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小鼠 !"#真核表达载体的构建及其在未成熟树突状细胞中的表达

安晓静!，钱桂生!，王长征!，夏俊波!，党) 涛&，廖) 伟! ) ) （第三军医大学新桥医院：!全军呼吸内科研究所，全军呼吸病研
究重点实验室；&全军心血管病研究所，重庆 %"""(*）

) ) 摘) 要：目的) 构建小鼠 +,-./#0!#123 真核表达载体并观察其在未成熟树突状细胞中的表达。方法 ) 利用 45#
/64方法扩增小鼠 123基因全长，利用 207重组技术将其定向插入到真核表达载体 +,-./#0!。经酶切和测序鉴定后，
用 2357/脂质体转染法转染未成熟树突状细胞。通过 -%!’ 筛选，用倒置荧光显微镜观察转染的未成熟树突状细胞绿
色荧光蛋白的表达，用 45#/64、89:;9<= >?@;检测 123的表达。结果) 小鼠全长 123基因序列正确插入 +,-./#0! 载体，
与 -9=AB=C中报道的序列一致，成功构建了 +,-./#0!#123真核表达载体，并转染未成熟树突状细胞，成功地表达目的基
因。结论) 真核表达载体成功构建和转染未成熟树突状细胞，并证明能有效表达于未成熟树突状细胞中 。
) ) 关键词：吲哚胺 &，( D双加氧酶；绿色荧光蛋白；真核表达载体；未成熟树突状细胞
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) ) 吲哚胺 &，(#双加氧酶（ H=T@?9BSH=9&，(#TH@[RJ9=#
B:9，123）是一种含亚铁血红素的酶，广泛存在于哺
乳动物细胞质的血红素蛋白中，作为色氨酸代谢过程

的限速酶，它能催化分解色氨酸使其沿着犬尿氨酸途

径降解成一系列的代谢产物［!］，其表达主要分布于胸
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腺髓质和次级淋巴器官的 5细胞区，并散见于一些免
疫耐受或免疫特赦（ HSSL=9 +<HUH?9J9 :H;9 ）组织中，如
胸腺、胃肠道黏膜、附睾、胎盘及眼前房等。健康人

123的表达水平低，但在感染、炎症和细胞因子的作用
下可显著增加表达，而且脂多糖（ ?H+@ +@?R :BVVMB<HT9，
P/]）、细胞因子如 1.0#!等均可诱导其表达［&］。
) ) 树突状细胞（T9=T<H;HV V9??:，26:）是体内最重要
的抗原提呈细胞，其免疫学功能具有两重性。在一定

条件下，能处理提呈抗原，表达共刺激分子，分泌细胞

因子，活化 5淋巴细胞，产生免疫应答，但在另一些条
件下却可使 5 细胞产生耐受，即介导免疫耐受。26:
广泛分布于机体所有组织和器官，根据 26: 的发育状
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态又可将其分为未成熟 !"#（ $%%&’()* +*,+)$’$- -*..#，
$%!"#）和成熟 !"#。通过对小鼠和 !"#表面表达 /!0
的大量研究表明，!"# 表达 /!0 可能参与了机体的免
疫耐受，在树突状细胞系中，/!0介导的免疫活性抑制
可见于成熟的 !"# 和 "!123 4 未成熟 !"# 细胞，有
/!0表达潜能的未成熟 !"# 在脂多糖（567）、细胞因
子如 /89:!刺激下可表达 /!0［3，;］。研究表明，胎儿免
遭母体 <细胞攻击主要是由于胎盘细胞绒毛中 /89:!
作用后的 !"#能够合成 /!0，后者通过降解母胎界面
的色氨酸从而抑制 < 细胞的增殖［=，>］。因此，!"# 可
能通过 /!0作用的色氨酸代谢途径来调节 < 细胞的
作用，参与免疫抑制。

? ? 本实验将小鼠 /!0 基因的全长 -!9@ 克隆到
ABC86:91 质粒，从而获得了一个能在真核细胞中组
成性表达小鼠 /!0 蛋白的 ABC86:91:/!0 表达载体。
将该载体转染未成熟树突状细胞并筛选高表达小鼠

/!0的细胞，为开展对 /!0 的研究，进一步了解其功
能及在哮喘发病机制中的作用，从而建立了一个 /!0
基因高表达的未成熟树突状细胞模型，为以后的工作

打下了基础。

!" 材料与方法

1D 1? 材料和试剂
? ? 大肠杆菌 !E=" 由第三军医大学全军免疫学研究所刘东
博士惠赠，真核表达载体 ABC86:91 购自 ".F,<*-G，H< 试剂盒
购自 8*)%*,’&#公司；6"H试剂盒购自 <FIFJF 公司；H9@$#F 试
剂，!"# !9@多聚酶，<; !9@ 连接酶，限制性内切酶（$%&#、
’()$）等工具酶，AK!:1L< 载体试剂盒，凝胶回收试剂盒和质
粒提取试剂盒均购自 <&M&H&公司；卡那霉素为上海华舜公司
产品；H6K/1>;N 培养基及胎牛血清（8O7）为美国 C$J-F 产品，
重组小鼠 CK:"78为 6*A)F’*-G 公司，!52NNN !9@ 5&++*) 购自
升博公司。脂质体 !0<@6购自 HF-G*公司；C;1P 购自 @%)*#:
-F公司；8/<":KE"$ %@J，8/<":"!PN %@J，8/<":"!P> %@J，
与 6B:"!11-%@J 购自 *O$F#-$*,-*公司；/!0 的抗体购自 7&,’&
")(Q公司，EH6标记的羊抗兔 /RC购自北京鼎国公司。
1D 2? 小鼠胎盘总 H9@抽提及 -!9@合成
? ? 取孕 1= + O@5O S - 孕鼠胎盘以 H9@$#F 试剂提取总 H9@，
按 8*)%*,’&#公司 H<试剂盒建议步骤直接进行逆转录反应：TN
U = %$,!3T U = %$,!;2 U >N %$,!TN U 1N %$,!冰上，合
成的 -!9@即可用于 6"H扩增。
1D 3? 技术路线与方法
1D 3D 1 ? 引物设计 ? ? 上游引物：=V:@C@<"<"C""@""@<C:
C"@"<"@C<@@@@ <@<"<:3V；下游引物：=V:CC<@""CC":
"@@"<"@C@@C@C"<<< ":3V。其中分别在上游和下游引物的
=V端加上了 ’()$和 $%&# 酶切位点和保护碱基，并且在起始
密码前添加了 MFQ&W 序列（""@""），引物由 <&M&H& 公司合
成。

1D 3D 2? 小鼠 /!0 -!9@的扩增? ? 6"H =N %.反应体系中加入

-!9@ 模板 1 %.，1N X 6"H 缓冲 = %.，KR".2 3 %.，+9<6（2D =
%%F. S 5）1 %.，上下游引物（1N %%F. S 5）各 1 %.，M0! A.(# <&Y
（2D = Z S %.）1 %.，E20 补足至 =N %.，反应条件为：L; U预变
性 =2 %$,；LP U 1N #，=; U退火 3N #，>P U延伸 ;N #（3= 个循
环）；T2 U继续延伸 1N %$,。电泳初步鉴定 6"H产物。
1D 3D 3? 小鼠 ABC86:91:/!0真核表达载体的构建? ? 将上述
6"H产物进行加 @反应，1[琼脂糖凝胶电泳分离、胶回收纯
化，按 AK!1L:< #$%A.* \*-’F) 说明书进行连接反应，<@连接产
物转化 !E="大肠杆菌感受态培养，挑取阳性克隆扩增后提取
质粒进行酶切和 !9@ 测序鉴定（由 <&M&H& 公司测定）。
AK!1L:<:/!0 #$%A.* \*-’F)用限制性内切酶 ’()$ S $%&#进行
双酶切检测将小片段（约 1 2;3 JA）进行胶回收。同时对 ABC:
86:91 质粒用限制性内切酶 ’()$ S $%&#双酶切后胶回收大片
段（约 ; TNN JA）。将两个回收产物 /!0 和 ABC86:91 质粒在
1> U条件下，<;连接酶连接过夜，转化 !E=" 大肠杆菌感受
态，M&,&抗性筛选出阳性克隆后，阳性菌落扩增后，以超纯质
粒抽提试剂盒（6)F%*R& 公司）提取得 ABC86:91:/!0 重组质
粒，并进行重组质粒鉴定，用限制性内切酶 ’()$ S $%&#进行双
酶切鉴定成功后，将 ABC86:91:/!0 重组质粒送至 <&M&H& 公
司测序。

1D 3D ;? 未成熟树突状细胞分离培养? ? 小鼠骨髓来源未成熟
树突状细胞的分离、培养参照文献［T ] L］进行：O@5O S -小鼠颈
椎脱臼处死，T=[乙醇浸泡 = %$,，无菌条件下取双侧股骨、胫
骨和肱骨，剥除附着的肌肉，剪开骨的两端，注射器抽取 6O7 液
冲洗骨髓腔直至变白，骨髓悬液经 ;NN 目滤网过滤去除组织碎
片，用红细胞裂解液去除红细胞后，细胞计数，用 H6K/ 1>;N 全
培养液配成 2 X 1N> S %. 的细胞悬液，加入 )%CK:"78 的剂量为
=N Z S %.，于 3T U、=["02的饱和湿度下培养。

1D 3D =? 未成熟树突状细胞表面分子的检测? ? 未成熟树突状
细胞用 1NN %. ND 1 %F. S 5 6O7重悬新鲜制备的未成熟树突状细
胞 1 X 1N> S %. ，然后每管细胞加入 6B:"!11-KE"$ %@J 2 %R、
再分别加入 8/<":"!PN 2 %R、8/<":"!P> 2 %R 及 8/<":KE"$
2 %R进行荧光标记、设空白对照管，;U放置 3N %$,，然后加入
6O7，2 NNN ) S %$,洗涤 3 次，重悬于 ND ; %. 6O7 中 ，上机分析，
检测 "!11-、KE"$ 、"!PN、"!P>。
1D 3D >? 转染未成熟树突状细胞后荧光显微镜观察? ? 将纯化
的 ABC86:91:/!0 重组质粒取 = %R 加入 EO7 缓冲液中，使终
体积至 =N %.。取 3N %. !0<@6 脂质体加入 EO7 TN %. ，室温放
置 1= %$,。将质粒 EO7混合液加入 1NN %. 脂质体 EO7 混合液
中混匀，加入 2 %. 无血清的 6HK/1>;N 培养基中，再加入未成
熟树突状细胞生长 TN [融合的 2= %.培养瓶中，3T U、=["02

培养 P G ，更换有含 1N [小牛血清的陪养基继续培养 2; G 后，
换用含 2NN %R S %. 的 C;1P 的选择性培养基，继续培养 ;P G以
检测转染基因的表达，同时用未转染质粒和转染空白质粒转染

未成熟树突状细胞对照。转染小鼠未成熟树突状细胞 3> G 以
后，直接在荧光显微镜下观察荧光的表达。

1D 3D T? H<:6"H检测 /!0转录水平的表达? ? 收集 ABC86:91
空白质粒转染细胞以及 ABC86:91:/!0 转染细胞，以 H9@$#F
试剂提取总 H9@，按 8*)%*,’&# 公司 H< 试剂盒建议步骤直接
进行逆转录反应，合成的 -!9@ 即用于 6"H 扩增。6"H =N %.
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反应体系中加入 ’%() 模板 ! !*，!+ , -./ 缓冲 0 !*，12.*3
4 !*，5(6-（3# 0 778* 9 :）! !*，上下游引物（!+ !78* 9 :）各
! !*，;&% <*=> 6?@（3# 0 A 9 !*）! !*，B3& 补足至 0+ !*，反应
条件为：CD E预变性 037FG；CH E !+ >，0D E退火 4+ >，IH E
延伸 D+ >（40 个循环）；J3 E继续延伸 !+ 7FG，以 "K?’LFG
（DH+ M<）为内参进行 -./ 反应。取等体积 /6K-./ 产物进行
!N琼脂糖凝胶电泳。
!# 4# H" OP>LPQG M*8L检测 $%&蛋白表达" " 收集转染的未成熟
树突状细胞，裂解后取 3+ !2 处理后的蛋白样品进行 R%RK
-)ST电泳并电转移至 -U%V 膜上，0N 脱脂奶粉室温封闭
3 W，与 !X 3++稀释后的一抗 D E孵育过夜，-YR6洗膜 4次，每次
!0 7FG，然后与 !X 0 +++ 稀释后的 B/-标记的 $2S 二抗 4J E孵
育 ! W，-YR6洗膜 4次，每次 !0 7FG，%)Y显色，检测目的蛋白。

!" 结果

3# !" $%&目的基因的扩增及载体构建
" " 提取小鼠胎盘组织的总 /()，经 /6K-./ 扩增出约
! 3D4 M<的目的片段（图 !），经 !N琼脂糖凝胶电泳，与预期结
果一致；<TSV-K(!K$%&重组质粒的酶切鉴定结果（图 3）经 !"#
# 9 $%&$ 双酶切鉴定切出目的基因片段，电泳结果与 $%& 基
因大小相符，测序结果与 <TSV-K(! 载体多克隆位点和 $%&序
列进行同源比较后证明融合区域的读码框正确，并有正确的方

向，表明重组质粒 <TSV-K(!K$%&克隆正确。
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!：标准（%: 3+++）；3：目的条带 $%&
图 #" $%&基因 ’()*+’产物的琼脂糖凝胶电泳图

! " # $

"# !#% &’
( $!) &’!
) **+ &’
$ #)! &’
" #"" &’
" %"+ &’
*)$ &’!
!"* &’!

!
!!
!!

"$ +%% &’
"" %%% &’
"! "$# &’
! %%% &’
+*% &’
*%% &’
"*% &’
!%% &’

""
""
"

!：标准（%K’(&)& ）；3，4：<TSV-K(!K$%& 重组质粒双酶切后结果；
D：标准（%: 3+++）
图 !" ,-./*)0#)$%&重组质粒 !"#! 1 $%&"的双酶切鉴定

3# 3" 未成熟树突状细胞表面分子的检测
" " 流式细胞仪流检测小鼠骨髓来源未成熟树突状细胞结果
显示为散点图，.%H+ 与 .%!!’ 双阳性表达率为 H# H!N，.%HI
与 .%!!’双阳性表达率为 C# C3N，1B.$$ 与 .%!!’ 双阳性表
达率为 H# !CN，.%!!’ 高表达（I0N Z J+N），1B.K$$ 类分子、
.%HI 和 .%H+ 均呈低水平表达，与未成熟树突状细胞表面标志
物相符。

3# 4" 转染细胞的光镜和荧光显微镜观察
" " 转染后光镜下可观察到较小较少半黏附细胞集落，细胞表
面无典型的树突样突起，符合未成熟树突状细胞形态（图 4）。
转染后在荧光显微镜下观察，转染重组质粒 <TSV-K(!K$%& 及
空白质粒 <TSV-K(! 的未成熟树突状细胞均可见绿色荧光，而
未转染未成熟树突状细胞未见绿色荧光，表明 %&6)- 脂质体
转染成功（图 D）。

图 2" 转染后未成熟树突状细胞光镜形态观察"（:1 ,3++）

图 3" 未成熟树突状细胞转染重组质粒 ,-./*)0#)$%&
荧光显微镜下形态观察"（荧光显微镜 , D++）

3# D" 转染的未成熟树突状细胞中 $%& 7/()的表达
" " 结果表明从转染 <TSV-K(!K$%&重组质粒的未成熟树突状
细胞中所提取的 /()能扩增出代表 $%&基因（! 3D4 M<）及内
参 "K?’LFG（DH+ M<）的条带，而从转染 <TSV-K(! 空质粒的未成
熟树突状细胞和未转染的未成熟树突状细胞中所提取的 /()
仅能扩增出代表内参 "K?’LFG（DH+ M<）的条带，说明 $%& 基因
在转染 <TSV-K(!K$%&重组质粒的未成熟树突状细胞中 7/()
水平上得到了表达（图 0）。

! " # $

!" #%$ &’

!%() &’

% *)) &’"
# ))) &’"
" #)) &’"
()) &’"
*)) &’"

#)) &’"

1：标准（%K’(&)& ）；!：空白质粒转染组未成熟树突状细胞；3：重
组质粒转染组未成熟树突状细胞 $%& 基因 7/() 表达；4：未转染
组未成熟树突状细胞

图 4" 各组 56%+7 $%&基因 6’08表达

04+!



!" #$ 转染的未成熟树突状细胞中 %&’蛋白的表达
$ $ ()*+),- ./0+ 结果表明，各组在 12 3 456处皆显现明显的

789&:内参照蛋白印迹且无明显差别，转染 ;<7=9>?4>%&’重
组质粒的未成熟树突状细胞中检测出 1! 3 456 %&’目的蛋白的
表达条带，而转染空质粒 ;<7=9>?4 的未成熟树突状细胞和未
转染组未成熟树突状细胞裂解物未出现目的条带（图 @），提示
转染 ;<7=9>?4>%&’重组质粒后，未成熟树突状细胞能表达
%&’的蛋白。

! " #
!$%&（’"(!)#）

!*+,%-（’.(!)#）

4：空白质粒转染组未成熟树突状细胞；!：重组质粒转染组未成熟
树突状细胞；6：未转染组未成熟树突状细胞
图 !" #$%&$’( )*+&鉴定 ,-./01231456重组质粒

456蛋白的表达

7" 讨论

$ $ %&’是一种含亚铁血红素的酶，是肝脏以外唯一
可催化色氨酸分子中吲哚环氧化裂解，从而沿犬尿酸

途径分解代谢的限速酶。%&’活性组成性地高表达于
附睾和胎盘等重要脏器，低水平表达于脾脏、淋巴结

和胸腺等淋巴器官，表明 %&’活性并不只是一种诱导
型的宿主防御机制，在免疫系统的反应调控中同样发

挥着重要作用。色氨酸是细胞维持活化和增殖所必需

的氨基酸，同时也是构成蛋白质不可缺少的重要成分，

色氨酸的缺乏可使细胞功能受限，而色氨酸的代谢是

受 %&’调控的。%&’可能通过以下两条途径发挥其抑
制细胞增殖效应：启动产生色氨酸的 6 种代谢产物（A>
犬尿酸、吡啶甲酸和喹啉酸）的生化反应级联效应。

耗竭细胞外微环境中的色氨酸，以增强 6 种代谢产物
的抑制细胞增殖的潜能。%&’在肿瘤逃逸、母胎耐受、
慢性感染、自身免疫性疾病和移植耐受中发挥重要的

代谢性免疫调节作用［45］。

$ $ 过敏性哮喘（哮喘）是一种以气道高反应性为特
征的变态反应性炎症性疾病，初始型（ -BCD)）E&1 F G
细胞激活是其发病的始动因素，而免疫耐受缺陷是哮

喘发生的始动因素。未成熟树突状细胞在气道对过敏

原的免疫耐受中占重要地位。%&’可形成局部低色氨
酸环境，抑制活化的 E&1 F G细胞增殖，诱导免疫耐受。
研究说明表达 %&’ 的 &E* 能通过以下机制诱导外周
免疫耐受［44］：%&’通过分解代谢局部微环境中的色氨
酸而抑制激活 G 细胞分化、增殖，导致 G 细胞无能
（G,)H样反应）。通过 %&’ 催化色氨酸分解代谢的产
物，诱导 G 细胞凋亡，从而清除活化的抗原特异性 G
细胞克隆。

$ $ 绿色荧光蛋白（ H,))- I/J0,)*K)-+ ;,0+)C-，7=9）质
粒经蓝光或紫外激发可发射绿色荧光，可方便地用于

荧光显微镜下观察，特别适合于标记活细胞，检测细胞

的基因表达和蛋白定位［44］。<7=9是一种优化突变型
7=9，其产生的荧光比野生型 7=9 强 6# 倍，大大增强
了报告分子的灵敏度。

$ $ 本研究中我们通过 LG>9EL法从小鼠胎盘中扩增
出 %&’全长基因，通过 G8 克隆法将其亚克隆至 G 载
体中，再与 ;<7=9>?4 真核表达载体相连接成 ;<7=9>
?4>%&’，这样比 9EL 产物直接酶切更准确，因为 9EL
产物酶切成功与否不能判断，实践表明应用 G 载体进
行亚克隆比直接 9EL产物进行酶切克隆更方便，我们
的实验也证明了这一点。为检测 %&’ 的表达功能，我
们用 &’G89脂质体转染法转染未成熟树突状细胞，通
过 714M 筛选，用倒置荧光显微镜观察绿色荧光蛋白，
以 LG>9EL和 ()*+),- ./0+检测表明，转染后的未成熟
树突状细胞能在 NL?8 和蛋白水平表达 %&’，为进一
步研究 %&’基因修饰未成熟树突状细胞诱导哮喘免
疫耐受的机制及哮喘的特异性免疫治疗奠定了基础。
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