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摘 要 次级淋巴组织趋化因子（4QF）是通过搜索表达序列标签（N4<）数据库克隆出来的一 FF 类趋化因子。以人 4QF 序列

为蓝本，利用重叠 XF/（4YNJXF/）的方法获得了适宜在大肠杆菌中表达的 4QF 基因，将此序列分别克隆至表达载体 5<*E 和

5:Q* 中，转化大肠杆菌，诱导表达。Z0=60,C [’&661CB 鉴定结果表明目的蛋白以可溶蛋白和包涵体两种形式表达，两种形式的蛋

白所占比例依培养和诱导条件的不同而变化。对两种形式的表达产物分别用 )1J)<: 金属亲和层析和包涵体复性方法纯化，

在实验中还对纯化条件进行了探索。对纯化蛋白的电泳结果显示：纯化样品的分子量比预期的分子量要大。
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趋化因子是一类结构和功能相关的多肽超家

族，参与一系列的免疫调节和促炎症反应，具有对白

细 胞 的 趋 化 活 性。 4QF（ 40-&C3+,A ’A75.&13J61==@0
-.07&?1C0，次 级 淋 巴 组 织 趋 化 因 子，又 名 9-?1C0，

<F:JK，NL&3@=J!）是于 GMM$ 年通过搜索表达序列标

签（N4<，NL5,0==03 40]@0C-0 <+B）数据库时鉴定出来

的，据其 -_): 序列推断的蛋白质序列为一高度碱

性的多肽，全长为 G"K 个氨基酸，重组蛋白中可能包



含一个 !" 个氨基酸的信号肽，成熟的蛋白为 ### 个

氨基酸。三个特点表明其是一种介导 $ 细胞进入外

周淋巴器官的趋化因子：（#）在 %&（’()*+ ,-./）和 00
（0/(/1’2 *345+）的 678（+9:+ /,.-4+/’93’ ;/,<’/）中以

及在 %&、00 和脾的 $ 细胞区表达，就目前所知，这

一表达模式是 =%> 唯一的；（!）=%> 是幼稚 $ 细胞的

高效趋化物质，该细胞类型预定归巢到外周淋巴器

官；（"）=%> 是第一个被发现的能刺激在剪切条件下

由整合蛋白介导的幼稚 $ 淋巴细胞粘附到 ?>@AB#
和 A3. >@AB# 上的趋化因子，这一步骤是淋巴细胞

外渗入 %& 和 00 所必需的步骤。=%> 同时对成熟

C>（./,.19495 5/’’）、D 淋 巴 细 胞 也 有 强 的 趋 化 能

力［# E F］。=%> 基因定位于 G*#" 上，这与其他 >> 类

趋化因子定位于 #HI##J! 不同［H，K］。

=%> 在肿瘤的生物治疗方面表现出十分诱人的

前景。C<L9,/44 等［G］发现在肿瘤内注射重组的 =%>
产生潜在的抗肿瘤效果，可消除 MNO的实验鼠的肺

癌肿瘤。895319 等［#N］把鼠 =%> 基因转入鼠结肠癌

>!F 细胞内，这种细胞在免疫竞争鼠和裸鼠体内肿

瘤生 成 率 降 低，其 原 因 可 能 是 抑 制 血 管 生 成。

@1/,L/1: 等［##］在 =>?C 鼠体内接种上 @PMG 人肺癌细

胞，用 =%> 瘤内直接注射，发现肿瘤明显减小，血管

减少，肿瘤转移减少。提出 =%> 抗肿瘤是由 >Q>R"
介导的抗血管生成活性。而 S91T 等［#!］认为由于

=%> 的抗肿瘤效果在 >CKU $ 细胞缺失的鼠里无效，

所以不可能 =%> 的抗肿瘤效果是通过直接抑制血

管生 成，但 有 可 能 =%> 间 接 影 响 肿 瘤 血 管 生 成。

&-)<13 等［#! E #P］的实验表明单独使用 =%> 仅产生微

弱的抗肿瘤反应，但与 ?%B! 和 VAB>=W 联合使用可

诱发强大的抗肿瘤免疫反应。X9, 等［#F］人将 =%>，

"0 和人 ?:V W5 基因插入到 *5C&@"J# 形成一 C&@
疫苗。实验结果显示其可以产生强的抗肿瘤反应。

本研究采用重叠 0>R 的方法合成了全长的人

=%> C&@ 片段，并构建了表达载体，经诱导表达及

Y/24/1, L’-449,: 鉴定，确定所表达蛋白即为目的蛋

白。对纯化蛋白进行了体外活性的研究（另文发

表）。通过本研究为 =%> 的应用奠定了一定基础。

! 材料与方法

! "! 菌株和质粒

! Z "#$% 菌株 D%!#、V?H!M，本实验室保存；质粒

*$AW，*@%A（*@%B)(5），本实验室保存或改造。

! "# 试剂

&9B&$@：&@8[V7&（ V/1)3,( ）；1+=%>： R\C

=(24/)（]=@）；鼠抗人 =%> 单克隆抗体：R\C =(24/)
（]=@）；其余常用试剂均为国产或进口分析纯。

! "$ 目的基因 %&’ 片段的克隆

采用 重 叠 0>R 的 方 法 获 得 全 长 的 人 =%> 基

因［#H］。十个用于重叠 0>R 的片段序列如下：

=%>WR#： P^B@@@@@:@@$@$>:>@$$$>$$>$$:>@$>$
@$:$$>:$$$$$$>B"^
=%>WR!： P^B:>@$>$@$:$$>:$$$$$$>$@$$:>$@>@@
@>:>:$@>:>$@:>:@$::>::>:>:B"^
=%>WR"：P^B@:>:@$::>::>:>:>@::@$$:>$:>>$:@@@
$@$@:>>@:>:$@@@@$$>>:B"^
=%>WRM：P^B>@::>$>::$$>>$:$$$@>::$@:>$:>:@@>
@@>$$$>:>>::@@$$$$@>:>$::>$B"^
=%>WRP： P^B@@@>@::@@>>:@:>>$:::>$:>@:>@$>>
>::>:@$>>$:$$$>$:>>:>:$@@@>:$B"^
=%>WRF：P^B$:>@>>>@>@:$$>$$$>::@$>::>:>@>@:
$$>>:>>$::>$@>:$$$@>:>::>@:@B"^
=%>WRH：P^B>:@@@:@@>$:$:::$:>@:>@:>$:@$:>@:>
@$>$::@$@@@@>>>>:@:>>>:>@:B"^
=%>WRK：P^B$$$$:>$>:>:>>@>:@$>$$$@>::>@:>>>
$:>:>>::$$$>$:>:::>$>::::$$$B"^
=%>WRG： P^B>:$::>:>:@:>@@@@>>::>@@@@@@::>@
@@::>@:>@@@::>$:>@@@>:$@>>:B"^
=%>WR#N： P^B>$@>:::>>$$$>::::$>$::>$@>:$$>::
$@>:$$$:>@:>>$$B"^
五条接头引物如下：

=%>0R#：P^B::>$>:@:@$::>:>@:$>$>$::>B"^
=%>0R!：P^B>@::>$>::$$>>$:$$$@>:B"^
=%>0R"：P^B@@@>@::@@>>:@:>>$::B"^
=%>0RM：P^B$$$$:>$>:>:>>@>:B"^
=%>0RP：P^B>>:@@$$>>$@>:::>>$$$>::::B"^

=[7B0>R 反应体系：模板，两种，各 !!%；引物，

各 !!%；.&$0，!!%；#N _ L<‘‘/1，!!%；..6![，K!%；*‘<
聚合酶，#<。经 GMa预变性 P)9, 后，GMa变性 "P2；
PPa 复性 "P2；H!a延伸 FN2；进行 !P 个循环，电泳

检测扩增产物，柱离心法回收特异条带，溶于 "N!%
$7 中，取 !!% 作为下一轮扩增的模板。

! "( 载体构建

按常规分子克隆方法；阳性克隆挑选后，按酶

切、0>R 扩增鉴定，然后测序，数据采用 C&@A@& 软

件比对分析。

! ") 诱导表达和分离纯化

质粒 *$AWB=%> 在 D%!# 中的表达：挑取经测序

鉴定 序 列 正 确 的 克 隆 转 接 在 !)% 含 卡 那 霉 素
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（!"!#$%&）的 &’ 培养基中 !()振荡培养过夜，次日

按 * +*"" 转接快速摇至 !","" - *，再以 * + *"" 转接，

放大培养。在 !() 摇至 !",""!"., 时（约 !/）加入

0123 至终浓度为 ".4%%56$&，诱导 !/ 后 7"""# 离心

7%89 收集菌体。

质粒 :;&<=>&? 在 30(@4 中的表达：将含有 >&?
的重组质粒 :;&，首先转化大肠杆菌 30(@4，然后挑取

单克隆菌于 @%& A< 培养基中 !")过夜培养，次日以

*+7" 的比例接种于 7"%& A< 培养基中 !")放大培

养，然后以 * + 7" 的比例转接于 @& A< 培养基中，于

!")生长至 !","" B ".7 C ".(，在以 *+*"" 的比例加入

2D: 于 !()诱导表达 4/ 后，离心收集菌体。

在收获的菌体中加入适当量的超声缓冲液（如

用于分离纯化则加入相应的缓冲液）破碎菌体。如

菌体较少，用超声细胞破碎仪，如菌体量较大，则用

高压细 胞 破 碎 仪（,!E1F）。菌 体 破 碎 后 高 速 离 心

（*@ """ G 4"%89）分离上清和沉淀备用。

亲和层析简单概述如下：（*）取适量的 H8=H2;
悬浮液（I6JDDK）与样品混合，在 4)温和振荡 ! C 7/
使目的蛋白与树脂结合；（@）将此混合液上样到亲和

层析柱中，打开柱下端开关，使液体缓慢流出，（!）用

LLM@N洗，并连 接 到 紫 外 检 测 仪 上；（4）用 O89L89#

OJPPQD 洗 !"?R，收集峰样品；（7）用 SFI/89# OJPPQD 洗

!"?R，收 集 峰 样 品；（,）用 Q6JT859 OJPPQD 洗 @" C
!"?R，收集峰样品；（(）柱再生；（U）样品进行电泳分

析。

! "# $%$&’()* 和 +,-.,/0 123..405
样品处理及电泳按常规进行，但改用预染蛋白

分子量标准。一抗：鼠抗人 >&? 单克隆抗体；二抗：

兔抗鼠 0#3=MA1；显色剂：V;’。

6 实验结果

6 "! 人次级淋巴组织趋化因子（$78）的克隆

本研究中依据去除了信号肽的氨基酸序列为蓝

本按照大肠杆菌偏爱的密码子设计了 *" 条片段，通

过重叠 1?A 方法人工合成了适合大肠杆菌表达的

>&? 序列（图 *）。为保证合成的真实性将整个序列

拆分为 *" 个长度小于 ,"9T 的片段，并在接头处设

计 1?A 引物用于提高两两复性的片段的扩增效率，

其中 >&?WA*=@ 为 大 肠 杆 菌 内 毒 素 信 号 肽 序 列，

>&?WA!=*" 为 >&? 的成熟蛋白编码区序列，为在不

同载体中表达 >&? 还设计了含不同酶切位点的引

物以方便利用。>&? 基因拼接过程示意图见图 @。

*;23;;;;;3;;2;2?3?;222?22?223?;2?2;2322?3222222?2;223?2;?;;;?3?32;?3?2

;3?3;233?33?3?3?;33;223?23??23;;;2;2;3??;3?32;;;;22??33?3;;;322322?

3?;3?2;??32;;;?;33;;??3;3??2333?23?;3?;2???33?3;2??23222?23??3?32;;

;?32;3??;33?33;;?2323?3??3;2??3;;;3;;?23233323?;3?;3?23;23?;3?;2?2

33;2;;;;????3;3???3?;3;;;??33?3?;333?23??32;;;3;2?3233?3?3;3?;;;;

??33?;;;;;;33?;;;33?;3?;;;33?23?;;;?32;??3;;?32;3??;3;????3;;;33?

??32;3 4"7

图 * >&? 基因碱基序列

W8#X* 3Q9Q IQYJQ9ZQ 5P >&?

第一轮拼接为 *" 个片段两两复性，延伸，因为

片段间重叠的部分退火温度均设计为 77)（重叠 *7
C @@9T），经 7 次 [4)变性 *%89，77)退火=延伸 *%89
的两步循环后可生成大小为 U"O: 左右的片段，电泳

检测，柱离心回收各片段，最后溶于 !"!& 2\ 中，各

取回收产物 @!& 作为模板，加入两侧短序列引物，经

7 次 [4)变性 *%89，77)退火=延伸 *%89 的两步循环

后进入常规程序扩增 @" 个循环，电泳回收如前。依

次操作直至合成出全长的 >8#=>&? 序列。各拼接序

列的电泳结果见图 !，>&? 基因拼接出来后将此基

因亚克隆进载体中进行测序鉴定。

6 "6 $78 在 9:;< 和 9(7; 中的构件及表达

:2<W 载体是由 :\2@UF 改造而来的 2( 启动子

图 @ >&? 基因的拼接示意图

W8#X@ V8F#DF% 5P IQYJQ9ZQ FIIQ%O6K 5P >&? #Q9Q

表达载体，:;&< 是由 :;&(U* 改造来的，含 1& 启动

子。
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由 !"#!酶切后即可产生带有起始密码子 !"#
的序列，因此要将 $%& 的 ’(序列改造以适合此特

征。利用引物将 $%& 序列改造后对它们进行操作。

首先将纯化的 $%& 扩增产物和质粒载体 )"*+ 经

!"#!酶切后用 ),-./! 聚合酶补平，),- ./! 聚合

酶在 012反应 31456 后，柱纯化回收以除去蛋白，回

收产物经鉴定后进行第二次酶切，回收，连接，称为

)"*+7$%&，转化 "8)31（测序），经 9&: 鉴定，挑选阳

性克隆保存并测序。

阳性克隆测序分析后再以此质粒转化 ;%<3。

依程序诱导表达，表达产物的电泳结果见图 =，由图

可见，在此条件下可以诱导产生分子量为 30>. 的目

的蛋白，产物以包涵体为主，在菌体沉淀中可占到总

蛋白的 =1?。

在 诱 导 条 件 的 确 定 中，用 1@=448AB%、1@C
448AB%、3@1448AB% 终浓度的 D9"# 分别诱导，发现

1@C448AB% 终浓度的 D9"# 诱导效果要好于其他浓

度。

在确定诱导时间的实验中，分别在加入诱导剂

<、E、=、’F 后收菌，电泳结果表明诱导 E G =F 目的蛋

白表达较好。

将 $%& 序列克隆至 )!%* 载体中，称为 )!%*7
$%&，经 9&: 鉴定，阳性克隆经测序分析，正确的克

隆转化 #D0<=，依常规程序在 E12诱导表达，电泳结

果显示表达产物以可溶蛋白为主，分子量在 <1>. 左

右。

图 E $%& 基因拼接过程的部分中间片段

+5HIE *5JJAK ,LMH4K6N J-L56H O)A5P56H
3：Q ,LMH4K6N；<：+ ,LMH4K6N；E：# ,LMH4K6N；=：4ML>KL；’：. ,LMH4K6N；R：&

,LMH4K6N；0：; ,LMH4K6N；C：! ,LMH4K6N I

!"# 亲和层析及 $%&’%() *+,’’-). 鉴定

亲和层析条件好掌握，纯化效率也最高。从电

泳结果看，纯化产物纯度很高，达到 S1?以上，见图

’。另外，从结果来看，用 ’11448AB% 的咪唑已完全

把目的蛋白洗脱下来，所以不用 348AB% 的咪唑。图

R 是对纯化的 $%& 的 TKONKL6 UA8NN56H 检测情况，在 30

图 = $%& 基因在 )"*+7$%& 质粒中的表达的电泳结果

+5HI= :KO-AN 8, $%& KV)LKOO586 56 )"*+7$%&
3，<：O865P )LKP5)5NMNK M6J O-)KL6MNM6N 8, )"*+7$%& 68N 56J-PKJ；E，=，’，

R：O865P O-)KL6MNM6N，)LKP5)5NMNK，)LKP5)5NMNK，O-)KL6MNM6N 8, )"*+7$%&；0：

4ML>KL I!：$%&I

G <1>. 的位置，有一条特异的条带。这些结果说明，

表达载体的构建，目的蛋白的诱导表达是正确的。

图 ’ 亲合层析结果

+5HI’ WAKPNL8)F8LKO5O 8, M,,565NX PFL84MN8HLM)FX
3：U56J56H U-,,KL )KM>；<：56YKPN56H OM4)AK )KM>；E：O-)KL6MNM6N ,A-5J 8,
$%&：=：ZMOF56H U-,,KL )KM>；’：KA-N586 U-,,KL !（’11448AB% 545JM[8AK）

)KM>；R：KA-N586 U-,,KL "（348AB% 545JM[8AK）)KM>I"：$%& )-L5,5KJ ,L84
O865P O-)KL6MNM6N I

图 R TKONKL6 UA8NN56H 结果

+5HIR :KO-AN 8, TKONKL6 UA8NN56H
3：P86NL8A；<：)LKONM56KJ 4ML>KL，-) N8 J8Z6：EE>.，<’>.，30>.，0>.；

E：)-L5,5KJ $%&I

# 讨论

# /0 123 基因的人工合成及表达载体的构建

单重叠延伸 9&:（$56HAK \]KLAM) WVNK6O58679&:，
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!"#$%&’）方 法 主 要 用 于 定 点 突 变（ !()$*(+,-),.
/0)12,3,4(4）［56］，利用 %&’ 方法在特定的位点引入突

变；它也是一种有效的基因融合方法，抗体工程中多

用于抗体的人源化改造。本研究中依据去除了信号

肽的氨基酸序列为蓝本按照大肠杆菌偏爱的密码子

设计了 57 条片段，通过重叠 %&’ 方法人工合成了

适合大肠杆菌表达的 !8& 基因。从结果来看，通过

四轮的扩增，即可拼接出目的基因片段。把拼接出

的基因片段亚克隆进载体中的测序结果表明拼接结

果完全正确。与传统的通过反转录方法再用特定引

物的 %&’ 方法克隆已知序列基因的方法相比较，在

*9: 序列较短时具有时间短、可操作性强、准确率

高的优点。

! "# 表达载体与序列特异性对表达量的影响

在实验过程中发现 !8& 在 ;</= 中前后两次的

表达量明显不一样，其序列差异为第一次构建载体

的基因序列在组氨酸 <12 前有一终止密码子（>77?;
位置），目的蛋白不能表达组氨酸 <12。通过新合成

引物使终止密码子突变为正常氨基酸，重新构建载

体。再表达过程中筛选了四十多个克隆，未筛选到

高表达克隆。;:8/ 为本实验室改造的具有较高免

疫毒素表达量的 %8 启动子载体［5@］。研究结果表明

!8&在该载体中的表达量也不高。%8 启动子为温

度敏感型，受控于温度敏感的阻遏物（-A)@B6），后者

可在低温下但不能在高温下阻抑 %8 启动子的转

录［5C］。本研究表达采用低温培养，高温诱导，但高

温诱导容易产生包涵体。

已有实验表明当细菌适应了高盐环境后，所表

达的外源蛋白可溶性会得到改善［D7］。此时，大肠杆

菌对 EF 的摄入急剧增加，谷氨酸也迅速合成；然后

大肠杆菌自身合成或是从培养基中吸收一些相容性

溶质（-GH;1)(?I, 4GI0),）和抗渗透压物质，如甜菜碱、

脯氨酸、海藻糖（)+,J1IG4,）等［D5］；与此同时，一些与渗

透胁迫相关的基因也相继表达，这些复合因素使细

菌能够尽快适应环境的变化。任永明等的研究结果

表明，在胁迫条件下，可溶性免疫毒素占总表达免疫

毒素的量可达 @7K［5@］。但本研究在 ;</= 与 ;:8/
中的实验表明在胁迫条件下，!8& 的表达情况没有

明显的变化。因此推测，表达载体对序列特异性有

较高的要求。

另外，本研究推测，分子量可能对表达量有影

响。从图 6 可看出，把 !8& 与 &*L 的重链连在一起

后表达，表达量明显增高了。从本实验室其他人的

工作来看，明显可看出大分子量的分子表达量明显

图 6 !8& 与 &*L 重链融合表达的电泳结果

=(2M6 ’,40I) GN N04(G3 ,O;+,44(G3 GN !8& 13. &*L J,1PQ -J1(3
5：H1+R,+；D：4G3(- ;+,-(;()1), GN ;:8/$!8&$&*L；L：4G3(- 40;,+31)13) GN

;:8/$!8&$&*L；!：!8&$&*L J,1PQ -J1(3 N04(G3 ;+G),(3M

较高。这一结论是否正确，还有待进一步验证。因

此，在今后的工作中，有必要找到一种适合 !8& 表

达的合适载体。

! "! $%& 残基对分子量的影响

根据计算机模拟，!8& 有一个额外的其他趋化

因子所没有的 &Q4 环［5，D］。从已发表的文章来看，分

子量在 !*!$%:S# 电泳上的结果都比根据基因序列

推测出来的要大，912(+1 等克隆的人 !8& 分子量为

5BR*［5，>］，而王东林等人［DD，DL］的电泳结果为 5@R*。

本研究的结果与后者接近。但从本研究的表达结果

经 T,4),+3 ?IG))(32 验证，存在单体、二聚体（也可能

为与其它蛋白结合在一起的形式）两种形式。根据

以前的研究认为可能是由于 !8& 中所含 &Q4 残基较

多，有 U 个，容易形成聚合体，由于有 U 个 &Q4 残基

及碳端尾巴，使得其单体在空间构象上也较复杂，其

表观分子量比预期的大［DD］。同时由于所含 &Q4 残基

较多，在纯化后，目的蛋白浓度增大，增加了 !8& 聚

合的几率，有可能在电泳时用巯基乙醇及高温变性

时都不能使聚合体完全打开，从而使得表观分子量

增大。当然，也有可能是 !8& 与其它蛋白牢固结合

在一起。有报道 !8& 的碳端尾巴可与 S:S 糖蛋白

相连接［D> V DU］，可使其固定在内皮细胞膜上，形成固

相的浓度梯度，指导淋巴细胞的定向迁移。因此在

本研究所表达的蛋白中，!8& 也易与其它菌体糖蛋

白结合。在 ;:8/ 中表达的 !8& 虽然与糖蛋白结合

的可能性不很大，但也可能与其它蛋白形成复合物，

当然也可能是 &Q4 残基和其碳端序列共同起作用的

结果，使得 !8& 容易形成二聚体或与其他蛋白形成

复合物。在纯化 !8& 时发现其特别容易聚合，在用

W%8& 做离子交换和包含体复性时，发现流速大于

7XLH8YH(3 时，蛋白便聚合在一起，形成不溶的小颗

粒（溶液变浑浊）。这也可能对解释 !8& 容易聚合
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或与其它蛋白结合在一起提供了一定的佐证。
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