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人 TLR4及 MD2基因反义真核表达载体的构建
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　　提　要:目的　构建人 TLR4及 MD2 基因反义真核表达载体 ,为研究其在肺炎症反应中的作用奠定基础。 方法　通

过 PCR技术扩增出 TLR4及 MD2 基因片段 , 然后分别反向插入真核表达载体 pEFBOS 的多克隆位点 ,最后对产生的重组子

进行酶切和测序鉴定。结果　扩增出的 TLR4 目的片段为 2.6 kb ,MD2 为 0.5 kb ,并成功地连接到 pEFBOS 载体上 , DNA 测

序结果也显示插入片段为目的片段。结论　成功构建人 TLR4及 MD2 基因反义真核表达载体。

　　关键词:Toll样受体 4;MD2;反义基因
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　　Abstract:Objective　To construct antisense expression vectors of human TLR4 andMD2.Methods　Partial

sequences of TLR4 and MD2 gene were cloned by PCRmethod.The cloned fragments were reversely inserted into the

multiclone sites of plasmid pEFBOS , respectively.The constructed recombinants were identified with enzyme diges-

tion and DNA sequencing.Results　The cloned fragments of TLR4 andMD2 were 2.6 kb and 0.5 kb , respective-

ly , and successfully bound to pEFBOS.The inserted fragments were also proved to be the objective ones by DNA se-

quencing.Conclusion　Antisense expression vectors of TLR4 and MD2 are successfully constructed.

　　Key words:　Toll like receptor 4;MD2;antisense gene

　　Toll样受体 4(Toll like receptor 4 , TLR4)及其附属

蛋白MD2在脂多糖(lipopolysacchride , LPS)诱发的炎症

反应中起着关键作用 ,控制着炎症信号进入细胞内的

通路
[ 1 ～ 3]

。本实验应用反义真核表达载体构建技术 ,

构建了人 TLR4及 MD2基因反义真核表达载体 ,为进

一步研究其在 LPS 所致肺急性炎症反应中的作用奠定

基础 。

1　材料与方法

1.1　材料　
　　含有 TLR4 基因的真核表达载体 pEFBOS-TLR4 及含有 MD2

基因的 pEFBOS-MD2由日本Saga医学院的 Kensuke Miyake 博士

惠赠。 XhoⅠ酶 、BamHⅠ酶 、BglⅡ酶 、质粒抽提试剂盒 、胶回收

试剂盒 、连接试剂盒均购自 promega 公司。 TLR4 PCR上游引物
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(P1)为:5′-gatggatccAAAACCAGTGAGGATGATGC-3′含有 BamHⅠ

酶切位点 , 下游引物(P2)为:5′-gatctcgagGATAGATGTTGCTTCCT

GCC-3′含有 XhoⅠ酶切位点 ,MD2 上游引物(P3)为:5′-gatagatct-

GCATTTGTAAAGCTTTGGAGA-3′含有 BglⅡ酶切位点 , 下游引物

(P4)为:5′-gatctcgagATTTGAATTAGGTTGGTGTAGG-3′含有 Xho Ⅰ

酶切位点。由TaKaRa公司合成。

1.2　方法
1.2.1　TLR4 及MD2 基因的克隆　　将 pEFBOS-TLR4 和 pEF-

BOS-MD2 质粒分别转化感受态细菌 DH5α, 然后接种于含 Amp

的 LB 平板 ,挑取单菌落接种于 LB 培养基 , 37 ℃培养过夜。 用

质粒抽提试剂盒提取质粒。以 pEFBOS-TLR4 质粒为模板 , 以

P1、P2 为引物扩增 TLR4 编码区基因;同时以 pEFBOS-MD2 质粒

为模板 , 以 P3 、P4 为引物扩增 MD2 编码区基因。 PCR产物经

0.7%琼脂糖凝胶电泳鉴定。用胶回收试剂盒回收 PCR产物。

1.2.2　TLR4 反义真核表达载体的构建

1.2.2.1　酶切反应　　用 XhoⅠ 酶 、BamH Ⅰ 酶双酶切 pEF-

BOS ,酶切完全后 ,将反应产物进行琼脂糖凝胶电泳 , 利用试剂

盒回收线性化的载体 DNA。同时用 Xho Ⅰ酶 、BamHⅠ 酶双酶

切TLR4 PCR产物 ,酶切完全后 , 65 ℃灭活 10 min , 即可用于连

接反应。具体操作按试剂盒说明书进行。

1.2.2.2　连接反应　　具有两种不同粘端的线性化 pEFBOS

601
第 26 卷第 7期

2004 年4 月
　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
ACTA　ACADEMIAE　MEDICINAE　MILITARIS　TERTIAE

　　　　
Vol.26 , No.7

Apr.2004

DOI :10.16016/j.1000-5404.2004.07.016



质粒与目的片段之间的连 接反应 , 按插入片段与载体分子数

5∶1 进行 , 具体操作按试剂盒说明书进行。 连接反应完毕 , 取

5 μl 用于转化感受态细菌 DH5α。

1.2.2.3　重组子的筛选与鉴定　　将转化有重组载体的细菌接

种于含 Amp 的 LB 平板 ,挑取单菌落接种于 LB培养基 , 37 ℃培

养过夜。用质粒抽提试剂盒提取质粒 , 质粒经 XhoⅠ BamHⅠ

酶切鉴定后送 TaKaRa公司进行 DNA测序。

1.2.3　MD2 反义真核表达载体的构建　　用 Xho Ⅰ酶 、Bgl2

酶双酶切 pEFBOS , 酶切完全后 ,将反应产物进行琼脂糖凝胶电

泳 ,利用试剂盒回收线性化的载体 DNA。同时用 Xhol 酶 、Bgl2

酶双酶切MD2 PCR产物 ,酶切完全后 , 65 ℃灭活 10 min , 即可用

于连接反应。具体操作按试剂盒说明书进行。连接反应及重

阻子的筛选与鉴定同上。

2　结果

2.1　TLR4反义真核表达载体的酶切鉴定
　　从含TLR4 基因的质粒中扩增出的 TLR4 基因长度为 2.6

kb ,与理论值相附。构建的 TLR4 反义载体(anti-pTLR4)经 Xho

Ⅰ BamHⅠ双酶切后经 0.7%琼脂糖凝胶电泳 , 凝胶中出现两

条DNA 带 , 分别位于 5.5 kb (pEFBOS)处及 2.6 kb (TLR4)处。

TLR4反义载体经 Xho Ⅰ 酶切后电泳 , 在 8.1 kb (pEFBOS +

TLR4)处出现一条 DNA 带 ,见图 1。

M:DNA Marker DL 15×103 ;1:Digestion with ant i-pTLR4 Xhol(8.1

kb);2:Digestion with anti-pTLR4 Xho Ⅰ and BamHⅠ (5.5 kb+2.6

kb);3:TLR4 PCR product

图 1　TLR4反义载体酶切鉴定

Fig 1　Restriction endonuclease map of the antisense vector of pTLR4

2.2　MD2反义真核表达载体的酶切鉴定

　　从含MD2 基因的质粒中扩增出的MD2基因长度为 0.5 kb ,

与理论值相符。构建的 MD2 反义载体(anti-pMD2)经 Xho Ⅰ 

Bgl2 双酶切后经 0.7%琼脂糖凝胶电泳 , 凝胶中出现两条 DNA

带 ,分别位于 5.5 kb(pEFBOS)处及 0.5 kb(MD2)处。MD2 反义

载体经 XhoⅠ酶切后电泳 ,在 6 kb (pEFBOS+MD2)处出现 1 条

DNA带 , 见图 2。

2.2　DNA测序及分析结果
　　通过网址:www.ncbi.nlm.nih.gov 进入 Nucleotide BLAST 搜

索网站 , 通过分析比较 , TLR4 基因片段的测序结果与 Genebank

中TLR4(ACCESSION NM_138554)的序列完全一致;MD2 基因片

段的测序结果与 GenBank 中 MD2(ACCESSION NM_015364)的序

列完全一致。

1:DNA Marker DL15 000;2:Digestion with anti-pMD2 Xho Ⅰ (6.0

kb);3:Digestion with anti-pTLR4 Xho Ⅰ and Bgl2(5.5 kb+0.5 kb);

4:TLR4 PCR product;5:DNA Marker DL 2000

图 2　MD2反义载体酶切鉴定

Fig 2　Restriction endonuclease map of the antisense vector of pMD2

3　讨论

　　TLR4及其附属蛋白MD2是 LPS 炎症信号进入细

胞内的关键所在 ,若能阻断 TLR4及 MD2的作用就有

可能阻断 LPS 诱发的炎症反应 。而要阻断某一物质的

作用 ,通常采用抗体技术 ,但抗体的制备较为复杂;通

过反义技术同样可以封闭某一物质的作用 ,而且操作

起来相对简单。反义技术是指利用反义核酸来抑制基

因的表达 。反义核酸主要包括反义 DNA 、反义 RNA 、

核酶以及反义寡核苷酸。目前主要使用的是人工合成

的反义寡核苷酸和反义 RNA表达载体 ,后者是在启动

子和终止子间反向插入一段靶 DNA于表达载体中 ,通

过表达载体产生反义 RNA ,与特定的 mRNA 形成双链

体。这样即可阻止 mRNA从核的转运和与核糖体结合

的过程 ,又可根据反义与正义 RNA在细胞中的位置而

引起 RNase对反义 RNA-mRNA 双链体的降解
[ 4, 5]
。我

们通过 PCR扩增出 TLR4 基因的编码区序列 , 借助

Xho Ⅰ和 BamH Ⅰ两个限制性酶切位点 ,将 PCR产物

克隆到真核表达载体 pEFBOS的多克隆位点中 。由于

上游引物带有 BamH Ⅰ ,下游引物带有 Xho Ⅰ位点 ,使

得扩增序列的 5′端为 BamH Ⅰ位点 ,3′端为Xhol位点;

而在真核表达载体 pEFBOS 的多克隆位点中 , Xho Ⅰ

位点于 BamH Ⅰ位点的上游;这样在 T4DNA连接酶作

用下 ,扩增序列就反向插入到相同酶切的载体中 ,形成

EF1α启动子控制下的重组 TLR4反义基因。通过同样
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的技术 ,借助 Xho Ⅰ和 Bgl2两个酶切位点重组了 MD2

反义基因。通过酶切鉴定及序列测定 ,证实了重组

TLR4及MD2反义基因的真核表达载体构建成功 ,为

后续实验奠定了基础 。
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术后胃瘫的护理

Nursing care of patients with postoperative gastroparesis

饶　芸 ,宋　娟 ,蔡志民　　(第三军医大学西南医院普通外科 , 重庆 400038)

　　术后胃瘫是指腹部术后胃肠动力紊乱所致的非机械性胃
排空延迟所导致的临床症状[ 1] 。我科自 1995 年 5 月至 2003 年

5 月收治了 21 例胃瘫患者 ,为提高对本病的认识及采取有效的
护理与防治方法 ,现将护理措施介绍如下。

1　临床资料

　　21 例胃瘫患者 ,男 12例 ,女 9例。年龄21 ～ 78岁(平均 53.5

岁),各种类型的胃切除 、胃空肠吻合术 5 例, 胰十二指肠切除术

4 例 ,胃空肠吻合术 8例 ,高选迷走神经切断术 1例 , 其他非胃部
手术 3 例;患者主要表现在术后拔除胃管进食后 ,上腹饱胀或压

迫感 ,呕吐含胆汁胃液 , 听诊肠鸣音减弱或消失。对各患者均采

用保守治疗包括:禁食, 持续胃肠减压 ,高渗温热盐水洗胃 , 完全
胃肠外营养(TPN),静滴制酸剂和糖皮质激素 ,间断输入新鲜全

血或血浆 ,胃管内注入促进胃肠动力的药物 ,同时积极治疗并发

疾病。其中 10 例在发病后 17 ～ 21 d 恢复 , 5例在第 4 周恢复 , 4
例在第 5周恢复 ,仅 2例在 7周后恢复。

2　护理措施

　　心理护理:术后胃瘫的患者需再行胃肠减压时 , 易出现厌

烦、不配合 、焦虑心理 ,给治疗 、护理带来了困难。应关心体贴患
者, 让患者明白本病属于功能性病变, 采用保守治疗可以治愈,

以及胃肠减压的必要性。使其积极配合胃肠减压的正常进行。
　　胃肠减压的护理:选择柔软胃管 , 减压过程中配合按压合

谷 、内关穴位可减轻不适。并且严密观察胃液的色泽 、性状 、液

量 ,保持胃管通畅。胃管内注入药物后立即用温生理盐水冲
管 ,防止阻塞。

　　完全胃肠外营养的护理:选择适合的营养液 , 配置过程严

格无菌操作 ,注意药物的配伍禁忌;24 h 内均匀输入;防止管道
扭曲 、堵塞;不可经深静脉管道输血 、抽血。
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　　药物治疗及观察:临床应用的促进胃肠动力的药物主要有 3

类[ 2] :多巴胺受体阻滞剂 、刺激胃动素受体和 5-羟色胺受体拮抗

剂。以上药物联合应用有协同作用 ,但应注意观察其副作用。

　　饮食指导:胃动力恢复后 ,患者应少食多餐, 禁食产气食物,

餐前 15～ 30 min及睡前服用促胃动力药物。进流食 2～ 3 d 若无

不适 ,可予半流质 2～ 3 d ,感觉良好可停用药物 ,仍予半流质 2 ～
3 d ,无不适后改软食 ,但食量不能多 ,多进一些含钾的食物。

3　讨论

　　胃瘫是以胃排空障碍为主要征象的胃动力紊乱综合征 , 常

见于腹部手术后。研究认为主要是手术激活了抑制性交感神经
反射系统 ,使胃交感神经活动增强 , 胃肠动力受抑 , 残胃弛张无

力, 不能通过蠕动将食物排入空肠内[ 3] 。本病的主要临床特点

为腹部手术后数日肛门曾恢复排气 , 但胃肠减压解除后不久即

出现腹胀呕吐 ,进食后症状加重 , 再禁食减压症状缓解, 再解除

减压恢复饮食 ,症状又复出现 ,无机械性硬阻之征象 , 持续 7 日

以上无改善。针对这些特点, 我们通过加强心理护理 ,消除患者
的紧张心情和恐惧心理 , 采取禁食 、持续胃肠减压 、胃肠外营养

等措施 , 19 例患者在 5 周内胃动力恢复。在护理中 , 我们体会

到, 当胃瘫症状消失、解除胃肠减后 ,饮食指导至关重要 , 要告诫

患者循序渐进 ,切忌操之过急 ,暴食暴饮, 避免病情的反复。

　　关键词:胃瘫;护理
　　中图法分类号:R473.6　　　文献标识码:B
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