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pcDNA3．1(+)／hFasL COS--7细胞中的表达 

李秀娟 -，刘 纯-，张 徽 ，随 华 

(1．重庆医科大学附属第一医院内分泌科；2．重庆医科大学病理学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：构建pcDNA3．1(+)／hFasL真核表达载体并在COS一7细胞中进行瞬时表达。方法：经 Xba I酶切pBlueseript II KS 

(+)／hFasL得到 hFasL cDNA全长序列，将该片段亚克隆到真核表达载体 pcDNA3．1(+)。重组质粒 pcDNA3．1(+)／hFasL经过酶切和 

测序鉴定；阳离子脂质体法转染 COS一7细胞并经免疫细胞化学染色检测重组体的表达。结果：重构质粒经限制性核酸内切酶 

xb丑I、DmII、 ndlll酶切以及序列分析鉴定 ，表明真核表达载体构建正确；以脂质体法转染 COS一7细胞后，免疫细胞化学染色 

检测表明转染细胞能够表达 FasL。结论：成功构建了 pcDNA3．1(+)／hFasL真核表达载体并能在真核细胞中进行表达。 
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Construction of pcDNA3．1(+)／hFasL and its expression in COS-7 cells 
LIX “肌 ，et al 

(Department ofEndocrinology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To construct the recombinant eukaryotie expression vector pcDNA3．1(+)／hFasL and investigate its transfeetion and 

transient expression in COS一7 cells．Methods：The full-length cDNA of hFasL was obtained from the plasmid vector pBlueseript II KS(+) 

／hFasL cut with Xba I and then subcloned into eukaryotic expression vector pcDNA3．1(+)．The recombinant plasmid peDNA3．1(+)／hFasL 

was identified with restriction enzyme digestion and sequence analysis．It was then transfeeted into the COS-7 cells by Lipofeetin Reagent 

and its expression was determined by immun0cytnchemical staining．Results：Restriction enzyme digestion analysis with Xba I、Dra II、 

HindllI and DNA sequencing indicated the correct construction of the recombinant plasmid；Immunocytochemical staining showed the ex— 

pession of hFasL on COS-7 cells．Conclusion：The construction and expression of the eukaryotic expression plasmid peDNA3．1(+)／hFasL 

have been achieved successfully． 

【Key words]FasL；Eukaryotic expression；COS一7 cell；Plasmid 

人 Fas配体(hFasL)是由 281个氨基酸残基组 

成、分子量约 40ku的 Ⅱ型膜蛋白，基因定位于人类 

染色体 lq23，长度约 8kb，主要表达于细胞毒性 T 

淋巴细胞、自然杀伤细胞以及活化的脾细胞。Fas是 

hFasL的天然受体，表达于肝、子宫、肺、肿瘤等多种 

细胞表面，FasL与 Fas分别属于肿瘤坏死因子家族 

及肿瘤坏死因子受体家族⋯。生物体内环境稳定的 

实现，不仅靠细胞增殖 、分化，也要有细胞死亡。组 

织内的细胞死亡是由基因控制的细胞主动参与的 

自杀过程，称为细胞凋亡。例如绝大多数前 T细胞 

在胸腺发育过程中以凋亡形式死亡；衰老细胞或已 

完成功能的活化淋巴细胞、巨噬细胞通过凋亡得以 
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清除；细胞毒性 T淋巴细胞和NK细胞的细胞毒性 

作用可由凋亡介导 ；肿瘤坏死因子、淋巴细胞毒素 

等能引发靶细胞发生细胞凋亡。而 Fas—FasL结合介 

导的凋亡是细胞凋亡的重要机制之一【2_3】。本研究通 

过构建 hFasL cDNA全长的真核表达载体，为研究 

FasL功能及其相关疾病奠定了一定的基础。 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

原 核 表 达 质 粒 pBlueseript II KS (+)／hFasL由 日本 

Kanazawa大学 Takashi Suda教授提供，真核表达载体 pcD— 

NA3．1(+)、大肠杆菌 DH5仅和 COS一7细胞均由本实验室保 

存。质粒小量抽提试剂盒及胶回收试剂盒购自上海华舜生物 

工程有限公司。限制性核酸内切酶 XbaI、DralI、HindⅢ、1"4 

DNA连接酶、DNA分子量标准( DNA／Hind llI digest)购 自大 
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连宝生物工程直限公 习 川离子脂砸体 ljI Reagent购 

自Invit兀l n公司 兔抗人Fad．多克隆抗体购H Santa{：rim 

公 司 S-P免疫组化 试剂盒 、DAB显色试剂盒购 闩北京中杉 

金桥生物技 术有5 公刊． 

1 2 方 1去 

I 2 1 DNA3 1(+1质 粒 手1：1 I_一4)N 4,片段 的莸取 监真核表 

达载体的绚建 限制性内切酶 Xba I酶圻pB[ue~eripl 11 KS 

㈩，}IF踮L和1w'1)NA3 l(+1分别获得 fIF曲I eDNA仝长片段c约 

097kb)和打开_鼹链闭合环的 pc1)NA3 I(+“约5 4kh J．将酶 

切反应产物行琼脂转凝胶电泳、Quantib．0n 分析软件删尊 

质粒浓度 胶l司收纯化目的条带，然后竖T4 DNA连接茼、 

l6 连接反喧过夜。反应产物转化 氰化钙陆制街的新鲜感 

受态大肠杆菌DH5n，用告氨苄青霉素(AmI，l00“g／m])的 

I R培养平板筛选转化菌落并行-i'J 增，小量抽提质粒．于 

一 70T,超低媪冰箱存储备用 

1 2．2重组质粒的鉴定 电泳l翩步筛造：将提取的质粒进什 

琼脂糖凝股电泳．凝胶成像分析仪观察电淋睛 ．通过条带 

的泳动速度初步l判断可能的重组傩 

酶坷蝗定 ：利用限制悱棱醺 内切 晦 J aI，) Ⅱ、f， n r『l̈ 

对重组质粒进行酶切鉴定 电泳观察酶切反应结果． 

DNA宁刊分析：将经过前述鉴定后认为足目的熏组质 

粒者 进往华太荩p司卜海鼎安生物科技有限公一j进} 序列仆 

析测 定 

1．2．3 f DNA3 If+ 1}asL转染COS一7细咆及表达幢洲 

(：{ 一7细胞的准备：用岔l0％腑牛血清的 RPMI1640 

培养基．常规培养 传代 正常 COS一7荆胞却 角形或棱形 

贴壁翱f胞．将生长状态良好的CoS一7 m随按(]～2)×1(}sl扎 

接种于装寿盖玻片的六孔 胞培养板中 无抗生素的 RP— 

MI1640培养液 2nIl 37 5％CO：常规培养 次H细胞玷于 

盖玻片生长 布满约60％1~~U1]可进行转染 

阳离子脂质体法转染COS一7细胞：A随：混剀6i,r1日13 

离子脂质体和94 l无血清无抗乍索的 RPMI1640．室温静 

嚣 30--45n~in；B被 ：linD＼A3 1f+)／hF’ 】币̈ T’rDNA3．【l+l c阴性 

对照 )各取 2 g，丹别加人尤血清无抗生 素的 RPMI1640． 

体积 100 1(空白埘照 为 1 0[) LRP",IIl640 _I：液 ：混匀 A．B， 

窀温静置15min，吸净各孔培养液 ．2ml无血琦无抗生素的 

RPMI1640轻洗1次=将 【 被轻柔混匀十800 l J亡血清无批 

生素的 RPMI1640后加入到六 L板．371 5％1；O 培养 8h． 

弃转染泼．含10 胎牛血清的RPMII640 2roll孔继续培养 

48h后，收获细胞检测表达 

免疫细 袍化学染 色法 检删表达 ：取 fl{六孔 板底的盖玻 

片，PBS轻洗 3坎．95罅己醇同定 15nfin．漂洗(PBS 3min×3 

次 )；3％H．O 去离子水 室温湿盘孵育 1Omin．呲消除内源性 

过氧化物酶活性．漂洗；正常Ⅲ羊血清 I 作液封闭 15mifll 

去，勿洗；滴加免抗』、I"as[多免隆抗体(I 200稀释1．41糯 

盒孵育过夜 漂洗；滴加乍物索标 山尊抗兔l ：15”i．I_漂 

洗：滴蛳辣根酶标记链霉畹白索 I。作液 l5m 漂洗 DAB— 

H 0：显色 白米水冲洗终止发色反应 脱水、透明、封片．显徽 

镜下观察结果 

2 结 果 

2．1 DNA3．1c+j和 Fasl DNA片段 的获取 

限制性 内叨酶 Xba l茫 hFasL cDNA两端及 

·DNA3 l(，1上具有识别位点． 用 l酶切 

pBlues~ ripl1I KS I+vhFasI，将得到两条片段 ：2 96kb 

的原核质粒载体 pBlues,~-rIpI 1 T Ks I+I和O 97kb的 

hFasl，d)NA；Xba I酶切I；cDNA3 l㈩将打开其双链 

闭台环得到 5．4kb的片段tlI将条带所在凝胶块 F． 

胺 收后即得到日的载体和捕凡片段 酶奶反应的 

电泳结果 ，如翻 ll 

2．2 重组真核表达栽俸 pcDNA3．If+}／hFa I_的鉴定 
【 ， 3 ■ 

图 1 1’Blues~-ript II KS{+)／Il1 1和 I DNA3 I⋯的酶切鉴定 

I：r”『】N A3I I+I蜂 I黔 如后 2．3：pBh -IipI丌KH【十 

t]iFa~l经 >ihal酶 ,FI M：DNA M⋯k rÎ I)X ， f 堋 I 

2．2．1 f乜泳初步筛选 小于实验采用的屉单酶叼．因 

此在连接反应中ar能 现 自身环化等情况，但重组 

体分子量更火，相同条件下电泳过程中泳动速度史 

促，据此可初步筛选 可能的蘑组体 从转化培养 

平板 『 任意挑取 6个单菌落．小量扩增 、提取质粒 

并 与空载体 p．-DNA3 I{+I一同电泳 l刳中可见，第 4 

泳道的质粒较空载体厦其他质粒泳动速艘蜓慢．可 

能足插人r Ef的片段的重组体；而其他泳道质粒的 

泳动速度 与空载体相同，考虑为较体的自身环化． 

见闻 2 

2 2 2酶切鉴定 如朱屉正确的『==1的重构质粒， 

在重组体 上将有两个酶叼位点．能得到0 97kh及 

5．4kb两个片段；DraⅡ也有il；I『个酶叼位点 ．能得到 

约 5．Ski,及 0 84kh两个片段：Hin IIII肓一个酶切位 

点．能打开重组质粒的艰链闭台环．得到约 6 4kl 的 

一 个条带，见 3 

2．2 3 DN^序列分析 把经丽述鉴定后认为是 目的 
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图2 重组质粒的屯泳初步鉴定 

质札 ⋯ I1 3̂I【+) 2 7：J 挂 幢 啦} 盥1j̈姓的  ̂

舯 

■ 
- _ 。 = 

=  

图 l1r I J 、)】i+)／hl uHI的酶 切鉴 定 

i：i”Ï、̂  ii ill【 ． 雌 ／b,3 TI 

I：THIn、{II i／h n l 』， } Jl 

1：I“【，、^j I【+i／ _̈I， Ililj I胁 ⋯rlTi 

”．Il、  ̂ M ḧ n^Ii、、，“ ÏIl 

图 4 hI}L1I基 因在 {II 

、： }亚 磺{ I—l1  ̂J +)／IIF~ I转 l】 7 自{X2rio 

m÷ 嘧雁 t 似 Il̈  I【+)转 的【．(，I一7细l赴 2DflI 

巫组质粒苷川自动删序f《j北f川 删删 Z结果表明 

捕 凡J 别 0 L( 一”B̈『1k 1I榆案 均hFas『f DNA序 

列 fG~nBank ⋯T1 1̈l】】R2I)完 乍 础 I捕 八 

刖 目lF确 ，尢南码 子突变 缺 戋 

2．3 免疽细胞 化 学染 包检，川重组 茸柱表 选栽 惟 {莹 

ctls一7细胞 中的 表达 

- 1 是 种脱赁I I，经免疫细胞化学染色暖 

Il̂B 色 嚏川 }皿粒 IINA3 I_．}／1 F t成功 转 

I } 一7 fill胞井 其 f一舞选 ．T,F吐卸i胞膜及 1I№ 

浆苛 暂 棕也 ⋯ 训 秆l 白刈照 『 的l 一7 

细1乜均没柯_荇诳 观【剥4 

细0乜删『， 序化吒厂=址 1．L 拧 州的 川世丰 

动 死i 程 n·维持帆 的 lI L乇发育 、̈ 常代I 

钯瞧 明 _】 _̈时受 J矗也态 疗illI幽 抒匝坚 

件 丌1．其 异常 _]埘 见疫 r 痍 蝻 1J_”蝴 迅 行性 痪 

痫f、 鲐 坚 填I J 多 峨 4l 们 啦 垃 幔衔 ∽什1 

关 

h、-h—I 台 ，、 巾州 川也州 I‘的 重些 

川之 一 I JI“ 晒导 蠢虺 h、f19flll胞Jm过 一种侬 

蛳 J弥 砸『域”I_19川耻质 城J nq细胞内价q-连 

经 系列级联『il̈J．最终活化 I l水斛胁 

un {I v invl H hll* Ï1 i I m_l~一 冬缸阳特 

r{：牛恍缸蝮置n J．触发 u 甘j_1[胞桩flI胞质 

细胞墟乖铀构的懈求II幢线牲休J 能障{I_；}计最终 

导致 胞 E厂 i h 彳r碍n" 带扪儿乜岳伤fl：n J 

．1~'asL 细胞毒 眺I ̈忡巴 ⋯乜 、K 胞的 

仃若币 作JII Mi时．研究丧』 多种II'lqlii发 发 

眨构』』订中 肿瘤细 1J乜r i水 F1删 錾 J 

- 是- ff,J疆删；l_}巴fl{I胞自0乐 ： 伴痈 I J】 

浒 a—I 水平川1岛 能 0Ig·-仔 产î台竹他 扦 

形成 求f水 从 I减 i Ji 的÷I 连址 

j丁圳胞 I淋 川胞和 K’⋯也的清际： 

旭fi：FFJ： ÷⋯乜 sl I l‘J生J ⋯f缸行 FH’ 这 

降低．谴 均仃利 }一幅 胞逃一世纪疫呲 嚼J 

髓腊 I转移 住 _身免憧 IL1分甜痰痫c削川 

淋巴 胞 隙 髭 I 特 川 -． 一 I I 

，r导[ 州I、u土儿：腙f水fl[【』 舭q ii：蚌敦j 能碱世ff．J 

辛世 J之 i 

Ⅲ质 吐址 ilI J 1的片段 I—F I 

t『lN～n9执取HI蚶1wDN a．3】《+1多电降师凡化 的 

附 淌化均乐川 f I作g'Ll蜥UJ，J 源孙一rI： 

木端 ．使得谴接J 臆中就_ll能仃 救作Fl骨吓化 

多片段 『I肤 』的“段砥 lf_'捕 凡等悄 此 九 

川遗扦性培养 啼J m̂l，抗忡 c仃在 J 

I _】、A3Ï__1)的质 计将 戟体 I“DN̂ 3l 

f}r 同电冰 1l=̈同袭件下．淋劬』生腹‘ 载休 

司n々哿虑是截悼H段内 环化． 』较慢的0I【I可能 

址重 f小 『越̈ l P̈m lL⋯mi r IU ≮l̈J~Yt-Jr．我f̈ 

选扦丁一个内啪 悻刊币譬I1扛世}r训 定 x1 I将 

巫组休 连接处巫j；_|断 ．从Ⅲ J 解 战．实验 

中得剁丁s 4kb慢 |̈q7kl_两l，、祭带．表lij1驻绷怀劬 
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由载体和 目的插入片段构成；Hindm在重组体上有 
一 个酶切位点 ，能打开其双链闭合环 ，与线性 DNA 

Marker一同电泳可了解重组体的分子大小，也即实 

验中得到的 6．4kb的片段 ；DraⅡ在 pcDNA3．1(+)和 

hFasL cDNA上分别有一个识别位点，在连接方向正 

确的目的重组体，酶切将得到 5．55kb及 0．84kb两 

个片段，而反向插入者经酶切反应后得到的是 6．26 

及 0．14两个片段 ，根据电泳结果即可初步判断 

hFasL cDNA的插入方向。 

为明确重组质粒是否正确构建 ，尤其是需要对 

外源基因进行表达时，最后须通过 DNA序列分析 

加以验证。测序常用的方法有双脱氧终止法、化学 

法 、杂交测序法等 ，其中双脱氧终止法是自动测序 

的原理基础I61。实验中，我们将经过初步鉴定后认为 

是目的重构质粒者经全 自动测序仪进行序列分析 ， 

证实了插入基因片段完整 、无密码子突变或缺失 、 

重组体连接方向正确。 

COS一7细胞是表达 SV40大 T抗原的非洲绿猴 

肾细胞株，能支持具有 SV40复制起点和部分突变 

型 SV40病毒的质粒载体的复制，大 T抗原介导的 

复制能使每个细胞中含有 SV40复制起始点的质粒 

拷贝数扩增至 1O ，是效率较高的瞬时表达系统 l。 

质粒载体中，真核表达质粒载体能在真核细胞中转 

录、翻译、表达具有功能活性的蛋白质。本研究中所 

采用的真核表达载体 pcDNA3．1(+)具有 SV40复制 

起始点和其他真核表达所必须的重要元件，因此能 

够在 COS一7细胞中大量扩增 ，促使 hFasL基因的大 

量表达 ，再经免疫细胞化学染色检测 hFasL的表 

达，同时表明表达产物具有抗原性。 

用表达 FasL的真核载体依据 Fas—FasL结合介 

导凋亡的机制治疗或阻断相关疾病 ，已有学者进行 

了一些研究。例如 Batteux等[91用表达大鼠FasL的真 

核质粒载体治疗实验性 自身免疫性甲状腺炎小鼠， 

结果显示表达 FasL的甲状腺滤泡细胞可通过诱导 

表达 Fas的淋巴细胞发生凋亡而显著减少甲状腺淋 

巴细胞浸润、消除了抗甲状腺球蛋白的细胞毒性 T 

淋巴细胞反应；Jin Y等11o1用含有 FasL—CTLA4基因 

的腺病毒载体，经 Fas介导的凋亡途径，阻抑链脲霉 

素引起的小鼠自身免疫性糖尿病的发生。 

实验中我们应用分子生物学方法构建了真核 

表达载体 pcDNA3．1(+)／hFasL，经 DNA序列分析 ， 

结果与 GenBank中检索到的 FasL cDNA序列完全 

一 致⋯，转染入 COS一7细胞后经免疫细胞化学染色 

证实重组质粒能够在动物细胞中进行表达，表明重 

组质粒 pcDNA3．1(+)／hFasL的构建是成功的，为进 

一 步研究 FasL和 Fas—FasL系统与凋亡相关疾病的 

关系及其应用奠定了一定的基础。 

(致谢 ：感谢 日本 Kanazawa大学 Takashi Suda教授提 供 

pBluescript II KS(+)／hFasL质粒 ，而使试验得 以顺利 完成。) 

(通讯作者：刘 纯，重庆医科大学附属第一医院内分泌 

科 ，主任医师 E—maih liuchun2001 56@hotmail．corn) 
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