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人 TACI2l inker2BR3双受体融合基因真核表达载体构建及其在COS27细
胞中的表达
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[摘要 ]　目的 :构建人双受体融合基因真核表达载体———pcDNA3. 1 ( + )2TACI2linker2BR32Ig GFc ,观察其在 COS27细胞中的

表达。方法 :应用基因工程技术构建重组载体 ,脂质体转染 COS27细胞 ,通过 Western印迹、EL ISA以及免疫组化方法 ,检测

目的蛋白的表达及其与 BA FF、A PRIL 蛋白相互作用情况。结果 :融合基因在瞬时转染的真核细胞中获得表达 ,并分泌至上

清 ,转染效率能达到 48 % ,融合蛋白能与BA FF、A PRIL 蛋白有效结合而且融合蛋白中分子标签 Ig GFc未影响双受体融合蛋白

的结构及其生物学活性。结论 :人 TACI2linker2BR3双受体基因与 Ig GFc融合基因载体构建成功 ,表达的融合蛋白具有生物

学活性 ,为进一步探讨 SL E等自身免疫疾病的发病机制和生物学治疗方法奠定了基础。
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Construction of a eukaryotic vector containing human TACI2l inker2BR32IgGFc double receptor fusion gene and
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[ ABSTRACT] 　Objective : To const ruct a eukaryotic vector containing human TACI2linker2BR32Ig GFc double receptor fusion

gene and to investigate it s expression in COS27 cells. Methods : The standard cloning technology was employed to const ruct the

title vector , which was then used to t ransfect COS27 cells by lipofectamine 2000. The expression of target p rotein and their in2
teraction with BAFF and APRIL protein were examined by Western blot , EL ISA , and immunohistochemist ry methods. Results :

The expression of the fusion protein was observed in t ransiently t ransfected COS27 cells , with the t ransfection efficiency being

48 %. The fusion protein was detected in the supernatant . It suggested that the fusion protein interacted well with BA FF and

A PRIL proteins ; the Ig GFc tag did not influence the natural assembly and the biological activity of fusion proteins. Conclusion :

A vector containing TACI2linker2BR3 double receptor and Ig GFc fusion gene has been successfully const ructed and the

subsequent fusion protein is bioactive , which paves a way for further research on the pathogenesis of autoimmune diseases and

biotherapy st rategy.
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　　配体 B 淋巴细胞刺激因子 ( B lymp hocyte

stimulator , BL yS)是新发现的一种新型 TN F 超家

族相关配体 ,与人体免疫系统调节密切相关 ,又名

BA FF、TALL21、T HAN K、TN FSF20、z TN F4 [1 ]。

增殖诱导配体 ( A proliferation2inducing ligand ,

A PRIL)是 1998 年由 Hahne 等[2 ] 发现的一种新

TN Fα相关配体 ,因其与 BA FF具有较高同源性 ,因

此也被称为 TALL22。BA FF 主要由单核细胞表

达 ,在体内、外实验中能介导 B细胞的增殖和分泌免

疫球蛋白[3 ,4 ]。研究[ 5 ]发现 ,BA FF基因突变小鼠可

以产生广泛的 B 细胞增生和狼疮样自身免疫性疾

病 ,表现为机体产生抗核抗体 ,肾脏中出现免疫复合

物沉积。A PRIL 与 BA FF功能相似 ,在外周血淋巴

细胞、单核细胞/巨噬细胞上有较高水平的表达 ,但

活性却不完全相同。A PRIL 转基因小鼠中 , T细胞

增殖显著 ,存活时间延长 ,B细胞增殖并使脾重量增

加 ,同时 T 细胞依赖性体液免疫反应加强 , IgM 升

高 ,A PRIL 有可能作为 BA FF的一种协同刺激分子

在发挥作用[6 ]。
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　　BR3 是 BLyS的特异性受体 ,是 BA FF发挥促

成熟 B 细胞增殖、分化作用的关键性受体[7 ]。

A PRIL竞争结合穿膜蛋白活化物受体 ( t ransmem2
brane activator and CAML2interactor , TACI)和 B

细胞成熟抗原受体 (B cell mat uration antigen , BC2
MA) ,其中 TACI与 A PRIL 结合后的作用效果是

BCMA2A PRIL 结合后的 10 倍。BA FF2A PRIL 与

TACI2BCMA2BR3的结合与 B 细胞增殖性自身免

疫性疾病 ( SL E、RA、SS等)发生发展关系密切 ,因

此 ,降低BA FF和 A PRIL 在血液中的含量及其生物

活性可能会为自身免疫疾病的治疗提供一种新方

法。

　　本研究通过构建人 TACI2BR3受体融合蛋白真

核表达载体 ,体外表达双受体融合蛋白 ,与膜结合性

受体竞争结合 BA FF 和 A PRIL ,封闭和减弱配体

BA FF和 A PRIL 发挥的生理功能 ,可能对 SL E、RA

等自身免疫疾病的治疗起一定作用 ,为探索自身免

疫疾病新的生物治疗方法提供了新思路。

1　材料和方法

1. 1 　材料 　双受体融合基因载体 p EGFP2N12
TACI2linker2BR3已由本实验室构建。非洲绿猴胚

肾细胞系 COS27、D H5α感受态菌株购自天为时代

公司 ;真核表达载体 pcDNA3. 1 ( + ) 、TRIzol 购自

Invit rogen公司。Ex T aq DNA 多聚酶、L A T aq

DNA 多聚酶、Probest DNA 多聚酶、PCR 用 GC

Buffer、T4 DNA Ligase ,p MD 182T simple vector、

逆转录试剂盒 mRNA Selective PCRVer. 1. 1 购自

Ta KaRa公司。DM EM、胎牛血清为 Gibco 公司产

品。引物合成于上海鼎安公司 ,测序由大连宝生物

公司完成。

1. 2　载体构建

1. 2. 1 　引物设计与合成　由于本室已经成功构建

p EGFP2 N12TACI2linker2BR3 ,为了转染细胞后融

合蛋白能进行分泌性表达和方便纯化 ,以其为模板 ,

通过设计引物改变酶切位点 , PCR 后将 TACI2lin2
ker2BR3片段连入 pcDNA3. 1 ( + )载体中 ,linker 分

子由 ( Gly4 Ser) 3组成 ,在融合基因 5′端加入 CD33信

号肽序列 , 3′端添加 Ig GFc 序列。构建 CD332
TACI2linker2BR32Ig GFc分泌型融合基因模式 ,见

图 1。

图 1　CD332TACI2linker2BR32IgG Fc

融合基因构建模式图

Fig 1　Construction of CD332TACI2
linker2BR32IgG Fc fusion gene

h TACI and BR3 gene are fused by a flexible hydrophobic polypeptide

linker ; moreover , CD33 signal peptide is added to t he 5′2terminal and

Ig GFc symbol is added to t he 3′2terminal

　　CD33信号肽序列通过设计一对互补引物完成 ,

引物退火后可形成两端带 N heⅠ、Hi ndⅢ限制性内

切酶位点的黏性末端 ,为了提高目的蛋白的真核表

达效率 ,在 5′端起始密码子前附加 Kozak 翻译起始

密码 ,上游 : 5′2CTA GCG CCA CCA T GC CGC

T GC T GC TAC T GC T GC CCC T GC T GT GGG

CA G GGG CCC T GG CTA23′,下游 : 5′2A GC TTA

GCC A GG GCC CCT GCC CAC A GC A GG GGC

A GC A GT A GC A GC A GC GGC ATG GTG GCG23′。

　　TACI2linker2BR3 片段扩增引物 ,上下游引物

各引入 H i nd Ⅲ、EcoR Ⅰ限制性内切酶位点和保护

碱基 ,上游 : 5′2CGA A GC T TA GT G GCC T GG

GCC GGA GCA G23′,下游 : 5′2AA G AA T TCC

CGC GGC GT G CGC A GG A23′。

　　人免疫球蛋白 Ig G1Fc 基因扩增以人外周血

PBMCs cDNA为模板 ,用 p robest DNA多聚酶 ,上、

下游引物各引入 EcoRⅠ、X hoⅠ限制性内切酶位点

和保护碱基 ,上游 5′2CGG AA T TCG A GC CCA

AA T CT T GT G ACA A23′,下游 5′2CCC TCG

A GT CA T T TA CCC GGA GAC A GG GA G23′。

1. 2. 2 　目的基因 PCR扩增和载体构建 　CD33 信

号肽互补引物退火后 ,形成两端带 N heⅠ、Hi nd Ⅲ

限制性内切酶位点的黏性末端 ,连入 pcDNA3. 1

( + )载体 ,命名为 pcDNA3. 1 ( + )2CD33。

　　以 p EGFP2 N12TACI2linker2BR3为模板 , PCR

扩增 TACI2linker2BR3片段 ,因为 TACI2linker2BR3

片段 GC含量高 ,因此选用 L A T aq DNA 多聚酶和

高 GC缓冲液体系进行扩增。PCR产物连入亚克隆

载体 pMD 182T simple 载体 ,经 H i ndⅢ、EcoRⅠ双

酶切后连入 pcDNA3. 1 ( + )2CD33 载体 ,命名为

pcDNA3. 1 ( + )2CD332TACI2linker2BR3载体。
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　　以人外周血 PBMCs cDNA 为模板 ,用 Probest

DNA多聚酶 PCR 扩增 Ig GFc 片段 , PCR 产物加

“A”后 ,连入亚克隆载体 pMD 182T simple ,经 EcoR

Ⅰ、X ho Ⅰ双酶切后连入 pcDNA3. 1 ( + )2CD332
TACI2linker2BR3载体 ,命名 pcDNA3. 1 ( + )2CD332

TACI2linker2BR32Ig GFc载体。载体构建好后用分

别用 N heⅠ、H i ndⅢ、EcoRⅠ、X hoⅠ进行酶切鉴定

并送测序鉴定。

　　载体构建流程见图 2。

图 2　重组真核表达载体 pcDNA3. 1( + )2CD332TACI2linker2BR32IgGFc构建示意图

Fig 2　Construction route of eukaryotic vector pcDNA3. 1( + )2CD332TACI2linker2BR32IgGFc

1. 3 　TACI2linker2BR32Ig GFc 双受体融合蛋白在

COS27细胞中表达

1. 3. 1　转染 COS27细胞　COS27细胞常规培养于

含 10 %胎牛血清的 DM EM高糖培养基中 ,转染前 1

d ,以 2×105 / ml密度接种于 24孔细胞培养板 ,每孔

加入 0. 5 ml 无抗生素 DM EM 完全培养基 ,使其在

次日达到 90 %～95 %细胞融合度。转染时 ,每孔细

胞用 50μl 无血清 DM EM 培养基稀释 0. 8μg

DNA ,混匀 ;50μl 无血清 DM EM 培养基稀释 2μl

lipofectamine 2000 转染试剂 ,混匀 ,室温孵育 5

min。将混合稀释的 DNA 和稀释的 lipofectamine

2000 ,混匀后 ,室温下放置 20 min ,使得 DNA2lipo2
fectamine 2000复合物形成。将 24孔板中旧培养液

吸出 ,用无血清培养基清洗 2 次 ,加入 0. 5 ml 无血

清培养基。将 100μl脂质体/ DNA混合物逐滴加到

每孔中 ,轻轻混匀。37℃、5 %CO2中孵育 6 h后换含

血清无抗生素的新鲜培养基 , 继续培养。以

pcDNA3. 1 ( + )空载体同时转染作阴性对照。

1. 3. 2　COS27细胞中双受体融合基因 mRNA 的检

测　TRIzol 试剂提取 48 h 培养的细胞中 RNA ,

R T2PCR检测细胞中双受体融合基因 mRNA 的转

录。
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1. 3. 3　Western印迹分析　转染 48 h后 ,收集转染

后的 COS27 细胞 ,加入 1 ml RIPA buffer 和 10μl

PMSF (10 mg/ ml)裂解细胞 ,与经 30 % PEG8000/

2. 5 mol/ L NaCl 溶解浓缩细胞蛋白提取液 ,Brad2
ford 比色法测定蛋白浓度 ,将提取蛋白与 2 ×SDS

loading buffer等体积混合 ,100℃煮沸 5 min。快速

离心后取上清 ,行 SDS2PA GE电泳 ,转印至硝酸纤

维素膜 ,以 HRP2羊抗人 Ig G抗体为标记抗体 ,新鲜

配制的 DAB为显色底物检测目的蛋白的表达。

1. 3. 4 　夹心 EL ISA 方法检测 BA FF、A PRIL 与融

合蛋白的结合　连续 7 d收集 COS27瞬转细胞上清

中的目的蛋白进行检测。分别用 A PRIL、BA FF蛋

白、溶菌酶以 500 ng/ ml包被 96孔板 ,5 %脱脂奶粉

封闭 ,加入浓缩后的细胞培养上清 ,37℃,孵育1 h ,1

mol/ L PBST洗板后 ,用 HRP2羊抗人 Ig G检测与固

定化蛋白结合的目的蛋白。加入 TMB 显色底物 ,

显色 3～5 min后加 2 mol/ L H2 SO4终止反应 ,测定

各孔 D450值。阴性对照为未转染细胞培养上清。

1. 3. 5　细胞爬片免疫组化方法检测双受体融合蛋

白的表达　细胞爬片 ,加入 80 %冷丙酮固定 10～15

min , PBS 洗 3 次 ×5 min ,加入 0. 02 % Triton

X2100 ,室温下孵育 20 min ,PBS洗涤后 ,用 5 %脱脂

奶粉 37℃封闭 30 min , 加入1 ζ1 000稀释的 HRP2
羊抗人 Ig G抗体 ,37℃孵育 1 h ,PBS充分洗涤后 ,滴

加新鲜配制的 DAB 显色 5～10 min 后 ,终止反应 ,

行苏木精复染。以转染空质粒 pcDNA3. 1 ( + )作为

阴性对照。

1. 4　统计学处理　用 SPSS 10. 0 软件进行 t检验。

2　结　果

2. 1　重组表达 Fc 标记真核质粒 pcDNA3. 1 ( + )2
CD332TACI2linker2BR32Fc的构建及鉴定　经 PCR

反应、酶切和测序 ,证实 pcDNA3. 1 ( + )2CD332
TACI2linker2BR3 与预期相符。重组载体 PCR 及

酶切鉴定结果见图 3。

2. 2 　R T2PCR 鉴定融合基因的整合和表达 　

TRIzol法提取细胞总 RNA ,R T2PCR结果显示在转

染细胞中出现融合基因 ,而非转染细胞中未见目的

基因的表达。PCR 扩增的片段有 TACI2linker2
BR32Ig GFc以及目的基因全长 ( CD332TACI2linker2
BR32Ig GFc)片段 ,大小分别为 620、710、1 300 bp

(图 4) 。

图 3　pcDNA3. 1( + )2CD332TACI2
linker2BR32Fc的酶切及 PCR鉴定

Fig 3　Identif ication of plasmid pcDNA3. 1( + )2CD332TACI2
linker2BR3 by restriction endonuclease digestion and PCR

M1 ,M2 : DNA marker ; 1 : pcDNA3. 1 ( + )2CD332TACI2linker2BR32

Fc ; 2 : pcDNA3. 1 ( + )2CD332TACI2linker2BR32Fc/ N heⅠ+ X hoⅠ;

3 : pcDNA3. 1 ( + )2CD332TACI2linker2BR32Fc/ S al Ⅰ + A paⅠ;

4 : TACI2linker2BR3 PCR ; 5 : Ig GFc PCR

图 4　RT2PCR结果

Fig 4　The results of RT2PCR

1 : 150 bp DNA marker ; 2 : TACI2linker2BR3 R T2PCR product s

f rom COS27 ; 3 : Ig GFc R T2PCR product s f rom COS27 ; 4 : Total

lengt h of purpose protein R T2PCR product s f rom COS27

2. 3 　重组 pcDNA3. 1 ( + )2CD332TACI2linker2
BR32Ig GFc载体在 COS27 细胞中表达鉴定 　用

pcDNA3. 1 ( + )2 CD332TACI2linker2BR32Ig GFc 转

染 COS27细胞 ,同时以空载体 pcDNA3. 1 ( + )作阴

性对照。取目的质粒转染后 COS27 细胞裂解产物

进行 Western 印迹分析 ,可见有特异蛋白条带。其

相对分子质量与目的蛋白基本一致 ,而 pcDNA3. 1

( + )对照未见表达产物 (图 5) 。

2. 4 　EL ISA 检测 BA FF、A PRIL 与 TACI2linker2
BR32Ig GFc融合蛋白的特异性结合 　固定于 96 孔

板上的背景蛋白溶菌酶与阴性对照相比 ,结合信号

无明显区别 ,BA FF 与 A PRIL 包板 ,结合信号显著

增强 , D450值分别为 0. 875、0. 593 ,经 t检验 ,与阴性

对照和背景蛋白结果相比有显著性差异 ( P <
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0. 01) 。说明 BA FF 和 A PRIL 与双受体融合蛋白

TACI2linker2BR32Ig GFc有明显的相互作用。

图 5　TACI2linker2BR32Fc融合蛋白 Western印迹结果

Fig 5　Western blotting of TACI2linker2
BR32Fc fusion protein

1 : Protein marker ; 2 : Purpose protein

2. 5　免疫组化检测结果　以转染后细胞爬片做免

疫组化 ,可见阳性转染细胞胞质中蛋白表达强阳性 ,

最高阳性率可达到 48 %(图 6) 。

图 6　融合蛋白在 COS27细胞中的表达

Fig 6　Expression of biceptor fusion

protein in COS27 cells( ×200)

A : COS27 cells t ransfected wit h pcDNA3. 1 ( + ) ; B : COS27 cells

t ransfected wit h pcDNA3. 1 ( + )2CD332TACI2linker2BR32Ig GFc

3　讨　论

　　通过对 BA FF转基因小鼠以及基因敲除小鼠模

型的研究已经证实 ,BA FF 在自身免疫病 (如 SL E)

的形成和发展中起重要作用 ,BA FF 能提供共刺激

信号对抗 TCR 刺激后的 T 细胞增殖反应[ 8 ] ,还参

与调节 Th1 型炎症反应[9 ]。在对 B 细胞的生长和

分化调节作用中 ,BA FF 是一个关键因子 , A PRIL

有可能作为一个协同刺激因子在发挥作用[10 ]。在

骨髓瘤患者中 ,BA FF和 A PRIL 通过活化骨髓瘤细

胞中 N F2κB、PI23 激酶和 MA KP激酶通路 ,使Mcl21

和Bcl22抗凋亡蛋白表达上调 ,促进骨髓瘤细胞增殖

以及降低细胞对地塞米松治疗后的凋亡反应[ 11 ]。

同样的 ,在 B 细胞型慢性淋巴细胞白血病患者中 ,

BA FF、A PRIL 蛋白可通过自分泌的方式作用于相

应受体活化 N F2κB途径抑制白血病细胞凋亡[12 ]。

　　阻断相关配体的生理学作用 ,构建重组可溶性

受体是一个行之有效的方法。为了同时阻断或抑制

BA FF、A PRIL 的作用 ,本研究选择了构建双受体融

合蛋白的方法。

　　目前 ,在体内研究结果证实 : TACI作为一个可

溶性受体 ,可以有效阻断 BA FF在自身免疫疾病中

的生物活性功能[ 9 ]。向 SL E模型小鼠注射可溶性

TACI2Fc融合蛋白会使其蛋白尿和死亡率下降[ 13 ]。

注射 TACI也可以阻断 A PRIL 介导的细胞效应 ,而

不是单纯的 BA FF介导的细胞效应[10 ]。TACI将是

研究自身免疫病生物治疗的一个有用靶点。BR3是

BA FF 的特异性受体 , BR32Fc 可以抑制 ( NZB ×

NZW) F1小鼠模型抗2DNA抗体的产生[14 ]。

　　本研究成功构建了双受体‘融合蛋白 ,5′端引物

CD33信号肽序列 ,使目的蛋白分泌性表达 ,有利于

蛋白的收集和纯化。Fc 融合蛋白主要是将生物活

性蛋白与 Ig的铰链区及 CH2、CH3 区结合。Fc 融

合蛋白多数具有如下特征 : (1)通过与抗 Ig 或蛋白

A结合便于检测或纯化 ,如用抗人 Fc抗体标记物可

识别融合蛋白的 Fc段 ,可鉴定融合蛋白识别的组织

和细胞 ,此外 Fc段易于被 I2及酶标记 ,用于流式细

胞术及免疫组化检测 ,有利于 Fc融合蛋白作为一种

研究用的工具。(2)通过该蛋白分子与其配体的相

互作用将 Fc段的生物学效应引到特定目标 ,如 AD2
CC、固定补体及免疫调节作用等。(3)延长该蛋白

在血液中的半衰期 ,利于重组蛋白作为治疗药物在

临床中的实际应用。(4) Ig G、IgM 和 IgA 的 Fc 结

构域可形成多聚合分子 ,使重组蛋白具有更强的抗

原结合力。将双受体融合蛋白基因片段和 hIg G1

Fc片段连接在一起 ,表达分泌型的 CD332TACI2lin2
ker2BR32Fc融合蛋白 ,使表达产物的免疫原性和活

性增高 ,可介导 ADCC和 CDC等效应功能 , Ig G1 Fc

区能够结合 N K细胞表面的 CD16受体以及启动补

体级联反应的 C1q蛋白 ,由此可以触发强烈的溶细

胞反应 ,另外 ,Fc片段可使融合蛋白易于用抗2Fc抗

体和 proteinA 亲和层析柱进行分离纯化和鉴定。



第 11期. 王　燕 ,等. 人 TACI2linker2BR3双受体融合基因真核表达载体构建及其在 COS27细胞中的表达 ·1195　 ·

TACI和 BR3受体之间引入 Linker 结构 ,这是一含

15个氨基酸的疏水性多肽 ,具有良好的柔韧性和折

叠性 ,并具有足够的长度保证融合蛋白中 TACI和

BR3能形成与天然蛋白类似的空间结构 ,而且不会

互相干扰正确空间结构的形成。

　　评价外源性蛋白是否构建成功 ,我们还需要进

行大量的蛋白功能和活性研究 ,这也是下一步工作

的重点和难点 ,为探索自身免疫病的发病机制和寻

求新的生物治疗方法奠定基础。
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