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人 LIGHT基因的克隆及其在 293T细胞中的表达
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　　提　要:目的　克隆人 LIGHT分子的全长 cDNA ,构建重组真核表达质粒 pCI-neo-LIGHT 并在 293T细胞上获得稳定表

达。方法　从人T 细胞 cDNA文库中用PCR技术克隆人 LIGHT全长 cDNA , 装入 T-Easy 载体 , 测序证实后 , 将 LIGHT cDNA

装入质粒 pCI-neo 中构建真核表达载体。用电穿孔法转染 293T细胞 ,经 G418 筛选后 , 用流式细胞仪检测 LIGHT 分子的表

达。结果　测序证实克隆的 LIGHT全长 cDNA阅读框正确完整 , 酶切证实 LIGHT-pCI-neo中 LIGHT插入方向正确。转染的

293T 细胞经G418筛选 3 个月后 ,流式细胞仪检测有 78.69%的细胞表达人 LIGHT分子。结论　成功克隆 LIGHT 基因并获

得稳定表达膜型 LIGHT分子的293T细胞系。
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　　Abstract:Objective　To clone the full length cDNA of human LIGHT and to construct the recombinant eukaryotic ex-

pression plasmid pCI-neo-LIGHT for the stable expression on 293T cells.Methods　Human LIGHT cDNA was cloned from a

normal human activated T cell cDNA library phAD.CAD by PCR.After sequencing , LIGHT cDNA was inserted into plasmid

pCI-neo for the construction of the eukaryotic expression.The recombinant was transfected into 293T cells by electroporation.

The expression of LIGHT on the surface of 293T cells was detected by flow cytometry after screening with G418.Results　Se-

quencing confirmed that ORF of LIGHT gene was intact and right.Restrictive enzyme digestion proved that LIGHT gene was

inserted into the recombinant plasmid of LIGHT-pCI-neo correctly.FACS analysis revealed that about 78.69%293T cells ex-

pressed LIGHT protein on the cell surfaces at 3 months after screening with G418.Conclusion　LIGHT gene has been cloned

successfully , and a 293T cell line expressing LIGHT protein on its membrane surface has been obtained.

　　Key words:LIGHT;293T cell line;gene cloning;eukaryotic expression

　　LIGHT 是一个新发现的 TNF 超家族成员
[ 1]
,又名

TNFSF-14或HVEM-L
[ 2 ～ 4]

,为一种分子量为 29×10
3
的

Ⅱ型跨膜糖蛋白 ,多以三聚体的形式诱导表达于活化

的T 细胞和选择性地表达于未成熟 DC 上 ,是一个多

功能多效应分子 ,兼具共刺激和细胞毒两方面的活性。

根据靶细胞上表达的受体与T 细胞所分泌的细胞因子

的不同 ,可启动不同的生物学效应。现有研究发现 ,

LIGHT在淋巴器官的发生
[ 5]
、肿瘤免疫

[ 2 , 6]
、自身免疫

病
[ 5 ,7]
、移植排斥反应

[ 8]
和抗病毒免疫

[ 1]
中 ,均发挥重
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要的作用 。为进一步研究 LIGHT 在各种病理生理过

程中的作用机制 ,我们克隆并表达了人 LIGHT分子。

1　材料与方法

1.1　材料
　　正常人的活化 T 细胞 cDNA 文库 phAD.CAD 和质粒 pCI-

neo , 均由美国 NIH 郑力新教授惠赠。质粒载体 pGEM®-T Easy

Vector购自 Promage公司。核酸酶类购自大连宝生物公司和上

海生工公司。电穿孔仪为德国 Eppendorf公司产品。G418 购自

德国 Roche公司。 293T 细胞由本室保存。小鼠抗人 LIGHT 单

克隆抗体(mAb)亦由美国 NIH 郑力新教授惠赠。HRP 标记的

羊抗鼠 IgG购自北京中山公司。

1.2　实验方法
1.2.1　引物设计合成　　针对 LIGHT 的完整ORF , 利用引物设

计软件 Primer Premier 5.00 进行设计。上游引物 P1:5′-CTT-

GGGCATGGAGGAGAGTGTCGTA-3′, 下游引物 P2:5′-TCACACCAT-
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GAAAGCCCCGAAGTAAG-3′, 两端未加限制性酶切位点。引物由

大连宝生物公司合成。

1.2.2　LIGHT-pGEM-T Easy 的构建与鉴定　　利用引物 P1 和

P2 直接从文库中用 Taq 酶扩增 LIGHT cDNA全长 , 100 μl体系 ,

反应条件:94 ℃2 min※{94 ℃ 30 s , 60 ℃30 s , 72 ℃ l min , 进行

30 个循环}※72 ℃保温8 min。将产物经电泳切胶回收后 , 直接

与pGEM ®-T Easy 载体连接 , 并转化 DH5α宿主菌。 经 Ampr 和

蓝白斑筛选出阳性克隆后 , 用 EcoR Ⅰ和 Pst Ⅰ 分别进行常规

酶切鉴定 ,所获阳性重组子送上海基康公司测序。

1.2.3　LIGHT-pCI-neo的构建与鉴定　　将测序证实的 LIGHT

cDNA全长用 EcoRⅠ 酶从 LIGHT-pGEM-T Easy 载体上酶切下

来 ,经 1%琼脂糖凝胶电泳后切胶回收 , 紫外测浓度。同时用

EcoRⅠ酶使质粒 pCI-neo 线性化 ,经 1%琼脂糖凝胶电泳后切胶

回收 , 紫外测浓度。再将 LIGHT 全长 cDNA 与线性化空载体

pCI-neo 连接 ,转化 DH5α宿主菌。经 Ampr 筛选出阳性克隆后 ,

用 EcoRⅠ和 KpnⅠ分别进行常规酶切鉴定。

1.2.4　电穿孔法转染 293T 细胞及 G418 筛选　　用碱裂解法

小量抽提质粒 LIGHT-pCI-neo 及空载体 pCI-neo 备用。 293T 细

胞于 10%小牛血清的 DMEM完全培养基中培养至对数生长期 ,

穿孔前 1 d传代 ,再培养至次日约 60%满底。按 Eppendorf Mul-

tiporator®使用说明书(No.4308 915.029-11 1999 , www.brink-

mann.com)分别将 LIGHT-pCI-neo 及对照质粒转染至 293T细胞

中 , 37 ℃培养 24 h 后以胰酶消化按 1∶3 比例传代 , 加 G418 400

mg L , 培养约1 周后 ,将 G418 浓度增至800 mg L ,继续培养约11

周 ,收集细胞进行检测。

1.2.5　流式细胞仪检测 LIGHT的表达　　转染后的 293T 细胞

经G418 筛选约 3 个月后 , 以胰酶消化后收集细胞 , 用 0.01

mol L PBS(pH 7.4)洗涤 2 次 ,以 200μl浓度为 2 mg L 的小鼠抗

人 LIGHT单抗重悬细胞 , 4 ℃孵育 30 min。 PBS 洗涤 2次 , 以 50

μl浓度为 10 mg L的 FITC-羊抗小鼠 IgG 重悬细胞 , 4 ℃孵育 30

min。再以 PBS 洗涤 2 次后 , 0.5%多聚甲醛固定 , 用 FACS 440

型流式细胞仪检测 293T细胞表面 LIGHT 分子的表达情况。 以

转染空空载体 pCI-neo的 293T细胞为对照。

2　结果

2.1　LIGHT 全长 cDNA的扩增及LIGHT-T-Easy重组子

的鉴定

　　以活化 T 细胞 cDNA文库为模板 , 用 PCR 扩增编码 LIGHT

全长 240 aa 的 DNA 序列 , 扩增产物的电泳结果显示特异性较

好 ,见图 1。 切胶回收后 , 连入载体 pGEM-T Easy。 结合软件

SimVector1.2电子酶切分析 , 对筛选出的阳性重组子进行酶切

鉴定 ,见图 2:EcoRⅠ酶切获得 3 000 、750 bp 两个片段 , Pst Ⅰ 酶

切获得3 490 、202和 52 bp 3个片段 , 与电子酶切结果一致 , 插入

LIGHT cDNA 的起始密码子在 T Easy 载体多克隆位点的靠近

SP6 启动子一侧 ,为反向插入。而相应的正向插入的阳性重组

子经 Pst Ⅰ酶切应出现 3 171、521 、52 bp 3 个片段。将双向测序

结果与公布的 LIGHT cDNA 的序列(AF064090 AF036581)相比

较 ,发现仅+147T突变为 C。但因该碱基在 GCT 密码子(丙氨

酸)的第 3 位 , 不改变编码氨基酸 , 属于同义突变(Synonymous

mutation)。至此 , 即获得 ORF完整的 LIGHT 全长编码基因。

2.2　真核表达载体 LIGHT-pCI-neo的酶切鉴定
　　结合软件 SimVector1.2 电子酶切分析 , 对筛选出的阳性重

组子进行酶切鉴定 ,见图 3:EcoRⅠ酶切获得 5 474 、750 bp两个

片段 , Kpn Ⅰ酶切获得 5 223、941、60 bp 3个片段 , 该重组子与预

期的正向插入 LIGHT-pCI-neo 重组子的电子酶切结果一致 , 即

插入的 LIGHT cDNA 的起始密码子在 pCI-neo 载体多克隆位点

的靠近 T7 启动子一侧 ,可以正向转录及翻译表达。

M1:λDNA EcoRⅠ+Hind Ⅲ markers(21 226, 5 148, 4 973 , 4 268 , 3 530 ,

2 027 , 1 904, 1 584, 1 375 , 947 , 821 , and 564 bp , from top to bottom);M2:

DL-2000markers(2 000 , 1 000 , 750, 500 , 250 , and 100 bp , from top to bot-

tom);1:LIGHT cDNA(730 bp);2:LIGHT-T-Easy PstⅠ(3 490, 202 , 52

bp);3:LIGHT-T-Easy EcoRⅠ(3 000, 750 bp);4:LIGHT-pCI-neo KpnⅠ

(5 223, 941 , 60 bp);5:LIGHT-pCI-neo EcoRⅠ(5 474 , 750 bp)

图 1　LIGHT全长 cDNA 的PCR扩增

Fig 1　PCR amplification of ful l length LIGHT cDNA

图 2　LIGHT-T-Easy的酶切鉴定

Fig 2　Restrictive enzyme digestion of LIGHT-T-Easy

图 3　LIGHT-pCI-neo的酶切鉴定

Fig 3　Restrictive enzyme digestion of LIGHT-pCI-neo

2.3　LIGHT 蛋白在 293T 细胞表面的表达检测

　　流式细胞仪检测结果表明 , 转染后 293T 细胞稳定表达了

LIGHT分子 ,膜表面表达 LIGHT 的细胞其百分率在 78.69%以

上 ,见图 4。

A:Control , 293T cells transfected with empty vector pCI-neo;B:Ⅲ293T

cells transfected with LIGHT-pCI-neo

图 4　用流式细胞仪检测 293T细胞表面 LIGHT分子的表达

Fig 4　Expression of LIGHT molecule on the surface of 293T cells

by flow cytometry

668　　　　　　　　　　　　　　　　　第　三　军　医　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　第 26卷



3　讨论

　　LIGHT(TNFSF14)是 1998年发现的促T 细胞活化的

共刺激分子 ,属于 TNF 超家族(TNFSF)的成员 ,主要表

达于未成熟 DC ,单核细胞 ,粒细胞及活化的T 细胞
[ 1 , 2]
。

作为一种可诱导表达的 ,与 HSV的包膜糖蛋白 D竞争

结合T 细胞上HVEM 受体的淋巴毒素的同源体(homolo-

gous to lymphotoxins , exhibits inducible expression , and

competes with HSV glycoprotein D for HVEM , a receptor ex-

pressed by T lymphocytes , LIGHT), LIGHT 通过与不同靶

受体结合而分别发挥共刺激或细胞毒等多种生物活性 。

目前已经发现的 LIGHT 天然受体有 3种-HVEM(TR2)、

LTβR和 TR6 DcR3 ,它们都是TNFR超家族成员 。其中:

①HVEM 主要分布于各种免疫细胞的细胞膜上 ,它与

LIGHT 结合后 ,共刺激诱导以 IFN-γ、GM-CSF 及 IL-8等

分泌为主的 Thl型免疫应答并激发特异性 CD8
+
CTL反

应。LIGHT-HVEM 介导的效应不依赖 CD28 共刺激途

径 ,产生的信号主要作用于 T 细胞活化的克隆扩增阶

段
[ 9]
。②LTβR是 LIGHT 的另一种受体 ,它在 T 细胞上

无表达 ,而主要表达于淋巴组织的基质细胞及一些非淋

巴相关性造血细胞。LTβR主要通过募集活化TRAF3直

接诱导细胞凋亡并介导 IL-8 、RANTES 的分泌 。目前发

现 ,许多肿瘤细胞上都有 LTβR ,LIGHT 通过与之结合可

以直接诱导肿瘤细胞凋亡
[ 6 , 10]
。 ③TR6 DcR3 是一个

LIGHT 的可溶性诱饵受体(decoy receptor),主要由肺组

织和结肠癌细胞表达 ,它通过与 LIGHT 结合从而调节

HVEM和 LTβR介导的功能 ,进而对免疫应答和免疫自

稳进行调节 ,并可作为肿瘤免疫逃逸的手段之一而发挥

作用
[ 11 , 12]

。

　　体外实验证实 LIGHT对许多肿瘤细胞系都表现出

显著的杀伤效应
[ 6 ,10, 13]

:在某些肿瘤细胞系如结肠癌

HT29.14S 、恶性黑色素瘤A375等 ,用可溶性 LIGHT 融合

蛋白交联肿瘤细胞的 LTβR受体就足以抑制肿瘤生长并

诱导其凋亡;而在有些肿瘤细胞系乳腺癌MCF-7 、MDA-

MB-231等则需要 HVEM 与 LTβR的协同激活。用裸鼠

和SCID小鼠通过LIGHT 转基因方式也证实了其抗肿瘤

效果;此外 ,虽然肥大细胞瘤 P815细胞不表达 LTβR ,但

用LIGHT cDNA多次瘤体内转染P815荷瘤小鼠后 ,也能

激发起小鼠的 CTL 活化 ,使已经形成的肿瘤结节缩小 。

来自不同实验室的体内外实验结果均表明 ,LIGHT 对包

括肺癌 、黑色素瘤 、结肠癌 、肝癌 、乳腺癌和宫颈癌等多

种肿瘤都能产生抗瘤效应 ,它是目前所知的抗肿瘤效果

最好的免疫分子之一 ,可望开发成为治疗各种肿瘤的新

型治疗分子 ,具有广阔的应用前景。

　　本研究中 ,我们采用 PCR方法克隆了 LIGHT 基

因 ,并构建了其真核表达质粒 LIGHT-pCI-neo ,用电穿

孔法转染 293T 细胞 ,并经过 G418筛选获得可稳定表

达膜 LIGHT蛋白的 293T 细胞系 ,探索了将来将 LIGHT

基因直接转染肿瘤细胞的可行性 ,为将 LIGHT 用于肿

瘤的免疫治疗提供了实验基础 ,并建立了一个理想的

研究 LIGHT功能的细胞模型 。
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