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1．2 方 法 

I．2．1 总RNA提取 标本收集后立即分成 105～200 mg的 

小块，艘氮冻存2 h，取出放一70℃跺存。总 R、̂ 提取采用 - 

pme Isolation Reagent，按操作说明进行。总RNA一70 保存 

1．2．2 时(逆转录) RT(逆转录)采用Impmm．II RI System， 

模板为提取的总RNA．引物为Oligo(dq。)I5，逆转录酶为lmpmm． 
I1啪 Revese Tmmcriptase

，25℃退火5删n，42℃逆转录1 h．70℃ 

灭活逆转录酶15 min．一20℃保存备用。 

I．2．3 PcR 根据GeneharIl【公布的MhO-3a mBNA序列(登录 

号 L'77035)，设 计 上 游 引 物 为 5’cA1u盹 l瑚 |D 

下游引物为5 CGG：L4'ITC CTACAG- 

= 同时在5’引人 Ncol位点，3’引人 EcoPd 

位点。以RT产物为模板，按每反应2 u加人雠 高保真DNA聚 

合酶，常规 PCR条件进行扩增。反应条件： ℃预变性5 mitt． 

然后接如下参数进行40个循环：94℃，1 rain，卯 ℃，1 mJn，72 

oC，2 rain=最后一个循环结束詹72℃延伸5 min 

1 2．4 PCR产物回收纯化、质粒提取 采用 Wizmd(r)SV Gel 

and PCH Clean-Up System回收纯化，质粒提取采用 } P岫 

Plasmid Isolation Kit，按操作说明进行 

1．2．5 酶切反应、连接和转化 按分子克隆第 3版方法进 

行。 

I．2．6 阳性克隆的挑选 对阳性克隆进行酶切验证(̂lm 

I、gcoRI双酶切)，挑选3个台插^片段的质粒由L海基康公 

司以S-Tag、"17启动子引物同时测序 保证整个融合蛋白基 

因的正确性 测序正确的重组质粒命名为pL732a(+)／M1P-3a 

1．2 7 缺失突变 为了使融台蛋白经肠激酶酶切后得到 

MIP-3a天然蛋白．本实验针对肠激酶位电与天然蛋白基因阀的 

3个氨基酸设计了一对特异性缺失突变引物． F向t ’̂c— 

Gm  

c1u ，厦向 CCAqY',GCF 

ACGA，突变反应按 ~ratagen 

QulckChange(r)突变试剂盒操作说明进行。突变后的质粒命名 

为 pET32a(+)tMIP-3o 

1．2 8 pE'1"32a(+)tM!P-3a在太肠杆菌中的表达 pE=l'32a 

(+)／MIP-3n质粒转化感受态太肠杆菌 Bl21trxB(D ) 将 I．5 

过夜培养的菌液转人50 培养液37℃摇瓶培养，待悬液 

013600 nm达到0．55时，留L TI1l菌液电泳，再加人 lPrG(终浓度 

为l~rmaoFL)，继续培养3 h．取 3 lI|l菌醺离心，将沉淀悬于1／10 

倍培养体积的PBS中，超声裂菌，离心，取上清和沉淀与前述样 

品同时进行 SDS-PAGE电泳。 

I．2 9 目的蛋白的表达 将含有重组原核表达质粒pE'r32a 

(+)／MIP-3~的大肠杆菌BI21ttxB(DE3)接种于 100 ml含50 

fIll氨苄青霉素、15 卡那霉素的 LB培养液中，37℃、250 r／ 

min摇动培养过夜。将菌液按5％分别接种于2 L上述 llH培养 

液中 摇动培养3～4 h，直至 O1)600 在0．6—0．8之间 加A 

诱导剂IPTG至终浓度 1 rnmol／L，继续摇动培养 3 h 离心收集 

细菌。每升发酵菌 100 nd PBS重悬，一8o℃冻存 次日将冻 

存菌液于37℃冻融裂解．以BioNeb挤压式细胞破碎仪．100 i． 

挤压4次，以去除裂解菌液的牯性 4℃．15 000 g离心20 

min，分别收集上清和沉淀，各取少量用于SDS-PAGE电泳 

J 2．10 融台蛋白的金属亲和层析 以TALON金属亲和树 
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脂进行纯化，留样 SDS-PAGE电泳。 

1．2．t1 除盐 以50~mm1]L TrisHcl缓冲被． 8．0除盐．除 

去洗脱产物中的 NaCI和咪唑。瞎盐柱为Hiprep26／10 Desahing， 

流速为5 ml／mln．上样3 ttfl／min，收集洗脱下的蛋白峰 

I 2 l2 弱用离子交换层析 按蛋白等电点的不同分离蛋 

白：弱阳离子交换层折柱为 H_prepl6／10 cM Fir，平衡液为 20 

mmd／L }kl缓冲绶，pH8 0，洗脱液为 20 nmx~l／L TrisHcI缓冲 

液．pH8．0，】mol／L NaCI．．流速为5 ml， n，上样 3 ml／min 连续 

梯度洗脱液(0—100％)冼聪，20柱床体积fcv)，收集洗脱下的 

蛋自峰。取样电泳。 

2 结果 

2．1 总 RNA提取 

提取出的总 RNA经 1％琼脂糖电泳鉴定．可看到两条清晰 

的条带，分别为28S和 18S．28S：18S约为2：1。 

2．2 RT．PCR 

扩增产物经 1％琼脂糖电泳签定，得到长度在200～300 by 

的MIP-3a成熟蛋白DNA扩增产物(瞄1) 

一 1 500 hp 

· 6()0 b口 

一3ot3 l’D 

十 2oo bD 

卜 J( bD 

l：MIP-3=PCR产物：2：100 hp DNA标记 

图1 琼脂糖凝胶电泳分析MlP-3et P'CTt产物 

2．3 nlm 2a(+)／MIP-3ct质粒的构建 

IK'2-1产物经 I、EeoR』分别筚酶切并纯化后与同佯 

I、EcoR1分别单酶切井纯化的pK132a(+)载体相莲接，掏 

建 MIP-3a-Trx融台表达质粒。连接产物转化感受态 E．coli． 

DH5n．氨苄青霉素抗性 LB平板筛选，采用 Ncol、EeoRI双酶叼鉴 

定阳性重组子(图3)，取3个含插入片段的阳性克隆进行 DNA 

测序分析，缺失突变后再进行 DNA测『芋．结果显示插人的MtP- 

3 基因、硫氧还蛋白基因与GenbaⅡk报道完全一致 

2 

■ ： 
bRP-3a阳性克隆(Nco[、E Rl双酶切)：2：100lJp DNA标记 

图2 M1P-3a阳性克隆酶切验证 
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· 乃 ．+ ／ M。 P． 质粒在E。cI)“· L2h柚 3讨论 
(DE3)中的表达 ⋯ ～ 

发酵菌在用 IPTG诱导与未诱导样中表达量差异明显．所 

表达的融台蛋白大部分以可溶性蛋白形式存在 SDS-PAGE电 

泳结果表明~UP-3o．Trx融台蛋冉大小约 26 K ，与理I仑值9_7．I 

Klh基本一致(图3) Western blot匠实表逃的为MIP-3a融台蛋 

白(囝4) 

2 3 4 5 6 
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1：蛋 白分子量标记；2：pET32a(+)／BI211rxB(DE3)请导茸 

裂解液总蛋白：3：pEq32a(+)／MIP-3JBL21trxB(DE3)诱导 

菌裂解瞳总蛋白 

图4 M／P-3ct重组蛋白的 Wes~rn b̈ 分析(羊抗人 

MlP．3a多抗血清为一抗) 

2．5 MIP-3a融合蛋白的初步纯化 

融合蛋白经TALON金属亲和树脂吸附后，融合蛋白占总 

蛋白的65％一8o％以上。除盐后经弱I：玎离子交换，M1P-3a融台 

蛋自得到有效纯化(图3) 

本研究首次在国内报道成功克隆人MIP-3n基因， 

并在 pE332原核表达系统中得到有效表达，经金属亲和 

层析和离子交换得到初步纯化的MIP-3n融合蛋白 初 

步建立了,'vllP-3a融合蛋白表达和纯化的流程。通过该 

方法来表达和纯化 M／P-3a的突出优点是流程短，成本 

较低，技术成熟，可靠性高 本研究构建的MlP．3。融合 

蛋白表达载体为构建 MIP-3a突变体并进一步获得 MIP- 

3a的拮抗剂奠定了基础。目前，国内外尚无关于MIP-3a 

与移植免疫排斥关系的研究，对于MIP-3a的研究多集 

中在肿瘤免疫方面 一方面，研究发现多数肿瘤细胞可 

表达CCR6受体．因此表达MIP-3a较多的器官会有肿瘤 

转移。应用 MIP-3a抗体中和 MIP-3a后，可阻断 CCR6 

与MIP-3e的结合，可显著减少肿瘤转移 另一方面． 

MIP-3a是一种强有力的肿瘤抑制剂，肿瘤内直接注射 

MIP-3a可使Dc和CD8一T细胞侵润到肿瘤实质内，能明 

显抑制肿瘤的生长 。本研究成功构建了M]P-3 表达 

载体，可稳定地大量表达 MIP-3 蛋白，在此基础上可利 

用基因突变技术筛选CCR6的拮抗剂，为研究趋化因子 

M1P-3a在移植免疫学中的功能奠定基础。 
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(编辑：余?厂洋) 

关于 日期的用法 

公历世纪、年代、年、月、日和对刻 倒如：公元前5世纪、2O世纪90年代、1995年6月8日14时30分。 

表示年份要写全称，1995年不能写成95年或’95年；1953--1958年不能写在 1953_58年。年月曰可以写在 

1995—06—08 对刻用”：”好隔的形式=如：l3时45舟8秒可以写成13：45：O8 

(本刊蝙辑部) 

一 

： ● 

h 

如 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

