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［摘要］　目的：构建含鼠疱疹病毒侵入介质（ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓｅｎｔｒｙｍｅｄｉａｔｏｒ，ＨＶＥＭ）胞外区和ＩｇＧ２ａＦｃ段重组表达质粒，真核表

达 ＨＶＥＭＩｇ融合蛋白，鉴定、纯化，并检测其生物学活性。方法：通过 ＲＴＰＣＲ从ＢＡＬＢ／ｃ小鼠脾细胞总 ＲＮＡ中扩增

ＨＶＥＭ胞外区片段，ＷＴ１杂交瘤细胞总ＲＮＡ中扩增鼠ＩｇＧ２ａＦｃ片段，克隆入真核分泌型表达载体ｐＳｅｃＴａｇ２Ａ，转染中国仓

鼠卵巢细胞（ＣＨＯ），表达产物用ｒＰｒｏｔｅｉｎＡ凝胶进行亲和层析纯化，获得目的蛋白，并进行ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析。

在单向混合淋巴细胞反应中加入不同浓度的 ＨＶＥＭＩｇ融合蛋白作为处理组，同时以加入ＩｇＧ蛋白的作为阴性对照和未处理

的混合淋巴细胞作为空白对照，分别采用［３Ｈ］ＴｄＲ掺入法和ＥＬＩＳＡ法观察淋巴细胞增殖程度和细胞因子分泌情况。结果：

成功构建重组质粒ｐＳｅｃＴａｇ２ＡＨＶＥＭＩｇ，表达及纯化 ＨＶＥＭＩｇ融合蛋白，并对蛋白的理化性质进行了鉴定。［３Ｈ］ＴｄＲ掺

入法和ＥＬＩＳＡ法结果显示：与对照组相比，该融合蛋白呈剂量依赖性抑制淋巴细胞增殖和ＩＦＮγ、ＴＮＦα、ＩＬ２等细胞因子的

分泌（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。结论：成功构建了 ＨＶＥＭＩｇ融合蛋白真核表达体系，融合蛋白具有预期的抑制淋巴细胞活性

及细胞因子分泌的功能，为后续研究该分子在自身免疫和移植免疫反应中的机制奠定了基础。
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　　淋巴细胞的活化不仅需要来自于抗原受体［包括Ｔ细胞

受体（Ｔｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＣＲ）与Ｂ细胞受体（Ｂｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒ，

ＢＣＲ）］的信号，还需要来自于共信号分子的第二信号，这些

第二信号共同调控着淋巴细胞活化的程度、质量及持续性。

共信号分子根据信号转导的效应分为正性共信号分子和负

性共信号分子，根据结构主要分为ＣＤ２８／Ｂ７超家族和 ＴＮ

ＦＲ／ＴＮＦ超家族，它们对于维持Ｔ细胞适度有效的免疫应

答发挥着重要的调节作用［１３］。

　　疱疹病毒侵入介质（ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓｅｎｔｒｙｍｅｄｉａｔｏｒ，ＨＶＥＭ）

是近年来发现的免疫系统活性开关蛋白，属于ＴＮＦ受体超家

族成员，可在多种细胞如 Ｔ细胞、Ｂ细胞和未成熟 ＤＣ表

达［４５］。ＨＶＥＭ作为受体与本家族的成员ＬＩＧＨＴ相互作用

能够介导正性的共刺激信号，促进Ｔ细胞的活化与增殖［６７］；

同时ＨＶＥＭ又作为ＣＤ２８／Ｂ７超家族成员Ｂ、Ｔ淋巴细胞衰减

子 （ＢａｎｄＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅａｔｔｅｎｕａｔｏｒ，ＢＴＬＡ）的唯一配体介导和

传递负性共抑制信号［８］，抑制Ｔ细胞的增殖和细胞因子的表

达［９］。因此，ＨＶＥＭ 不仅桥联了共信号分子两大家族，而且

将正、负性共信号联系在了一个共信号分子微观网络ＨＶＥＭ／

ＬＩＧＨＴ和ＢＴＬＡ／ＨＶＥＭ之中。为了对该共信号分子进行更

深入的研究，本研究构建了鼠ＨＶＥＭ胞外区和鼠ＩｇＧ２ａＦｃ段

重组真核表达质粒，在ＣＨＯ细胞中实现了 ＨＶＥＭＩｇ融合蛋

白的稳定分泌性表达，并在体外对其生物学活性进行了初步

鉴定，为后续实验奠定了基础，提供了研究工具。

１　材料和方法

１．１　 质 粒、菌 株 及 细 胞 株 　 真 核 分 泌 型 表 达 质 粒

ｐＳｅｃＴａｇ２Ａ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；宿主菌ＤＨ５α、中国仓鼠卵

巢细胞（ＣＨＯ）由本室保存。

１．２　主要试剂　ＴＲＩｚｏｌ、ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清

（ＦＣＳ）、ＥＤＴＡ胰蛋白酶购自 Ｇｉｂｃｏ公司，各种限制性内切

酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＤＮＡ标记物购自

ＴａＫａＲａ公司；质粒抽提试剂盒、胶回收纯化试剂盒购自杭州

维特洁生物公司；脂质体转染试剂盒Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购

自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＨｙｇｒｏｍｙｃｉｎＢ购于Ｓｉｇｍａ公司；ｒＰｒｏｔｅｉｎ

Ａ亲和凝胶购于Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司；ＳｅｒｕｍＦｒｅｅＭｅｄｉｕｍ购于

Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；抗小鼠 ＨＶＥＭ 单克隆抗体、ＨＲＰ标记二

抗购于Ｐｉｅｒｃｅ公司；鼠ＩｇＧ２ａＥＬＩＳＡ试剂盒购于Ｂｅｔｈｙｌ公

司。其余常规试剂均为进口或国产分析纯。

１．３　ＰＣＲ引物　根据ＧｅｎＢａｎｋ提供小鼠 ＨＶＥＭｃＤＮＡ序

列设计引物：上游５′ＧＧＣＣＣＡＧＣＣＧＧＣＣＣＡＧＣＣＣＴＣ

ＡＴＧＣＡＧＡＣＡＧＧＡＧ３′，下游５′ＧＧＴＣＴＡＧＡＧＧＡＧ

ＧＡＧＣＡＧＧＴＧＧＴＧＴＣＴＧＴ３′；根据 ＧｅｎＢａｎｋ提供鼠
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ＩｇＧ２ａ序列设计引物：上游５′ＧＧＴＣＴＡＧＡＧＡＧＣＣＣＡ

ＧＡＧＧＧＣＣＣＡＣＡＡＴＣ３′，下游５′ＧＧＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣ

ＡＴＴＴＡＣＣＣＧＧＡＧＴＣＣＧＧＧＡ３′，引物均由上海生工生

物工程技术服务有限公司合成。

１．４　目的基因的克隆与载体构建

１．４．１　ＲＴＰＣＲ获得 ＨＶＥＭ 胞外区和ＩｇＧ２ａＦｃ片段　取

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠脾细胞，用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ，同法从

ＷＴ１杂交瘤细胞中提取总 ＲＮＡ，经过优化的逆转录体系

为：ＲＮＡ４μｌ、随机引物１μｌ、５×Ｂｕｆｆｅｒ４μｌ、ｄＮＴＰ（各１０

ｍｍｏｌ／Ｌ）２μｌ、Ｍｇ
２＋（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）１．５μｌ、ＭＭＬＶ１μｌ和纯

水６．５μｌ，共计２０μｌ，反应条件为：４２℃６０ｍｉｎ，９４℃５ｍｉｎ，

４℃５ｍｉｎ。利用设计的引物进行ＰＣＲ，循环条件为：９４℃５

ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ（循环３０次）；７２℃ ５

ｍｉｎ。ＰＣＲ产物进行１％琼脂糖凝胶电泳，并在紫外灯下割

胶，用胶回收试剂盒回收目的片段。

１．４．２　ＰＣＲ产物经胶回收后得到目的片段　ＨＶＥＭ 胞外

区片段和ＩｇＧ２ａＦｃ片段，将此两个片段用Ｔ４ＤＮＡ连接酶

连入真核表达载体ｐＳｅｃＴａｇ２Ａ，２２℃反应２ｈ。再将连接产

物转化感受态ＤＨ５α大肠杆菌，涂布于含氨苄霉素的ＬＢ平

板上，质粒抽提，经ＳｆｉⅠ和ＮｏｔⅠ双酶切鉴定筛选得到阳性

克隆，送上海生工生物工程技术服务有限公司测序。

１．５　ＨＶＥＭＩｇ融合蛋白的表达、纯化和鉴定

１．５．１　ＨＶＥＭＩｇ融合蛋白的表达　经酶切和测序鉴定的

ｐＳｅｃＴａｇ２ＡＨＶＥＭＩｇ质粒转染ＣＨＯ细胞，用含１０％ＦＣＳ
的ＲＰＭＩ１６４０培养基培养细胞，加入ＨｙｇｒｏｍｙｃｉｎＢ６００μｇ／

ｍｌ加压筛选，挑选阳性细胞克隆进行转种，用双抗体夹心

ＥＬＩＳＡ法监测细胞分泌蛋白情况，最终获得稳定高效表达目

的蛋白的细胞株。将获得的细胞株进行大规模滚瓶细胞培

养，并保持 ＨｙｇｒｏｍｙｃｉｎＢ的筛选压力，待细胞长满滚瓶后换

无血清培养基培养５～７ｄ，收集培养液。１００００×ｇ离心２０

ｍｉｎ收集上清。

１．５．２　ＨＶＥＭＩｇ融合蛋白的纯化　利用ｒＰｒｏｔｅｉｎＡ亲和

凝胶与目的蛋白ＩｇＧ２ａＦｃ段的特异性结合，直接采用蛋白Ａ
亲和层析，快速获取目的蛋白。先用平衡液平衡柱床，再将

上述离心收集的培养液上样，然后用洗涤液充分洗涤层析

柱，最后Ｄ２８０监测下，用洗脱液洗脱收集蛋白，调节ｐＨ 至

７．４。将得到的该纯化蛋白样品再用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）４℃
透析过夜，０．２２μｍ滤器过滤除菌。最后用ＢＣＡ的方法对

蛋白进行定量。

１．５．３　ＨＶＥＭＩｇ融合蛋白的鉴定　十二烷基硫酸钠聚丙

烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）：配制１２％的丙烯酰胺凝胶，

将制备好的样品分别加入还原型和非还原型加样缓冲液，

９５℃变性５ｍｉｎ后加样品和蛋白标志，８０Ｖ 电压电泳３０

ｍｉｎ，然后在１２０Ｖ电压下跑完。电泳胶用考马斯亮蓝染色

３０ｍｉｎ，再脱色至背景清晰。最后将胶放于３％～５％甘油中

浸泡１ｈ，用２层玻璃纸包胶、晾干。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析：取融

合蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ，电泳完毕把蛋白转印ＰＶＤＦ膜上，

０．５ｇ／Ｌ脱脂奶粉室温封闭１ｈ，抗 ＨＶＥＭ 抗体４℃过夜孵

育，ＨＲＰ标记的二抗室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，ＥＣＬ试剂曝

光显影定影分析。

１．６　ＨＶＥＭＩｇ融合蛋白的生物学活性检测　［３Ｈ］ＴｄＲ
掺入法检测淋巴细胞增殖反应及ＥＬＩＳＡ法检测细胞因子分

泌情况。尼龙毛柱分离法收集ＢＡＬＢ／ｃ小鼠脾Ｔ细胞作为

反应细胞；收集Ｃ５７ＢＬ／６小鼠脾细胞，用８０μｇ／ｍｌ的丝裂霉

素处理３０ｍｉｎ，作为刺激细胞；将两种细胞混合加入９６孔细

胞培养板培养，进行单向混合淋巴细胞反应（ＭＬＲ），分为未

处理组、ＩｇＧ对照组和不同浓度的 ＨＶＥＭＩｇ处理组。各组

均设３个复孔，３７℃５％ＣＯ２条件下培养５４ｈ后实验组及对

照组均加入３．７×１０４Ｂｑ［３Ｈ］ＴｄＲ／孔，１８ｈ后收集培养上

清用ＥＬＩＳＡ法检测细胞因子；同时收集细胞至玻璃纤维膜，

置于２４孔板，每孔加入闪烁液４００μｌ，液闪仪测定每分钟脉

冲计数，观察细胞增殖程度。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计分析软件进行单因

素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　鼠 ＨＶＥＭ胞外区片段和ＩｇＧ２ａ重链基因Ｆｃ恒定区片

段的克隆　分别从ＢＡＬＢ／ｃ小鼠脾细胞和 ＷＴ１杂交瘤细

胞中提取总ＲＮＡ，逆转录后ＰＣＲ扩增，琼脂糖凝胶电泳分

析ＰＣＲ产物（图１），得到与预期大小一致的ＤＮＡ片段（５２２

ｂｐ和７２０ｂｐ）。

图１　 ＨＶＥＭ胞外区片段以及ＩｇＧ２ａ重链基因

Ｆｃ恒定区片段的琼脂糖凝胶电泳结果

Ｍ：ＤＮＡ标志物；１：经 ＲＴＰＣＲ得到的 ＨＶＥＭ 胞外区片段；２：经

ＲＴＰＣＲ得到的ＩｇＧ２ａＦｃ段

２．２　重组真核表达质粒ｐＳｅｃＴａｇ２ＡＨＶＥＭＩｇ的鉴定　重

组ｐＳｅｃＴａｇ２ＡＨＶＥＭＩｇ质粒经ＳｆｉⅠ和ＸｂａⅠ双酶切后电

泳，显示切出与目的基因大小一致的ＤＮＡ片段（图２）。插

入片段经测序证明插入位置正确，无突变，表明克隆载体含

有 ＨＶＥＭＩｇ基因序列，测序结果见图３。

２．３　ＨＶＥＭＩｇ融合蛋白的表达及其纯化产物的 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴定　ＥＬＩＳＡ法筛选高表达量

的细胞株，最终获得表达量为１ｐｇ／（ｃｅｌｌ·２４ｈ）的细胞克隆，

扩增、收集纯化蛋白并进行鉴定分析。ＨＶＥＭ 在体内可以

二聚体或三聚体形式表达。ＳＤＳＰＡＧＥ结果显示：在还原状

态下检测到相对分子质量约为４５０００的特异蛋白，而在非还

原状态下可检测到相对分子质量为４５０００、９００００、１２００００
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的特异蛋白，表明表达产物可能存在多种形式。凝胶经灰度

扫描分析显示蛋白纯度达到９０％。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析结果：

该蛋白样品可被ａｎｔｉＨＶＥＭ 抗体特异性识别，证明该蛋白

为 ＨＶＥＭ融合蛋白（图４）。

２．４　ＨＶＥＭＩｇ融合蛋白的生物学活性检测　［３Ｈ］ＴｄＲ
掺入法检测结果（图５）显示：与对照组相比，ＨＶＥＭＩｇ呈剂

量依赖性地抑制同种异体Ｔ细胞的活化增殖（Ｐ＜０．０５或

Ｐ＜０．０１）。ＥＬＩＳＡ法检测培养上清中细胞因子ＩＬ２、ＩＦＮγ、

ＴＮＦα的水平，结果（图６）显示：当浓度为４０～１００μｇ／ｍｌ
时，ＨＶＥＭＩｇ组培养上清中ＩＦＮγ、ＴＮＦα、ＩＬ２的水平低

于对照ＩｇＧ组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

图２　重组质粒ｐＳｅｃＴａｇ２ＨＶＥＭＩｇ
酶切鉴定的电泳分析

Ｍ：ＤＮＡ标志物；１：ＳｆｉⅠ＋ＮｏｔⅠ双酶切产物

图３　ｐＳｅｃＴａｇ２ＡＨＶＥＭＩｇ测序图

图４　ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹

鉴定重组融合蛋白ＨＶＥＭＩｇ
Ａ：ＳＤＳＰＡＧＥ结果．Ｍ：蛋白质相对分子质量标志物；１：还原态蛋白；

２：非还原态蛋白．Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析结果

图５　ＨＶＥＭＩｇ抑制单向混合淋巴细胞增殖反应

Ｓ：单一刺激细胞组；Ｒ：单一反应细胞组；ＩｇＧ：１００μｇ／ｍｌＩｇＧ对照

组．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与ＩｇＧ组相比；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

图６　ＭＬＲ培养上清细胞因子水平检测结果
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与ＩｇＧ组比较；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ
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　　Ｔ淋巴细胞介导的免疫反应在自身免疫及移植免疫中

占有关键地位，共信号分子表达于Ｔ细胞表面，其与配体结

合不仅能增强Ｔ细胞与抗原递呈细胞（ＡＰＣ）的连接及促进

ＴＣＲ与 ＭＨＣ抗原肽复合物的结合，还可向Ｔ细胞传递其完

全活化所必须的辅助信号。Ｔ细胞不同的共信号通路组成

了相互影响、相互依存的多层次级联调控网络，为调控Ｔ细

胞活化及其介导的免疫应答提供了有效的靶点，将Ｔ细胞作

为靶细胞通过各种途径阻断其活化是免疫治疗的可行方案。

作为ＴＮＦＲ家族成员之一的 ＨＶＥＭ其功能表现出明显的多

样性，不仅参与传递正性共刺激信号，又能介导负性共抑制

信号。因此分析 ＨＶＥＭ 分子介导的正、负性调控作用具有

重要的生物学意义。可溶性 ＨＶＥＭ 存在于许多疾病患者的

血清中，推测其可能在一些疾病的发生发展中发挥作用，因

此在某些疾病的病因分析及治疗存在着潜在的应用价值。

　　目前对Ｉｇ融合蛋白的研究非常广泛，是科学研究的重要

工具，在临床治疗方面也有极好的应用前景［１０］。本实验采用

基因工程的方法以 ｐＳｅｃＴａｇ２ａ为载体，构建了融合蛋白

ＨＶＥＭＩｇ的真核表达质粒，转染入ＣＨＯ细胞进行表达，并

利用ｒＰｒｏｔｅｉｎＡ亲和凝胶与目的蛋白ＩｇＧ２ａＦｃ段的特异性

结合，纯化 ＨＶＥＭＩｇ蛋白，并采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法进行鉴

定。为了验证 ＨＶＥＭＩｇ融合蛋白的生物学活性，我们在混

合淋巴培养体系中加入了 ＨＶＥＭＩｇ，通过阻断 ＬＩＧＨＴ

ＨＶＥＭ共刺激通路和激活 ＨＶＥＭＢＴＬＡ抑制通路来阻止

Ｔ细胞的激活。实验结果显示：在体外用［３Ｈ］ＴｄＲ掺入法

检测混合淋巴细胞增殖反应时发现 ＨＶＥＭＩｇ处理组 Ｔ淋

巴细胞的增殖程度比对照组明显降低，ＥＬＩＳＡ法检测结果也

显示培养上清中ＩＦＮγ、ＴＮＦα、ＩＬ２等细胞因子分泌水平降

低，说明 ＨＶＥＭＩｇ融合蛋白具有明显的抑制Ｔ细胞增殖活

化的作用。因此，本研究成功获得的具有生物学活性的鼠

ＨＶＥＭ重组蛋白，为研究 ＨＶＥＭ及其相关的配（受）体共信

号分子提供了有价值的工具，为进一步探讨其在自身免疫和

移植免疫中的作用奠定了物质基础。
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·书　讯·

《传染病护理学》已出版

　　本书由石宏、石雪松、江智霞等主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０８３８１，１６开，定价２９．００元。

　　本书主要阐述传染病护理学的基本概念和理论、工作原则和方法，传染病防治法规定的传染病（含新列入的，如高致病性

禽流感、传染性非典型肺炎、手足口病等）的病原学、流行病学、临床特征、诊治措施、护理诊断和方法，以及相关的健康教育知

识。与第１版相比，变更的内容有传染病隔离、医院获得性感染及传染性非典型肺炎防治管理办法等，并对新发传染病如传染

性非典型肺炎、禽流感、手足口病等内容进行了完善和补充。

　　本书适合临床护理专业本、专科以及成人教育等不同层次学生学习使用，也可作为临床护理工作者自学提高时学习参考

书。
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