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小鼠STAT4、STAT6基因克隆及其真核表达质粒的构建 

徐雪梅，符 州，田代印，刘恩梅，王莉佳，黄 英 

(重庆医科大学附属儿童医院呼吸科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：分别克隆小鼠信号传导及转录活化因子一4(Signal transducers and activators of transcription一4，STAT4)、信号传 

导及转录活化因子一6(Signal transducers and activators of transcription一6，STAT6)基因全长 cDNA序列，构建并鉴定其真核表达 

质粒 pIRES2一EGFP—STAT4／STAT6。方法：采用 RT—PCR方法从 BALB／c小鼠脾脏组织中扩增 STAT4／STAT6基因全长 cDNA， 

T／A克隆到 pMD19一T载体中，双酶切后将 cDNA亚克隆入 pIRES2一EGFP载体，构建 pIRES2一EGFP—STAT4／STAT6质粒，经限制 

性内切酶鉴定并测序。结果：小鼠STAT4／STAT6基因cDNA正确克隆入 pIRES2一EGFP表达载体，与Genebank中STAT4／STAT6 

基因序列一致。结论：成功构建pIRES2一EGFP—STAT4／STAT6表达质粒，为进一步研究STAT4／STAT6蛋白表达和相互作用奠定 

了基础。 

【关键词】哮喘；信号传导及转录活化因子；克隆；真核表达质粒 

【中国图书分类法分类号】Q71 【文献标识码】A 【收稿日期】2007—10—13 

Cloning of mouse signal transducers and activators of tranSC riptiOn一4／6 

and construction of eukaryotic expression plasimid 

Xue—tile ．et al 

(Department of Respiratory，the Children’S Hospital，Chongqing Medical University) 

【Ahstract】Objective：To clone mouse signal~ansducers and activators of transcription(STAT)4 and STAT6 gene and construct 

a eukaryotic expression plasimid．Methods：The cDNA of mouse STAT4 and STAT6 gene amplified with RT—PCR from normal 

mouse spleen tissue were cloned into pMD 1 9-T vector by T／A ligation．After double digested，STAT4／STAT6 cDNA fragment 

was suhcloned into pIRES2一EGFP vector to construct a eukaryotic expression plasimid．Restriction endonucleases analysis and 

sequencing were used to comforlrl the recombinant plasimid．Results：The full length STAT4／STAT6 cDNA was correctly inse~ed 

into eukaryotic expression plasimid，and its sequencing was consistent with repofled sequence derived from Genebank． 

Conclusion：The successful construction of eukaryotic expression plasimid provides a basis for futher studies on the infection of 

STAT4／STAT6 interaction to the downstream cytokines． 

【Key words】Asthma；Signal transducers and activators of transcription；Clone；Eukaryotic expression plasimid 

STAT4和STAT6是在Th细胞分化过程中起主 

要作用的转录因子，分别影响Th。细胞向Th 或 Th 

分化[11。本研究旨在通过基因克隆和蛋白表达技术， 

体外表达 STAT4和 STAT6蛋白，为进一步研究 Th，／ 

Th 平衡打下基础。 

1 材料与方法 
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1．1 材料 

1．1．1 主要材料和试剂 小鼠购 自重庆医科大学动物中心； 

总 RNA抽提试剂盒(Genemego)，M—MLV、大抽试剂盒(Tigene)， 

Taq酶、各种内切酶、DNA Fragment Purification Kit、Gel DNA 

Fragment Recovery Kit、DNA Ligation Kit、Wide Range DNA 

Marker、pMD19一T·Simple(TaKaRa)，pIRES2一EGFP及 DH5 d 

大肠杆菌均由重庆医科大学儿研所免疫室提供。 

1．1．2 主要设备 台式冷冻离心机(德国 EPPENDOF)，PCR 

扩增仪、凝胶成像机分析系统(美国 BIO—RAD)，蛋白核酸定 

量仪(日本 岛津)，电子恒温摇床(美国 THERMO)，恒温培 

养箱，一80％冰箱。 

1．2 方法 

1．2．1 引物设计 据 GeneBank上 STAT4／STAT6基因 mR— 
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N A 序 列 ( S T A T 4 ：N M 一 0 1 14 8 7 ， S T A T 6 ：N M 一 0 0 9 2 8 4 ) ． 扩 增 含

起 始 密 码 和 终 止 密码 的 S T A T 4 ／S T A T 6 基 因编码 序列 ( C D S ) ，

分别在 5
’

和 3
’

端加 上 X h o I 和 K p n I 酶切 位点 。 引物设 计

和合成 由大连 宝 生 物 完成 。

1 ． 2 ． 2 目的基 因 的获得 从 小 鼠新 鲜脾脏 标本按 总 R N A 抽

提 试 剂 盒 说 明 书提 取 总 R N A ， 蛋 白核 酸 定 量 仪 检测 总 R N A

浓 度 后 ， 立 即运 用 逆 转 录酶 M — M L V 合 成 e D N A 。 以 该 c D N A

为模板 ， 进 行 巢式 P C R 。 反 应 条件 ：外引 物 ， 9 5 ℃ 2 m i n ， 9 8 ℃

1 0 s ． 5 5 ℃ 1 5 s ， 7 2 ℃ 2 m i n 5 0 s
，

2 5 个 循环 后 7 2 qc 10 m i n 。 内引

物 ， 9 5 ℃ 2 m i n ， 9 8
0

C 10 s
， 5 5 ℃ 15 s

， 7 2 ℃ 2 m i n 3 0 s ， 3 0 个 循

环 后 7 2 ℃ 10 m in 。 纯 化 ， 1 ％ 琼 脂 糖 电泳 初 步 鉴 定 ( S T A T 4 ：

2 2 4 7 b p ；S T A T 6 ：2 5 1 4 b p ) 、 拍 照 、
一 2 0 ℃ 保存 。

1 ． 2 ．3 P E R 产 物 克 隆 和 鉴 定 将 纯 化 后 的 P C R 产 物 及

p M D l 9 一 T s i m p l e 载 体进 行 X h o I ／K t m I 双 酶 切 ， 电 泳 ， A —

g a r o s e G e l D N A f a r e g m e n t R e c o v e r y K i t 胶 回 收后 ， 加 L i g a t i o n

S o l u t i o n I ， 16 ℃ ， 反 应 3 0 m i n ． 得 到 p M D l 9 一 T — S T A T 4 ／S T A 3
"

6

质 粒 ， 转 化 感 受 态 大 肠 杆 菌 D H 5 d ， 涂 含 氨 苄 青 霉 素 的 L B

平板 ， 进 行 蓝 白筛选 。 挑 取 白色 菌落 ， 扩 增 、 抽 提 ， 进 行 P C R

检 测 并 测 序 鉴 定 。 测 序 引 物 为 B c a B E S T P r i m e r M 1 3 — 4 7 、

B c a B E S T P ri m e r R V — M 、 C T B 4 7 1 S E QF 、 C T B 4 7 1 S E QR 。 测 序

由大 连宝 生 物公 司 完成 。

1 ． 2 ． 4 p I R E S 2 一 E G F P — S T A T 4 ／S T A T 6 质 粒 构 建 和 鉴 定 对

p M D l 9 一 T - S T A T 4 ／S T A T 6 质粒 和 表 达 载体 p I R E S 2 一 E G F P 进

行 酶切 ， 胶 回 收 酶切 后 的产 物 ， 用 L ig a t io n S o l u t i o n I 连 接 。

产 物 转 化 感 受 态 大 肠 杆 菌 D H 5 d ， 涂 含 卡 那 霉 素 的 L B 平

板 ， 挑 取 单 克隆菌 落摇 菌培养 ， 并用 双 酶切 鉴 定 。

2 结 果

2 ． 1 小 鼠 总 R N A 提 取

提 取 出 总 R N A 后 ， 1 ． 5 ％ 琼 脂 糖凝 胶 电泳 ， 在 紫

外观 测仪中可 见 2 8 S 、 1 8 S 、 5 S 3 条清晰 的条带 ( 图 1 o

核酸蛋 白定量仪测 得 R 值为 1 ． 8 3 ， 浓度为 2 7 ． 3 斗 g ／m l 。
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一

’

；
O

刹
0 0

R
b

仁
p

--

2 5 0 h -n一

10 0 h ；一

M

M ． N D A M a r k e r D L 2 0 0 0 ；1 ． T o t a l R N A

图 1 小 鼠总 R N A

2 ． 2 目 的 基 因 R T — P C R 结 果

研 究 设 计 S T A T 4 ／S T A T 6 C D S 序 列 加 酶 切 位

点 ， 总 长 分别 为 2 2 4 7 b p 和 2 5 1 4 b p 。 P C R 产物 1 ％

琼 脂 糖 电 泳 ， 片 断 大 小 与 预 期 设 计 基 本 一 致 ( 图

2 ， 3 ) 。

2 ． 3 P C R 法 检 测 D M D l 9 一 T _ S T A T 4 ／S T A T 6 质 粒

2 0 0 0 b p
一

1 0 0 0 b p
一

7 5 p 一

5 0 0 - 一

2 5 伊 一

1 0 (卜

M ． M a r k e r ； 1 ． S T A T 4 g e n e s e g r n e i

图 2 小 鼠 S T A T 4 基 因 P C R 产 物
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一
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一
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一

2 5 0 h p
一

1 0 0 h p
—

M

M ． M a r k e r ； 1 ． S T A T 6 g e n e s e g m e n

图 3 小 鼠 S T A T 6 基 因 P C R 产 物

以 重 组 的 p M D l 9 一 T — S T A T 4 ／S T A T 6 质 粒 为 模

板 ， 扩增 出含 S T A T 4 ／S T A T 6 C D S 区 、 起 始 密码 与终

止 密码 、X h o I ／K p n I 酶切位点 的 基 因 片断 ， 将扩增

产物 于 1 ％ 琼脂 糖 凝 胶 电泳 。 产 物 大小 与 预 计 值 一

致 ( 图 4 ． 5 ) 。

2 ． 4 p I R E S 2 一 E G F P — S T A T 4 ／S T A T 6 质 粒 的 酶 切 结 果

S T A T 4 ／S T A T 6 序列 分别 为 2 2 4 7 b p 和 2 5 14 b p ，

p I R E S 2 一 E G F P 载 体 为 5 ． 3 k b ， 用 X h o I ／S m a I 双 酶

切 p I R E S 2 一 E G F P — S T A T 4 ／S T A T 6 质 粒 ， 酶 切 结 果 与

预 计相 符 ( 图 6 ) 。
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I A T 6 质粒 P C R 产 物

M 1 2 M 3 4

M ． M a r k e r ；1 ． p l R E S 2 一 E G F P — S T A T 4 — 1 酶 切结 果 ：2 ． p l R E S 2 一

E G F P - S T A T 4 — 2 酶 切结果 ； 3 ． p I R E S 2 一 E G F P — S T A T 6 ～ 1 酶

切结 果 ； 4 p I R E S 2 一 E G F P — S T A T 6 — 2 酶 切结 果

图 6 p I R E S 2 一 E G F P s T A rr 4 ／s T A T 6 质粒 砌 o l ／S a c I 双 酶 切

2 ． 5 重 组 p l R E S 2 ～ E G F P — S T A T 4 ／S T A T 6 质 粒 测 序

结 果

测 序 结 果 表 明 p l R E S 2 一 E G F P — S T A T 4 ／S T A T 6 序

列 与 G e n e b a n k 上 S T A T 4 ／S T A T 6 基 因 m R N A 序 列

( S T A T 4 ： N M 一 0 1 14 8 7 ， S T A T 6 ： N M ～ 0 0 9 2 8 4 ) 一 致 ．

p l R E S 2 一 E G F P — S T A T 4 ／S T A T 6 5
’

端 起 始 密 码 ( A T G )

和 3
’

端 终 止 密 码 ( T G A )及 两 侧 X h o I 和 K p n I 限 制

性 内切 酶 的识 别序 列 均 正 确 ， 未 见 突变 ( 同 7 、 8 ) 。
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图 7 p I R E S 2 一 E G F P s T A rr 4 ／S T A T 6 质 粒序 列测 序
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跏
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’

F4 ／S T A
‘

F6 质粒序 列 测 序 ( 反 向 )

蜘 竹 I 和 终 止 密 码 子

3 讨 论

S T A T s 是 一 种 隐藏在 胞 浆 里 ， 能 被 众 多 的 细 胞

外 多肽类 分子 激 活 ， 参 与基 因 转 录调 控 的 蛋 白质 家

族 。 在 干扰 素对细胞 基 因 表达 诱 导 的研 究 中首 次 发

现 S T A T l 。 S T A T 2 后 ， 迄 今 为止 ， S T A T 家族共 发现 有

9 个 成 员 ， 分 子 量 8 4 一 1 1 3 k u ， 每 个 成 员 均 含 有 约 由

7 0 0 ～ 8 0 0 个氨 基 酸 残 基 组 成 的类 似结构12 J
j

S T A T 6 能调 节 T h ： 类 免疫 反 应 呈 优 势应 答 m 。’
；

并参 与抗 体的转换 ， 促进 I g E 的 产 生 15 1
；S T A T 4 基 因

在 C D ~ 细胞 向 T h 。方 向分化 的过 程 中也 起 非 常关键

的 作 用 M
， 但 哮 喘 患 者 淋 巴 细 胞 内除 存 在 S T A T 4 、

S T A T 6 水平 异 常外 ， 可 能 还 有 其 他 因 素影 响 T h ，／T h ，

平 衡 ， 若利用 哮喘患淋 巴 细胞 内 自身表达 的 S T A T 4 、

S T A T 6 研 究其相 互 作用 对 T h 。／T h ： 平衡的影 响 ， 势必

会 受 到其他 因素 的干扰 。 因此 ， 本 研 究 拟 建 立 一 仅

包 括 S T A T 4 、 S T A T 6 及 其 相 关 因 素 的 平 台 ， 排 除 非

研 究 因 素干 扰 ， 研 究 S T A T 4 、 S T A T 6 相互 作 用 在 T h ，／

T h ： 失衡 中 的作用 。

( 下 转 第 9 1 0 页 )
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子密度降低。从而导致 T WI和 PDWI信号降低 ， 

T WI信号增高。实验中部分损伤灶中央出现圆点状 

高信号(T WI，PDWI)或低信号(T WI)，并且在大体 

标本中损伤灶中央可见空洞，是否可推测与高温热 

效应和空化效应使组织碳化，空洞形成，周围组织 

液在空洞内积聚有关，尚待进一步研究。另外，就监 

控效力而言，T WI和PDWI明显优于T。WI。分析原 

因认为 HIFU辐照后损伤灶对 T 弛豫时间的影响 

较T 弛豫时间更为明显，同时损伤灶内质子密度的 

改变显著 ，从而使得损伤灶在 T WI和 PDWI中较 

T WI更为清晰。但当辐照剂量过低。损伤面积小于 

MRI所能显示能力时。损伤灶于 MRI图像上可无明 

显改变。本研究完全依托MRI作为 HIFU治疗的导 

航手段，术中能清晰显示肝组织内血管 ，筋膜等解 

剖结构，术后即刻能准确评价组织损伤范围及程度， 

因此是一种高效且准确的监控方式。 

但与超声监控相比，MRI监控不能达到完全的 

实时成像是其不足，但实验中采用的快速自旋回波 

序列，可在数秒内完成一桢图像的采集，已能基本 

满足监控要求。当然，更快速成像序列的开发和利 

用是今后研究的一个方向。本研究结果可为今后进 

一 步探索 MRI监控 HIFU治疗肝脏肿瘤提供一定 

的影像学基础。随着研究的深入，MRI监控 HIFU治 

疗必将成为一种有效手段。 
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根据 Genebank中资料 ，本研究 中的 STAT4／ 

。c,r l~ AT6均属于K片段序列(均在 2ku以上 )，采用一 

般的RT—PCR方法突变率高，目的产物量低。因此， 

本研究采用了扩增效率更高的巢式 PCR的方法，先 

用外引物扩增 一条含有 目的序列、长于目的序列 

的片断，再以该片断为模板，用内引物扩增包括酶 

切位点的目的基因全序列，提高了扩增的效率和特 

异性。PCR产物 T／A克隆到 pMD19-T载体 中， 

pMD19-T—STAT4／STAT6经双酶切后 ，再将 目的序 

列亚克隆人 pIRES2一EGFP载体，并转染人感受态大 

肠杆菌DH5 Or_。通过扩增、抽提重组 pIRES2一EGFP— 

STAT4／STAT6质粒并鉴定，证明已成功构建了STAT4、 

STAT6的真核表达质粒，为下一步蛋白的表达及其 

相互作用的研究奠定了坚实的基础。 
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