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双基因共表达真核表达载体的构建

及其在树突状细胞中的表达"
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要"目的
!

构建小鼠
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基因和屋尘螨主要抗原
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双基因共表达载体!并检测其在树突状细胞"

%.

#中的表达$方

法
!

以
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/"0123%&'

(

)

为模板扩增
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(
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基因!双酶切
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4567)68!9

和
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基因!将
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基因克隆入
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得
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$双酶切
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!获得
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载体
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!采用酶切及测序鉴定重组质粒$将重组质粒转染
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!采用
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和
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法检测
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和
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基因的
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及蛋白水平的表达$结果
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测序证实
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和
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基因序列完全正确$重组质粒转染
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后!能
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的
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成功构建
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支气管哮喘是由多种炎性细胞参与的气道慢性炎症性疾

病'过去认为#

=R;

"

=R)

比例失衡导致
=R)

细胞过度活化是

哮喘的主要发病机制'但是#目前研究认为#单纯的
=R;

"

=R)

比例失衡并不能完全解释哮喘的发病#免疫耐受缺陷和$或%异

常可能是哮喘发病的重要机制(

;3)

)

'

!"#

"

!"#$

系统在诱导外

周免疫耐受*保护免疫豁免组织逃避机体免疫系统的攻击和维

持免疫系统平衡#甚至肿瘤免疫逃逸中均起重要作用(

,

)

'近年

来#将
!"#$

基因转染树突状细胞$

2&@2'E?EKK&//

#

%.

%获得可以

诱导
=

细胞凋亡的+杀手
%.

,$

!"#$3%.

%#在诱导免疫耐受的

研究中已越来越受到重视(

*3J

)

'屋尘螨是哮喘患者的常见过敏

原'因此#如果构建屋尘螨主要抗原
%&'

(

)

和
!"#$

基因共表

达载体并转染
%.

#有望诱导机体对屋尘螨过敏原产生特异性

免疫耐受#从而达到防治哮喘的目的'在本实验中#作者构建

!"#$

和屋尘螨变应原
%&'

(

)

双基因共表达载体#并检测了它

们在小鼠骨髓来源的
%.

中的表达情况#为下一步研究奠定实

验基础'
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材料与方法
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实验动物和主要试剂
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体质量
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周龄#购自重庆医科大学实验动物中

心&

(

4567)68!9

质粒购自
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公司&

(

/"0123%&'

(

)

质粒

购自美国
V67XD

公司&

9.5

引物用
%CD#?"'

软件设计并订

购于赛百盛公司&重组小鼠粒细胞巨噬细胞集落刺激因子

$

'08:3.7!

%购自
9&

(

'B?&KR

公司&高保真
5=39.5

试剂盒购

自
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公司&限制性内切酶购自
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公司&脂质体转染

剂
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公司&
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公司&
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培

养基和胎牛血清$
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%购自
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N

K/B@&

公司&小鼠抗
%&'

(

)

单抗

购自英国
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公司&兔抗小鼠
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一抗*
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标记或
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的羊抗兔
4
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二抗分别购自
7"@?".'LZ

和中山公司'

BFC

!

9.5

扩增
%&'

(

)

基因
!

以
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(
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为模板扩增
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(

)

质粒#引物如下#
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(

)

引物!扩增片段为
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.D8DD..D.DD..D=88D=.DD8=.8D=8=.DD

D8D3,\

$

A#?U

#

%&下游!

J\3D=DD8DD=8.88..8.==

=DD=.8.88D====D8.D=8D83,\

$
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#

%'反应条

件!
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*
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$

GJ]

*
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$

HH]

*

;0E@

$

H<]

*
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后
,

步进行
,J

个循环#循环完成后
H<]

*

J0E@

终止'经
;̂

琼脂糖凝胶电泳后#胶回收
%&'

(

)

产物'

BFD

!(

4567)68!93%&'

(

)

重组载体的构建及鉴定
!

A#?U

#

和
CB?

#

双酶切
(

4567)68!9

和
%&'

(

)

#切除
(

4567)68!9

中位 于
4567

序 列 下 游 的
68!9

片 段#切 胶 回 收 线 性

(

4567)68!9

载体片段和
%&'

(

)

基因#在
=

*

%CD

连接酶作用

下进行连接反应$

;H ]

*

;HR

%#将
%&'

(

)

基因片段克隆入

(

4567)68!9

原
68!9

片段位置得
(

4567)68!93%&'

(

)

'将

(

4567)68!93%&'

(

)

转化
6FKB/E%VJ

$

感受态细菌#氨苄青霉

素$

X"@

%抗性筛选#阳性菌落扩增后抽提重组质粒#采用
CB?

#

和
A#?U

#

双酶切和
9.5

鉴定'

BFE

!(

4567)68!93!"#$3%&'

(

)

重组载体的构建及鉴定
!

A"0V

#

和
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#

双酶切
(

:%;<=3!"#$

和
(

4567)68!93%&'

(

)

#从
(

:%;<=3!"#$

质粒双酶切获得
!"#$

片段#切胶回收

<-H1

(

!"#$

条带和线性
(

4567)68!93%&'

(

)

载体片段#在

=

*

%CD

连接酶作用下进行连接反应$

;H]

*

;HR

%#将
!"#$

基

因克隆入
(

4567)68!93%&'

(

)

的
4567

序列上游多克隆位点

区获得
!"#$

和
%&'

(

)

双基因共表达重组载体
(

4567)68!93

!"#$3%&'

(

)

'将
(

4567)68!93!"#$3%&'

(
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转 化
6FKB/E

$

%VJ

感受态细菌#氨苄青霉素$

X"@

%抗性筛选#阳性菌落扩增

后抽提重组质粒#用
CB?

#

和
A#?U

#

双酶切#

A"0V

#

和
7"/

#

双酶切分别鉴定
%&'

(

)

和
!"#$

#并将鉴定正确的重组质粒

测序'

BFF

!(

4567)68!93!"#$3%&'

(

)

转染树突状细胞
!

无菌条件

下取
.J-A$

"

H

小鼠完整的股骨*胫骨#离断干骺端#以
59:43

;H*+

培养液
;0$

冲洗髓腔#获得单细胞悬液#

)+++'

"

0E@

离

心
;+0E@

#弃上清液#重悬于
59:43;H*+

培养基#加入重组小

鼠粒细胞巨噬细胞集落刺激因子$

'08:3.7!

%至终浓度为
)+

@

Q

"

0$

#继续培养
;+2

后收获细胞#用流式细胞仪$

!D.7

%鉴

定
%.

相对特异性表面分子
.%;;K

表达后#进行下一步实验'

(

4567)68!93!"#$3%&'

(

)

重组质粒与
$E

(

BT&K?"0E@&

=:

)+++

按
;

%

Q

_,$

混合于
J+

%

$

培养基#室温下放置
,+0E@

#形成

转染液复合物#加入培养在
H

孔板的
%.

中#常规培养
)*R

后#

细胞换液并加入
8*;<

至
)++

%

Q

"

0$

#

*<R

后进行下一步实验

$

!"#$3%&'

(

)3%.

组%'以未转染质粒和转染空白质粒的
%.

为对照#每组
J

个样本$

' J̀

%'

BFG

!

5=39.5

检测基因表达
!

合成
!"#$

*

%&'

(

)

和
8D9%V

共
,

对
9.5

引物!

!"#$

引物$

**H1

(

%上游!
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.D888=.D8 === =3,\
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J\3=.. D8D 8D= .D8
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'

%&'

(

)
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)
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&下游!

J\3.D88..

DDDD.D..D=.D=.3,\

'
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(

%上游!

J\3..=

.=88DD D8.=8=88.83,\

&下游!

J\388=88D D8D
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8

3,\

'用
=54'&"

Q

&@?

以一步法提取各组
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$

;+

-

%总
5CD

#取
5CD)

Q

进行
K%CD

合成!

-+]

*

J0E@

$

*)

]

*

H+0E@

$

-+]

*

;+0E@

$

冰上&

9.5

扩增!$

;

%

!"#$

$

,,

循

环%和
8D9%V

$

)-

循环%!

G*]

预变性
;FJ0E@

$

G*]

*

+F)J

0E@

$

JJ]

*

+FJ0E@

$

H<]

*

;0E@

$

H<]

延伸
J0E@

&$

)

%

%&'

(

)

$

,,

循环%和
8D9%V

$

)-

循环%!将
9.5

管置于
9.5

仪

中#

GJ]

*

*0E@

$

GJ]

*

+F)J0E@

$

J+]

*

+FJ0E@

$

H<]

*

;
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'后
,

步进行
,,

个循环#

9.5

产物以
;FĴ

琼脂糖凝胶电

泳
;

!

;FJR

后#图像扫描#用
8D9%V

为内参照进行分析'

BFH

!

>&#?&'@A/B?

检测蛋白表达
!

用
=54'&"

Q

&@?

提取各组

细胞蛋白质'取蛋白质
)+

%

Q

以
;+̂ 7%739D86

电泳分离&

半干电转移蛋白到
9a%!

膜#

Ĵ

脱脂奶粉封闭#加一抗(兔抗

小鼠
!"#$

$

;_J++

%或小鼠抗
%&'

(

)

单抗$

;_J++

%或兔抗小鼠

8D9%V

$

;_J++

%)

*]

杂交过夜#二抗$

V59

标记的羊抗兔

4

Q

8

或
!4=.

标记羊抗小鼠二抗%室温孵育
;R

#二氨基联苯胺

$

%DA

%染色'扫描蛋白条带#以
8D9%V

为内参照进行分析'

BFI

!

统计学方法
!

数据以
Fb3

表示#采用
7977;+F+

统计软

件进行单因素方差分析'

C

!

结
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果
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!

重组
(

4567)68!93%&'

(

)

的鉴定
!

采用
CB?

#

*

A#?U

#

双酶切法和
9.5

法鉴定重组
(

4567)68!93%&'

(

)

'

CB?

#

和

A#?U

#

双酶切后#可得
,GH1

(

%&'

(

)

片段和
*J<J1

(

线性

(

4567)68!9

载体片段$图
;

%'以
(

4567)68!93%&'

(

)

质粒

为模板#采用
9.5

扩增
%&'

(

)

#可扩增得
*)H1

(

的
%&'

(

)

片

段$图
;

%'表明
(

4567)68!93%&'

(

)

构建成功'

CFC
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4567)68!93!"#$3%&'

(

)

的鉴定
!

采用双酶切鉴定和

测序法鉴定'

CB?

#

和
A#?U

#

双酶切后#可得
,GH1

(

%&'

(

)

片段和
J**+1

(

线性
(

4567)68!93!"#$3%&'

(

)

载体片段$图

)

%&

A"0V

#

和
7"/

#

双酶切后#可得
<-H1

(

!"#$

片段和
*GH+

1

(

线性
(

4567)68!93!"#$3%&'

(

)

载体片段$图
)

%'经测序

后表明
(

4567)68!93!"#$3%&'

(

)

中所含有的
%&'

(

)

基因和

!"#$

基因与
8&@1"@M

中的
%&'

(

)

基因$

D!)-H),G

%和
!"#$

基因 $

C:

-

+;+;--

%的 编 码 区 序 列 完 全 一 致'表 明

(

4567)68!93!"#$3%&'

(

)

构建成功#

%&'

(

)

和
!"#$

基因序

列完全正确'

!!

;

!

0"'M&'

&

)

!

CB?

#

和
A#?U

#

双酶切鉴定&

,

!

9.5

鉴定'

图
;

!!(

4567)68!93%&'

(

)

质粒酶切和
9.5

鉴定

!!

;

!

0"'M&'

&

)

!

CB?

#

和
A#?U

#

双酶切&

,

!

A"0V

#

和
7"/

#

双酶切'

图
)

!!(

4567)68!93!"#$3%&'

(

)

双酶切鉴定

CFD

!(

4567)68!93!"#$3%&'

(

)

重组质粒功能鉴定
!

!D.7

检测表明#第
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天培养细胞表达
.%;;K

$
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特异性表面分
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年
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子%阳性率为
-GFH,̂

#提示大多数骨髓细胞已分化为
%.

'

CFDFB

!

5=39.5

检测重组质粒转染
%.

后
!"#$

和
%&'

(

)

05CD

表达
!

5=39.5

分别检测转染
*<R

后基因转染
%.

表

达
!"#$

和
%&'

(

)05CD

情况'结果显示#

,

组均可见
,;;1

(

的
8D9%V

条 带'

(

4567)68!93!"#$3%&'

(

)

转 染
%.

组

$

!"#$3%&'

(

)3%.

%可见明显的
**H1

(

的
!"#$

条带和
),*1

(

%&'

(

)

条带$图
,

*

*

%#而未转染
%.

组*转染空质粒
%.

组均未

见
!"#$

和
%&'

(

)

条带'提示
!"#$3%&'

(

)3%.

能表达
!"#$

和
%&'

(

)05CD

#目的基因
!"#$

和
%&'

(

)

在
!"#$3%&'

(

)3

%.

中能有效地翻译转录'

!!

;

!

0"'M&'

&

)

未转染
%.

&

,

!转染空质粒
%.

&

*

!

!"#$3%&'

(

)3%.

'

图
,

!!(

4567)68!93!"#$3%&'

(

)

转染
%.

#

!"#$3%&'

(

)3%.

$的
!"#$05CD

表达

!!

;

!

0"'M&'

&

)

!未转染
%.

&

,

!转染空质粒
%.

&

*

!

!"#$3%&'

(

)3%.

'

图
*

!!(

4567)68!93!"#$3%&'

(

)

转染
%.

#

!"#$3%&'

(

)3%.

$的
%&'

(

)05CD

表达
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;

!

0"'M&'

&

)

!未转染
%.

&

,

!

!"#$3%&'

(
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图
J

!!(

4567)68!93!"#$3%&'

(

)

转染
%.

#

!"#$3%&'

(

)3%.

$的
!"#$

蛋白表达
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图
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!"#$3%&'

(

)3%.

$的
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(

)

蛋白表达

CFDFC
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检测重组质粒转染
%.

后
!"#$

和
%&'

(
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蛋白表达
!

>&#?&'@A/B?

检测基因转染
%.

中
!"#$

和
%&'

(

)

蛋白的表达情况'结果表明#各组在
,HX%

处皆显现明显的

8D9%V

内参照蛋白印迹'未转染
%.

组和转染空质粒
%.

组

无
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和
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(

)

蛋白条带'

!"#$3%&'

(

)3%.

可见明显的
*+

X%!"#$
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;*X%%&'

(
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蛋白条带$图
J

*

H

%'提示
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)

转染
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能表达
!"#$

和
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蛋白'

D
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讨
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论

!"#$

分子属于肿瘤坏死因子家族成员#

!"#

"

!"#$

介导的

=

细胞凋亡是机体维持对自身抗原免疫耐受$外周免疫耐受%

的重要机制(

H

)

'有研究发现#

!"#$

基因转染的同种异体
%.

能够通过抑制同种混合淋巴细胞反应#从而导致机体对同种异

体抗原的低反应性&将
!"#$

基因转染的供者
%.

注入受者腹

腔后进行异位心血管移植#虽然不能完全阻止排斥反应的发

生#但能显著提高移植物的存活期(

-

)

'

!"#$

基因转染的
%.

注入卵蛋白$

YaD

%特异性
=R)

细胞诱导的哮喘小鼠体内后可

以诱导
YaD

特异性
=

细胞凋亡#显著抑制气道高反应性和气

道变应性炎症(

<

)

'表明
!"#$

基因转染的
%.

在诱导免疫耐受

中有重要作用'

屋尘螨是过敏性哮喘患者常见的过敏原#最重要的是
#

类

$

%&'

(

;

%和
&

类$

%&'

(

)

%变应原(

G

)

'编码
%&'

(

;

*

%&'

(

)

质粒

%CD

疫苗能有效抑制屋尘螨提取液诱导的气道变应性炎

症(

;+3;;

)

'将
%CD

疫苗质粒转染
%.

能增强
%CD

疫苗的治疗

作用'若
%.

能同时独立表达
!"#$

和
%&'

(

)

#

%.

在将
%&'

(

)

抗原呈递给
=

细胞的同时#亦将
!"#$

信号传递给
=

细胞#则

可能诱导屋尘螨过敏原特异性
=

细胞凋亡#而诱导抗原特异

性免疫耐受#为哮喘的治疗提供新的方法'为了使
%.

能同时

独立表达两种蛋白#本研究成功构建了
!"#$

和
%&'

(

)

双基因

共表达的真核载体'

利用基因间以内部核糖体结合位点$

E@?&'@"/'E1B#B0&&@3

?'

N

#E?&

#

4567

%序列连接构建多顺反子载体#其能将多个基因

在单一启动子控制下转录形成单一
05CD

#避免了在转录调

控水平对基因表达的影响'

4567

元件代替内部启动子克服了

采用启动子间的相互抑制现象#是近年来多基因共表达载体构

建的重要方法(

;)

)

'

4567

序列来源于某些病毒和细胞的
053

CDJ\

端的一段非翻译区#具有内部核糖体结合位点功能(

;,

)

'

4567

的优点是在上游启动子的控制下#与
4567

相连的非相

关基因可同时转录成一条单链
05CD

#但翻译是各自独立的#

其以不依赖帽的方式启动远端
05CD

的翻译#从而在同一转

录本上翻译出各自独立的蛋白(

;*

)

'

4567

连接的
)

个开放阅

读框#其转录产物在翻译时核糖体能同时进入并起始翻译

4567

上游和下游的
)

个转录子'其中#

4567

上游
05CD

的

翻译起始遵循一般的真核生物基因的翻译起始规律#

4567

下

游的
05CD

的翻译起始由核糖体直接进入
4567

位点后起始

翻译'
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