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Raf全长及氨基端、羧基端真核表达载体的
构建和表达

王卓敏  陈军  万海粟  刘红雨 朱文  肖文  范羽  李永文  孙丽亚  周清华   

【摘要】 背景与目的  Raf是Ras-Raf-MEK-ERK信号转导通路中的关键分子，在多种人类肿瘤中存在高度

活化，然而其生物学功能和详细调节机理目前尚未完全明了。本研究旨在构建人Raf基因全长（Raf-1），氨基端

（N-Raf）及羧基端（C-Raf）真核表达载体，并观察其在293T细胞中的表达情况。方法  通过PCR方法扩增Raf-1，

N-Raf和C-Raf目的片段，利用基因重组技术构建pCMV-Tag2b-Raf-1, pCMV-Tag2b-N-Raf和pCMV-Tag2b-C-Raf真核

表达载体，并进行酶切和测序鉴定。鉴定正确的克隆瞬时转染293T细胞，Western blot检测目的蛋白的表达。结果  酶

切和测序结果均证实pCMV-Tag2b-Raf-1, pCMV-Tag2b-N-Raf和pCMV-Tag2b-C-Raf真核表达载体的序列和编码框均

正确无误，转染后的293T细胞经Western Blot检测可正确表达目的蛋白。结论  本研究成功构建了pCMV-Tag2b-Raf-1, 

pCMV-Tag2b-N-Raf和pCMV-Tag2b-C-Raf真核表达载体并可在293T细胞中表达，为今后进一步研究Raf基因的生物学

机理奠定了基础。
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       【Abstract】 Background and objective  Raf is a key molecule in the Ras-Raf-MEK-ERK signal transduction 

pathway and is highly activated in different human carcinomas. However, its biological functions and regulation 

mechanisms are still unclear. The aims of this study were to construct eukaryotic expression vectors with Raf full encoding 

region, truncated amino-terminus and carboxyl-terminus, respectively. Methods  Eukaryotic expression vectors of 

pCMV-Tag2b-Raf-1, pCMV-Tag2b-N-Raf and pCMV-Tag2b-C-Raf were constructed by gene recombination 

technique and confirmed by restriction enzyme analysis and DNA sequencing. Furthermore, the expression of these fusion 

proteins was detected by western blot in transient transfected 293T cells. Results  The sequences and open reading frames 

of these three vectors were completely consistent with experimental design. All target proteins can be detected in 293T 

cells.  Conclusion  Eukaryotic expression vectors of pCMV-Tag2b-Raf-1, pCMV-Tag2b-N-Raf and pCMV-Tag2b-C-

Raf were successfully constructed and can be expressed in 293T cells.
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　　Ras-Raf-MEK-ERK通路是调节细胞增生、分化和

凋亡等生物过程的一条重要信号转导通路，其在多种人

类肿瘤中被高度活化，与肿瘤的发生密切相关。Raf作

为这一信号转导通路中的关键分子，对于该通路的信号

转导具有决定性作用。然而，Raf激酶的生物学功能和

调节机制极其复杂，其详细调节机制目前尚未完全阐

明。究其原因可能与Raf蛋白的特殊生物学结构有关，

因此本研究应用基因重组技术构建了人Raf激酶的全长

（Raf-1），氨基端（N-Raf）及羧基端（C-Raf）真

核表达载体，应用基因转染技术构建转基因的293T细

胞株，并应用Western Blot技术检测转染基因的表达状

态，为深入研究Raf激酶的功能和调节提供了理论基础

和实验依据。

1  材料与方法

1.1 材料

1.1.1 质粒、菌株和细胞  pCMV-Tag2b载体、XL1-blue

菌株均购自美国stratagene公司并由本实验室保存；含有

Raf-1基因的重组pcDNA3-Raf-1-Flag质粒由美国密歇

根大学Kun-Liang Guan教授馈赠；293T细胞购自北京协

和医科大学基础医学院细胞库。

1.1.2 主要试剂  限制性内切酶BamH I、EcoRⅠ，T4 

DNA连接酶，重组Taq DNA聚合酶，pMD18-T Simple 

Vector均购自宝生物工程（大连）有限公司；pfu高保真

DNA聚合酶、DNA纯化回收试剂盒购自北京天根生化科

技有限公司；硅胶膜型TM质粒DNA小量提取试剂盒购

自北京赛百盛基因技术有限公司；LipofectamineTM2000

转染试剂购自美国Invitrogen公司；兔抗Flag抗体、ECL

发光试剂盒购自美国Cell Signaling Technology公司。

1.2 方法

1.2.1 载体构建  pCMV-Tag2b-Raf-1, pCMV-Tag2b-N-

Raf和pCMV-Tag2b-C-Raf重组质粒通过PCR方法产生。

根据pcDNA3-Raf-1-Flag载体测序结果及pCMV-Tag2b

载体序列设计引物扩增目的基因，由于 Raf-1 cDNA本

身不存在BamHⅠ及EcoRⅠ酶切位点，故在三对引物

设计时均在上游引入BamHⅠ酶切位点，而在下游引入

EcoRⅠ酶切位点，扩增产物经末尾加“A”处理后进行

TA克隆，经鉴定正确的克隆进行BamHⅠ和EcoRⅠ酶

切，然后再插入pCMV-Tag2b载体的BamHⅠ和EcoRⅠ

酶切位点。引物设计如下：Raf-1上游：5’- CGGGA

TCCATGGAGCACATACAGGGAGCTTGG -3’，下游：

5’- CGGAATTCTCAGTCCTTGTAGTCGAAGACAGGCA

GC -3’；N-Raf上游：5’- CGGGATCCATGGAGCAC

ATACAGGGAGCTTGG -3’, 下游：5’- CGGAATTCTC

ACCAGCCTGTTGGGCTCAGATTG -3’；C-Raf  上游：

5’- CGGGATCCTCACAGCCGAAAACCCCCGT -3’,下

游：5’- CGGAATTCTCAGTCCTTGTAGTCGAAGACAG

GCAGC -3’。

1.2.2 PCR反应条件  反应体系采取试剂盒说明书建议

用量。PCR扩增条件如下：Raf-1：95 ℃ 预变性3 min；

94 ℃ 变性30 s，62 ℃ 退火40 s，72 ℃ 延伸120 s，共34

个循环；72 ℃ 最后延伸5 min。N-Raf 与C-Raf：95 ℃ 

预变性3 min；94 ℃ 变性30 s，62 ℃ 退火45 s，72 ℃ 延

伸60 s，共34个循环；72 ℃ 最后延伸5 min。4 ℃终止反

应，1％琼脂糖凝胶电泳检测，然后纯化、回收目的片

段。

1.2.3 TA克隆及定向克隆  PCR产物纯化、回收并经末

尾加A处理后定向克隆至pMD18-T Simple Vector中，阳

性克隆采用BamHⅠ及EcoRⅠ双酶切鉴定，酶切鉴定正

确的克隆送上海生物工程技术服务有限公司测序；酶切

及测序均正确无误后再亚克隆至真核表达载体pCMV-

Tag2b中。

1.2.4 细胞培养及瞬时转染  293T细胞用含10%小

牛血清的DMEM培养基在37 ℃、5%CO 2、饱和湿

度的孵箱中培养。瞬时转染采用Inv i t r ogen公司的

LipofectamineTM2000转染试剂，具体过程如下：转染前

一天分别接种2×106细胞于25 cm2培养瓶中，细胞密度达

80％时即可进行转染；对于每瓶细胞，使用500 μL无血

清、无抗生素的DMEM培养基稀释6.0 μg质粒DNA，使

用500 μL无血清DMEM培养基稀释20 μL Lipofectamine 

2000试剂；混合稀释的DNA和稀释的Lipofectamine 

2000，在室温孵育20 min以形成混合物，加入培养瓶中

轻轻混匀，37 ℃培养（4-6）h；更换新鲜完全培养基

继续培养，转染后（24-48）h收集细胞进行裂解提取细

胞总蛋白。

1.2.5 Western blot检测  分别收集pCMV-Tag2b-Raf-1、

pCMV-Tag2b-N-Raf、pCMV-Tag2b-C-Raf、pCMV-

Tag2b及未转染组细胞裂解产物的上清，各取10 μg总

蛋白进行SDS-PAGE电泳（浓缩胶5％, 分离胶10％）。

电泳结束后湿转法电转至硝酸纤维素膜（100 V, 60 

min），含5％脱脂奶粉的TBST封闭液室温封闭1 h；

Flag抗体以1:1000稀释于一抗稀释液（1×TBST，5％

BSA）中，室温孵育（1-2）h；偶联HRP的山羊抗兔二

抗以1:4000的比例，偶联HRP的抗生物素二抗以1:1000
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图 1  Raf-1，N-Raf和C-Raf的PCR扩增结果

Fig 1  PCR amplification of Raf-1，N- Raf and  C- Raf

M: Marker；1: PCR product of Raf-1；2: PCR product of N-Raf；

3: PCR product of C-Raf

图 3  Flag- Raf-1，Flag-N-Raf和Flag-C-Raf的Western blot检测

Fig 3  Analysis of Flag-Raf-1, Flag-N-Raf and Flag-C-Raf by Western      

           blot

M: Marker；1: pCMV-Tag2b；2: pCMV-Tag2b-Raf-1；3: pCMV-Tag2b-

N-Raf；4: pCMV-Tag2b-C-Raf

图 2  重组质粒的双酶切鉴定

Fig 2  Restriction enzyme digestion analysis of the recombinant vectors

A: pCMV-Tag2b- Raf-1; B: pCMV-Tag2b-N-Raf; C: pCMV-Tag2b-C-Raf M: Marker; 1: Control vector; 2: Vector digested with BamHⅠand EcoRⅠ

的比例稀释，室温孵育1 h，最后采用化学发光法进行检

测。

2  结果

2.1 Raf-1，N- Raf和C- Raf的PCR扩增结果（图1）PCR

产物经1%琼脂糖凝胶电泳显示Raf-1约1975 bp大小，N- 

Raf约934 bp，C- Raf约1063 bp大小，均同预期结果相

符。

2.2 pCMV-Tag2b-Raf-1, pCMV-Tag2b-N-Raf和pCMV-

Tag2b-C-Raf重组质粒的双酶切鉴定及测序  采用BamHⅠ

和EcoRⅠ进行双酶切，预计pCMV-Tag2b-Raf-1质粒可

产生4306 bp和1965 bp两个片断，pCMV-Tag2b-N-Raf质

粒可产生4306 bp和924 bp两个片断，pCMV-Tag2b-C-Raf

可产生4306 bp和1053 bp两个片断；电泳结果显示，三个

质粒的酶切片断均与预期结果相符（图2）。测序结果也

证实插入序列完全正确，编码框亦准确无误。

2.3 Raf表达产物的Western blot检测结果（图3）  转染

了pCMV-Tag2b-Raf-1、pCMV-Tag2b-N-Raf及pCMV-

Tag2b-C-Raf质粒的293T细胞表达出了带有Flag标签的融

合蛋白，即Flag-Raf-1，Flag-N-Raf和Flag-C-Raf，大小

分别为75 KDa，35.5 KDa及41 KDa，空载体组则未见目

的条带表达。

3  讨论
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  Raf为Ras-Raf-MEK-ERK信号转导通路中的关键分

子。v-raf转化基因最早在鼠肉瘤病毒3611-MSV中发现[1]，

Raf-1原癌基因即是v-raf的细胞内同源物，具有丝/苏

氨激酶活性。在高等生物中Raf激酶家族由三个成员组

成，分别为A-Raf, B-Raf和C-Raf（或Raf-1）[2]，三者

结构类似，均由三个保守结构域（CR）组成。CR1包含

两个Ras结合位点-Ras结合结构域（RBD）和半胱氨酸

富集结构域（CRD）；CR2富含丝/苏氨酸残基；CR3为

激酶结构域，是行使功能的主要部分，在三种异构体间

存在显著差异，但在不同物种之间却存在进化上的高度

保守性。

　　人类Raf-1基因定位于染色体3p25，广泛表达于各

种组织 [3]，其表达产物Raf-1激酶由648个氨基酸组成[4]，

分子量约74 kD，是到目前为止研究最广泛、最深入的

异构体，大部分有关Raf在信号转导过程中作用的突破

性研究也是围绕Raf-1进行的。Raf激酶的调节是一个及

其复杂的过程，涉及到与其他信号转导通路的整合，分

子间相互作用、多位点的磷酸化和脱磷酸化、蛋白-蛋

白相互作用以及与脂类的直接作用等多个方面[5-8]。目

前的研究已经发现活化的Ras与CR1保守区结合使Raf从

胞浆转位至胞膜，并在活化位点的磷酸化和抑制性位点

的去磷酸化共同作用下完全活化。一旦被激活，Raf即

可通过磷酸化活化下游一系列的蛋白，从而调节细胞生

长和分裂，并为多种细胞的增殖和恶性转化所需[9] 。然而

目前有研究表明Raf-1具有MEK和ERK非依赖性功能，

可能在细胞凋亡的调节方面发挥重要作用[10,11]。另有

研究显示Raf-1的MEK激酶活性并非其调节细胞存活及

运动所必需[12]。总之，Raf的功能及其调节尚未完全明

了，究其原因可能与Raf蛋白的特殊生物学结构有关。

　　为了进一步研究Raf的生物学活性及其调节，本实

验室构建了Raf-1全长以及Raf-1氨基端和羧基端，拟分

别研究其功能。全长Raf-1由648个氨基酸组成；Raf-1氨

基端（N末端）调节结构域由CR1和CR2两个保守序列组

成[13,14]，其中CR1由62-194位氨基酸组成，包含一个Ras

结合结构域（RBD，51-131位氨基酸）[15,16]和一个半胱

氨酸富集结构域（CRD，139-184位氨基酸）[17]。CR2

是一段由14个氨基酸（255-268）组成的序列，富含丝

/苏氨酸残基[18]。而CR3（330-627位氨基酸）保守区则

构成了Raf-1羧基端（C末端）的激酶结构域[19]，包含四

个磷酸化活化位点（Serines338，339和Tyrosines340，

341）。本实验室构建的氨基端Raf（N-Raf）包括了Raf

的1-305位氨基酸，即包含了CR1和CR2结构域，羧基端

Raf（C-Raf）包括了Raf的306-648位氨基酸，即包含了

CR3结构域，与国际上Raf-1氨基端和羧基端的分界基

本一致[20]。

　　在构建重组载体之前，对Raf的限制性酶切位点进

行了软件分析。通过Primer Premier5.0软件发现pCMV-

Tag2b载体的多克隆位点EcoRⅠ及BamHⅠ在Raf的cDNA

上并不存在，因此在构建pCMV-Tag2b-Raf-1；pCMV-

Tag2b-N-Raf及pCMV-Tag2b-C-Raf时，引物设计均在

上游添加BamHⅠ限制性酶切位点，在下游添加终止

密码子及EcoRⅠ限制性酶切位点，经TA克隆后再亚克

隆至真核表达载体中，最终成功构建了pCMV-Tag2b-

Raf-1，pCMV-Tag2b-N-Raf和pCMV-Tag2b-C-Raf重组

载体。

　　Flag蛋白表达系统是被公认的用于表达、纯化以及

检测融合蛋白的表达系统。pCMV-Tag2b载体全长4324 bp，

在其氨基端含有Flag标签，是一个与重组蛋白相融合的

由8个亲水氨基酸（Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-

Lys）组成的多肽片段，定位在融合蛋白的表面，因此

不会干扰目标蛋白的功能，反而有利于一些未知蛋白和

未商品化抗体蛋白的检测。因此本实验室构建的三个重

组蛋白均采用Flag抗体进行检测。

　　综上所述，本研究通过应用Flag蛋白表达系统构建

了人Raf基因全长（Raf-1），氨基端（N-Raf）及羧基

端（C-Raf）真核表达载体，为今后进一步研究Raf的生

物学功能及其调节奠定了基础。
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天津市肺癌研究所博士后招收启事

天津市肺癌研究所成立于2006年10月，其天津市肺癌转移与肿瘤微环境实验室现为天津市重点实验室。此外还包括：肺癌分子研究室，肺

癌蛋白质组学研究室，肺癌生物芯片研究室，肺癌转移分子机理与逆转研究室，肺癌生物治疗研究室，肺癌细胞信号研究室，肺癌遗传学与遗传

资源研究室；面积1150余平米，拥有精诺真体内可见光成像系统，激光显微切割，细胞遗传工作站，实时荧光定量PCR仪。多功能PCR仪，多维

液相色谱，流式细胞仪FACS Aria，高通量细胞因子检测系统，SNP筛查及基因芯片系统，全自动核酸蛋白提取纯化工作站，中高压蛋白质分离系

统，2D荧光差异凝胶电泳系统，全自动斑点切取系统，培养细胞存活率/浓度分析系统，细胞活力分析仪，三气水套培养箱，CO2水套式培养箱，

真空冷冻干燥系统，全波长荧光酶标仪，凝胶成像系统等多种先进实验设备。

研究所人才梯队合理，以周清华教授为学术带头人共有研究人员23人，其中正高级职称5人，均从国外引进，副高级职称3人；其余人员均

有硕士研究生以上学历。作为天津医科大学重点科研教学基地，担任研究生、留学生、本科生等各项科研教学工作。目前在读博士生23人，硕士

生16人。

主要研究方向

1.肺癌侵袭转移的分子机理与信号调节

2.肺癌侵袭转移与肿瘤微环境

3.肺癌侵袭转移与分子标志物筛选

4.肺癌“药物基因组学”

5.抗肿瘤分子靶向药物的筛选和鉴定

6.肺癌筛查和早诊分子标记物筛选鉴定

7.局部晚期肺癌的多学科综合治疗

目前，主持“十一五”国家攻关课题两项,“863”和国际合作重大项目各1项，国家自然科学基金重点项目1项，国家自然科学基金5项，

天津市重点和重大项目各1项，共计科研经费3000余万元。

博士后招收对象

凡是新近取得博士学位、品学兼优、身体健康者，均可申请入站从事博士后的研究工作。

招聘要求：

1、具有独立开展科研工作的能力和指导学生的能力，分子生物学、细胞生物学专业博士或有相关工作背景的医学专业博士。

2、具有良好团队合作精神和较强的人际沟通能力。

联系人： 周清华 教授

地址：天津市和平区鞍山道154号门诊楼7楼           邮编：300052

电话：022-60363013                                                    E-mail: zhouqh1016@yahoo.com.cn

网站：http://tjlungcancer.blog.sohu.com       http://www.tjmugh.com.cn/

· 启 事  ·




