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同种异型抗原激活并套式 PCR法克隆人颗粒溶素 

Mr 1 5000与 Mr 9000活性片段 

伊正君，朱道银，杨 春，何永林，刘晔华 

(重庆医科大学基础医学院微生物学与免疫学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：采用套式PCR克隆经同种异型抗原激活后的人细胞毒性 T淋巴细胞(CTL)表达的颗粒溶素(Granulysin， 

GLS)Mr 15000与 Mr 9000活性片段的编码序列并进行序列测定与分析，为进一步表达纯化该活性片段和研究 GLS的免疫杀 

伤机制奠定基础。方法：抽提经过培养并激活的健康人 CTL淋巴细胞总 RNA，经逆转录后以套式 PCR方法扩增出 GLS的Mr 

15000与 Mr 9000活性片段的编码序列 ，插入 pET32a(+)载体，转化大肠杆菌 TOP10，阳性克隆经 PCR及酶切鉴定后进行测 

序分析。结果：成功扩增出了包含 GI SMr 15000与 Mr 9000活性片段完整编码序列的 cDNA，与预期大小相同，PCR、酶切及测 

序鉴定证明得到了读码框正确的 pET32a—Mr 15000与pET32a—Mr 9000重组子。序列分析表明 GLS基因编码产物在第 119 

位存在氨基酸多态性。结论 ：人天然颗粒溶素 Mr 15000与 Mr 9000活性片段编码序列能够通过以上方法获得和克隆并用于 

后续研究 。 
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The cDNA cloning of human granulysin Mr 1 5ooo and Mr 

9000 active segments frOm CTL activated by allogenic antigen 

Y／Zheng iun，et al 

(Department of Microbiology and Immunology， 

College of Basic Medical，Chongqing Medical University) 
【Abstract】Objective：To clone，sequence and analyze the coding sequences of the Mr 1 5000 and Mr 9000 active segments of natural 

granulysin derived from human CTLs activated by allogenic antigen，in order to establish the basis for further purifying and investigating 

the immune—impairing mechanism of granulysin．Methods：The coding sequences of the Mr 1 5000 and Mr 9000 granulysin gene were 

amplified from the total RNA of activated CTLs of healthy person after reverse transcription by Nested—PCR
， inserted into pET32a 

(+)vectors and then transformed into E．Coli TOP10，respectively．The recons were identified by PCR，endonuclease digestion and 

sequencing．Results：The whole coding sequences of the Mr 1 5000 and Mr 9000 active segments were successfully cloned as expected． 

The accurate pET32a—Mr 15000 and pET32a—Mr 9000 recons were obtained through Colony—PCR
，
endonuclease digestion and se— 

quencing．There lied polymorphism on the 1 1 9 th amino acid of the product encoded by GLS gene．Conclusion：The coding sequences of 

the Mr 1 5000 and Mr 9000 active segments of human granulysin can be obtained and cloned by the methods mentioned above and can 

be used for subsequent research． 

【Keywords】Allogenic antigen；Granulysin；CTL；Nested—PCR 

颗粒溶素(Granulysin，GLS)是由人 自然杀伤细 

胞(Human natural killer cells，NK)和激活的细胞毒 

性 T细胞(Activated cytolytic T lymphocytes，CTL)表 

达的一种具有广谱杀伤病原生物和细胞裂解活性的 
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主要研究方向：结核病的基因治疗与免疫治疗。 
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肽类分子，有 Mr 15000和 Mr 9000两种形式的产物 

蛋白 。目前有关 GLS的研究进展主要集中在三 

个领域，即建立在对其晶体结构的深入了解基础上 

的，对其杀伤靶细胞机理的研究；利用 RNA干扰技 

术(RNA interfering)揭示的 GLS与机体抗感染免疫 

的密切关系；以及利用其与疾病的相关性作为一种 

诊断指标的潜在价值 J。GLS的研究对于开发天 
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然、低毒、高教的新 代杀菌制剖具有重要意义 

材料与方法 

【．I 茼种l琨质粒 

犬肠轩苗 POI’I()、＼l}vagen公叫质牲载体pgP32a(+)皆 

为本空悚存 

I．2 主 要 试 剂 

人外 iltt单1、核划胞 (PBMCI抒离液l硬植l扔m凝索 

(PH,4．J昀F1第 t军医大学试 lH拄丹 } 心．质 小量抽挺 l 

盒、PCR r 物技凝胶回收试剂盒均购自 1．海华舜公酉j．小量 

龌织／细胞总 RN̂ 拙 挺试剂盒 正常熔点 琼脂辅 (NMA1、限 

制性核酸内切酶 NcoI、BamHI、高保真 Pmbe~l—Taq酶 r4 

DNA连接酶 逆转录 试制盒(Ver 3 0) I)N̂ 一Marker DL一 

200(}等均蚴fl大违宝生物公 ．RPMI l640培养液购自Gib- 

㈣公一j． 、牛 清为抗州FI季青公司产r 一 

I 3 引枷设计与台成 

根掂 GenBank II，人 (；I 的 eD＼̂ 序扪j 设计 台战 1 6 

条引物 ：PGl：5’一GCGCTA{，t T̂ 1CTGIGGTAAACCUAGl’G 

一 3’：P( 一5’一GCCf rAC{JC rn ‘ 几_I；AC Ĉ A_rrC1CC 一 

3’：PG3：5’一 GTCCA。1 ：t ^ ĈCCACGIC rcG1’C_r一 3’： 

PG4：5 一 GCGGATC{ C4GAGGGGA~C I’GTAGAA 3’： 

PG5：5’一GACCATGGGCCGTGACTAC,~GGACC。P一3’：PG6： 

5 ’ 一 TAG{；A CGTCCACGAGCTC。PCACC PGAG- 

6Tcclr(：AC4GA一3。：其中PGI PC2 r 山上连宝q．物 

公刊合战， 余弓l物由上海，I J 台戚 町种活 片段的 j【物 

设讣中已去除r分泌旺6=片段． 

I 4 外用血单十梧细胞(PI~MC)的蓑取与激活 

片先采用PHA衍化外周血单个槌细胞巾的T卸I脆，然 

后采用l-I~1,抖型机瓜溽导 刺激 iIi[19 c1 L细胞和 NK细咆 

f 化，从而启动 f； 堆 的转录． 方法 是． 前抽 取 2健康 

人静噼血6ml，肝素机凝 I50Or／ini rt离 12,IOmin，分圳啦出 

上层血 浆及白细胞 ，然后用 PBS缓 冲液对倍稀 释向缃I胞． 

再按PBMC舒离液蜕叫．常规分离外州札 个核细胞 取 

,tI-份PBMC样本诜涤2趺后以1-100ml／L 体血浆的完 

令RPMI 1640培捧液重悬，嘲节细1抛数为2 x 。／L．加入 

PHA使其终浓度为200mg／[．，置 37 L 、50ml／L CO．培养精 

中，培养24h后加八 一份样奉(此样半 PllMC经 活处理 

后 岔 100mb'l 灭话 小牛 』札清 的完 叠 I MI 1640培养 液重 

悬 )共同培养 4B h后收扶 J胞 

l 5 GLS M r I5000与 M r 901)0活性 鞋 eDNA的扩增 

按 试剂 惫}兑明抽 提细 胞总 RNA；抽 提获得 的总 R、A经 

)̈g／1 If1醛蹙怍王ic脂赌凝脏电泳千l1比色 定完整性受纯废 

后．按逆转录试剂盒 兑咐苘先川引物 PGI、PG2以 一步法 R1‘ 

一 PCR卣接菝得包 臼标J 列在1目的 GLS—t、D、̂  长片 

段．．为确保 列帕准确性 ．我们以保真度擞高、具有校正话 

性的P兀lI 一 Paq酶取代试 盘f1带的 H 一 Paq进 r扩增 

25个循环，然后取 RT—PcÏ 物2pd作为梗扳 讣别以引物 

PG3与P(M．PG5 PG6 ·I 1 I 睡̂作用下{ }啦f r套 

式扩增．厦l缸祭什为：94℃ 变 4ndti；94’1 30s．55R；3{Is 

72 3Os 30十瓶环．721 延仲8min P{：It产物以IOg／"1．琼脂 

糖凝胶电泳进行检删 干盯分析．i 6 GI．5 M J I5000 J M r 9000 

活性 片段 rn、̂ 的 隆 

PCI{产 物按 回收 战剂盒泣 叫进 行纯化 ．纯化 后 r．̈l- 

Barn川 取酶 切 回收 ．冉分 别 。jI 佯处 许 收 的 pF：T32a 

(+ 载体 大 片段 f'l-16 连接 I h．连接 产物 转化 九脂 忏 

TOPIO．溶布 J‘ 100m I 氧 1-I 霹 襄 I B‘F扳 f 37'E培 诈 

过傲 

1 7 阳性 克隆鉴 定 

讣圳挑氰苇青抗 H．一’ 蒋 ．进 行 PCR鉴 定，mfI 兜隆霞 

3ml含 1【1【】『llg／l 氰 菏落 素 I J 培养 r卜．37c．250 r／rain振 

摇增菌 小』 抽提质牲 ] · I与 H_进行 嫂酶 鉴定 

1 8 uNA序 列测 定 

古 纽匝拙村 r【lI)10 林送 1 海生工进行I，、̂ 测序 

测序堆 与Genlmnk(餐求 ：NM_{}06433，ilt GLS 1'19序列进 

行比埘和分析 ． 

! 结 果 

2 I 外周血单个核细胞．甚RNA完整性和纯度鉴定 

提 取 外 周 -社个 核 细 胞 总 I／NA．删 定 

OD260nm／(}1)280nm比值为 I．．庄fT．1Og／L r1]醛变 

陆琼脂糖凝胶电泳显示， RNA的 28S和 I8s 

rRNA带型较清晰， 28S亮瘦屉l8s亮度的两倍以 

卜．表明其总RNA较完整(图 1) 

I 2 

28s 

I J q'ol ad RNA llI sample 1； 2) n̈ I RN̂ or samp]e 2： 

图 1 激活的外周血单个核细胞 总 I{ A的 】O 【甲醛 

变性琼脂糖凝胶电泳分析 

2．2 R1一PCI{及套式 PCR的扩增 结果 

PCR产物经 l0 l琼脂樯凝胶电泳后，分别在 
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约242、4I1．7541-『·处见到特异 l_砾条带 

洲 晌 ( 1 M r 9000，Mr 

N̂ f 州 尢小 相符 ( 21 

Ⅵ I 

20()( 

1(1 

75{ 

5{14 

1 

⋯ ( 

活H 片段 成全 

j 4 

J 沦 

【乏(I1一 

M}I)N̂ Mal r I)I 2(̈ )；I】PCII㈨一#ati、f Jl‘-ntlx：,l： 

2}。̈l l{_̈i nt]~l cI of【；J M r 91 30(I l1、̂ ；3)TI1 PCR 

pnldu(I lr( Is MI I 5(}00 I)N A：4) lP I CI{pr(．1ul{Lrl 

( J 738 c1)NA· 

图 2 【：I a~1 r 9000与 M r I5fX~)rI)NA的套式 PCR扩 

增结果 

2．3 重组 质粒 的 PC『{砭酶切 鉴定 

插^ 确片段的重 落经 『{扩增后，琼脂 

精凝皎I 泳- T见到与目的片段犬小 一数的 PCR产 

物条带 ．分5；『J抽提质髓烈酶切后琼脂糟凝胶lU泳表 

叫：酶切~4j-5．11h ，E 一线性 载体条带l盟一条与理 

论预测值一致的 怀̈ 条带．其中 M r 15000为399 ， 

Mr 9000为237 -f暂3) 

2 4 重组质粒的序 c测定 

两个重盔1质粒利川通用引物进行测序所得的结 

果丧明插入片段人小分别为396bp和 2221ll，，且挪 

插入载体的I 确位点 ，‘引贾特 门身编码的硫氧迁匣 

蛋白形成一个完整的融台监白开放凌码框．分别编 

码 l 32和 74个氰堆酸 与 GenBank- 公布的 CI 

Mr I5000与Mr 9000活性片段 c I)、̂ 编码序列进干亍 

比对分析，我们发现 Mr【5000编码序列在时应 』：完 

整的( ls蛋 第 ll9位氨基酸编码 列处出现了 
一 个由 ACC向 ATC的改变，其编码的氰基酸由 jj： 

氩酸(T)变为异亮氨酸 (̈ ，住L 一l{aI k中查征已登 

录的序列 表明在此位点处确实存在多态陡．1圈此对 

目的片段的生物学活陛无影响 由于 Mr 9000活性 

片段的~4)NA编码J孚列完令包 于 Mr I50(X)之qI． 

对啦 于它的 SAPLIP l̂ ． 此在 相应传 置 也仔在 着 

同样的氨基酸多： 性(图4) 

GCCATCC【 CAACCCA(；C。~CTGGTC丁rr ’l℃TCG rCTG 

WH] 

75n_) 

50I1f] 

25()() 

00~ 

5i】(、 

25Q 

M2 

MI'1) A Il}．11 k I)L I5[J【时 

I} ï11- r 。132a 

pI 1"32a M r 900(F 3}Pla．, 

l J『_。1jl1r̈ Ilf GI Ⅵr 15000：5 

900(J 】NA 

3 讨 论 

M2】I II hark FI Itl 2 Ix H)： 

I l 5000：2) I)i lïI lf 

l{l『) I 32a《+】；4)It PC]i 

·I J{pnIfII“I llI r：I M r 

‘般认为清除缔桉打菌等胞内致病菌的感染主 

要靠人体的细胞免疫反应，可以运用结桉杆菌的单 
一  或融台形式 的保护陀抗 构建基因疫苗激 

发人体的。rI1l型细【胞免疫反鹿来防4 z3,#； b_核病 细胞 

毒惟淋巴细胞在纠 x,J胞内感染茼的细胞免疫反血中 

起普关键作用．人颗粒溶素 s是激活n勺 1．细胞 

千H NK纳胞- 生的一种细胞毒性免疫效应分子．除 

-|『直接在体外高效杀伤多种靶细胞外，庄穿孔素 

(Peflorin)辅助 F还ur进人巨噬细胞(~",'Iacrophage) 

巾对胞内吞噬的结核杆菌进行有效杀伤 ．这种直 

褓 

一 

A  C ^ C  C T  ^ 
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接杀菌作用是单纯应用其它抗生素与化学药物所无 

法替代的。GLS在杀伤病原生物的同时不破坏机体 

正常细胞 ]。正常人血液中有本底浓度(3．7±3．2 

ng／m1)的GLS ]，其水平与机体的细胞免疫状态直 

接相关，细胞免疫功能低下时体内 GLS表达缺乏。 

Ogawa等 认为血清 GLS的水平是评价机体细胞 

免疫功能状态的新指标。结核病患者中 GLS的产 

生受到选择性抑制，成功治疗后则持续回升 。完 

整的GLS基因编码 l5个氨基酸的分泌肽片段，而 

具有生物活性的 GLS片段此分泌肽被切除，因此在 

构建活性片段的原核表达载体时，引物设计中应跨 

越此编码区。人 NK细胞来源的YT细胞转染 GLS 

基因后前期只能检测到 Mr 15000活性片段的表达 ， 

随后 Mr 9000片段才逐渐检出，因此 Pena等 认为 

Mr 9000是 Mr 15000片段的翻译后加工，但分别针 

对两者 N端和 c端的抗体不能够交互识别，提示两 

者在蛋白质构相与生物学功能上都存在许多差异。 

Wang等 。̈。模拟 Mr 9000活性片段的氨基酸序列， 

利用人工合成各种不同长度的肽段研究其杀伤功 

能，发现破坏其二硫键不影响其杀菌活性，但影响其 

杀细胞活性，根据研究需要，如果只合成特定长度的 

片段，就能保证其只杀菌而不杀伤真核细胞。这对 

于研制天然、高效并确保其安全性的生物杀菌新药 

具有重要价值。 

GLS编码基因的GC含量较高，通常采用 IL一2 

体外激活培养的 NK来源的细胞株 72h后，可以得 

到 GLS mRNA的转录，由于 GLS来自激活的CTL细 

胞或 NK细胞，而同种异型抗原可以激活 CDs+T细 

胞成为 CTL细胞。我们利用同种异型抗原激活和 

逆转录套式 PCR的方法，不需要培养细胞株，也不 

需要人 IL—l2，可以快捷、方便、灵敏地直接从健康 

人外周血单个核细胞 (PBMC)总 RNA 中扩增 出 

GLS Mr 15000和 Mr 9000的cDNA编码序列，并成 

功构建了两种活性片段的原核表达载体，测序结果 

表明目标片段的插入方向和读码框完全正确，从而 

提供了一种快速克隆 GLS基因的新方法，同时也为 

后续表达与纯化 GLS活性蛋白，并研究其免疫杀伤 

机制奠定了基础。 

[通讯作者：朱道银 023—68486057；yizhengjun@sohu． 
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