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人截断型 LBP基因的克隆及其杆状病毒表达载体的构建
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　　提　要:目的　构建人 N端截断型脂多糖结合蛋白(tLBP)基因的杆状病毒表达载体 , 为后续的蛋白表达及其抗内毒素保护作

用研究奠定基础。方法　采用 PCR技术从人全长 LBP基因 cDNA 中扩增长度为 695 bp 的基因片段 , 经 pGEM-T 载体亚克隆筛选和
序列分析后 , 应用 Bac-To-Bac 杆状病毒表达系统 , 基因重组和外源基因转座分别构建转移质粒 pFASTBACtLBP 和穿梭质粒

pBacmidtLBP。结果　经 PCR、琼脂糖凝胶电泳 、酶切分析及序列测定 , 所克隆的基因片段为 700 bp 左右的 tLBP ,并证实其目的基因
重组载体发生了特异转座和病毒重组。结论　本实验成功克隆了 tLBP目的基因片段并构建其杆状病毒表达载体。
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Cloning of human truncated lipopolysaccharide binding protein gene and construction

of its baculovirus expression vector
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　　Abstract:Objective　To construct a baculovirus expression vector of human truncated lipopolysaccharide binding protein for further study on

protein expression and anti-endotoxin protection.Methods　A fragment of 695 bp from the amino-terminal of human LBP cDNA was cloned by using

PCR.Plasmid pFASTBACtLBP and pBacmidtLBP were constructed with Bac-to-Bac baculovirus expression system respectively following subclone

screening and sequencing for pGEM-T.The constructed recombinant was then identifed with PCR and agarose gel electrophoresis.Results　A 700

±bp gene fragment of tLBP was found and specific transposition and virus recombination were observed in the constructed plasmids.Conclusion　

The tLBP gene fragment was cloned and constructed to baculovirus expression vectors succcessfully.
　　Key words:truncated lipopoly saccharide binding protein;gene cloning ;recombinant vector

　　研究表明 ,由细菌内毒素(Lipopolysaccharide ,LPS)
介导的细胞激活反应和活性物质释放很大程度上有赖

于脂多糖结合蛋白(Lipopolysaccharide binding protein ,
LBP)和CD14的参与[ 1 ,2] 。LBP是 60×103的血清糖蛋

白 ,LBP基因由 14个外显子编码 ,全长基因 28.5 kb ,
cDNA长约1.5 kb ,其结构与功能关系显示 ,LBP与 LPS

的结合位点在N末端 ,与CD14的结合位点在 C末端 ,
从而形成 LPS-LBP-CD14三联复合物。

　　经适当修饰改造的截断型脂多糖结合蛋白(Trun-
cated lipopolysaccharide binding protein , tLBP),它能更有
效地结合 LPS ,但不能转移 LPS 到 CD14 ,从而可阻止
LPS-CD14的形成 ,进而抑制单核/巨噬细胞炎性介质

和细胞因子的过度分泌
[ 3 ,4]

。因此 , tLBP 可能会提供

一种新的与 LPS高亲和力结合的抗感染试剂 。本实验
成功获得了人 tLBP基因 ,并构建了杆状病毒真核表达
载体 ,为后续的蛋白表达及其抗内毒素保护作用研究

奠定了基础。
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1　材料与方法

1.1 　PCR扩增人 tLBP 基因
[ 5]

1.1.1　引物的设计与合成　　根据 Schumann 等[ 6] 克隆的人

LBP基因序列 , 设计下列引物(Sangon 公司合成)。
　　上游引物:5' -GTCGAC TGCACTGGGAATCAAGGA-3'

　　　　　　　　Sal Ⅰ
　　下游引物:5' -AAGCTT AATCTCTGTTGTAACTGG-3'

　　　　　　　　Hind Ⅲ
1.1.2　人 LBP cDNA[ 7] 　　由军事医学科学院基础所八室提供

pGEMLBP质粒 , 载体大小3.0 kb , cDNA 片段大小1.5 kb , 酶切位
点:SalⅠ和 HindⅢ 。

1.1.3　PCR反应　　体系:100 μl 反应中含人 LBP cDNA 模板

50 pmol , 100 mmol/L Tris-HCl pH 9.0 , 100 mmol/L KCl , 100 mmol/ L

(NH4)2SO4 , 20 mmol/ L MgSO4 , 1%Triton X-100 , 4 种 dNTP各 0.25

mmol/ L ,上下游引物各 50 pmol , 5 U Taq Plus Ⅱ耐热聚合酶(San-

gon 公司), 加入 50 μl消毒石蜡油。条件:94 ℃热变性 5 min 进

行如下循环:95 ℃ 45 s , 54 ℃ 45 s , 72 ℃ 2 min , 30个循环72 ℃

延伸 10 min。
1.1.4　PCR产物纯化回收　　PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电

泳 ,待目的 DNA片段进入低熔点琼脂糖后 ,在紫外灯下切胶条
放入 1.5 ml EP 管 , 水浴融化后应用 Wizard PCR 纯化试剂

(Promega公司)回收 DNA片段。

1.2 　PCR扩增产物的克隆筛选
[ 8]

1.2.1 　重组质粒的粘端连接 、转化　　反应体系 20 μl 含

637
第 23 卷第 6期

2001 年6 月
　　　　

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

　　　　
Vol.23 , No.6

Jun.2001

DOI :10.16016/j.1000-5404.2001.06.006



pGEM-T 载体 2μl(0.1μg), T4DNA 连接酶 1 μl(3 U), 2×连接酶

缓冲液 10μl(Promega公司), tLBP回收片段 5 μl(0.5 μg)及 H2O

2μl。16 ℃4 h。取 10μl连接产物加入 100μl RRI感受态细菌 ,

热休克 90 s后 ,加入不含抗生素 LB 900μl , 37 ℃振摇 45 min , 取
200 μl转化液涂布于 Amp+琼脂平板 , 37 ℃孵箱过夜。

1.2.2　pGEMtLBP的鉴定　　酶切鉴定:从筛选平板挑取菌落 ,
接种于Amp+LB 37 ℃振摇过夜 ,收集菌液采用Wizard 小量质粒

提取试剂(Promega公司)提取质粒。用 SalⅠ和 HindⅢ酶切 、电
泳鉴定。测序鉴定:利用 T7和 SP6 启动子引物 ,采用 ABI377 全

自动 DNA 测序仪(Sangon 公司), 应用四色荧光 , 双脱氧终止法
进行测序。

1.3 　转移质粒 pFASTBACtLBP 的构建

1.3.1　构建策略　　见图 1。
1.3.2　重组转移质粒的连接 、转化　　分别从 pGEMtLBP、

pFASTBACsCD14(军事医学院基础所八室提供 , GIBCO 公司产

品)酶切 、低熔点胶回收 tLBP DNA 片段和 pFASTBAC 空载体。

连接 、转化方法同 1.2.1。

1.3.3　pFASTBACtLBP的鉴定　　PCR扩增方法同 1.1.3 ,目的

基因片段大小约 700 bp。酶切鉴定方法同 1.2.2 , 分别酶切出

4.8 kb 和 700 bp 大小片段。为了下游纯化方便 , tLBP下游不含

终止子 ,直接插入改构的带有 6×His·tag 的 pFASTBAC载体中。

1.4 　穿梭质粒 pBacmidtLBP 的构建

1.4.1　外源基因转座入 Bacmid　　将1 ng pFASTBACtLBP 重组

转移质粒 DNA与 100 μl DH10BAC(GIBCO 公司)感受态细菌混

匀 ,热休克 45 s 后 37 ℃振摇 6 h , 取 200 μl涂布于含 tet , kan ,

gen , IPTG和 X-gal的平板 , 37 ℃培养 24～ 36 h。

1.4.2　pBacmidtLBP的鉴定

1.4.2.1　Bacmid DNA的提取　　经蓝白斑筛选挑取白色重组

单菌落接种于 5 ml LB(含 tet , kan , gen)中 , 37 ℃振摇 12 ～ 24 h ,

取 1.5 ml菌液于 14 000×g 离心 1 min ,吸尽上清。质粒提取方

法同 1.2.2。轻轻将上清转入含有 0.8 ml异丙醇的离心管中, 轻

轻将离心管反复颠倒几次 ,冰浴5～ 10 min。室温 14 000×g 离心

15 min ,弃上清, 沉淀用 70%乙醇洗1 次 ,室温风干 5～ 10 min ,沉

淀溶于 20μl TE 。采用 0.5%琼脂糖凝胶电泳 ,电压40 V , 3～ 4 h。

图 1　pFASTBACtLBP重组转移质粒的构建

Fig 1　Construction strategy of pFASTBACtLBP recombinant plasmid

1.4.2.2　重组 Bacmid 的 PCR 鉴定　　采用 pUC/M13 上下游

引物 、基因上下游引物以及二者交叉进行 PCR扩增。 pUC/M13

引物设计:
　　上游引物:5' -CCCAG TCAGG ACGTT GTAAA ACG-3'

　　下游引物:5' -AGCGG ATAAC AATTT CACAC AGG-3'
　　体系:同 1.1.3。条件:93 ℃, 3 min , 然后按如下条件循环

35 次:94 ℃, 45 s;55 ℃, 45 s;72 ℃, 5 min。最后 72 ℃延伸

10 min , 扩增后用 0.5%琼脂糖凝胶电泳。

2　结果

2.1 　tLBP基因片段的克隆及 pGEMtLBP 的酶切鉴定
　　结果显示 PCR产物与预期长度吻合 ,提示扩增的 DNA 为

目的片段 , 见图 2。重组载体在 SalⅠ 和 HindⅢ双酶切后可见
目的片段 ,提示已成功插入载体 , 见图 3。

图 2　PCR扩增回收片段
Fig 2　PCR analysis of gene fragment

1:PCR product;2:DL2000 marker

图 3　pGEMtLBP酶切电泳

Fig 3　Electrophoresis of enzyme cleaving pGEMtLBP

1:λDNA marker(EcoR Ⅰ+Hind Ⅲ);2:Single enzyme cleaving;3:Double enzyme cleaving

2.2 　基因片段的测序结果
　　测序结果显示 tLBP 序列与文献不同之处有:同义突变 5

处 ,移码突变 1 处(4 个氨基酸不同)以及 ser※leu 突变 1 处 , 序
列如下。

测序结果: TTA(L23) CCT(P72) GTT(V129) ACT(T130) GCC(A131)。

文献序列[ 6 , 9 , 10] :TTG(L23) CCC(P72) GGT(G129)TAC(Y130) TGC(C131);

TCC(S132) GAC(D148)TTG(L149) CTG(L152) TCG(S179);
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CTC(L132) GAT(D148)TCG(S149) CTC(L152) TCA(S179)。

2.3 　pFASTBACtLBP的酶切鉴定

　　Sal Ⅰ和 HindⅢ双酶切分别获得载体和目的基因片段 , 提

示目的基因已成功插入转移质粒 ,见图 4。

2.4 　pBacmidtLBP 的鉴定结果

2.4.1　BacmidtLBP DNA 的凝胶电泳　　Bacmid DNA 分子量大

于 135 kb , 要使用低电压和低浓度琼脂糖凝胶 , 见图 5。

图 4　pFASTBACtLBP的酶切凝胶电泳

Fig 4　Electrophoresis of enzyme cleaving pFASTBACtLBP

1:Single enzyme cleaving 2:Double enzyme clezving ;3:λDNA marker(EcoR I+Hind Ⅲ)

图 5　pBacmidtLBP DNA的凝胶电泳

Fig 5　Electrophoresi s of pBacmidtLBP DNA

1:Bacmid plasmid DNA;2:Marker(λDNA Hind Ⅲ)

2.4.2　pBacmidtLBP的 PCR鉴定　　因 Bacmid DNA 分子量大 ,

不能通过限制性酶切鉴定外源基因的表达 , 而 PUC/M13 扩增

引物分别与 Bacmid 的 lacZ α-互补区内 mini-attTn7 位点的两端

相同 , 因此 , 外源基因的插入可从 PCR产物的大小来判断 , 转

座了 pFASTBAC tLBP的 Bacmid 扩增产物为 3.0 kb。表明 tLBP

基因正确插入了 Bacmid 中 , 见图 6。

图 6　pBacmidtLBP基因转座的 PCR分析

Fig 6　PCR analysis of pBacmidtLBP gene transposition

1:Gene f ragment ;2:Bacmid of gene transposition(pUC/M13 upstream

primer+gene downstream primer);3:Bacmid of gene transposition

(pUC/M13 upstream/ downstream primer);4:Marker(λDNA EcoR

Ⅰ +Hind Ⅲ)

3　讨论

　　研究表明[ 3 , 4] ,经适当修饰改造的 N-末端截断型

脂多糖结合蛋白(tLBP)是一种基因片段长约 0.7 kb ,
分子量27×103 ,含有亲代分子 197个氨基酸的多肽 ,

在分泌至内质网时切割下 N-末端 25 个氨基酸的信号

肽。该分子保留了与 LPS 作用的结合域 ,发挥着与亲

代分子 LBP竞争结合 LPS 或中和 LPS的作用 ,但有关
tLBP 的确切生物学活性以及与 LPS 的中和作用仍不

十分清楚。本实验成功构建了杆状病毒表达系统 ,为

tLBP 在昆虫细胞表达和进一步探讨其生物学功能奠

定了基础 。

　　本实验结果显示 ,我们在已获得人 LBP 全长cDNA

的基础上 ,设计了扩增 tLBP 基因的引物 ,成功克隆到

目的基因片段 ,并顺利插入杆状病毒转移载体 pFAST-
BAC以及完成了目的基因的特异转座和病毒重组。序
列分析结果表明 ,与Hubacek[ 9]报道的基因序列比较有

个别碱基发生突变 , 但蛋白序列完全一致 , 与
Schummn[ 6] ,Kirschning[ 10]报道的基因和蛋白序列比较

有个别差异 ,这些结果仍需要实验进一步证实 。构建
转移质粒和穿梭质粒的结果显示 ,通过载体提供的 β-

半乳糖苷酶基因互补-α,进行蓝白斑筛选获得了重组
的 Bacmid ,再转染入 sf-21昆虫细胞 ,即产生有感染力
的重组病毒。这些结果为后续的蛋白表达和功能研究

打下了坚实的基础。
　　以往研究显示[ 3 ,6] ,LBP有 4个潜在的N -连接糖

基化位点 ,且均采用昆虫细胞或哺乳动物细胞等真核
表达系统表达重组人 LBP ,提示糖基化可能对 LBP 的

生物活性有影响 。因此 ,我们亦采用 Bac-To-Bac杆状

病毒昆虫细胞表达系统 ,该系统除了具有杆状病毒表
达系统特点外 ,其最大优点是能够快速地构建重组表

达病毒。它主要利用辅助质粒(Helper plasmid)提供的
转座功能 ,通过位点特异的转座可方便地将外源基因
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插入到杆状病毒穿梭载体 Bacmid ,然后将提取的重组

Bacmid DNA转染入昆虫细胞 ,即可获得含有外源基因
的重组病毒用于表达目的蛋白 。

　　为了便于表达产物的纯化 ,我们应用经过改构的
pFASTBAC 载体 ,即在基因的C 末端引入了 6×His·tag

纯化标签(带终止密码),基因的上下游引物分别引入
对应的酶切位点 Sal Ⅰ和 Hind Ⅲ ,且下游引物不含有
终止密码子 。基于在 tLBP 的 C-末端加上纯化标签而
不在N-末端 ,我们考虑 ,其一是由于 tLBP 的 N-末端有
25个氨基酸的信号肽 ,表达产物要切下这段信号肽才
能分泌到胞外 ,因而不容易引入 6×His·tag ;其二是考
虑到在 N-末端添加非天然的序列可能会影响 tLBP 蛋

白的结构和生物学活性。
　　目前 ,围绕 LPS诱导体内损害途径的防治研究大致

包括阻断胞内信号传导 、拮抗膜受体 、阻断胞外 LPS损

伤效应以及中和体内 LPS等[ 11 ,12] 。由于 LBP 蛋白的N-
末端1 ～ 197位残基(tLBP)具有 LBP 的部分活性 ,且发
挥着与LBP 竞争结合 LPS 或中和 LPS的作用。基于此
点 ,进行 tLBP 的结构与功能探讨将对 LPS介导的临床

感染 、脓毒症等疾病的基础和防治研究提供理论依据。
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个案与短篇 　　　 文章编号:1000-5404(2001)06-0640-01

非手术治疗重症急性胰腺炎 17例

Non-surgical treatment of 17 cases of severe acute pancreatitis

李正平 ,李占京　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所肝胆外科 ,重庆 400042)

　　我们自 1998年 1 月至 2000 年 7月共收治重症急性胰腺炎

(Severe acute pancreatitis , SAP)17 例 ,均采用非手术治疗 , 现将结

果报告如下。

1　临床资料

　　一般资料:17 例均符合文献[ 1] 重症急性胰腺炎的诊断标

准 ,男 9 例 , 女 8 例 , 年龄 23 ～ 75 岁 , 平均 43 岁 , 发病时间
3 ～ 48 h ,平均 17 h。 入院时出现休克 2 例 , 肾衰 4 例 , ARDS 3

例 ,肠麻痹及血性腹水 14 例 ,黄疸 4 例 , 其中梗阻性黄疸 3 例 ,
合并胆囊结石 14例 , 胆总管结石 3例 , 糖尿病 5例。 Bacthar CT

　　作者简介:李正平(1971 -),男 ,湖南邵阳市人 ,主治医师 ,主要从事胰腺外科

方面的研究。现在解放军 477 医院一外科工作 ,襄樊市 441021。

电话:(0710)3211449

　　收稿日期:2000-08-04;修回日期:2001-04-14

分级 D级 6例 , E级 11 例。
　　治疗方法:两组均采用施他宁和常规治疗。 施他宁的应用
方法:首次静脉推注 0.25 mg , 继后用 5%葡萄糖溶液 500 ml加

施他宁 3 mg , 以每分钟 8～ 15滴缓慢静脉滴注 ,持续 3～ 5 d。 B

组在A 组基础上加用中药清胰汤(主要组成:大黄 , 芒硝 , 柴胡 ,
黄芩 , 胡黄连 , 白芍 , 木香 , 延胡索 , 加减)治疗 , 每天 1 剂 , 约
500 ml , 经胃管注入 ,每小时 1 次 ,每次 30 ～ 40 ml , 注入前吸尽
胃液 ,注入后保留 1 h ,持续 3 ～ 6 d。

2　结果

　　17例均治愈。治疗过程中 ,通常在施他宁连续治疗 3 d 左

右, 病情出现回转 ,表现为腹痛及上腹 、腰背部紧缩感减轻。 B 组

腹痛缓解同前述外 ,在清胰汤治疗后数小时 ,肠鸣音多可出现或

恢复 , 通常 6～ 24 h可首次解出深灰色混浊稀水样大便 , 继后每
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