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中国人膜结合型干细胞因子 cDNA的克隆及初步表达

李渝萍 ,李蓉芬 ,周建新　　(第三军医大学基础医学部生物化学与分子生物学教研室 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　获得干细胞因子的 cDNA以利于进一步对干细胞因子的重组表达进行研究 。方法　利用 RT-PCR技术 ,从中国

妇女早期妊娠的蜕膜和绒毛膜组织总 RNA 中扩增得到 660 bp的干细胞因子 cDNA , 克隆入质粒 pGEM-4z载体构建了 pGSM 重组质

粒 ,将已测定序列的 cDNA 亚克隆入 pET-11c质粒 , 得到干细胞因子的重组表达质粒 pESM 。结果　证实所获序列是外显子 6 缺失的

膜结合型干细胞因子 cDNA , 且其分子量与预期的一致。结论　成功克隆了膜结合型干细胞因子的 cDNA。
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Cloning and expression of cDNA encoding human membrane-bound stem cell

factor(SCF)
LI Yu-ping , LI Rong-fen , ZHOU Jian-xin(Department of Biochemistry and Molecular Biology , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To obtain a recombinant plasmid of stem cell factor for further study on the expression of membrane-bound SCF.

Methods　A 660 bp cDNA encoding human membrane-bound SCF was amplified from normal chorionic and decidual tissues of a Chinese woman at

the early stage of pragnancy by RT-PCR.This PCR product was inserted into plasmid vector pGEM-4z , to reconstructed a new plasmid pGSM.Hav-

ing been identified the sequence , the cDNA was then subcloned into the expression vector pET-11c , and a recombinant expression plasmid pESM was

obtained.Results　The product was proved to be the cDNA of SCF with loss of exon 6 and confirmed by sequencing.The actual molecular weight

of the expression product was coincided with the expected value.Conclusion　The cDNA of membrane-bound SCF is cloned successfully.
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　　干细胞因子(Stem cell factor , SCF)又名肥大细胞

生长因子(Mast cell growth factor , MGF)、Steel 因子

(Steel factor , SLF)或 Kit配体(Kit ligand , KL),是 1990

年才发现的一种新型多功能细胞因子
[ 1 , 2]

, 由小鼠

Steel基因所编码 ,是小鼠白斑(White , W)位点原癌基

因c-kit所编码酪氨酸激酶受体 c-Kit的配体 ,能作用于

早期造血干/祖细胞 ,在肥大细胞 、生殖细胞和色素细

胞的发育中起着重要的作用 。SCF可单独或协同多种

细胞因子 ,如 IL-1 , IL-3 ,GM-CSF ,G-CSF , IL-6 等调控各

谱系造血细胞的生长和发育 ,在辐射防护 、放化疗病人

造血机能恢复和基因治疗等方面具有广泛的应用前

景[ 3] 。为进一步对SCF 的重组表达进行研究 ,我们以

中国妇女妊娠早期的蜕膜及绒毛膜作为组织来源 ,完

成了膜结合型 SCF cDNA 的克隆及序列分析 ,并进行

了初步表达的研究。

1　材料与方法

1.1　菌株与载体
　　克隆载体 pGEM-4z 质粒和 JM109 大肠杆菌由本室保存;
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BL21(DE3)菌株 、表达载体 pET-11c质粒由周度金教授惠赠。

1.2　组织标本
　　中国妇女早期妊娠蜕膜及绒毛膜组织由西南医院门诊手

术室提供。

1.3　酶及主要生化试剂
　　RNA抽提一步法试剂 RNAzol由钟维国教授惠赠;M-MLV

反转录酶 , RNAsin , T7测序试剂盒购自 Promega公司;TagDNA 聚

合酶 , 4种 dNTP , T4 连接酶购自上海生工公司;PCR引物由上海

生工公司合成;EcoRⅠ , SacⅠ , Pst Ⅰ , NdeⅠ , BamHⅠ , DNaseⅠ ,

RNase购自宝灵曼公司;α-32P-dATP 购自北京亚辉生物制品公

司。

1.4　组织总 RNA的提取及纯化

　　采用 RNAzol一步法抽提组织总 RNA , 方法参照说明书进

行。用不含 RNase 的 DNase I 去除其中可能污染的 DNA 。

1.5　PCR引物设计
　　参考文献[ 2 , 4] 进行设计。在引物的两端引入 Sac Ⅰ/ Nde

Ⅰ和 BamHⅠ酶切位点。 SacⅠ 和 BamHⅠ 酶切位点可以方便

目的片段插入 pGEM-4z 质粒的多克隆位点中 , Nde Ⅰ位点的引

入则为进一步将 cDNA克隆入 pET 系列表达质粒提供了方便。

　　P1:5'-GAGCTC ATATG AAG AAG ACA CAA ACT-3'

　　(正向引物)Sac Ⅰ NdeⅠ

　　P2:5'-GGATCC CAC TTC TTG AAA CTC TCT-3'

　　(反向引物)BamHⅠ

　　两个引物之间的序列则是 SCF从信号肽后至终止密码之
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间的序列。

1.6　RT-PCR反应

1.6.1　RT反应　　以去除 DNA 的总 RNA为反转录反应的模

板 ,寡聚 dT 为引物 , 在 M-MLV 反转录酶的作用下 37 ℃反应 1

h ,反转录总 RNA中的 mRNA序列得到总 cDNA。

1.6.2　PCR反应　　以总 cDNA为模板 , P1、P2 为引物依以下

条件进行 PCR反应(缓冲液中 Mg2+浓度为 1.5 mmol/ L):94 ℃

变性 1 min;55 ℃退火 1 min;72 ℃延伸 1 min;循环 35次。

1.7　重组质粒 pGSM的构建及筛选
　　Sac Ⅰ/ BamHⅠ 双酶切分别处理 pGEM-4z 质粒和扩增片

段 ,用 T4 DNA 连接酶连接载体及目的片段。连接产物转入

JM109 感受态细胞中 , 于含氨苄青霉素的 LB 平板上 37 ℃培养

过夜。

　　随机挑选平板上的抗氨苄阳性克隆 , 提取质粒 DNA , 挑选

分子量大于空载体 pGEM-4z 的质粒 , 进一步以其为模板 , P1、P2

为引物进行 PCR反应 , 筛选能扩增到目的条带的阳性重组质

粒。根据已知的载体及目的基因上的酶切位点 , 用内切酶进行

重组质粒酶切图谱分析 ,鉴定阳性重组质粒 , 命名为 pGSM。

1.8　重组质粒 pGSM的序列测定
　　大量抽提 pGSM质粒 , 经 PEG 法纯化后 , 用 T7 测序试剂盒

测定序列 ,α-32P-dATP标记测序引物。

1.9　重组表达质粒 pESM 的构建及筛选
　　用 NdeⅠ/ BamHⅠ分别酶切 pGSM 和 pET-11c质粒 , 连接目

的片段和载体片段 , 连接产物转化大肠杆菌 JM109 感受态细

胞。

　　挑选质粒分子量大于 pET-11c 的阳性克隆 , 用 Nde Ⅰ/

BamHⅠ酶切筛选出有插入片段的阳性重组子 , 小量提取质粒 ,

用内切酶谱分析和 SCF特异性引物 P1、P2进行 PCR扩增 ,鉴定

重组质粒 ,命名为 pESM。

1.10　pESM在大肠杆菌中的初步表达

　　pESM 转化入 BL21(DE3)大肠杆菌表达菌株的感受态细胞

中 , LB 液体培养基培养 , 用 2 mmol/ L的 IPTG 诱导目的基因的

表达。培养物用 SDS 上样缓冲液变性后进行 SDS-PAGE , 考马

斯亮蓝染色。

2　结果

2.1　RT-PCR结果
　　为防止 RNA 的降解没有对血管丰富的组织标本进行灌注

清洗 ,因此 , 血细胞中有较高含量的可溶型 SCF mRNA 也会被

扩增 ,所以 RT-PCR结果可见分子量标准 700 bp左右有两条带 ,

亮度较强的条带为 SCF248扩增后形成的 , 较弱的条带即 677 bp

(含两端设计的克隆位点)的膜结合型 SCF220目的条带 , 见图 1 ,

小心回收目的条带。

2.2　重组质粒的序列测定结果
　　测序反应产物用变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 , 放射自显影后

与文献发表的序列对照 ,发现 149 ～ 177位氨基酸残基构成的外

显子6 由一个甘氨酸残基(密码子为 GGG)所取代 , 证实获得的

是外显子 6缺失的膜结合型 SCF的 cDNA。同时发现有两处碱

基改变以前未见报道:编码第 166 位丙氨酸的密码子第三位碱

基不是A 而是G ,见图 2 , 编码第 203 位谷氨酸的密码子第三位

碱基不是G 而是 A。

图 1　RT-PCR产物(1.2%琼脂糖凝胶电泳)

Fig 1　Product of RT-PCR(1.2% agarose)

图 2　外显子 6的缺失和166Ala密码子的改变

Fig 2　Lacking of exon 6 and variation of the codon of 166Ala

2.3　pGSM 重组质粒的内酶切谱分析结果
　　已知目的基因第 96、340 bp 处有 PstⅠ , EcoR Ⅰ酶切位点 ,

无 HindⅢ位点 , 载体 pGEM-4z 的多克隆位点也已经知道。重组

质粒用 HindⅢ能切成线性分子 , EcoR Ⅰ能切出 350 bp 的片段;

用 Sac Ⅰ/ BamHⅠ能切出同目的条带同样大小的 660 bp 的片

段;用 PstⅠ能切出 668 bp的条带;用 NdeⅠ能切出 256 bp的片

段 ,也证明了 Nde Ⅰ位点已正确引入 ,见图 3。

图 3　pGSM的酶切鉴定

Fig 3　Identification of pGSM by digestion of

restriction endonuclease

1:pGSM/ Hind Ⅲ;2:pGSM/Nde Ⅰ ;3:pGSM/ EcoR

Ⅰ ;4:pGSM/ SacⅠ +BamHⅠ ;5:pGSM/ Pst Ⅰ ;6:

Marker:λ/ EcoRⅠ +Hind Ⅲ

2.4　pESM在大肠杆菌中的初步表达

　　pESM 用 IPTG诱导表达 3 h产物与未诱导产物和对照 pET-

11c空质粒诱导和未诱导的产物各取同等的量进行 SDS-PAGE。

结果用考马斯亮蓝染色后 ,可见 m-SCF 表达菌株有一明显较高

表达的蛋白产物。通过和分子量标准比较 , 计算出该条带的分

子量约 26×103 , 与预期 220个氨基酸组成的膜结合型SCF 分子

量一致 ,见图 4。
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图 4　SDS-PAGE鉴定诱导表达产物分子量

Fig 4　Determination of molecular weight of induced products

by SDS-PAGE

1:Marker;2:pESM induced;3:pESM not induced;4:pET-11c

induced;5:pET-11c not induced

3　讨论

　　SCF定位于鼠染色体 10上的 steel位点 ,人染色体

12q22-12q24上。人 SCF mRNA 全长 5.4 kb ,包括一
个短的 197nt 的 5' 非翻译区(Untranslated region ,
UTR), 一个 819nt 的开放读框和一个 4432nt 的 3' -

UTR[ 5] 。SCF 819nt 的开放读框共编码 273个氨基酸 ,
由25个氨基酸组成的信导肽 ,189个氨基酸胞外区 , 23

个疏水氨基酸组成的跨膜区和 36个氨基酸的胞内区

所组成 ,共 8个外显子 ,其中外显子 6编码胞外区近膜

端的蛋白水解位点[ 2 ,3] 。

　　由于 SCF在 mRNA 水平的不同剪切 ,现已发现至
少两种类型的 SCF:SCF248和 SCF220 。完整的 SCF 为

SCF248 ,是由胞外区(189个氨基酸组成)、跨膜区(23个

疏水氨基酸组成)和胞内区(36个氨基酸组成)所构成
的跨膜蛋白 ,在近膜处由外显子6编码蛋白水解位点。

完整蛋白形成后可很快水解 ,形成可溶型 SCF;SCF
220

外显子 6缺失 ,这一段氨基酸序列由一个甘氨酸残基
所取代 ,不能形成蛋白剪切位点 ,不能水解出可溶形

式 ,而形成膜结合型 SCF
[ 3 ,5]

。
　　两种 SCF 在不同组织中含量有差异 。妊娠早期
的蜕膜及绒毛膜组织中 ,膜结合型 SCF220含量明显高

于妊娠后期
[ 6]
,因此 ,我们选取易于取得的蜕膜及绒毛

膜组织作为组织来源 。
　　进一步的研究发现 ,两种 SCF 活性存在差异 ,膜

结合型 SCF 在体外及体内对其 c-kit受体酪氨酸激酶
活性的刺激作用更强 ,更持久 ,与可溶型 SCF 相比 ,体

内及体外实验中均显示对造血祖细胞系显著增强的分

化能力 ,对肥大细胞的刺激作用却更小[ 7 ,8] ,因此 ,是
更有应用前景的一种形式 。

　　在我们的研究中发现所得到的膜结合型 SCF 的

序列与国外文献报道中的序列有两处碱基的差异 ,导
致出现两处原因尚不清楚的同义密码 ,分别是 166位

丙氨酸密码子GCA※GCG ,203位谷氨酸密码子GCG※
GCA 。密码子的简并性在进化学上具有重要意义 ,进
化过程中 ,蛋白质是相对较稳定的 ,不同种属和组织对
氨基酸密码子存在偏性选择 ,国外文献报道的人 SCF

序列均来自对西方人细胞株 cDNA的测定 ,而我们应
用的是中国人的正常组织 cDNA ,人种或组织的差异可
能导致密码子选择的不同 。由于Taq DNA聚合酶缺乏

校正功能 ,也不能排除错配的可能。我们在实验中已
考虑到Taq DNA聚合酶错配的频率随 dNTP 和Mg2+浓

度升高而升高这一因素 ,尽可能使用较小的工作浓度。
本实验中发现的碱基改变的原因尚待确定 ,但并未影
响所编码的氨基酸 ,对进一步研究重组膜结合型 SCF

的表达并无影响 。
　　天然表达的 SCF 为酸性糖蛋白 ,其糖基化位点在
文献中已有详细描述 ,但糖基并非其生物学活性所必
需[ 2] ,因此 ,用简单的原核系统表达的基因工程重组蛋
白具有和天然形式相同的活性 。本实验应用了 BL21

(DE3)/pET-11c系统对重组的膜结合型 SCF cDNA 基

因进行了初步的表达 ,得到了分子量与目的蛋白基本
一致的表达蛋白 。这进一步证实所得到的是完整的膜
结合型 SCF 的 cDNA序列 。优化表达条件 ,提高表达
效率 ,进一步对表达蛋白进行分离纯化并进行活性分
析有待以后工作的进行。
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