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用于靶向于 !"#$的免疫抑制类小分子化合物筛选的细胞模型的建立
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摘 要 建立 SPN!启动子以及 *D7=N7I"增强子调控报告基因包括 6!OYDI或 P:34E,1B?,在 9:1AB.细胞中瞬时表达的细胞模
型。首先，利用三步连接将 SPN! -1’/’.,1 Z !## [ \ !L#处的序列插入到 -*DN!HN6!OYDI表达载体启动子上游，形成 8个拷贝的
前后串联的增强子序列；然后从人外周血钓取两条 SPN! -1’/’.,1序列，包括 Z 8!M [ \ ]M以及 Z L% [ \ ]M两段基因组序列，分
别替代上述重组表达载体中的 =^ /4;4/B( -1’/’.,1，构建所需的 SPN! -1’/’.,1以及 *D7=N7I" ,;>B;3,1调控的报告基因表达质
粒：8 _ *D7=N7I"NSPN!I‘6!OYDI和 8 _ *D7=N7I"N=7=7‘6!OYDI；最后，分别将 8 _ *D7=N7I"NSPN!I以及 8 _ *D7=N7I"N=7=7融合
基因克隆到 -YP8N0B?43载体中，构建相应的 P:34E,1B?,报告基因表达质粒。利用电转染方法将重组的报告基因表达载体瞬时转
入 9:1AB.细胞后发现，未刺激以及 IF7、离子霉素（S’;’/C34;）单刺激均不能激活下游报告基因的表达，只有 IF7和离子霉素联
合刺激才能启动 6!OYDI以及 P:34E,1B?,的转录表达，并且 #"J‘/P D^#$M预先作用 ">能几乎完全阻断刺激剂诱导的无论是SPN!
-1’/’.,1还是 *D7=N7I" ,;>B;3,1调控的报告基因的表达。实验结果提示，所构建的 9:1AB.细胞瞬时表达模型可用于靶向于
*D7=信号通路的 D^#$M类免疫抑制小分子化合物的初步筛选。
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0 细胞初始活化的一个重要标志是细胞因子
&’()的分泌表达。-./0是调控 &’()基因转录激活
的重要核因子［2］。目前研究认为，-./0蛋白家族主
要包括四个成员：-./0*，-./05，-./0M及 -./0NG
-./0>。其中，-./0*（-./02）蛋白组成性地合成于
许多细胞系，尤其是在外周淋巴细胞中高表达，而

-./05（-./0)）仅在细胞尤其是辅助性 0淋巴细胞
中诱导合成［)］。一般认为，0淋巴细胞经抗原特异
性的信号（/8(0LO(LPM 复合物）或非抗原特异性的
信号（共刺激分子例如 LP) 以及 LP)Q 等）刺激后，
导致细胞内 L4) R的募集以及蛋白激酶 L（1CL）的活
化［M(N］。前者通过激活 L4) R G钙调蛋白依赖的磷酸酶

!L4?5"3!9%"3（L4-，钙调磷酸酶），直接或间接地介导
了静止的 -./0蛋白的去磷酸化及入核；而后者则
激活了核内 J93、.+:蛋白（/1(2，45#"74#!6 *%+#!"3(2）的
表达。入核的 -./0蛋白与核内新合成的 /1(2 蛋
白形成复合物，从而稳定地与相应的 &’() *%+,+#!%
上游 的 特 异 性 的 P-/ 序 列（ /OOS()，43#"8!3
%!:*+3:"7! %!89?4#+%@ !?!,!3#()）识别结合，最终启动
&’()基因的转录表达［D］。目前临床上广泛使用的免
疫抑制剂 L:/和 .CDEF 就是通过阻断 L4) R 依赖的
信号途径即阻断 -./0入核而抑制 0淋巴细胞增殖
及活化的［F(T］。

在静止的 0 淋巴细胞中，-./0 蛋白以磷酸化
的非激活形态表达于胞浆；0细胞一经刺激活化后，
激活的 L4-介导 -./0蛋白的去磷酸化，继而暴露
出其核定位信号（-’U，395?!4% ?+54?"V4#"+3 :"834?），引
导激活形态的 -./0蛋白入核并启动 &’()的转录表
达。L:/和 .CDEF免疫抑制作用的发挥正是通过与
其各自相应的免疫亲和素以及 L4- 结合形成三元
复合物后阻断了 L4-依赖的 -./0蛋白的核转位，
最终抑制 &’()的生成，从而阻抑了 0淋巴细胞的活
化［Q(22］。

然而临床应用显示，.CDEF 和 L:/对人体均具
有较大毒性，能引起诸如肾功能进行性丧失、神经毒

性、增加恶变等副作用。因此，鉴于 L:/ 和 .CDEF
均是作为 -./0入核抑制剂发挥免疫抑制作用的，
一些研究者试图以 -./0为靶点，设计合成一系列

肽分子或非肽类小分子化合物，期望从中找到具有

更高选择性和较小毒副作用的新型免疫抑制剂，能

在将来替代 L:/ 和 .CDEF，引起器官移植的又一次
革命［2)］。

本研究的目的就是通过构建一个 &’() *%+,+#!%
或 -./0(/12 !3$435!%调控的报告基因表达体系，为
.CDEF或 L:/样免疫抑制类小分子化合物的初步筛
选提供一个可应用的实验平台。其中，所使用的报

告基 因 选 用 新 近 研 制 的 不 稳 定 型 SW.1
（6)SW.1）［2M］，其特点是半衰期短（)$），蓄积性低，
较之 SW.1 能灵敏动态地反映顺反因子作用效果的
改变。

) 材料和方法

)*) 材料
J9%K4#细胞由本室保存；*-.("X(6)SW.1表达质

粒购自 L?+3#!5$ 公司，由秦卫松博士提供；*W’M(
A4:"5 以及 *O’(0C 质粒由钱露博士提供；P94?(
’95"B!%4:! O!*+%#!% /::4@ U@:#!,购自 1%+,!84公司，由
钱露博士提供。鼠源性全长 -./02 表达质粒
*S.X+:(,-./02 赠自哈佛大学的 P%; O4+ /3Y434。
人外周血采自 ME2 医院；人淋巴细胞分离液，比重
2IETT Z EIEE)，购自北京通宝达生物公司。1H/ 以
及 &+3+,@5"3 购自 U"8,4 公司。转染试剂 ’"*+B!5#
/H&-S购自&37"#%+8!3 公司。引物合成以及测序均
由上海博亚公司完成。

)*+ 方法
)*+*) &’()微型启动子（&’() ,"3",4? *%+,+#!%）序列
的钓取：首先从人外周血分离单个核细胞，提取基

因组 P-/；然后以其为模板，1LO扩增一长（ [ M)F
\ R NF，其中含有多个 -./0(/12 A"36"38 6+,4"3，被
认为足以介导激活的 0细胞中 &’()的分泌表达）一
短（ [ Q] \ R NF，仅含 0/0/ A+>）两条 &’() *%+,+#!%
序列。

（2）人外周血单个核细胞的分离：取人外周血，
用无菌生理盐水等体积稀释。先向试管中加入人淋

巴细胞分离液，再沿试管壁轻轻滴加稀释后的人外

周血，二者比例约为 2 ^ )。)EEE%G,"3离心 )E,"3，吸
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取中间的白膜层，即外周血单个核细胞（!"#$）层，
放于无菌生理盐水中洗涤。%&&&’()*+ 离心 ,&)*+，
弃上清，将沉淀打匀，用无菌生理盐水洗涤。,-&&
’()*+离心 ,&)*+，弃上清。
（%）人外周血单个核细胞基因组 ./0的提取：
收集上述分离的 !"#$（- 1 ,&2 3 , 1 ,&4），加 ,)5
6’*789液裂解细胞，混匀，室温放置 -)*+；加 &:%)5氯
仿抽提，混匀振摇 ,-;，室温放置 % 3 <)*+，=>
,% &&&?离心 ,-)*+；用枪尖吸去上层无色相，保留中
间白膜层及下层有机相；加 &:<)5无水乙醇颠倒混
匀，室温放置 % 3 <)*+，=>%&&&?离心 -)*+，吸去有
机相；用 &:,)89(5柠檬酸钠 @ ,&A乙醇清洗沉淀 %
次，每次室温放置 <&)*+，不时振摇混匀，=>%&&&?
离心 -)*+，弃上清；进一步利用 4-A乙醇清洗沉淀，

室温放置 ,- 3 %&)*+，不时振摇混匀，=>%&&&?离心
-)*+。弃上清，室温放置 - 3 ,-)*+ 至 ./0 沉淀风
干；加 B))89(5 /CDE 溶解基因组 ./0，同时利用
&:,)89(5 EF!FG将 HE值调至 B:= 左右。紫外分光
光度计测基因组 !"%2& I &:<&=，计算浓度为 &:42

!?()5。
（<）J5K% )*+*)C9 H’8)8LM’基因序列的钓取：设计
引物 !,、!%、!<、!=（表 ,），分别以人外周血基因组
./0为模板 !$N扩增一长一短 J5K% H’8)8LM’序列。
其中，!,和 !<以及 !,和 !=均扩增 J5K% H’8)8LM’ O
<%2 3 @ =2的序列，!<引物引入 #$%P"酶切位点而
!=引入 &’(N#酶切位点。!% 和 !< 以及 !% 和 !=
均扩增 J5K% H’8)8LM’ O BQ 3 @ =2的序列。!, 和 !%
引物均引入 )*+$酶切位点。

表 ! "#$引物序列
%&’() ! "*+,)* -)./)01)- /-)2 34* 56) "#$ &,7(+3+1&5+40

!’*)M’ GMRSM+TM（-U!<U） /8LM

!,
VV00V06$6606V6V600606V60000$

)*+$
O <%2 3 @ =2

-W

!%
VV00V06$6V$6066$0$06V66$0V6V60V

)*+$
O BQ 3 @ =2

-W

!<
$$$00V$666V6VV$0VV0V66V0VV660$6V6V

#$%P"
<W

!=
$$VV0066$6V6VV$0VV0V66V0VV660$6V6V

&’(N#
<W

!8989 表达载体的构建：（,）J5K% 启动子调控
P%FVX!表达载体的构建：首先设计引物 !-、!2
（表 %）。其中 !- -W端引入 ,-.#酶切位点，<W端引入
/0.#酶切位点。以 H/XK%"KP%FVX!表达载体为模
板 !$N 扩增 /X06K0!,(P%FVX! 融合基因。其中，
/X06K0!,为 J5K% H’8)8LM’ 上游 O %-- 3 O %B- 处的
0NNF%序列。!$N 产物经 ,-.#(/(1#双酶切后，
插入到 H/XK%"KP%FVX! 载体中相应的 /0.#以及
/(1#位点。由于 ,-.J 和 /0.#为同尾酶，这两个
酶切割后形成的粘性末端一经连接，,-.J和 /0.#
酶切位点均同时消失。但是由于 !-的 <W端引入了
一个 /0. #酶切位点，因此可以将 /X06K0!,(
P%FVX!融合基因 ,-.J(/(1#双酶切产物再次连入
重组表达质粒 , 1 /X06K0!,(P%FVX!中（同样，插入
到 /0.#以及 /(1#位点处），构建重组表达质粒 %
1 /X06K0!,(P%FVX!，同理，再将 /X06K0!,(P%FVX!
融合基因 ,-.#(/(1#双酶切产物插入到 % 1 /X06K
0!,(P%FVX!的 /0.#和 /(1#位点处，构建重组表
达质粒 < 1 /X06K0!,(P%FVX!（图 ,）。最后将 J5K%
H’8)8LM’ O <%2 3 @ =2序列插入到重组表达质粒 < 1
/X06K0!,(P%FVX!中相应的 )*+$以及 &’(N#位

点处。重组的表达质粒命名为 < 1 /X06K0!,KJ5K%!(
P%FVX!。

表 9 "#$引物序列
%&’() 9 "*+,)* -)./)01)- /-)2 34* 56) "#$ &,7(+3+1&5+40
!’*)M’ GMRSM+TM（-U!<U）

!-
VV0$60V6VV0VV00000$6V666$060$0V00VV$V6

,-.# /X06 0!K,
V$60V$VVV00666$$VVV00666$$

/0.#

!2
00VV000000V$VV$$V$$60$0$066V06$$60V

/(1#

（%）J5K% 启动子调控 5ST*YM’C;M 表达载体的构
建：将 < 1 /X06K0!,KJ5K%!融合基因经 2+3#(#$%P
"双切从表达质粒 < 1 /X06K0!,KJ5K%!(P%FVX! 中
亚克隆进 HV5<KZC;*T 载体中（2+3#以及 #$%P"位
点）。构建的重组表达质粒命名为 <（/X06K0!,KJ5K
%!(5ST*YM’C;M。
（<）/X06K0!,增强子调控 P%FVX!表达载体的
构建：将 J5K% H’8)8LM’ O BQ 3 @ =2 序列（含 6060
Z8[）的 )*+$(&’(N#双酶切产物插入到重组表达
质粒 < 1 /X06K0!,(P%FVX!相应位点处。构建的重
组表达质粒命名为 < 1 /X06K0!,K6060(P%FVX!。
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（!）"#$%&$’(增强子调控 )*+,-./01.表达载体
的构建：将 2 3 "#$%&$’(&%$%$融合基因经 !"#!4
$%&5" 双切从表达质粒 2 3 "#$%&$’(&%$%$4
5678#’中亚克隆进 98)2&:01,+载体中（!"#!以及
$%&5"位点）。构建的重组表达质粒命名为 2 3
"#$%&$’(&%$%$4)*+,-./01.。
!"#"$ ;*/<0=细胞的电转染：培养 ;*/<0=细胞至对
数生长期，用 (>!?培养基清洗细胞 6次，加新鲜培
养基继续培养 2@。收集细胞（( A 6）3 (?B 用转染缓
冲液（(>!? 培养基含 6?CCDE4) F7’7G）清洗 6 遍。
(???/4C,H离心 IC,H后，重悬细胞于 6I?#)转染缓冲
液中。同时，转染用 J"$ 溶于 I?#) 转染缓冲液。
将细胞以及 J"$ 稀释液混匀后（2??#)）加入 !CC
转染小杯中，6??K 电击 >IC1。转染后细胞重悬于

(?C)新鲜培养基，2BL、IMNO6 孵箱继续培养 !P A
B6@。
（(）Q)&6 启动子或 "#$%&$’( 增强子调控

5678#’表达载体的转染：取 (?#R表达质粒与 ;*/<0=
细胞混匀，6??K电击 >IC1后继续培养 !P@。将细胞
均分于 6!孔板中，每孔 I 3 (?I 细胞。分别加相应
的刺激剂以及药物作用 > A (6@后，荧光显微镜下观
察绿色荧光蛋白的表达。同时，取 I#R报告基因表
达质粒以及 I#R 全长鼠源性 "#$%( 蛋白表达质粒
97#SD1&C"#$%(共转染进 ;*/<0=细胞。后面的实验
步骤同上。

（6）Q)&6 启动子或 "#$%&$’( 增强子调控
)*+,-./01.表达载体的转染：具体实验方法同上。
)*+,-./01.检测方法详见试剂盒说明书。

图 ( 2 3 "#$%&$’(&5678#’表达载体的构建
#,RT( NDH1=/*+=,DH D- .U9/.11,DH V.+=D/ 2 3 "#$%&$’(&5678#’

# 结果与讨论

#"! %&’# 微型启动子（%&’# ()*)(+, -./(/01.）序
列的钓取

以人外周血基因组 J"$为模板，’NW扩增两条
Q)&6微型启动子（Q)&6 C,H,C0E 9/DCD=./）序列。其中
一条为 Q)&6 9/DCD=./上游 X 26> A Y !> 的基因组序
列（图 6）；一条为 Q)&6 9/DCD=./上游 X PZ A Y !>的基
因组序列（图 2）。前者包含有多个核因子识别结合
的位点，包括 "#$%、"#&$S、$’&(等。一些文献报道
认为，Q)&6 9/DCD=./上游 X 26> A Y !>的序列足以在
%细胞活化后启动 Q)&6因子的分泌表达，而后者仅
包含 %$%$ :DU。

图 6 ’NW扩增 Q)&6 9/DCD=./ X 26> A Y !>的基因组序列
#,RT6 $C9E,-,+0=,DH D- Q)&6 9/DCD=./ 1.[*.H+.

:.=\..H X 26> 0H5 Y !> :] ’NW
(：J)6??? J"$ C0/<./；6，2：Q)&6 9/DCD=./ 1.[*.H+. :.=\..H

X 26> 0H5 Y !>T

6>B ’(%&)*) +,#-&." ,/ 0%,1)2(&,",34 生物工程学报 6??I，KDE^6(，"D^I



图 ! "#$扩增 %&’( )*+,+-.* / 01 2 3 45的基因组序列
6789! :,);7<7=>-7+? +< %&’( )*+,+-.* @.AB.?=.

C.-D..? / 01 >?E 3 45 CF "#$
G：H&(III HJ: ,>*K.*；(，!：%&’( )*+,+-.* @.AB.?=. C.-D..? / 01 >?E

3 459

!"! 报告基因表达载体的构建及鉴定
! L J6:M’:"G’%&’("NE(OP6" 以及 ! L J6:M’

:"G’%&’("N&B=7<.*>@. 重组表达质粒分别经 !"#!N
$%&$"、!"#!N’()E#双切后均得到一约 4IIC) 的
片段（! L J6:M’:"G’%&’(" 融合基因，图 4）；重组表
达质粒 ! L J6:M’:"G’M:M:NE(OP6"以及 ! L J6:M’
:"G’M:M:N&B=7<.*>@. 分别经 !"#!N$%&$"、!"#!N
’()E#双切后均得到一约 G4IC)的片段（! L J6:M’
:"G’M:M:融合基因，图 Q）。

图 4 %&’( )*+,+-.*调控的报告基因表达载体的酶切鉴定
67894 $.@-*7=-7+? .?RF,. 7E.?-7<7=>-7+? +< %&’(

)*+,+-.*’E*7S.E *.)+*-.* .T)*.@@7+? S.=-+*
G：H&(III HJ: ,>*K.*；(、!：! L J6:M’:"G’%&’("NE(OP6" =B- D7-U

!"#!N$%&$"；4、Q：! L J6:M’:"G’%&’("N&B=7<.*>@. =B- D7-U !"#!N’()E#9

!"# $%&! ’()*)+,(调控报告基因表达体系的建立
利用电转染方法将重组 ! L J6:M’:"G’%&’("N

E(OP6"表达质粒导入 VB*K>-细胞中，40U后，以 Q L
GIQ 细胞N孔接种细胞于 (4孔板，(4U后，一孔预先加
Q$8N,&6WQI5作用 GU，然后对各孔分别加相应的刺
激剂作用 5 2 G(U，包括未刺激（ /）、"X: 单刺激
（"）、%+?+,F=7?单刺激（%）以及 " 3 %联合刺激。如下
图所示。

荧光显微镜下观察发现：未刺激、"X: 单刺激
以及 %+?+,F=7?单刺激孔均基本看不到 E(OP6"的表
达；" 3 % 联合刺激后可看到 E(OP6" 的瞬时表达，
(4U后绿色荧光基本淬灭；预先加 6WQI5 作用的实
验孔经 " 3 %联合刺激后亦基本看不到绿色荧光蛋
白的表达（图 5 :）。

图 Q J6:M’:"G .?U>?=.*调控的报告基因
表达载体的酶切鉴定

6789Q $.@-*7=-7+? .?RF,. 7E.?-7<7=>-7+? +< J6:M’:"G
.?U>?=.*’E*7S.E *.)+*-.* .T)*.@@7+? S.=-+*

G：H&(III HJ: ,>*K.*；(：! L J6:M’:"G’M:M: NE(OP6" =B- D7-U !"#!N

$%&$"；!：! L J6:M’:"G’M:M: N&B=7<.*>@. =B- D7-U !"#!N’()E#9

同时共转染 )O6Y+@’,J6:MG表达质粒后发现：
过表达的 J6:MG蛋白（较内源性 J6:M蛋白）能增强
%&’( )*+,+-.*调控的 E(OP6"的表达。同样，只有 "
3 %联合刺激才能激活报告基因 E(OP6" 的表达；
Q$8N,& 6WQI5几乎能完全阻断绿色荧光蛋白的表
达（图 5Y）。
另一方面，取 Q$8 ! L J6:M’:"G’%&’("N&B=7<.*>@.

3 IZQ$8 )$&’MW表达质粒转染进 VB*K>-细胞中，40U
后均分于 (4 孔板，同上加相应的刺激剂和药物
（6WQI5）作用 0U，收集细胞以检测 &B=7<.*>@.的相对
活性。具体方法如下：收集各孔细胞 GIII*N,7?离心
Q,7?!"Y[洗细胞 G次!每孔细胞加 GII$&裂解液
室温孵育 GQ,7?，不时振摇!冻融细胞 G次以确保细
胞完全裂解!上机检测。检测过程详见 HB>;’
&B=7<.*>@. $.)+*-.* :@@>F [F@-.,试剂盒。同时亦做共
转染 外 源 性 J6:MG 蛋 白 的 实 验 组（ )O6Y+@’
,J6:MG）。检测结果发现：与报告基因 E(OP6" 一
致，未刺激以及单刺激均不能激活荧光素酶的转录

表达，只有 " 3 %联合刺激才能激活 &B=7<.*>@.的表
达，并且外源性 J6:MG蛋白的表达能增强报告基因
&B=7<.*>@.的活性。Q$8N,& 6WQI5 预先作用 GU能显
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图 ! 不同刺激剂和药物作用 !"后荧光素酶的表达检测
#$%&! ’()(*)$+, +- .(/0)$1( 23*$-(.04( 0*)$1$)5 0-)(. !"

).(0)6(,) +- 10.$+34 4)$63/0)+.4 $, 7.(4(,*( +- #89:; +. ,+)

图 < #89:;阻断 =#>?@>AB增强子调控的荧光素酶的表达
#$%&< C/+*D0E( +- =#>?@>AB (,"0,*(.@E.$1(E

23*$-(.04( 0*)$1$)5 F5 #89:;

综上所述可看到：只有 A G H 联合刺激才能够激活
H2@I 7.+6+)(.以及 =#>?@>AB (,"0,*(.调控的下游报
告基因包括 EIJK#A以及 23*$-(.04(的转录表达。其
中，EIJK#A作为一种新型的体内分析报告基因，较
后者 23*$-(.04(具有直观原位、实时全程、分析简单
的特征。另外，其还具有半衰期短、蓄积性低的特

性，因而较增强型 K#A能更灵敏动态地反映顺反因
子作用效果的改变。而免疫抑制剂 #89:;（=#>?入
核抑制剂，9!%L62）预先作用能有效地阻断 A G H联
合刺激激活的下游报告基因的表达提示，所构建的

M3.D0)细胞瞬时表达模型可以用于靶向于 =#>?信
号通路的 #89:; 类免疫抑制小分子化合物的初步
筛选。
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