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人 LIF基因的克隆及其真核表达载体的构建 
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(重庆医科大学基础医学院，重庆市生物化学与分子药理学重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：克隆白血病抑制因子(LIF)基因，测定其序列，构建带 LIF基因的真核表达载体。方法：通过逆转录一聚合酶 

链式反应(RT R)方法从正常妊娠的子宫蜕膜组织中克隆 LIF基因，与T载体连接，再酶切T—LIF载体，获得LIF基因， 

然后将其与质粒PCDNA3．1(+)连接，构建PCDNA3．1(+)一LIF真核表达载体。结果：经酶切和DNA测序证明LIF基因序 

列正确，载体构建成功。结论：成功克隆了 LIF基因，构建了PCDNA3．1(+)一LIF真核表达载体，为 I IF在相应真核细胞内 

表达及 LIF蛋白的分离纯化奠定了基础 
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The clone of human LIF gene and construction of its eukaryotic expression vector 

LI Fangfei，et al 

(DP 眈，- ，l，zP7z 0， P，- Medifine，College of Basic Medicine，Chongqing Medical University) 

[Ahstract 1 0 f ℃P：T。clone LIF gene for the construction of mammalian expression vector PCDNA3．1(+)一LIF·Methods：LIF 

gene was cloned from pregna11t utefine decidua tissues by using RT —PCR method，the gene was[igated with T —vector，then LIF 

gene was excised from T—LIF plasmid and inserted into PCDNA3．1(+)to construct eukaryotic expression vector consisting of LIF 

gene．Res“lts：LIF gene sequence and vector were verified correctly by enzyme digestion，sequence analysis．Conclusion：The successful 

clone of LIF gene and the construction of its mammalian expression vector has been obtained．The results have provided basis for the 

further Studies on LIF． 
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白血病抑制因子 (Leukemia inhibitory factor， 

LIF)是 IL一6家族中的一员，实验证明l_1 J，LIF对维 

持胚胎干细胞(Embryonic stemcells，ES cells)的未分 

化状态具有重要作用。LIF重组蛋白亦是 ES细胞 

常规培养体系中的必要因子E2 J。将带 LIF基因的 

表达载体转染进真核细胞中并带入 ES细胞培养体 

系将避免向培养基中添加外源性 LIF蛋白。本实 

验从正常人组织 中克隆得到 LIF基因，并构建带 

LIF基因的真核表达载体，将为 LIF基因在真核细 

胞中表达奠定基础。 
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1．1 材料 

1．1．1 质粒及菌株 

质粒 PMDI8一T购 自 T{lI<aRa公 司，质粒 PCDNA3．1 

(+)、大肠杆菌DHSa由本室保存。 

1．1．2 工具酶及其他试剂 

AMV逆转录酶、耐热 DNA聚合酶、RNA酶抑制剂 、限 

制性内切酶 EcoR I、XhoI、T4DNA连接酶购 自TaKaRa公 

司 ，Trizol、Marker(DGL2000)购 自鼎国生物公司，质粒小量 

抽提试剂盒、胶回收试剂盒购 自上海华舜公司。DEPC购 自 

Sigma公司。 

1．1．3 引物设计与合成 

根据 LIF基因全长序列[ J设计引物，5’端引入酶切位 

点。起始密码子前加 Kozak结构以增强表达。由大连宝生物 

公司合成。 

引物 1：5’一( GGAATTCC( CCACCATGAA(X TCTT 

GGCGGCAGG一3’ 

引物 2：5’一( ( vI℃(；A(X GGA( 、ACA(] rCAA(；A( 

( rC r( 、A一3’ 

1．2 方 法 
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鉴 PEI治疗的成熟经验，采用旁侧孑L穿刺针，B超实 

时监视定向穿刺注射以及利用最新的影像学检查手 

段，发现残存肿瘤组织，对提高肝癌 PSI疗效也有很 

大的帮助[6--9j。 

因此，稀硫酸对细胞灭活能力强，毒副作用小， 

有望成为肝癌局部消融治疗的一种新型肿瘤细胞灭 

活物质。 
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(上接第103页)熟；参与胚胎发育的调控，子宫内膜 

LIF表达缺陷时胚胎不能着床。 

人 LIF基因定位于第 11号染色体，由3个外显 

子和 2个内含子组成 ，基因编码区高度保守。成熟 

的 LIF蛋白高度糖基化，分子内部二硫键对于维持 

LIF分子的结构和生物学活性可能起重要作用。在 

原核系统中表达真核蛋 白存在许多困难，影响蛋白 

质二硫键形成、糖基化等，降低活性 ，而利用真核表 

达系统将确保蛋白质修饰 ，为了获得具有生物活性 

的LIF蛋白，构建其哺乳动物细胞表达系统是十分 

必要的。真核表达质粒 PCDNA3．1(+)含有高效 

增强子 SV40，这是一类能促进基因转录活性的顺式 

调控元件，并且在多克隆位点前有基因启动结构 

TTPcMV，具有 Amp和 Neo基因，可在原核和真核 

系统中进行筛选，建立稳定表达目的基因的哺乳动 

物细胞系。因此把 LIF基因插入 PCDNA3．1(+) 

得到的重组质粒将利于转染和表达。 

本实验通过 RT—PCR的方法克隆 LIF基因， 

包含起始密码子和终止密码子，含有信号肽编码区， 

构建含 LIF基因的真核表达载体，将有利于研究其 

多方面的生物学作用。为进一步探讨人 LIE基因 

在哺乳动物细胞中的高效表达、获得重组人 LIF蛋 

白及含 LIF因子的条件培养基奠定基础。 
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