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789:;（7)?2.@’+A@B+C&CA&DEDE,B-<E,F’EF+,B）是最近克

隆的肿瘤坏死因子（7)?）家族的新成员，由于它的蛋白质结

构和生物学效应类似于?9G／9HI2!;，因此，也被称为9HI2
#;。在低浓度下，789:;能迅速地诱导多种肿瘤细胞系的

凋亡，而对正常组织细胞无凋亡诱导作用，是一种有希望用

于肿瘤治疗的生物调节剂［!!5］。789:;对肿瘤细胞的凋亡

诱导作用不依赖于?+D／9C&2!和7)?受体，而是通过其它途

径诱导凋亡的。最近，789:;的3个受体相继被克隆，它们

分别被称为=84（=@+AJ.@<@CA&.24），=83，78:=（789:;8@2
<@CA&.KEAJ&-A+,E,A.+<@’’-’+.B&L+E,）或=<8!（=@<&/.@<@CA&.
!）、78M)==（789:;8@<@CA&.KEAJ+A.-,<+A@BB@+AJB&2
L+E,）或=<8#以及IHN（IDA@&C.&A@.E,）［4!1］。

我们利用反转录聚合酶链反应从人急性早幼粒白血病

细胞系O;2"$细胞总8)9中扩增出人789:;基因编码区

<=)9序列，并构建了其重组表达质粒，证实了所克隆的全长

人789:;基因编码区<=)9能表达出使人单核细胞性白血

病细胞系M056细胞发生凋亡的活性蛋白。

- 材料与方法

-.- 菌种、细胞株及质粒

本实验所用340(,#*P!$0、QIG26细胞株为本实验室保

存，CNRP27购自H.&L@F+公司，C<=)95由Q+’ES&.,E+:,DAE2
A-A@&S7@<J,&’&F/=.PT;E-惠赠。

-./ 酶类及主要试剂

=)9限制酶5#$B"、.+6O#购自华美生物工程公司；

74=)9连接酶、7+U=)9聚合酶、总8)9抽提试剂盒、872
HQ8和HQ8产物回收及质粒纯化、76测序试剂盒等购自

H.&L@F+公司；;EC&S@<AE,、=PRP培养基、8HP:!"4$培养基

购自N:VQI公司；$25#HB97H购自北京福瑞生物工程公司。

-.0 人急性早幼粒白血病细胞系1%,23细胞的培养与总

"(#的提取

人急性早幼粒白血病细胞系O;2"$在含!$W小牛血清

的8HP:!"4$ 培 养 基，56X，3WQI# 条 件 下 培 养。 按

H.&L@F+公司8)9F@,AD7P总8)9提取系统操作指南从培养

细胞中分离总8)9，溶于无菌水。

-.4 反转录聚合酶链反应（"!,5)"）

根据 YE’@/G8等［!］发表的人789:;<=)9序列设计引

物，上 游 引 物 为3Z2Q99NQ7797NNQ797N97NN9NN7QQ2
5Z，含 5#$B"酶 切 位 点，下 游 引 物 为3Z2QNN97QQ779NQ2
Q99Q799999NNQQQ25Z，含.+6O#酶切位点（引物由上海

生工生物工程公司合成）。872HQ8采用H.&L@F+公司N@,@2
9LC88)9HQ8[EA，L8)9反转录模板为!%F，在HR41$扩增

仪上扩增，扩增参数为：反转录（87）—4#X!J，03X3LE,(；

HQ8—04X43D，33X!LE,，6#X!!3LE,，循环53次，6#X延

伸6LE,。

-.6 重组质粒789:,;!"#$%的构建和鉴定

将HQ8产物直接克隆进CNRP27载体中，以常规氯化

钙法转化*P!$0，用HQ8方法和酶切分析的方法鉴定重组

子。

-.2 序列测定

利用 YE\+.BH’-DPE,EC.@CD=)9H-.ESE<+AE&,G/DA@L提

取质粒，分别以通用顺序引物76和GH"，76=)9聚合酶序

列分析试剂盒直接进行重组质粒的双链=)9测序。

-.< 重组表达质粒7&’(#0,;!"#$%的构建和鉴定

用5#$B"和.+6O#双 酶 切CNRP2J789:;质 粒

=)9，回收目的片段，将其定向克隆至经5#$B"和.+6O#
双酶切的C<=)95真核表达载体上，以常规氯化钙法转化

*P!$0感受态细胞，用HQ8方法初步和酶切分析方法鉴定

重组子。

-.= 7&’(#0,;!"#$%质粒在)*+,<细胞中的表达

细胞转染用;EC&S@<AE,法，将3%F质粒=)9和!$%;脂

质体分别溶于不含血清的=PRP中，混匀，室温放置!3LE,，

转染QIG26细胞，5"J后收集上清。

-.> 表达产物诱导?>0<细胞发生凋亡的测试

将转染上清以#3W和3$W的比例加入8HP:!"4$培养

的M056细胞中，每!#J台盼蓝染色，光镜下计数活细胞数，






