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CXCLl6／SR—PSOX基因克隆与原核表达
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【摘要】 目的构建GST—CXCLl6／SR—PSOX融合蛋白原核表达载体并进行原核表达及鉴定。方

法从人外周血单个核细胞中提取总mRNA，反转录得到eDNA后PCR扩增获得CXCLl6／SR—PSOX

基因全长，构建融合表达载体pGST—CXCLl6／SR—PSOX，通过酶切、测序及诱导表达后的免疫印迹实验

验证重组载体构建的正确性及融合蛋白表达的正确性。结果PCR扩增获得预期长度的DNA片段

(822bp)，克隆至pGEX一6p一1载体后测序与GeneBank相符。诱导表达获得的蛋白相对分子质量与预期

一致，免疫印迹实验证实为GST融合蛋白。结论GST—CXCLl6／SR—PSOX融合蛋白表达载体构建成

功，原核表达顺利。
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The cloning of human CXCLl6，sR—PSoX fusion protein and its prokaryotic expression
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【Abstract】 Objective To construct a prokaryotic expression vector of GST-CxCLl6／SR—PS0x and
the fusion protein was expressed and identified．Methods The total mRNA was extracted from peripheral
blood mononuclear cell，and reverse transcription polymerase chain reaction was performed to amplify the full

len殍h of CXCLl6／SR—PSOX gene．The pGST-CXCLl6／SR-PSOX was constructed by ligasing the CXCLl6／

SR—PSOX gene and pGEX一6D一1．The correctness of recombinant plasmid was verified by enzyme incision and

sequencing，and the correctness of expression was verified by electrophoresis and western blot．Results A

specific DNA fragment(822 bp)was amplified by PCR，and then cloned into pGEX-6p-1．The homology of se-

quenee was confirmed by compared to GeneBank．The molecular mass of induction expression protein was CO．
incidence with anticipation．The expression of GST—CXCLl6／SR—PSOX fusion protein was confirmed by west．
eru blot using anti—GST antibody．Conclusion The prokaryotic expression vector pGST—CXCLl6／SR—PSOX
iS constructed successfully．and the target fusion protein Can be expressed well．
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CXCLl6／SR—PSOX既是氧化型低密度脂蛋白的

受体．又是招募炎症细胞的趋化因子，此蛋白通过何

种途径参与平滑肌细胞或单核／巨噬细胞向泡沫细

胞的表型转换，进而促进动脉粥样硬化(atheroscle—

rosis，AS)的发生发展，迄今为止尚未阐明[11。CX．

CLl6／SR—PSOX的相互作用蛋白的筛选及其功能研

究将有助于进一步揭示AS形成的分子机制，在此

之前．克隆该基因并进行原核表达将为探索CX—

CLl6／SR—PSOX参与AS的分子机制奠定基础。

1材料与方法

1．1外周血单个核细胞(peripheral blood mononu．

clear cell。PBMCs) 本文所需PBMCs分离自健康献

血员的新鲜肝素抗凝血。

1．2质粒与工程菌株 大肠杆菌BL21，JMl09和

pGEX一6p一1表达载体由中国人民解放军军事医学

科学院基础医学研究所惠赠。

1．3主要试剂GST融合蛋白纯化试剂盒购自GE

公司；限制性内切酶和M—MLV反转录酶购自美国

NEB生物公司：DNA标志物DL2000购自日本

TaKaRa公司；RNA提取试剂TRIzol为美国Invitro—

gen公司产品：T4一DNA连接酶购自美国Promega公

司；pfu PCR MIX购自北京天根生物技术公司：质粒

提取试剂盒和DNA片段回收试剂盒购自北京博大

泰克公司：引物合成及DNA测序由北京奥科生物有

限公司完成；兔抗GST抗体，鼠抗兔IgG抗体购自

百奥泰斯(北京)生物科技公司。

1．4引物设计采用软件primer premier 5．0。根据

GeneBank收录的CXCLl6／SR—PSOX基因序列进行
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设计．上游引物：5"-CGCGGATCCATGTCTGGGAGTC

AGAGCGAGG一3 7， 下游引物：57一CCCCTC．

GAGTCAGGTArrI’AGAGTCAGGTGCC一37(下划线分

别示BamHl、Xhol酶切位点)。

1．5总mRNA的提取 采用Ficoll—Hypaque密度

梯度离心法从10 rIll肝素抗凝血中分离PBMCs，收

集细胞，用1xPBS洗两次。取5x106PBMCs，再用1×

PBS洗一次，加入1 ml TRIzol。摇匀至细胞完全裂

解，按操作说明提取总mRNA。

1．6扩增CXCLl6／SR—PSOX基因 取2¨g总mR．

NA，加入Oligo dT、M—MLV反转录酶、dNTP、RNasin

及反应缓冲液，42℃孵育l h，产物为cDNA，作为模

板直接用于后续的PCR反应。反应体系：cDNA 2

斗l，上下游引物(10 pmol／斗L)各1斗l，pfu Mix 10斗l，

ddH20 6斗l。反应条件：95℃预变性5 min；94℃变性

30 s，57 oC退火40 s，72℃延伸40 s，重复30个循

环；最后72℃延伸7 min。PCR产物经1％琼脂糖凝

胶电泳分离后，用DNA回收纯化试剂盒回收。

1．7 pGEX—CXCLl6／SR—PSOX载体构建及鉴定

将回收产物和pGEX一60—1分别经BamHl、Xhol双

酶切，回收后在T4一DNA连接酶的作用下定向连

接，连接产物转化JMl09感受态，在含有氨苄青霉

素的LB培养板上筛选菌落，摇菌小量培养后进行

双酶切鉴定，酶切阳性的菌落提取质粒测序。

1．8 GST—CXCLl6／SR—PSOX融合蛋白的诱导表达

将测序正确的pGEX—CXCLl6／SR—PSOX转化BL21

感受态，涂布于含有氨苄青霉素抗性的LB培养板，

次日挑取生长良好的菌落接种于100 ml含有氨苄

青霉素的LB液体培养基中。37℃200 dmin扩增培

养至OD=0．4～0．5，加入l mmol／LIPTG在30℃诱导

表达，收集未诱导菌液、诱导后3 h和5 h的菌液，反

复冻融并超声裂解细菌，将上清液和沉渣进行10％

SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳。

1．9免疫印迹实验验证融合蛋白的表达 将菌体

蛋白采用lO％SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后湿

法转印至硝酸纤维素膜(40 V，3 h)，1％牛奶封闭过

夜，以兔抗GST抗体作为一抗结合1 h，辣根过氧化

物酶标记的鼠抗兔IgG为二抗结合l h，洗膜后用化

学发光底物ECL检测。

2结果

2．1 CXCLl6／SR—PSOX基因的扩增 将总mRNA

反转录后，经PCR扩增获得预计大小的DNA片段

(822 bp)，见图l。

2．2 pGEX—CXCLl6／SR—PSOX载体构建及鉴定

在氨苄青霉素抗性平板上挑取生长良好菌落，分别

标记为l～4号，摇菌培养后提取质粒，进行BamHl／

Xhol双酶切鉴定，其中1号、3号、4号均为阳性克

隆，见图2。取1号克隆的质粒进行测序，所得序列

与GeneBank完全一致。

图l CXCLl6／SR—I书OX基冈的

PCR产物琼脂糖凝胶电泳冈

￡：l泳道为DL2000：2泳道为PCR产物

111) M 2 3 4 5

图2 pGEX—CXCLl6／SR—PSOX载体酶切鉴定电泳图

注：I泳道为DL2000；2—5泳道分别为1-4号菌落中提取的质粒

2．3 GST—CXCLl6偈R—PsOX融合蛋白的诱导表达

含有重组表达载体的BL21，经IPTG诱导后，在相对

分子质量约65x103附近有明显的表达条带，与预期

相符。见图3。

2．4免疫印迹实验验证融合蛋白的表达 经免疫

印迹实验证实相对分子质量65x10s附近的蛋白为

GST融合蛋白，见图4。其中重组融合蛋白泳道中相

对分子质量为28x103左右的蛋白条带为GST。考虑

为小量的渗漏表达引起，有待于通过进一步优化诱

导表达的实验条件消除。

3讨论

炎症反应介导的血管内皮损伤在AS的发生发

展中发挥重要作用，局部的慢性炎症反应可能通过

多种途径促进平滑肌细胞或单核／巨噬细胞向泡沫

细胞发生表型转换，甚至诱发粥样斑块破裂引起急
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图3 GST—CXC L16，SR—PSOX融合蛋白的诱导表达

注：1为空载体未诱导；2为空载体诱导(箭头示GS’13；3为重组载

体未诱导；4为重组载体诱导(箭头示融合蛋白)；5为蛋白Marker

l 2

图4免疫印迹实验检测重组融合蛋白

注：1为GST；2为GST—CXCLl6／SR—PSOX

性冠脉综合征(acute coronary syndrome，ACS)。SR—

PSOX是2000年首先在巨噬细胞膜上发现的一种

新型的清道夫受体，同年发现了一种可与T淋巴细

胞表面的CXCR6受体结合的趋化因子，命名为CX．

CLl6，其功能主要是招募表达CXCR6的T淋巴细

胞。氨基酸序列分析发现二者为同一分子，故称为

CXCLl6／SR—PSOX[2．31。研究【4_司发现CXCLl6／SR—

PSOX在AS动物模型和冠状动脉粥样硬化患者的

单核／巨噬细胞、树突状细胞、平滑肌细胞和血管内

皮细胞的转录和表达明显高于对照组。同时，AS患

者的粥样斑块附近CXCLl6／SR—PSOX的表达明显

高于非粥样斑块区。除此以外，近年研究门还发现血

浆游离CXCLl6／SR—PSOX水平是AS发作的独立危

险因素。多项研究结果均支持其与AS的发生发展

关系密切。但国内外大多数研究尚停留在分析临床

数据的水平，仅有个别研究对CXCLl6，SR—PSOX参

与AS形成的分子机制进行了初步探讨且结论不

一。以CXCLl6／SR—IX50X与体内关键蛋白之间的相

互作用作为切入点，深入探讨CXCLl6，sR—PSOX参

与AS形成的分子机制显得尤为重要。

GsT融合蛋白沉降技术是利用GST对谷胱甘

肽偶联球珠的亲和性，从细胞裂解液中纯化相互作

用蛋白的有效手段。本文研究成功克隆了目的基因

CXCLl6，SR—PsOX，首次将此基因装入GST融合表

达载体pGEX一6p一1中，并诱导表达了融合蛋白

GST—CXCLl 6／SR—PSOX。将CXCLl 6／SR—PSOX与

GST进行融合表达，目的就是为了将来筛选能与

CXCLl6／SR—PSOX发生相互作用的细胞蛋白奠定基

础，使从分子水平上揭示CXCLl6，SR—PsOX如何参

与AS的发生发展成为可能。此外，本文研究在基因

克隆的过程中使用了pfu PCR MIX，与传统的Taq

酶相比，在大大增加扩增效率的同时保证了PCR反

应的保真性，最终的测序结果也支持了我们的预期。
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