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人ＴＬＲ１胞外段的克隆及测序分析
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　　摘　要：目的　构建人Ｔｏｌｌ样受体１（ＴＬＲ１）胞外段原核表达质粒。方法　采用逆转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）从人外周

血单个核细胞（ＰＢＭＣ）ｍＲＮＡ中扩增人 ＴＬＲ１胞外区ｃＤＮＡ；将扩增的目的基因与原核表达载体ｐＥＴ３０ａ（＋）质粒经 ＮｃｏⅠ和

ＮｏｔⅠ双酶切后连接，转化Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３），筛选转化子，菌落ＰＣＲ及测序验证克隆序列的正确性。结果　测序结果表明，成功

构建ｐＥＴ３０ａ（＋）ＴＬＲ１胞外区基因重组质粒，并转化感受态 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）。结论　ＴＬＲ１胞外段在大肠杆菌ＢＬ２１中正确

克隆，为ＴＬＲ１信号通路的进一步研究打下了基础。
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　　Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）作为细胞表面模

式识别受体，可识别多种病原相关分子模式（ＰＡＭＰｓ）
［１］，经髓

样分化蛋白８８（ＭｙＤ８８）依赖和非依赖的信号转导途径介导机

体的天然免疫，同时在机体适应性免疫中也发挥重要作用［２６］。

目前，人ＴＬＲ２、ＴＬＲ３、ＴＬＲ４、ＴＬＲ７和ＴＬＲ９等受体相继被克

隆、表达，并用于对病原分子的识别机制和信号转导机制研究。

关于人ＴＬＲ１的克隆和表达，国内尚未见报道。本研究拟扩增

人ＴＬＲ１胞外区ｃＤＮＡ，构建含ＴＬＲ１胞外区基因的ｐＥＴ３０ａ

（＋）ＴＬＲ１重组质粒，转化Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）。所获阳性克

隆子可用于ＴＬＲ１的原核表达，并用于其对病原分子的识别机

制及信号转导机制研究，从而可进一步阐明ＴＬＲ１相关免疫及

炎症机制，为寻找新的治疗途径与靶点提供思路。

１　材料与方法

１．１　材料　人淋巴细胞分离液购自天津ＴＢＤ公司，ＴＲＮｚｏｌ

ＴｏｔａｌＲＮＡＲｅａｇｅｎｔ购自北京Ｔｉａｎｇｅｎ公司；ＭＭＬＶ反转录酶

购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＴａＫａＲａＬＡＴａｑＤＮＡ聚合酶购自大

连宝生物公司；胶回收试剂盒、质粒小提试剂盒购自北京Ｔｉａｎ

ｇｅｎ公司；原核表达载体ｐＥＴ３０ａ（＋）、Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）由本

研究室保存；Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；其余试剂

均为国产分析纯；引物合成由上海博尚生物技术有限公司完

成，ＤＮＡ测序由上海生工生物工程公司完成。

１．２　方法

１．２．１　人外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）分离　采取健康志愿者

外周静脉血（ＥＤＴＡ抗凝），按人淋巴细胞分离液试剂盒操作说

明分离出ＰＢＭＣ，磷酸盐缓冲液（ＤＨａｎｋ′ｓ液，ｐＨ７．４）洗涤、

重悬，备提取ＲＮＡ用。

１．２．２　总ＲＮＡ提取　Ｔｒｉｚｏｌ法提取ＰＢＭＣ总ＲＮＡ，具体步

骤按北京Ｔｉａｎｇｅｎ公司的ＴＲＮｚｏｌＴｏｔａｌＲＮＡＲｅａｇｅｎｔ操作说

明进行。总ＲＮＡ进行－７０℃保存。

１．２．３　逆转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）扩增目的片段　在

基因库中根据人ＴＬＲ１的ＧｅｎｅＩＤ（７０９６）查找其基因序列，结

合原核表达载体ｐＥＴ３０ａ（＋）上的多克隆位点采用 Ｐｒｉｍｅｒ

Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０设计 一对ＴＬＲ１胞外区基因扩增引物，并在其中

引入酶切位点。上游引物：５′ＧＴＣＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＴＡＧＣＡ

ＴＣＴＴＣＣＡＴＴＴＴ３′；下游引物：５′ＡＴＡＧＣＧＧＣＣＧＣＴＴＡ

ＧＴＴＧＣＡＧＧＡＴＡＡＴＣＣＡＧＡ３′。其中上游引物５′端引入

ＮｃｏⅠ酶切位点（下划线表示），下游引物５′端引入 ＮｏｔⅠ酶切

位点（下划线表示）。以提取的人ＰＢＭＣ总ＲＮＡ为模板，按常

规方法建立逆转录反应体系及条件合成ｃＤＮＡ，采用降落ＰＣＲ

（ｔｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ，ＴＤＰＣＲ）扩增目的基因。最适反应条件：９４

℃ 预变性２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸１

ｍｉｎ３０ｓ，３０个循环；７２℃再延伸１０ｍｉｎ。１％ ＴＡＥ琼脂糖凝

胶电泳回收ＰＣＲ产物。

１．２．４　重组原核表达载体的构建与鉴定　用ＮｃｏⅠ和 ＮｏｔⅠ

分别双酶切纯化回收的目的基因片段和ｐＥＴ３０ａ（＋）质粒，经

琼脂糖凝胶电泳分析并切胶回收后，用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶将酶

切后的目的基因和载体按摩尔比３∶１进行混合，１６℃过夜连

接。采用ＣａＣｌ２ 法制备感受态Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３），将重组体
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ｐＥＴ３０ａ（＋）ＴＬＲ１胞外区基因转化感受态表达菌株，涂布于

Ａｍｐ＋ 的ＬＢ平板上，３７℃温箱孵育１６ｈ，挑取单个菌落于

ＬＢ液体培养基中，扩大培养，做菌落ＰＣＲ鉴定，对鉴定正确的

质粒将其菌液送公司测序。

２　结　　果

２．１　人ＰＢＭＣ总ＲＮＡ的提取　紫外可见分光光度计检测

分析：总ＲＮＡ浓度＝２８０．６ｎｇ／μＬ，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０＝２．００，说

明提取的ＲＮＡ浓度较高，纯度好。１％琼脂糖凝胶电泳检测

ＲＮＡ完整性：电泳结果清晰可见１８ｓ和２８ｓ条带，且约为２∶

１（图１），表明ＲＮＡ无明显降解，此ＲＮＡ制剂可直接用于ＲＴ

ＰＣＲ。

图１　　ＰＢＭＣ总ＲＮＡ琼脂糖凝胶电泳

２．２　ＴＬＲ１胞外区基因的扩增　利用提取的总 ＲＮＡ，应用

ＲＴＰＣＲ技术，所获扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳，可见约

１７３５ｂｐ大小片段（图２），与预期相符。表明目的基因扩增

成功。

　　Ｍ：ＤＮＡ分子量标准（天根ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅦ）；１：ＴＬＲ１功能区ｃＤ

ＮＡ扩增产物。

图２　　ＴＬＲ１胞外区ｃＤＮＡＲＴＰＣＲ扩增

　　Ｍ：ＤＮＡ分子量标准（天根ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅦ）；１～４：４个随机选取

的独立克隆子ＰＣＲ扩增产物；５：空白对照。

图３　　菌落ＰＣＲ验证转化了的 ＴＬＲ１胞外区ｃＤＮＡ

阳性克隆子

２．３　重组表达载体的构建与鉴定　由Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接

双酶切后的目的基因和表达载体ｐＥＴ３０ａ（＋），转化感受态

Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）。菌落ＰＣＲ鉴定，结果表明４个克隆子扩

增产物电泳后都出现了一条１７３５ｂｐ左右的片段（图３）；筛选

出的阳性克隆子送上海生工测序，结果与 ＧｅｎｅＢａｎｋ公布的

ＴＬＲ１序列一致（ＧｅｎｅＢａｎｋ登陆号：ＮＭ＿００３２６３）。证实插入

序列与设计完全相符，成功构建重组表达载体ＴＬＲ１胞外区基

因ｐＥＴ３０ａ（＋）。

３　讨　　论

ＴＬＲ１作为ＴＬＲｓ家族的重要成员，其在机体免疫应答当

中的作用日渐引起研究者的广泛关注。已知ＴＬＲ１分布于多

种免疫细胞，如单核细胞、中性粒细胞、Ｔ细胞、Ｂ细胞、ＮＫ细

胞等，可识别包括三酰基脂肽在内的多种菌体成分，通过

ＴＬＲ１／２异二聚体刺激免疫应答
［７］。ＴＬＲ１多态性可调节对脂

肽的先天性免疫应答反应和对广谱致病菌的临床易感性［８］。

Ｊｏｈｎｓｏｎ等
［９］报道ＴＬＲ１单核苷酸多态性（Ｉ６０２Ｓ）与受体细胞

表面的异常移位相关，可降低血单核细胞对细菌激动剂的应

答，与麻风病的发病相关［１０］。但总体来说，ＴＬＲ１相关的研究

还不是非常清楚和全面，对于ＴＬＲ１识别微生物细胞壁成分以

及细菌脂蛋白是直接的还是间接的，其识别机制怎样，以及

ＴＬＲ１还可识别其他哪些ＰＡＭＰｓ？其结构基础及相互作用机

制如何，均有待进一步研究阐明。

本项目克隆的目的片段经表达后，可制备纯化的 ＴＬＲ１

胞外区蛋白，为后续研究提供重要的实验材料。（１）制备的

ＴＬＲ１胞外区蛋白可用于分析ＴＬＲ１与病原体或其产物配体

相互作用的识别机制。如研究ＴＬＲ１能与哪些配体相作用，其

作用方式如何，是直接作用还是间接作用等。（２）ＴＬＲ１胞外

区蛋白可用于后续实验筛选制备高亲和力、特异性强的人源单

链抗体。相应的人源单链抗体又可用于对ＴＬＲ１的阻断效应

和基因沉默研究。此外，单链抗体基因结构简单，可进行基因

操作，适合于细胞内表达。由此可将ＴＬＲ１的人源单链抗体转

染细胞，作为胞内抗体，干扰ＴＬＲ１的功能，研究ＴＬＲ１正常表

达和受干扰后的细胞生物学效应。

综上所述，获取纯化的 ＴＬＲ１胞外区蛋白后，可将其用于

进一步研究ＴＬＲ１对病原分子识别机制及信号转导机制，阐明

ＴＬＲ１相关免疫及炎症机制，为寻找新的治疗途径与靶点提供

思路。
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的管理。但是由于仪器、试剂耗材数量多、种类复杂，若管理不

善，易造成浪费或缺货。此外，在ＰＩ负责制下课题组的建立根

据课题经费而定，并随课题经费的变化而变化，因此ＰＩ还需要

对实验室财务进行管理。为满足这一需要，系统开发了仪器、

试剂耗材、财务管理功能模块。实验室研究和管理人员可根据

各自权限进行物质的预定、购买、维修、报修、查询等操作。局

域网外用户通过ＩＥ登录系统后，系统在界面上列出的当日所

有仪器的预约情况一览表，在Ｂ／Ｓ模式下实现的仪器预约分

布图（图３），随之可按权限进行仪器预约操作。而ＰＩ则可根

据权限对所辖人员的仪器使用情况等进行查询。

图３　　仪器预约界面

　　临床科研实验室系统具有智能诊断、干预等信息处理能

力。例如，ＰＩ根据实验室研究工作的特点制订试剂耗材常备

库存低值预警规则，当某一试剂库存量小于该低值时，系统自

动提示研究人员向ＰＩ提出订购申请，经批准后统一订购。还

可定义试剂过期停用报警、仪器定期维护提示等预警规则。

３．３　信息系统对实验室绩效管理的支持　临床科研实验室信

息系统的统计输出功能模块可用于对实验室中产生的各种数

据进行统计和汇总。例如，对单价在４０万元以上的科研仪器

年使用情况及年度效益形成统计数据上报；对仪器设备年维修

情况进行统计汇总，产生实验室年度效益评价表等可用于支持

决策的统计数据；将高质量的论文或可转化的科技成果等转化

为衡量课题组成绩的标尺等。这些统计汇总数据可方便ＰＩ对

实验室绩效进行评估，发现实验室管理薄弱环节，不断提高实

验室管理水平。

３．４　信息系统对实验室数据管理及实验室质量控制的支持　

临床科研实验室信息系统对检测数据自动采集并存于各个研

究人员或课题组的目录之下。具有权限的研究人员可对此进

行查看和修改，系统对修改后数据标记修改标志。

目前，许多工业检测实验室已经被强制纳入ＩＳＯ／ＤＩＳ９０００

质量管理体系接受认证，但是大多数临床科研实验室的质量控

制却很薄弱。加强实验过程及结果的质量控制，对于保证研究

结果的可靠性、提高实验室公信力都有重要意义。系统由ＰＩ

组织人员编写标准操作文件（ｓｔａｎｄａｒｄｏｐｅｒａｔｉｏｎｐｒｏｔｏｃｏｌ，

ＳＯＰ），并将ＳＯＰ贯穿到系统的流程设计中，由信息系统来帮

助相关人员明确实验室的工作流程并强制实施，同时规范实验

室记录，克服实验的随意性，推动整个工作流程的规范化。研

究人员还可以按权限在实验室网站上下载ＳＯＰ文件及仪器说

明书等。

４　讨　　论

本系统试运行情况表明，该系统能高效完成既定的功能，

实现智能化的、以实验室为核心的、整体环境的全方位管理。

新型信息管理系统将多种与实验室管理相关的模块集成起来，

运用科学的工具与手段采集信息、处理数据，全面、综合地利用

信息资源。通过灵活的权限设置、查询设置及各模块间的密切

关联，使ＰＩ能够及时、准确地从实物和价值两方面了解其管辖

范围内各类设备耗材的运行状况、研究人员情况、经费使用情

况等，便于ＰＩ对人力、物力和财力资源进行统筹安排；规范实

验室记录，克服随意性，帮助相关人员明确工作流程，对于防止

学术造假也有一定的意义；引入了绩效考评机制，辅助财务核

算与分析；有利于实验室责任追踪制度的建立，便于及时发现

系统内部的薄弱环节，从而加速管理改革的进程。

该系统能充分满足ＰＩ负责制下试验室管理所需的数据处

理与事务处理功能，为实验室提供信息存储、交换和统计分析

的网络化平台，全方位地对整个实验室的运行实施管理。其成

功开发与应用，将推动临床科研实验室管理技术的进步及相应

科技管理体制的改革，具有广阔的应用前景。
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