光共聚焦

显微镜下观察/

"# 结果

"$ !# %%&"’(（ 含 )*+,）片段的扩增、克隆及序列分

析# !!"#9K（含 4-.H）的 2K" 产物为 *+W B3 的特异

性条带（图 7&）/ 测序结果经 O-.ND 分析表明，2K" 扩

增获得并克隆的 !!"#9K 片段序列完全正确/ 通过

位于片段内的 ,"-’ F 与 1 载体多克隆位点处的

()*0 FFF 进行双酶切，可切出预期大小的片段，分别为

+:+，Q*:，#S*# B3 的三条带（图 7O）/

&P 6：!;#<<< =.>?,>；7：!!"#9K（ 含 4-.H）2K" 片 段/ O P 6：

!;#<<< =.>?,>；7：克隆入 36!78 载体的 !!"#9K（ 4-.H）片段经 ,"-’

F，()*0 FFF 双酶切/

图 7P 2K" 产物及重组载体的鉴定

"$ "# %%&" 全长片段的拼接# 拼接后的 !!"#4-.H X
26!7891 用 $%& F X ’%&" T 酶切，可见切出 *+W B3 的
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目的片段（图 !）"

#：$%!&&& ’()*+)；,：$$-!./(0 1 2#$,345 !"# 6 1 $"#- 双酶切结果"

图 !7 $$-!./(0 1 2#$,345 重组质粒的酶切鉴定

!" # $ %%&!’()* + ,-./00(12345 真核表达载体的构

建$ 拼接成功后的 $$-!./(0 片段经 %&’8 666 1 $"#- 9
双酶切，回收 !:;! <= 的片段连入真核载体 =>?@AA/+4
B#9，用 $$-! 序列内部的两个 ()*C 6 酶切位点鉴

定，构建成功可见切出 ,&!; <= 的目的片段，反之则

没有（图 D）"
!" 6 $ 真 核 表 达 载 体 %%&!’()* + ,-./00(12345 在

789!:# 细 胞 中 的 表 达 $ 构 建 成 功 的 $$-!./(0 1
=>?@AA/+4B#9 和空质粒 =>?@AA/+4B#9 分别瞬时转染

CEF!;D 细 胞，转 染 后 !G ? 用 抗 ./(0 抗 体 检 测

$$-!./(0 在蛋白水平的表达，而对照的空质粒转染

后则没有相应的条带（图 G）"
!" ;$ %%&! 的亚细胞定位$ 将构建的重组表达载体

$$-!./(0 1 =>?@AA/+4B#9 瞬时转染 C+/( 细胞，激光共

聚焦显微镜可观察到作为膜受体的 $$-! 分子主要

分布于胞膜及胞质近膜处，也发现其存在少量胞核分

布（图 :）"

#：$%!&&& ’()*+)；, H !：$$-!./(0 1 =>?@AA/+4B#9 ()*C 6 酶切结果"

图 D7 $$-!./(0 1 =>?@AA/+4B#9 重组质粒的酶切鉴定

,：阴性对照（空载体）；!：!;D 细胞瞬时转染 $$-!./(0 1 =>?@AA/+4B#9

!G ? 后蛋白电泳结果（(IAJ K ./(0）"

图 G7 L+MA+)I N/OA 检测 $$-!./(0 在 CEF!;D 细胞中的表达

P：应用 ./(0 一抗和 Q65B 标记二抗进行 $$-!./(0 免疫荧光染色（绿色）；N：应用 26 进行 $RP 染色（红色）；B：P 与 N 叠加图" 箭头所示为 $$-! 可

能存在的胞核分布"

图 :7 $$-!4./(0 免疫荧光在 C+/( 细胞内的亚细胞分布

#$ 讨论

由于 $$-! 是 -P 病理进程中的关键分子，因此

对其所进行的研究，无论是体内还是体外水平，都需

要高 表 达 且 易 于 检 测 的 工 具 载 体" 我 们 构 建 的

$$-!./(0 1 =>?@AA/+4B#9 载体与以往工具载体的不同

在于：一方面，它是腺病毒包装的穿梭载体，可用于
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!!"# 相关腺病毒的包装，无论在 "$ 滑膜细胞还是

动物模型中都能达到一般真核表达载体所不具备的

高转染 % 感染效率；同时其所携带的 &’() 标签也大大

提高了目的基因的检测灵敏性和特异性*
有研究发现［+ , -］，!!". 在胶原刺激下与 /01 结

合后发生自身磷酸化，继而被基质金属蛋白酶水解为

氨基端外功能区及酪氨酸磷酸化的胞内羧基残段

（234），目前推测被剪切掉的胞外功能区可能有着竞

争结合并中止胶原配体持续发挥作用的负反馈功能，

但同属盘状结构域受体家族的 !!"# 存在此现象的

文献报道尚少* 有趣的是，我们在观察 !!"# 亚细胞

定位时发现其存在少量胞核分布（图 -2 箭头所示），

这提示，!!"# 很可能与 !!". 一样有着类似的限制

性蛋白水解现象，这也预示着 !!"# 除具有膜受体

功能外，在信号转导过程中可能还具有更为复杂的

作用*
我们以含有人 !!"# 全长 1!5$ 的质粒为模板，

通过 62" 法 获 得 了 27末 端 融 合 有 &’() 标 签 的 人

!!"# 基因，并构建了 !!"#7&’() 基因的真核表达载

体，该表达载体在真核细胞 89":#;< 中能够正确表

达定位，这为进一步研究 !!"# 功能奠定了基础*
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#$ 临床资料$ 收集 #QQ<7Q- % #QQ-7.# 我院收治的各种病因的

肝硬化患者 .SQ 例，随机抽取肝硬化 <U（ 男 <Q，女 U）例，平均

年龄 +<* S（<U ^ S-）岁，平均病程 S* U（# ^ #Q）(* 平均发生肝

性脑病 U* -（S ^ .#）次* 首先针对此类患者进行肝性脑病风险

性预测* 包括上消化道出血、感染、电解质紊乱及酸碱平衡失

调和精神意外打击* 其次进行早期症状观察及护理，并根据

护理中发现的问题，调整治疗护理方案* 在 <U 例患者中，.U
例由于消化道出血引发肝性脑病，其中 .# 例经止血、排出体

内积血后病情得到控制；; 例酸碱失调的患者在给予积极修

正后早期症状得到明显改善；S 例患者由于过食蛋白质而引

发肝性脑病，经限制蛋白质摄入量、静点精氨酸和六合氨基酸

病情得到改善；- 例患者由于腹腔感染而出现淡漠、抑郁、计

算力减退，及时给予抗感染治疗后得到改善*

%$ 讨论$ 肝性脑病是严重肝病引起的以代谢紊乱为基础的

中枢神经系统功能失调的综合征* 失代偿期肝硬化患者极宜

发生肝性脑病，若抢救和护理不及时，就会致生命危险，早期

症状的观察和护理极为重要［.］* 该结果提示预见性护理在肝

性脑病的预防中具有积极意义* 护理内容包括：! 肝性脑病

的前驱症状观察，多数肝硬化患者发生肝性脑病前有性格改

变及行为异常的表现，如激动、沉默寡言、定向力和理解力减

退等* 护士必许经常巡视病房，尤其在夜间［#］，应采取与患者

交谈的方式询问如年龄及 .Q 以内的加减法，如果患者回答问

题时出现错误应考虑肝性脑病的前期* "保持大便通畅，清

洁肠道* 及时排出肠内积血，最好的方法是口服乳果糖，以使

大便保持在 # ^ < 次 % 日为好，或用生理盐水或弱酸洗肠* #
控制蛋白质的摄入* 每日 +Q ) 以下，鼓励患者多食蔬菜及豆

制品* $给予高热量饮食维持正氮平衡* 应保证每日热量供

应在 -Q#Q ^ SS;+ WC* % 维持电解质平衡，准确记录 #+ L 液体

出入量，每日测体质量、腹围 . 次，控制输液量应少于 #-QQ
I@ % B* &密切观察感染征象，严格无菌操作，加强病房管理，

减少探视，避免交叉感染；’加强安全防护* 对躁动不安的患

者应去除病房内一切不安全因素，必要时加床档或约束带*
慎用安眠药以免诱发或加重肝性脑病* 但肝性脑病的早期症

状与患者因病产生的烦躁、抑郁不易辨别，造成病情加重* 对

.，# 期患者的性格改善和行为异常，应予重视并严密观察，协

助医师及早诊断，及时处理以控制病情恶化*
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