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摘 要 通过克隆人4560配体（.745）基因，建立其原核高效表达系统，为大规模获得.745产品，促进干细胞体
外扩增移植等新技术在临床的应用创造条件。分离人外周血单个核细胞，提取总8)9，采用86/巢式:;8扩增可
溶型45基因，以双脱氧终止法进行<)9序列分析；将目的基因与=:.&>?@6载体连接，重组体引入大肠杆菌并在

A:6B诱导下表达；亲和层析纯化表达产物，观察其刺激;<0CD细胞增殖的情况。从人外周血单核细胞中克隆得到
长C2!-=的.745基因，测序结果与已知人45基因序列一致；.745的表达量约占菌体蛋白总量的!3E，经亲和纯
化纯度达1$E以上；.745DB/;F4D>:G刺激;<0CD细胞增殖约C$$倍。获得了.745基因及其在大肠杆菌中的
高效表达，初步建立了产物纯化途径，纯化后的.745具有较强的刺激造血干／祖细胞增殖的能力。
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45是新近发现的早期造血生长因子，它与A5/
0、A5/"、B/;F4、BJ/;F4和F;4等细胞因子协同作
用，具有刺激造血干／祖细胞增殖的活性［!，#］；在体

内，45单独使用即可大幅度扩增和动员造血干细
胞［0］。另外，45刺激机体产生大量树突状细胞，从
而诱导体内特异的抗肿瘤免疫，可抑制肿瘤生

长［C］。由此可见，45在干细胞体外扩增移植、外周
血干细胞动员和临床抗肿瘤免疫治疗等方面具有诱

人的应用前景，获取45产品以便进行深入研究因
而显得极为重要。

本实验以人外周血单个核细胞为来源，克隆得

到可溶型45基因，并实现其原核高效表达，产物经
亲和层析纯化，通过;<0CD细胞的体外扩增证实具
有良好生物活性，为45的大规模制备及其应用奠
定了基础。

$ 材料和方法

$%$ 材料
人外周血（解放军第0$I医院血站），6KL<)9

聚合酶、30(8A、45$!内切酶、6C<)9连接酶、

=B>J/6质粒（:.&,+MK），A:6B（FNM,K），FO:>8/
F;8A:6 " 逆转录酶、8)KP+@、&’NM&（Q6）!#/!2、

=:.&>?@6质粒（=@6）及亲和层析填料（BAR;G

R85），<)9测序试剂盒（OFR），.7B/;F4（9,M+S），

.7>:G（R&+7.NSM+.,KSS7+N,），.745标准品（A,/
,TS+U），其余试剂为国产分析纯。

$%& 方法

$%&%$ 反转录V<)9第一链：取健康人外周血，分
离单个核细胞［3］，提取总8)9。总8)93#M加&’N/
M&（Q6）!#/!2$W3#M，以 <>:;处理水补足体积至

#3#5，于I$X水浴放置!$,NS，然后迅速转移至

3$X；向上述样品中加入#3#5C#X预热的反应混
和物（<>:;处理水IW3#5，!$Y:;8缓冲液3#5，

#3,,&’／5 JM;’#3#5，!$ ,,&’／5CYQ)6:P
#W3#5，$W!,&’／5 <66 3#5）和 #$$TFO:>8/
F;8A:6"逆转录酶，3$X水浴孵育3$,NS；I$X
!3,NS终止反应后，将样品置于冰上冷却，然后加入

#T8)KP+@并移至0IX水浴孵育#$,NS。

$%&%& 巢式:;8扩增45V<)9：外引物!：3’/
96B9;9B6B;6BB;B;;9B;;6BB/0’，外
引物#：3’/6;9B6B;6;;9;99B;9B;9B
B6;/0’，内引物!：3’/;BB9966;9;;;9BB9;
6B;6;;66;;/0’，内引物#：3’/BBBB69;;
;696B6;BBBB;6B6BB;;6;;/0’。引物
均为本研究室设计合成。取!#5V<)9为模板，加
入!$Y:;8缓冲液3#5，#3,,&’／5JM;’#0#5，!$



!!"#／$%&’()*+,!$，,-!!"#／$外引物,、.各

,!$，以水补足体积至/-!$，上覆石蜡油。0%1预
变性2!34后，加入 )567(8聚合酶.9/:，0%1
;-+，//1,.-+，<.1,=-+，扩增2-个循环。取第一
轮*>?扩增产物,!$为模板，加入内引物进行第二
轮*>?扩增（其它成分同上）。0%1预变性2!34，

0%1;-+，;-10-+，<.1,.-+，扩增2-个循环。

!"#"$ 重组质粒@ABCD)DE$的构建：取纯化的

E$基因片段/-4F，@ABCD)载体/-4F，)%7(8连
接酶,:，)%7(8连接酶,-&缓冲液,!$，无菌水补
足体积至,-!$，,%1连接,=G，以/!$连接产物转
化.--!$大肠杆菌HC,-0感受态细胞，挑取转化皿
上生长的单菌落，扩大培养后提取质粒，用!"#?I、

$%&"限制酶进行酶切鉴定。

!"#"% 7(8序列分析：取重组质粒2#/!F为模
板，以［$D2.*］’8)*标记反应，)<、J*;*K"!"L"K引
物为测序引物从正反两方向测序，具体操作参照

JM6:M45+M)C.9-NMK+3"47(8测序试剂盒说明书。

!"#"& @O)质粒连接E$P7(8重组体的构建：将

@ABCD)DE$质粒用!"#?I、$%&"双酶切，琼脂糖
凝胶电泳分离并纯化长%=,Q@的E$P7(8，将其插
入至@O)质粒的!"#?ID$%&"克隆位点，构成

@O)DE$重组体。

!"#"’ KGE$在!’"#()中的表达及产物亲和纯
化［;，<］：取活化过夜的 @O)DE$ 重组体转化菌

!’"#()7O/$，,R/--接种$S培养液，2<1培养2G
后，加入I*)A诱导表达。将全菌裂解物离心收集
菌体，加入裂解液（/-!!"#／$)K3+DO>#，@O=9-，,-
!!"#／$.D巯基乙醇，,!!"#／$*CJE）和溶菌酶，
冰浴2-!34，超声破碎菌体，,.---K／!34离心收集包
涵体。以高浓度尿素法溶解包涵体，继之以稀释法

复性。取复性的蛋白稀溶液上柱（,&%9/P!），控制
流速为-9/!$／!34；洗去杂蛋白后，以 >液（.-
!!"#／$ )K3+DO>#，@O=9-，,--!!"#／$ T>#，

,-!!"#／$.D巯基乙醇，,-U甘油，,--!!"#／$咪
唑）洗脱，-9/!$分步收集流出液，J7JD*8AB鉴定
各管所含蛋白成分，将含有预期分子量蛋白的各管

流出液合并。

!"#"( KGE$刺激>72%V细胞增殖实验：采用免疫
磁珠法分离人脐血中的>72%V细胞，E8>J分析其
纯度；在含IC7C培养液、,.9/U马血清、,.9/U胎
牛血清、/&,-W<!"#／$氢化可的松的悬浮培养体系
中，加入,&,-%／!$>72%V细胞和所需细胞因子，
于/U>X.、2<1条件下培养,-’后计数，细胞因子

每%=G添加,次，共%次；按细胞因子的不同组合，
设置%个实验组：%E$L&AD>JEVB*X’E$PV
AD>JEVB*X(E$LVAD>JEVB*X；其中，E$P为
标准品，E$L为实验品，两者添加量均为%-4F／!$；

AD>JE和B*X的添加量分别为.-4F／!$、.:／!$。

# 结 果

#"! 反转录)巢式*+,
巢式*>?扩增后琼脂糖电泳的结果显示产物

为%=,Q@的一条带，大小与预计相符。

#"# 重组质粒-./0)1)23的构建及鉴定
图,显示@ABCD)DE$质粒的构建过程。重组

体用!"#?"酶切产生2/--Q@左右的片段；用!"#?"、

$%&"双酶切得到%=,Q@的目的基因片段（图.），
证明获得了@ABCD)DE$重组体。

图, @ABCD)DE$重组质粒构建图

E3FY, JLK5LMFZ["KLGMP"4+LK:PL3"4"[KMP"!Q3454L
@#5+!3’@ABCD)DE$

#"$ 456序列分析
以)<、J*;*K"!"L"K引物从@ABCD)DE$模板

的正反两方向进行测序，结果表明克隆的基因序列

与文献报道的人E$P7(8序列一致（见图2）。

#"% -71)23重组体的构建与鉴定

@O)DE$重组质粒经!"#?"、$%&"双酶切，
可释放出%=,Q@大小的E$P7(8片段。

#"& 8923在!"#$%&中的表达及表达形式的确定
重组质粒@O)DE$转化的 !’"#()7O/$经

I*)A诱导后，其J7JD*8AB图谱显示在分子量

./\7处有一新增蛋白带，./\7的分子量大小与基
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因表达产物分子量推算值相符，证明转化菌表达了

!"胞外段蛋白。光密度扫描分析结果表明，!"表
达量占菌体总蛋白的#$%以上。&’()诱导表达的

*+(,!"转化菌经超声破碎，分离上清与沉淀，分别
进行-.-,’/)0分析。结果如图1所示，上清中不
存在目标蛋白，而沉淀，即包涵体的裂解物在2$3.
的位置有一清晰蛋白带，说明!"蛋白主要以不溶
形式存在于包涵体中。

图2 重组质粒*)04,(,!"酶切鉴定结果

!5672 /689:;<6<=<=<>?9:*@:9<;5;:A?@<
9<;?95>?5:B*8??<9B:A*)04,(,!"

#C!.D/／!"#E" 4893<9;；2C*)04,(,!"／$%&F#
G7*)04,(,!"／$%&F#、’(##；17*)04,HIA（J）／!)*"K893<9;

图G 人外周血可溶型!"的核苷酸及相应氨基酸序列

!567G -<LM<B><:ABM>=<:?5E<8BE>:99<;*:BE5B6
8K5B:8>5E:A9@!"

图1 9@!"在.+$$中表达形式的确定

!5671 -.-,’/)08B8=N;5;:A?@<=:>8?5:B
:A9@!"<O*9<;;<E5B.+$$

#C4P;?8BE89E;；27&B>=M;5:BQ:EN；

G7-M*<9B8?8B?；17.+$$（*+(,!"）5BEM><EQN&’()

$7.+$$（*+(,!"）R5?@:M?5BEM><K<B?:A&’()

!"# 包涵体的处理及亲和纯化
图$显示包涵体经变性、复性等步骤处理，再通

图$ 全菌裂解物与!"纯化产物的对照

!567$ -.-,’/)08B8=N;5;:A*M95A5<E9@!"8BE?:?8=
*9:?<5B;:A.+$$（*+(,!"）

#C4P;?8BE89E;；27G7-?985B.+$$（*+(,!"）；

1，$7’M95A5<E9@!"*9:?<5B
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过!"离子柱层析纯化，所得纯化产物的#$%&’()(
结果。光密度扫描分析表明目标蛋白的纯度可达

*+,以上。

!"# $%&’的功能鉴定

-)./0细胞在不同细胞因子刺激下培养1+2，

345组细胞总数比培养前增加了约1/倍，略低于

%’-(30&#6组，可见7834单独使用对-)./0细
胞的增殖有一定刺激作用，但不显著；3450%’-(3
0&#6组细胞总数较培养前增加将近/++倍，而%’
-(30&#6组细胞仅增加了约99倍，前者对造血细
胞增殖的影响远大于不加7834的%’-(30&#6
组，二者之间存在显著性差异（!!+:++1），说明

7834在与%’-(3、&#6结合使用时，具有很强的促
进原始造血祖细胞增殖的能力；但3450%’-(30
&#6和34;0%’-(30&#6两组结果的比较表明，
纯化产物7834刺激-)./0细胞增殖的活性略低于
标准品。（见图<）

图< 液体培养1+2后的细胞扩增倍数

3"=>< &?@ABC"DBEDF2DE5D5AF;GFFC=7DHB"B
CIC@GBC"DB;IF5I7GCED75GB2AJC

345：@I7"E"G27834；34;：C5AB2A7234；/+B=／K4；

%：%’-(3，9+B=／K4；&：&#6，9I／K4

( 讨 论
根据文献报道，国外克隆34基因多采用骨髓、

胎盘等造血组织［L］，事实上人外周血单核细胞中34
KM!$的含量相对较高［*］，而且来源广泛、操作方
便，因而我们尝试从外周血单核细胞中分离34基
因。正常生理条件下，34蛋白有膜结合型和可溶型
两种形式，前者是由!端信号肽、胞外区、跨膜区和
胞质区组成的!型跨膜蛋白，表达在细胞表面，可能
通过作用于临近细胞上的特异性受体发挥作用；后

者实际上是膜结合型蛋白的胞外区，它以可溶形式

存在，保留了与特异受体识别和结合的能力，可以作

用于远程细胞或组织上的受体。蛋白酶对膜结合蛋

白的切割或KM!$的不同拼接是可溶型34生成
的机制［1+］。设计引物扩增34胞外区;)!$，使其
表达后产生可溶型34，为功能研究提供了条件。

34KM!$在正常细胞和组织中的含量很低，
为提高#-M反应的效率及特异性，设计了内外两对
引物，采用巢式#-M的方法扩增目的基因。外引物
扩增34跨膜蛋白的整个编码序列，长N1.O@；内引
物扩增编码第9N"1L+个氨基酸的34胞外区，删
除了引导肽序列以便在原核中进行表达，由于内引

物PQ端引入了"#$M!、%&’!限制性酶切位点，内
引物9引入了终止密码子，因而内引物扩增片段总
长度为/L1O@。
真核基因在原核宿主中表达不但行之有效，而

且具有蛋白表达量高、细菌宿主易于培养、成本低廉

的优势，虽然有些细菌表达的真核蛋白或因折叠的

方式不正确，或因折叠的效率低下，结果比活性较

低，但是人们在基因工程的多年实践中，也取得了不

少成功的例子。如8%’-(3在大肠杆菌中的高效表
达。具体到34，国外已有人进行了这方面的尝
试［11］，希望其原核表达产物可用于进一步的功能研

究。

@RS表达质粒在多克隆位点上游、起始密码子
下游连接了一段<个组氨酸残基的编码序列，以融
合基因的方式使目的蛋白在!末端带上<TR"C寡
聚多肽。组氨酸的咪唑基团与亲和层析填料!"’
!S$（!"57"FD’57"’A;G5";A;"2）树脂中的!"离子特异
性结合，使目的蛋白被分离出来。全部操作只经过

一步层析即可完成，大大简化了蛋白的纯化过程。

由于34主要以包涵体形式表达，在此之前需经过
变性、复性等步骤使其转变为适于进行U-$-纯化
的可溶性蛋白。

由图/可见，除9PV)的目的蛋白之外，诱导后
的细菌在约1LV)的位置也有一条新增蛋白带。国
外曾有报道，与34密切相关的细胞因子(-3（干细
胞因子）存在可溶型的不同分子量的表达形式，因此

推断34也存在这种情况，即1LV)的蛋白带是34
的另一种表达形式，也可能是蛋白酶作用的产物。

通过-)./0细胞液体培养增殖实验发现，7834
单独作用对-)./0细胞的增殖有一定刺激活性；

7834与%’-(3和&#6协同作用，具有很强的促进
造血干／祖细胞增殖的能力，说明原核表达产物缺少

糖基化并不影响7834具有良好的生物活性。虽然
与标准品相比，7834的活性稍低，但是在产品纯度
进一步提高后，这一差异应可被克服。
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