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巨噬细胞特异性表达载体的构建及鉴定

李晓缘　尹洪超

摘　要　目的　构建巨噬细胞特异性白喉毒素受体过表达载体并检测其在巨噬细胞中的表达情况。方法　将白喉毒素受

体基因 Ｈｂｅｇｆ克隆入 ｐｃＤＮＡ３．１载体中扩增 Ｈｂｅｇｆ与 ＢＧＨｐｏｌｙＡ尾片段，与克隆入 ｐＵＣｍ－Ｔ载体中的巨噬细胞特异性启动子相

连接，分别转染巨噬细胞与其他细胞，通过荧光定量 ＰＣＲ鉴定其表达情况。结果　特异性表达载体通过测序以及酶切鉴定构建

成功，在巨噬细胞中的表达高于未转染的巨噬细胞以及转染的非巨噬细胞。结论　构建了巨噬细胞特异性表达人白喉毒素受体

载体，瞬时转染后可在巨噬细胞中特异性表达白喉毒素受体，为动脉粥样硬化易损性斑块的建立以及斑块内与凋亡相关的其他

研究提供了一定依据。
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　　白喉毒素（ＤＴ）是白喉杆菌产生的细菌外毒素，
由５３５个氨基酸组成，相对分子质量为 ６２０００［１，２］。
它通过阻止延长因子 ２在核糖体内促进多肽链延长
而抑制蛋白质合成造成细胞死亡，具有极强的细胞毒

性
［２］
。白喉毒素受体广泛分布于哺乳动物细胞表

面，但是只有人类与少数灵长类动物体内的白喉毒素

受体才对白喉毒素具有敏感度，有研究证明，白喉毒

素无法对小鼠细胞产生作用
［３］
。所以可以通过将人

类的白喉毒素转移到小鼠细胞表面，实现白喉毒素诱

导小鼠细胞凋亡的目的。

清道夫受体（ｓｃａｖｅｎｇｅｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＳＲ）是一类主要
位于巨噬细胞表面的糖蛋白，至少存在５种不同类型

即 ＳＲ－Ａ、ＣＤ３６、ＳＲ－Ｃ、ＣＤ６８和 ＬＯＸ－１。其中
ＳＲ－Ａ能与氧化型低密度脂蛋白（ＯＸ－ＬＤＬ）结合，
并介导其内移，使巨噬细胞转变成泡沫细胞，因而与

动脉粥样硬化（Ａｓ）的关系极为密切［４］
。有研究表

明，ＳＲ－Ａ在巨噬细胞泡沫化的过程中表达量明显
升高

［５］
。通过将 ＳＲ－Ａ启动子区域的增强子片段，

启动子核心区片段，与目的基因相连接构建过表达载

体，可实现目的蛋白在巨噬细胞以及巨噬细胞源的泡

沫细胞中特异性表达
［５～７］

。

本研究将人类白喉毒素受体与清道夫受体 ＳＲ－
Ａ启动子区构建过表达载体，通过白喉毒素作用实现
巨噬细胞的特异性凋亡，为动脉粥样硬化的研究奠定

了基础。

材料与方法

１．主要试剂和仪器：高保真聚合酶（日本 ＴａＫａＲａ
公司），ＤＬ１０００ｍａｒｋｅｒ，ＤＬ１００００ｍａｒｋｅｒ，胶回收试剂
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盒（日本 ＴａＫａＲａ公司），ｐＵＣｍ－Ｔ载体，大肠杆菌菌
株 Ｅ．ｃｏｌｉ．ＤＨ５α，Ｔ４ＤＮＡ连接酶（日本 ＴａＫａＲａ公
司），ＤＮＡ纯化试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ公司），ｐｃＤＮＡ３．１
载体，限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅤ、ＳａＬⅠ、ＨｉｎｄⅢ
（ＮＥＢ公司），质粒提取试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ公
司），内毒素清除剂，质粒大提试剂盒（中国天根公

司），质粒转染试剂（美国 Ｏｒｉｇｅｎ公司），１６４０培养
基，胎牛血清，双抗，总 ＲＮＡ提取试剂盒（中国天根
公司），反转录酶（日本 ＴａＫａＲａ公司），ＳＹＢＹ－
ｇｒｅｅｎＭＩＸ（日本 ＴａＫａＲａ公司），普通 ＰＣＲＭＩＸ（康
为世纪）。ＰＣＲ扩增仪，荧光实时定量 ＰＣＲ仪，电
泳仪，化学发光成像仪，二氧化碳培养箱，台式高速

冷冻离心机。

２．实验方法：（１）从 ＧｅｎＢａｎｋ及 ＵＣＳＣ中查到
ＳＲ－Ａ增强子与启动子区域，向其两端延伸得到一
段４７００ｂｐ的序列，根据该序列设计引物，上游引物：
５′－ＣＣＣＣＴＡＧＧＣＴＧＡＣＡＴＴＣＣＡＴＣ－３′，下游引物：
５′－ＧＧＡＡＡＴＧＡＣＡＣＡＴＴＣＣＴＧＣＧＴ－３′。以实验室已
构建带有 ＳＲ－Ａ沉默子，增强子，启动子区域质粒
ＰＪＣ１３－ＳＲ为模板进行普通 ＰＣＲ扩增，反应条件为：
９４℃ 预变性１ｍｉｎ，９８℃变性１０ｓ，６８℃退火／延伸反应
６ｍｉｎ，共３０个循环。２％琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＰＣＲ
产物并对产物进行 ＤＮＡ测序。（２）ｐＵＣｍ－Ｔ－ＳＲ－
Ａ载体的构建：将 ＳＲ－Ａ增强子与启动子区域的
ＰＣＲ产物进行纯化，加尾：将纯化产物与 Ｔａｑ酶 ｍｉｘ
等量混匀，７２℃反应 ４０ｍｉｎ，将加尾产物再次纯化，通
过 Ｔ４连接酶与 ｐＵＣｍ－Ｔ载体连接，转化大肠杆菌
Ｅ．ｃｏｌｉ．ＤＨ５α，３７℃培养 １６ｈ，挑取蓝斑过夜摇菌后提
取质粒，ＰＣＲ鉴定及测序分析，成功构建ｐＵＣｍ－Ｔ－
ＳＲ－Ａ载体。（３）从 ＧｅｎＢａｎｋ中查到人类白喉毒素
受体基因（Ｈｂｅｇｆ）ＣＤＳ序列，设计引物：上游引物：
５′－ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＡＧＣＴＧＣＴＧＣＣＧＴＣＧＧ－３′，下
游引物：５′－ＣＧＧＡＴＡＴＣＴＣＡＧＴＧＧＧＡＡＴＴＡＧＴＣＡＴ
ＧＣＣ－３′。该基因的上下游引物分别加了 ＢａｍＨⅠ与
ＥｃｏＲＶ酶切位点，以人 ＣＤＮＡ为模板进行普通 ＰＣＲ
扩增，反应条件为：９４℃ 预变性１ｍｉｎ，９８℃变性 １０ｓ，
６８℃退火／延伸反应 ４５ｓ，共 ３０个循环。２％琼脂糖
凝胶电泳鉴定 ＰＣＲ产物并对产物进行 ＤＮＡ测序。
（４）ｐｃＤＮＡ３．１－Ｈｂｅｇｆ载体的构建：将 Ｈｂｅｇｆ的 ＰＣＲ
产物纯化后用ＢａｍＨⅠ与 ＥｃｏＲⅤ进行酶切再纯化，将
质粒 ｐｃＤＮＡ３．１－Ｈｂｅｇｆ用 ＢａｍＨⅠ与 ＥｃｏＲⅤ也进行
双酶切线性化，Ｔ４连接酶连接双酶切后的基因 Ｈｂｅｇｆ
和线性化载体 ｐｃＤＮＡ３．１－Ｈｂｅｇｆ，转化大肠杆菌

Ｅ．ｃｏｉｌ．ＤＨ５α，３７℃培养 １６ｈ，挑取单个菌落，过夜摇
菌后提取质粒，ＰＣＲ鉴定以及测序分析，成功构建
ｐｃＤＮＡ３．１－Ｈｂｅｇｆ。（５）根据 ｐｃＤＮＡ３．１－Ｈｂｅｇｆ序
列设计引物：扩增加有 ＢＧＨｐｏｌｙＡ尾基因 Ｈｂｅｇｆ，上游
引物：５′－ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＡＴＧＡＡＧＣＴＧＣＴＧＣＣＧＴＣＧＧ－
３′，下游引物：５′－ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＧＧＴＴＣＴＴＴＣＣＧＣＣＴ－
３′。该基因的上下游引物分别加了 ＳａＬⅠ与 ＨｉｎｄⅢ
酶切位点，以构建好的 ｐｃＤＮＡ３．１－Ｈｂｅｇｆ为模板进
行普通 ＰＣＲ扩增，反应条件为：９４℃ 预变性 １ｍｉｎ，
９８℃变性１０ｓ，６８℃退火／延伸反应 １ｍｉｎ，共 ３０个循
环。２％琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＰＣＲ产物并对产物进
行 ＤＮＡ测序。（６）ｐＵＣｍ－Ｔ－ＳＲ－Ａ－Ｈｂｅｇｆ－
ＢＧＨｐｏｌｙＡ载体的构建：将 Ｈｂｅｇｆ－ＢＧＨｐｏｌｙＡ的 ＰＣＲ
产物纯化后用 ＳａＬｌ与 ＨｉｎｄⅢ进行酶切再纯化，将质
粒 ｐＵＣｍ－Ｔ－ＳＲ－Ａ也进行双酶切线性化，Ｔ４连接
酶连接双酶切后的基因 Ｈｂｅｇｆ－ＢＧＨｐｏｌｙＡ和线性化
载体 ｐＵＣｍ－Ｔ－ＳＲ－Ａ，转化大肠杆菌 Ｅ．ｃｏｉｌ．
ＤＨ５α，３７℃培养 １６ｈ，挑取单个菌落，过夜摇菌后提
取质粒，ＰＣＲ鉴定以及测序分析，成功构建 ｐＵＣｍ－
Ｔ－ＳＲ－Ａ－Ｈｂｅｇｆ－ＢＧＨｐｏｌｙＡ。（７）使用转染试剂，
根据一定比例，将质粒分别转染巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７
与肥大细胞 ＲＢＬ－２Ｈ３，提取总 ＲＮＡ，反转录为 ｃＤ
ＮＡ，采用 ＳＹＢＹ－ｇｒｅｅｎ荧光染料定量 ＰＣＲ法对样品
中基因 Ｈｂｅｇｆ的表达水平进行测定和比较分析。上
游引物：５′－ＣＣＴＡＴＧＡＣＣＡＣＡＣＡＡＣＣＡＴＣＣ－３′，下游
引物：５′－ＣＡＴＧＣＣＣＡＡＣＴＴＣＡＣＴＴＴＣＴＣ－３′。反应体
系为２５μｌ：ＳＹＢＹ－ｇｒｅｅｎＭｉｘ１２．５μｌ，ｃＤＮＡ模板１μｌ，
上下游引物（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）各 １μｌ，灭菌双蒸水 ９５μｌ。
扩增参数：９５℃预变性 ３０ｓ，９５℃变性 ５ｓ，６０℃退火／
延伸 ３０ｓ，３９个循环。计算出各样本 ｃＤＮＡ的基因
Ｈｂｅｇｆ以及内参基因 β－ａｃｔｉｎ的 ＣＴ值，将基因 Ｈｂｅｇｆ
扩增 Ｃｔ值与相对应的 β－ａｃｔｉｎ的 Ｃｔ值相减得到
ΔＣｔ，在根据公式２－ΔΔＣｔ计算得到基因 Ｈｂｅｇｆ的相对表
达水平。（８）将质粒分别转染巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７
与肥大细胞 ＲＢＬ－２Ｈ３，提取总蛋白，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法做 Ｈｂｅｇｆ蛋白表达鉴定。

３．统计学方法：应用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行
数据统计分析，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ），组
间比较应用方差分析，两两比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ－Ｎｅｗ
ｍａｎ－Ｋｅｕｌｓ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．ｐＵＣｍ－Ｔ－ＳＲ的构建：以已构建带有 ＳＲ－Ａ

沉默子、增强子、启动子区域质粒 ＰＪＣ１３－ＳＲ为模板
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高保真 ＰＣＲ扩增 ＳＲ－Ａ增强子与启动子，２％琼脂
糖凝胶电泳在３０００ｂｐ左右的位置出现与预期结果一
致的目的条带（图 １Ａ），将其回收纯化加尾后再纯化
克隆入 ｐＵＣｍ－Ｔ载体中，构建 ｐＵＣｍ－Ｔ－ＳＲ－Ａ载
体，测序验证构建成功（图１Ｂ）。

图 １　ＳＲ－Ａ启动子区的扩增结果
Ａ．ｐｃｒ扩增 ＳＲ－Ａ增强子与启动子，１～９为扩增条带，１０为 ＤＬ１００００；

Ｂ．ｐＵＣｍ－Ｔ载体图谱，箭头处为启动子区插入位点

２．ｐｃＤＮＡ３．１－Ｈｂｅｇｆ载体的构建：以人基因组为
模板扩增 Ｈｂｅｇｆ基因，２％琼脂糖凝胶电泳在 ６５０ｂｐ
左右的位置出现与预期结果一致的目的条带（图

２Ａ），将其纯化回收进行酶切，克隆入载体 ｐｃＤＮＡ３．１
中（图２Ｂ），测序验证构建成功后以该质粒为模板扩
增 Ｈｂｅｇｆ与 ＢＧＨｐｏｌｙＡ片段，电泳在 ９００ｂｐ左右位置
出现与预期结果一致的条带（图２Ｃ）。

３．ｐＵＣｍ－Ｔ－ＳＲ－Ａ－Ｈｂｅｇｆ－ＢＧＨｐｏｌｙＡ载
体的构建：将 Ｈｂｅｇｆ与 ＢＧＨｐｏｌｙＡ基因片段纯化后
与 ｐＵＣｍ－Ｔ－ＳＲ－Ａ质粒分别酶切再连接，用限
制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ与 ＨｉｎｄⅢ酶切后，２％琼脂糖
凝胶电泳在 ３０００ｂｐ与 ４０００ｂｐ处出现预期条带，
证明质粒构建成功，通过测序再次验证连接成功

（图 ３）。
４．质粒转染与表达验证：将构建质粒通过转染试

剂分别转染细胞 ＲＡＷ２６４．７与 ＲＢＬ－２Ｈ３，通过
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法与 ＱＰＣＲ进行表达鉴定（图４）。

图 ２　基因 Ｈｂｅｇｆ－ＢＧＨｐｏｌｙＡ的扩增结果
Ａ．ｐｃｒ扩增目的基因 Ｈｂｅｇｆ，２～１３为扩增条带，１为 ＤＬ１０００；

Ｂ．ｐｃＤＮＡ３．１载体图谱；Ｃ．ｐｃｒ扩增带有 ＢＧＨｐｏｌｙＡ的基因 Ｈｂｅｇｆ，

１～１２为扩增条带，１３为 ＤＬ１０００。

图 ３　ＥｃｏＲ／ＨｉｎｄⅢ酶切鉴定 ｐＵＣｍ－ＳＲ－Ａ－Ｈｂｅｇｆ结果
限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ与 ＨｉｎｄⅢ酶切构建的 ｐＵＣｍ－Ｔ－ＳＲ－Ａ－

Ｈｂｅｇｆ－ＢＧＨｐｏｌｙＡ载体后电泳结果

讨　　论

动脉粥样硬化在世界的发生率逐年增高，严重危

害人类的健康。现阶段的很多研究证明，动脉粥样硬

·１３·
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图 ４　基因 Ｈｂｅｇｆ特异性表达的鉴定结果
Ａ．通过 ＱＰＣＲ验证巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７转染组白喉毒素受体的

表达量明显高于未进行转染的对照组与肥大细胞 Ｒｂｌ－２ｈ３转

染组；Ｂ．未进行转染的对照组 ＲＡＷ２６４．７，转染组 ＲＡＷ２６４．７，

转染组肥大细胞 Ｒｂｌ－２ｈ３蛋白表达情况

化是一种慢性炎性反应，其发病机制与很多免疫细胞

以及炎性因子的调节失衡相关
［８］
。巨噬细胞对凋亡

细胞的清理功能即胞葬作用与炎性反应相互影响，是

当下的一个研究热点
［９，１０］

。有研究证明，动脉粥样硬

化中该清理功能明显受损，但受损机制还不明

了
［１１，１２］

。现阶段多用小鼠建立动脉粥样硬化斑块模

型，但是这种模型仍然存在很多问题，很难形成易损

斑块，这在很大程度上限制了动脉粥样硬化中与凋亡

细胞相关的研究
［１３，１４］

。

本研究通过将巨噬细胞特异性表达的清道夫受

体启动子区域核心片段与人类白喉毒素受体基因片

段相连接，成功构建具有巨噬细胞特异性的载体，通

过转染实现了人类白喉毒素在小鼠巨噬细胞中的特

异性表达，为动脉粥样硬化发病机制的研究提供了基

础
［１５～１７］

。
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