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人 !"#$ 真核表达载体在 %&’($)!细胞中的表达

丁国富，吴* 翀，蒋为薇，李* 军，罗* 平，周* 红* * （第三军医大学药学院药理学教研室，重庆 %"""(’）

* * 摘* 要：目的* 构建人 +,-- 样受体 .（+/0.）全长序列与绿色荧光蛋白 123 的重组质粒，观察融合蛋白在 456&.(+
细胞内表达并检测其应答 781 9:;的能力。方法* 370法扩增 +/0. 全长，限制性内切酶 !"#4!和 $%&!双酶切绿色
荧光真核表达质粒 8<9:;( = 123 和 +/0. 全长，构建重组质粒 8<9:;(#+/0. = 123，脂质体转染人胚肾 &.(+ 细胞
（456&.(+），荧光显微镜下观察绿色荧光融合蛋白在细胞内的表达与分布；将重组质粒与 :2#"> 荧光素酶报告质粒
81/&#-?<共转染 456&.(+细胞，781 9:;（!" @A = /）刺激后，化学发光法检测细胞内荧光素酶活性。结果 * 成功构建
8<9:;(#+/0. = 123质粒，经酶切及测序分析证实载体构建正确；转染细胞后，在荧光显微镜下观察到 +/0. = 123 融合蛋
白大量表达；重组质粒与 81/&#-?<共转染细胞，应用荧光报告系统检测显示，781 9:; 刺激后荧光素酶活性显著高于生
理盐水对照组（’ B "C "!）。结论* 重组质粒 8<9:;(#+/0. = 123 在 456&.(+ 细胞中表达的 +/0. = 123 绿色荧光融合蛋
白，能够识别 781 9:;并诱导增加胞内 :2#">转录活性。
* * 关键词：+,--样受体 .；克隆；真核表达；核转录因子#">；荧光素酶
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* * 6=.>,?3>：!"#$%&’($* +, <,IXRQ?<R P 8-PX@LT KI<,TLIA RHK H?@PI +,--#-LZK QK<K8R,Q .（+/0.）E?-- -KIARH
PIT AQKKI E-?,QKX<KIR 8Q,RKLI（123），PIT LIWKXRLAPRK RHK K[8QKXXL,I ,E +/0. = 123 E?XL,I 8Q,RKLI LI 456&.(+
<K--X LI ,QTKQ R, TKRK<R LRX QKX8,IXK R, 781 9:; XRL@?-PRL,IC )$&*+,-* ;<<,QTLIA R, RHK XKY?KI<K ,E H?@PI
+/0. AKIK QK<,QTKT LI 1KI>PIZ，8QL@KQX ,E +/0. E?-- -KIARH MKQK TKXLAIKTC +HK ,U\K<RLWK AKIK EQPA@KIR MPX
P@8-LELKT US 370，TLAKXRKT US !"#4! PIT $%&!，PIT <-,IKT LIR, 8<9:;( = 123 8-PX@LTC ;ERKQ UKLIA LTKI#
RLELKT US KI]S@K TLAKXRL,I PIT XKY?KI<LIA，RHK QK<,@ULIPIR WK<R,Q MPX RQPIXEK<RKT LIR, 456&.(+ <K--XC +HK
AQKKI E-?,QKX<KI<K PIT <K--?-PQ -,<P-L]PRL,I ,E +/0. = 123 E?XL,I 8Q,RKLI MKQK ,UXKQWKT US E-?,QKX<KIR @L<Q,X<,#
8SC VKPIMHL-K，RHK -?<LEKQPXK P<RLWLRS ,E 456&.(+ <,#RQPIXEK<RKT MLRH 8<9:;(#+/0. = 123 PIT 81/&#-?<
（:2#">#-?<LEKQPXK QK8,QRKQ）E,--,MLIA 781 9:; XRL@?-PRL,I MKQK @KPX?QKT US ?XLIA -?<LEKQPXK QK8,QRKQ PXXPSC
.$-/0&-* +HK QK<,@ULIPIR 8<9:;(#+/0. = 123 HPT UKKI <,IELQ@KT R, UK <,QQK<R <,IXRQ?<RKT PERKQ XKY?KI<LIA
LTKIRLEL<PRL,IC 2,--,MLIA X?<<KXXE?- RQPIXEK<RL,I R, 456&.(+ MLRH RHK 8-PX@LT，RHK AQKKI E-?,QKX<KIR +/0. = 123
E?XL,I 8Q,RKLI MPX K[8QKXXKT LI <K--XC +HK -?<LEKQPXK P<RLWLRS ,E 456&.(+ <,#RQPIXEK<RKT MLRH 8<9:;(#+/0. =
123 PIT 81/&#-?< MPX LI<QKPXKT XLAILEL<PIR-S PERKQ XRL@?-PRKT MLRH 781 9:;（!" @A = /）C 1+2%0/-’+2* +HK
QK<,@ULIPIR 8<9:;(#+/0. = 123 LX <,IXRQ?<RKT X?<<KXXE?--S PIT RHK +/0. = 123 E?XL,I 8Q,RKLI MHL<H <PI QK#
X8,IT R, 781 9:; XRL@?-PRL,I MKQK K[8QKXXKT LI 456&.(+C
* * ’-@ A0,B.：+,--#-LZK QK<K8R,Q .；<-,IK；K?ZPQS,RL< K[8QKXXL,I；:2#">；-?<LEKQPXK

* * 创伤、烧伤及感染引起的脓毒症是临床患者死亡
的主要原因之一，至今尚缺乏有效的治疗手段。781
9:;（781#<,IRPLILIA 9:;，781 9:;）是导致脓毒症
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的病原体相关分子模式（8PRH,AKI PXX,<LPRKT @,-K<?-PQ
8PRRKQIX，3;V3X）之一，它通过激活单核#吞噬细胞系统
大量释放 +:2##、D/#!、D/#) 和 D/#!& 等多种前炎症细
胞因子引起脓毒症的发生［!］。+,-- 样受体（+,--#-LZK
QK<K8R,QX，+/0X）家族的 +/0. 是巨噬细胞识别 781
9:;的模式识别受体，+/0. 直接结合 781 9:; 从而
启动炎症信号，最终引起机体全身炎症反应［&］。本研

究应用基因重组技术，将 +/0. 全长克隆进能表达绿
色荧光蛋白（AQKKI E-?,QKX<KIR 8Q,RKLI，123）的真核表
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第 !" 期# 丁国富，等$人 %&’( 真核表达载体在 )*+,("%细胞中的表达#

达载体 -./01" 2 345 中，成功实现了其在 )*+,("%
细胞中的表达，为进一步研究 %&’( 的结构与功能奠
定了工作基础。

!" 材料与方法

!$ !# 材料
# # 绿色荧光真核表达质粒 -./01" 2 345 本室构建并保存，
046!7荧光素酶报告质粒 -3&,689.、海肾荧光素酶报告质粒
-’&6:;<由第三军医大学尹华华馈赠。高保真 /01 聚合酶
5=>?@A%1’、胶回收纯化试剂盒、限制性内切酶为大连宝生物公
司产品，%B /01连接酶购自 5=C?@DE 公司，质粒纯化试剂盒购
自 F>ED@G公司，脂质体转染试剂 /H%15为 ’C.I@公司产品，荧
光素酶检测试剂盒购自 5=C?@DE 公司。:-3 /01 序列：JK6%:6
:1%31:3%%::%31%3:%6"K，核酸骨架为硫代磷酸修饰，由上
海生工公司合成。)*+,("%细胞购自 1%::公司，/;*;培养
液、低内毒素胎牛血清购自 )L:8CG@ 公司，所有细胞培养耗材
均为 7/公司产品。
!$ ,# 5:’引物设计及目的基因片段的获得
# # 引物设计参照 %&’( ?’01 序列（3@G7EGM：14,BJNOB）设
计，由 %E+E’E 公司合成，正向引物中加入 !"#)"酶切位点，
反向引物中加入 $%&"酶切位点，引物序列如下：正向：JK6
3113::::%3:::331%::1%333%%%:%3:6"K，反 向：JK6%:6
:33:%:1:%:313%%:33::3%333%:::%36"K。下划线为酶
切位点。

# # 以人 %&’( ./01 为模板进行 5:’ 扩增，扩增参数：(B P
" ?>G，(B P "O Q，RO P "O Q，N, P " ?>G，循环 ,O 次，N, P充分
延伸 !O ?>G，胶回收纯化 5:’产物。
!$ "# 构建 -./01"6%&’( 2 345质粒
# # !"#)"和 $%&"双酶切质粒 -./01" 2 345 和 %&’( 目的
片段，%B /01连接酶连接载体与目的片断的酶切产物，连接产
物转化大肠杆菌 /)J#，挑选单菌落，提取重组质粒酶切鉴定，
最终经测序证实序列正确。具体操作参照文献［"］进行。
!$ B# -./01"6%&’( 2 345在 )*+,("%细胞中的表达
# # 在 ,B 孔板中培养 )*+,("%细胞，待其生长融合达 SOT左
右时准备转染。取 JOO GD -./01"6%&’( 2 345（-./01"$ O 为阴
性对照），以无血清 /;*;培养液稀释至终体积为 !OO $8，另取
J $8 /H%15用无血清 /;*;培养液稀释至 JO $8，二者混合均
匀，室温下放置 !J ?>G，加入培养板中，继续培养，!O I 后弃去
转染液，更换含血清 /;*;培养液，,B I 后取培养板在荧光显
微镜下观察绿色荧光蛋白在 )*+,("%细胞中的表达。
!$ J# :-3 /01对 )*+,("%细胞 046!7活性的影响
# # 按上述方法共转染 JOO GD -./01"6%&’( 2 345（ -./01"6
345为对照）与 ,OO GD -3&,689.，同时，为了校正转染效率的差
异，每组均加入 B GD 内参照质粒 -’&6:;<，!O I 后弃去转染
液，更换新鲜 /;*;培养液，,B I后，加入 :-3 /01（!O ?D 2 &）
或生理盐水，再过 !, I后收集细胞，按照双荧光素酶检测试剂
盒说明书检测萤火虫荧光素酶和海肾荧光素酶的活性强度，并

计算萤火虫荧光与海肾荧光的比值。

!$ R# 统计学处理
# # 数据以 !’ U (表示，采用 A5AA !O$ O 统计软件进行 )检验。

#" 结果

,$ !# 真核表达质粒 -./01"6%&’( 2 345的构建
# # 5:’法扩增 %&’( 全长片段，!"#)"和 $%&"双酶切后，
将其插入绿色荧光真核表达载体 -./01" 2 345 内，得到
( !(S V-的重组 -./01"6%&’( 2 345，经酶切及测序分析证实
%&’( 全长片段插入了质粒 -./01" 2 345内（图 !）。
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") !)* &’

!：/01标准（! MV &EWW@=）；,：-./01"6%&’( 2 345质粒；"：!"#)"
和 $%&"双酶切产物；B：*+,-%单酶切产物

图 !" $%&’()*+,-. / 012酶切鉴定

,$ ,# -./01"6%&’( 2 345转染 )*+,("%细胞
# # 在荧光显微镜下观察，转染不含有 345的 -./01" 质粒后
)*+,("% 细胞内无荧光；转染重组质粒 -./01"6%&’( 2 345
后，细胞内出现很强的绿色荧光，说明 %&’( 2 345 融合蛋白成
功表达（图 ,）。

!!

!"
1：转染 -./01" 的细胞；7：转染 -./01"6%&’( 2 345的细胞

图 #" $%&’()*+,-. / 012在 345#.)+细胞中的表达

（荧光显微镜 X ,OO）
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!" #$ 转染 %&’()#*+,-. / 012 的 345!.#+ 细胞应答
6%0 ’()刺激

$ $ 化学发光法检测各组细胞的荧光素酶活性，未加 6%0 ’()
刺激时，各组细胞的萤火虫荧光素酶活性基本上为零；6%0
’()刺激后，由于正常 345!.#+ 细胞缺乏 +,-. 受体，不能识
别 6%0 ’()，因此荧光素酶活性很低，转染 %&’()#*+,-. / 012
细胞内荧光素酶活性增加（! 7 8" 89），说明 +,-. / 012 融合蛋
白具备野生型 +,-. 的受体功能，能识别 6%0 ’()，从而诱导
(1*!:的转录活性增加（图 #）。
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;：! 7 8" 89，与转染 %&’()#*+,-. / 012后 (<刺激组比较
图 !" #$% &’(对 )*+,-!.细胞 ’/0!1活性的影响（" = #，!# > $）

!" 讨论

$ $ +,-. 是巨噬细胞识别 6%0 ’() 的模式识别受
体，由 9 8#! 个氨基酸残基组成（人和鼠的 +,-. 长度
相同）。激活后 +,-. 使 (1*!:进入核内，诱导特定基
因的表达，导致细胞因子的大量释放［!］，因此，(1*!:
的活性可以作为 +,-. 受体活化与否的一个指标。
+,-. 受体胞外区与识别配体有关［?］，但是到目前为
止，+,-. 胞外区与 6%0 ’() 的结合位点究竟位于何
处、+,-. 是如何识别 6%0 ’()还不清楚。因此，深入
研究 +,-. 受体的蛋白结构，明确 +,-. 识别 6%0
’()的分子机制，对寻找以 +,-. 为靶点的抗炎药物
有着重要意义［@］。

$ $ 由于原核表达系统不能进行糖基化，从而使表达
的蛋白缺乏正确的生物学功能，因此 +,- 不宜在大肠
杆菌中表达［A］。目前研究报道的 +,- 受体的获得或
者通过在昆虫细胞中表达［B］、或者从 345 细胞中获
得［C］。在目前条件下，利用 345!.#+ 细胞进行 +,-
结构与功能的关系研究仍是首选。本研究中使用的

%&’()# 表达载体是一种高效真核表达载体，并在其
多克隆位点下游插入表达绿色荧光蛋白 012 的序列，
012的荧光强度可作为 +,-. 是否表达以及表达强弱
的标志。

$ $ 我们将 %&’()#*+,-. / 012 转染 345!.#+ 细胞，
荧光显微镜观察显示 +,-. / 012融合蛋白表达后定位
于细胞之内。我们既往研究证实［.，98］，氯喹（内体酸

化抑制剂）能够抑制 6%0 ’() 的酸化降解，从而抑制
+,-. 对炎症信号的转导，降低 6%0 ’() 诱导的细胞
因子的释放、降低 6%0 ’() 攻击小鼠的死亡率，并推
测内体的酸化过程是 +,-. 识别 6%0 ’() 的一个重
要环节。,;DE 等［99］研究发现，+,-. 受体是一个贮存
受体，在细胞受到 6%0 ’()刺激后迅速由粗面内质网
转移到内体中。我们在实验中所观察到的细胞内定位

是否就在粗面内质网中，还有待于进一步研究。

$ $ 如果仅仅从荧光强度来判断 +,-. 是否表达还不
够充分，因为还需要了解表达的融合蛋白是否具有野

生型受体功能，即识别 6%0 ’() 启动炎症信号转导，
最终活化 (1*!: 的能力。345!.#+ 细胞缺乏 +,-.
受体，对 6%0 ’()刺激无应答［C］。在转染了 %&’()#*
+,-. / 012重组质粒以及荧光素酶报告质粒 %0,!*
FG&、并经 6%0 ’() 刺激后，细胞内荧光素酶表达增
加，反映 (1*!: 的活性增强，说明 +,-. / 012 融合蛋
白具备野生型 +,-. 的受体功能，能识别 6%0 ’()，增
强 (1*!:的转录调控能力。
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［.］_NQG 3，’MXW 0，,MG Z，%& ’(" ,M%Q%QF]J;&&N;HMRK &QGFR YK MXDKHX;F*
MEKR MXDQ NGU;X %KHM%NKH;F YFQQR UQXQXG&FK;H &KFFJ ;XR KFM&MD +(1*;F*
%N; HKFK;JK，YGD XQD \M; DNK %;DNI;] QP DQFF*FMOK HK&K%DQH ? QX DNK &KFF
JGHP;&K［S］" 6KFF LQF [UUGXQF，!88?，9（@）：#B# T #BB"

［98］周$ 红，罗$ 平，郑$ 江，等" 氯喹抑制 46 ’()、内毒素协同诱
导的 [,*A 释放［S］" 解放军医学杂志，!88#，!C（#）：!8# T !8@"

［99］,;DE 4，<&NQKXKUK]KH )，‘MJMXDMX )，%& ’(" +,-. JMWX;FJ ;PDKH DH;XJ*
FQ&;DMXW PHQU DNK 4- DQ 6%0 ’() MX DNK F]JQJQUK［S］" (;D [UUGXQF，
!88?，@（!）：9.8 T 9.C"

（编辑$ 邓强庭）

C?!9 $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ 第 $ 三 $ 军 $ 医 $ 大 $ 学 $ 学 $ 报 $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ 第 #8卷


