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人 TNFRI cDNA的克隆及酵母表达载体的构建

Cloning of human TNFRI cDNA and construction of yeast expression vector

代佳平 ,毛琼国 ,王　燕 ,梁　红 ,刘　昕　　(第三军医大学基础医学部分子遗传学教研室 ,重庆 400038)

　　本实验利用反转录聚合酶链反应(RT-PCR)以人单核淋巴

细胞系 U937 细胞总 RNA为模板 ,扩增出人 TNFRI型受体胞外

区约224个氨基酸残基的 cDNA序列 , 将此片段为模板 ,采用剿

式PCR技术扩增出编码 TNFRI 胞外区约 180 个氨基酸的 DNA

序列 , 将其克隆于载体 PDM18-T 进行序列测定 , 随后构建于新

型酵母表达载体 PGBKT7-DNA-BD , 为进一步通过酵母双杂交获

得拮抗 TNFRI的具有生物学活性的多肽奠定了基础。

1　材料与方法

1.1　材料
　　U937 由本教研室提供 , 质粒 PDM18-T 以及连接酶为宝生

物公司产品 , PGBKT7-BD 购自 Clontech , RPMI 1640 培养基 , Tri-

pureRNA抽提试剂 , dNTP , DNA 回收试剂盒均为 Roche 公司产

品 , PCR引物由上海基康公司合成 , AMV、Taq 酶 、Sal Ⅰ 、EcoRⅠ

内切酶购自 Promega公司。

1.2　方法
1.2.1　U937 细胞的培养　　在含 10%小牛血清的 1640 培养

液中 , 37 ℃, 5%CO 条件下培养。

1.2.2　细胞总 RNA 的提取　　采用 Tripure 试剂提取总 RNA ,

操作按说明书进行。

1.2.3　RT-PCR扩增　　编码人 TNFRI 的 cDNA 上游引物:5′

GGGGATCCATGGGCCTCTCCACCGTGCCTG , 下游:5′GGTCTAGAC-

TAGAGCTTGGACTTCCACCGTTG 逆转录 cDNA 反应遵照如下
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操作进行 , RNA 2 μg、下游引物混合物 2 μl、ddH2O 12μl 65 ℃10

min ,再加入AMV 2μl、 5×buffer 8μl 、RNA酶抑制剂 0.5μl 、dNTP

4 μl、ddH2O 5.5 μl , 经 42 ℃反应 1 h 、99 ℃ 5 min。 PCR反应体

系:取 cDNA 10 μl、上下游引物混合物 2 μl 、dNTP 2μl、10×buffer

5 μl、 25 mmol L MgCl 1.5 μl、Taq 酶 1 μl 5 U、ddH2O 12.5 μl , 经

94 ℃变性 10 min ,然后 94 ℃40 s、60 ℃30 s、72℃1 mim , 30 个

循环 , 最后 72 ℃延伸 10 mim。经琼脂糖电泳证实 PCR产物为

712 bp目的片段。

1.2.4　巢式 PCR扩增　　TNFRI 胞外区上游引物:5′AGGAT-

TCACCCATATGCTGGTCCCTCACCTA ,下游:5′TGGAGTGCACGAAG-

TTGTGCAATCGTCGACCTGC 以获得片段(712 bp)为模板进行

PCR反应:模板1 μl、引物混合物 4μl 、dNTP 4 μl 、10×buffer 5μl、

25 mmol LMgCl 3μl 、Taq酶 1 μl 5 U、ddH2O 25μl总体积 50μl ,

94 ℃变性 10 mim、94 ℃40 s 、64 ℃45 s、72 ℃ 1 mim 30 个循环 ,

最后延伸 72 ℃延伸℃10 mim。

1.2.5　PCR产物鉴定　　取 5 μl产物与 1.5%琼脂糖电泳 , 以

EcoRⅠ +HindⅢ双酶切 lamdaDNAMarker作标准 , 凝胶扫描仪下

观察。

1.2.6　PCR产物的纯化及序列鉴定　　RT-PCR产物采用 DNA

回收试剂盒纯化目的片断 ,按操作说明书进行。巢式 PCR获得

片断与 PDM18-T载体连接并转化至大肠杆菌 DH5α感受态细

胞 ,蓝白斑筛选阳性克隆 , 经 SalⅠ和 EcoRⅠ双酶切鉴定 ,挑取

阳性重组子 ,由上海基康公司完成序列测定。

1.2.7　TNFRI 酵母双杂交表达载体的构建　　将目的片段克

隆于酵母表达载体 PGBKT7-DNA-BD 中 Sal Ⅰ和 EcoRⅠ双酶鉴

定筛选重组子。
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而抑制凋亡。另bcl-2可能通过阻止胞浆内钙离子浓度

增加来抑制凋亡。Clusterin和 bcl-2执行各自不同的抗

凋亡功能 ,在前列腺癌的发生发展过程中 ,这两条抗凋

亡途径可能起协同作用。本实验结果表明:Clusterin在

前列腺癌组织中的表达与 P53表达密切相关 。野生型

P53基因诱导凋亡的作用 ,对 bcl-2基因表达有下调作

用 ,而对Bax 基因进行上调。突变型 P53则失去了诱导

凋亡的功能 ,而大多数肿瘤存在 P53的高突变率 。野生

型P53基因是否也对 clusterin基因在前列腺癌组织中的

表达存在下调作用 ,还有待进一步证实 。

　　前列腺癌 ,尤其是激素非依赖性前列腺癌缺乏十

分有效的治疗方法。许多研究证实通过诱导凋亡有望

提高其治疗效果 。Mikata 等
[ 3]
将野生型 P53基因转染

入前列腺癌Pc3 细胞系 。结果:转染了野生型 P53基

因的肿瘤的生长被显著抑制。Gleave等
[ 4]
对激素非依

赖性前列腺癌的小鼠模型去势后 ,将 bcl-2反义核苷酸

导入小鼠模型 ,结果 bcl-2表达明显降低 ,PSA水平明

显下降 ,瘤体缩小 。Miyake 等
[ 5]
检测反义 clusterin 寡

聚多核苷酸处理过的 Shionogi 肿瘤模型 ,发现肿瘤出

现更快的凋亡 ,雄激素非依赖性的出现明显推迟 ,故认

为 clusterin是一种抗凋亡基因可加速雄激素非依赖性

的进展。Gleave 等
[ 6]
用 clusterin 反义寡核苷酸作用于

雄激素非依赖性前列腺癌 ,发现在动物模型中与紫彬

醇有相同作用 ,可提高肿瘤的凋亡率和消退率 。综上 ,

clusterin不仅可望成为前列腺癌诊断和评估预后的指

标而且有望成为前列腺癌 ,尤其是激素非依赖性前列

腺癌治疗的新的靶目标。
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2　结果

　　RT-PCR扩增人的 TNFRI片段 ,获得大小约 712 bp 的 DNA

片段 ,因有非特异性扩增 , 采用巢式 PCR技术扩增特异性片段 ,

可见约 500 bp 的 DNA 片段 , 将其纯化后克隆于 PDM18-T 载体

测序。结果所获得序列经GenBank检索为 TNFRI。将目的片段

克隆于 PGBKT7-DNA-BD中经 SalⅠ和 EcoRⅠ 双酶切筛选阳性

重组子最后获得 TNFI的酵母双杂交表达载体。

3　讨论

　　人的 TNFRI由 455 个氨基酸组成 , 由一个疏水信号肽 , 一

个富含半光氨酸的细胞外区(约 182 氨基酸), 一个越膜区和一

个细胞内区组成[ 2] 。 TNF-α与细胞膜表面的 TNFRI结合后[ 1] ,

激活膜结合的磷酸酰胆碱特异性的磷脂酶 C (PC-PLC)和酸性

神经磷脂酶(asmase), asmase 进一步降解 I-KB , 从而激活 NF-

KB ,调控基因的表达[3] 。酵母双杂交系统是一个完整的已

GAL4为基础的双杂合系统 , 它不但可以鉴定蛋白质间的相互

作用 , 还有助于发现新基因 , 对肽类药物的筛选也很有应用价

值。酵母双杂交系统的原理主要是基于真核转录激活因子的

转录激活作用是由功能相对独立的 DNA 结合结构域(binding

domain , BD)和转录活化结构域(activation domain , AD)共同完成

的[ 2] , 这两个结构域通过共价或非共价连接建立的空间联系是

导致结合和激活发生的关键[ 3 ,4] 。根据这一特点 , 如果使可能

存在相互作用的两种蛋白 X和 Y分别以和 BD AD 形成杂合蛋

白的形式在酵母中表达并分布于细胞核中 , X与 Y 之间的相互

作用就可以将 BD和 AD在空间结构上重新联结为一个整体而

与报告基因的上游激活序列(upstream activation sequence)结合 ,

进而发挥激活转录的功能 ,使受调控的报告基因得以表达。 根

据这一原理 ,双杂交系统通过简便的酵母遗传分析对报告基因

表型进行检测即可实现对于蛋白质间相互作用的研究。构建

人的 TNFRI受体酵母双杂交载体 , 因其在酵母中表达 , 很可能

具有蛋白质天然构象。通过 TNF-RI酵母双杂交表达载体的构

建 ,建立一个稳定的蛋白质间相互作用的方法 , 为类似的研究

提供了一个可靠的技术平台。
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