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[ Abstract]　A IM : To o b ta in the in tac t enco d ing gene o f

hum a n DC 2S IGN a nd e xp re s s its e xtrace llu la r re g io n in

E. co li. M ETHOD S: The in ta c t cDNA enco d ing hum an DC 2
S IGN w a s am p lifie d from to ta l RNA o f p la ce n ta o f hea lthy

p a rtu rien t by R T2PCR , a nd its e xtrace llu la r reg io n w a s in2
se rted in to p ro ka ryo tic e xp re s s io n vec to r p ET241a. The re2
com b inan t p la sm id p ET241a 2sDC 2S IGN w a s tran sfo rm ed in2
to E. co li BL21 (D E3). The exp re s sed p ro duc t w a s p u rified

by GST a ffin ity ch rom a to g rap hy and ide n tified by SD S 2
PAGE and W e s te rn b lo t. RESUL TS: The DNA fra gm en t o f

a bo u t 1 300 bp w a s am p lified by R T2PCR , and c lo ne d in to

p GM 2T vec to r to o b ta in the recom b inan t p la sm id p GM 2DC 2
S IGN. The DNA fra gm e n t e nco d ing the extra ce llu la r re g io n

o f hum an DC 2S IGN w a s am p lified from p GM 2DC 2S IGN p la s2
m id and the re com b ina n t e xp re s s io n vec to r p ET241a 2sDC 2
S IGN w a s co n s truc te d. The com po nen t o f M r 66 000 in the

p u rified recom b inan t p ro duc t w a s fo und to be reco gn ized by

a n ti2DC 2S IGN an tibo dy. CO NCL US IO N: The cDNA o f hu2
m a n DC 2S IGN is c lo ned a nd the p ro te in o f its e xtrace llu la r

re g io n is o b ta ined succe ssfu lly, w h ich lay the fo unda tio n fo r

fu rthe r re sea rch o n func tio n s o f DC 2S IGN.

[ Keywords] DC 2S IGN; gene c lo n ing; e xtrace llu la r do 2
m a in; p ro te in exp re s s io n

[摘 要 ]　目的 : 克隆人 DC2SIGN全长编码区基因 , 获得其胞

外段的原核表达产物。方法 : 采用 RT2PCR方法 , 从健康产

妇胎盘中克隆 DC2SIGN全长 cDNA, 扩增其胞外段基因并构

建 pET41a2sDC2SIGN重组表达质粒 , 在大肠杆菌 BL21 (DE3)

中表达 , 以 SDS2PAGE和 W estern blot鉴定表达产物。结果 :

从健康产妇胎盘总 RNA中 , 扩增获得约 1 300 bp的 DNA片

段 , 克隆至 pGM 2T载体获得重组质粒 pGM 2DC2SIGN。从

pGM 2DC2SIGN扩增 DC2SIGN的胞外段基因 , 构建重组表达质

粒 pET241a2sDC2SIGN; 纯化表达产物 sDC2SIGN2GST, 鉴定其

相对分子质量 (M r )为 66 000, W estern blot证明其可与抗 DC2
SIGN抗体特异性结合。结论 : 成功克隆 DC2SIGN全长编码区

基因 , 并在大肠杆菌中成功表达其胞外段融合蛋白 sDC2

SIGN2GST, 为进一步研究 DC2SIGN的功能奠定了基础。

[关键词 ] DC2SIGN; 基因克隆 ; 胞外区 ; 蛋白表达

[中图分类号 ] R392. 1　　　[文献标识码 ] A

　　树突状细胞 ( dendritic cell, DC)是抗原提呈功能

最强的专职抗原提呈细胞 , 通过其表面多种识别受

体 , 启动并调控特异性免疫应答。其中 C型凝集素

受体 (C2type lectin recep tor, CLR)是一类重要的天然

免疫模式识别受体 , 可广泛结合病原体的糖基。DC

特异性的结合细胞间黏附分子 3的非整合素 (DC2
specific intercellular adhesion molecule 32grabbing non2
integrin, DC2SIGN )属于 DC表面 CLR, 是 M r 44 000

的Ⅱ型跨膜蛋白。DC2SIGN肽链从 N端至 C端依次

为胞质区、跨膜区、颈区和糖识别域 ( carbohydrate

recognition domain, CRD ) , 四聚体是其基本功能单

位。其 CRD识别并结合糖基 , 天然配基是细胞或病

原体表面的岩藻糖、Lewis糖、甘露糖等 [ 1 ]
; 胞质区

主要参与抗原的内吞。人 DC2SIGN 基因位于

19p13
[ 2 ]。DC2SIGN主要分布在除朗格汉斯细胞以外

的不成熟 DC表面 [ 3 ]。DC2SIGN可与 T细胞表面细

胞间黏附分子 3 ( intercellular adhesion molecule 3,

ICAM 23)结合 , 参与初始 T细胞的活化 ; 亦能与血管

内皮细胞上的细胞间黏附分子 2 ( intercellular adhe2
sion molecule 2, ICAM 22)结合 , 介导 DC的黏附与迁

移 [ 4, 5 ]。DC2SIGN通过捕获、提呈抗原和分泌细胞因

子 , 参与免疫应答。然而 , DC2SIGN与某些病原体表

面糖基结合后 , 不但不能触发有效的免疫应答 , 反而

逆转 DC的功能 , 成为其在体内播散的载体 , 导致机

体持续感染。这些病原体包括 H IV、结核分枝杆菌、

幽门螺杆菌、肺炎杆菌、Ebola病毒、登革热病毒、巨

细胞病毒、Sindbis病毒、马尔堡病毒、利氏曼原虫、

血吸虫、烟曲霉菌、白色念珠菌等 [ 6 - 8 ]。目前认为这

些病原体或绕过抗原提呈途径 , 或改变 Toll样受体

信号传导通路 , 阻止 DC的成熟 , 削弱 T细胞应答 ,
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逃避免疫攻击。最近报道 , DC2SIGN可与肿瘤细胞

表面的糖蛋白结合 , 且肿瘤浸润 DC均为不成熟 DC,

提示肿瘤细胞通过与 DC2SIGN结合 , 抑制 DC的成

熟 [ 9 ]。因此 , DC2SIGN是一把双刃剑 ,不仅参与体内

重要的生理功能 , 也与多种病原体致病及肿瘤发病

有着密切的关系。

本实验中 , 我们克隆了 DC2SIGN的全长编码区

基因 , 构建其胞外段的原核表达载体并在大肠杆菌

中表达 , 为进一步探讨 DC2SIGN在生理和疾病状态

下的双重功能奠定了一定的物质基础。

1　材料和方法
1. 1　材料 　TOP10F’、BL21 (DE3)菌株为本室保存。RTase

M 2MLV (RNaseH2)、LA Taq酶、T4 DNA ligase、限制性内切酶

(B am H I、EcoR I)、dNTP、O ligo ( dT) 18购自 TaKaRa公司。

pGM 2T vector、DNA凝胶回收试剂盒、DNA产物纯化试剂盒、

快速质粒提取试剂盒和增强型 HRP2DAB底物显色试剂盒购

自 TIANGEN公司。pET241a质粒购自 Invitrogen公司。抗

DC2SIGN抗体 (DCN46 )购自美国 BD B iosciences Pharm ingen

公司。抗 GST亲和层析柱系 GE Healthcare L ife Sciences公司

产品。超滤膜购自 M illipore公司。HRP2羊抗小鼠 IgG购自

Jackson公司。健康产妇胎盘来自南方医院 , 取得产妇本人同

意 , 符合医学伦理要求。

1. 2　DC2S IGN全长编码区基因的克隆　新鲜胎盘组织分装

后于液氮中保存 , 将其研磨成粉末状 , TR Izol法提取总 RNA,

以 RTase M 2MLV ( RNaseH )将其逆转录为 cDNA。根据 Gen2
Bank中 DC2SIGN基因序列 (NM _021155) , 以软件 p rimer 5. 0

设计扩增 DC2SIGN编码区基因的 2对引物。第一对引物 P1

序列为 5′2TGGGGTGACATGAGTGAC23′, P2序列是 5′2CGAG2
GAGGAAGAATCTGAC23′; 第二对引物 (巢式引物 ) P3序列是

5′2GCTGGGGTGACATGAGTGACT23′, P4序列为 5′2TACTTGC2
TACGCAGGAGGGG23′。引物由赛百盛公司合成。以 cDNA为

模板 , 采用 LA Taq酶进行巢式 PCR, 扩增 DC2SIGN全长编码

区基因。PCR反应体系为 20μL。第一轮 PCR反应参数为 :

95℃预变性 5 m in; 95℃变性 30 s, 52℃退火 45 s, 72℃延伸

1 m in, 共 35个循环 ; 72℃延伸 10 m in。第二轮 PCR反应参

数是 : 95℃预变性 5 m in, 95℃变性 30 s, 57℃退火 45 s, 72℃

延伸 1 m in, 共 35个循环 ; 72℃延伸 10 m in。取 PCR产物进

行电泳鉴定 , 凝胶回收试剂盒纯化 DNA, 并连接至 pGM 2T载
体。将连接产物转化 TOP10F ’感受态菌 , 进行蓝白斑筛选。

挑取白色菌落培养扩增后 , 提取质粒进行 PCR鉴定 , 将阳性

克隆送 TaKaRa公司测序。鉴定正确的重组质粒命名为 pGM 2
DC2SIGN。

1. 3　重组表达质粒 pET241a / sDC2S IGN的构建及鉴定 　以

重组质粒 pGM 2DC2SIGN为模板 , 设计扩增 DC2SIGN胞外段

基因的引物 : P5序列为 5′2CGGGATCCAAGGTCCCCAGCTC2
CATAAGT23′, P6 序 列 为 5′2CCGGAATTCAAGGTCGAAG2
GATG23′。PCR反应体系为 20μL, 反应参数为 95℃预变性

5 m in; 95℃变性 30 s, 57. 5℃退火 45 s, 72℃延伸 1 m in, 共

35个循环 ; 72℃延伸 10 m in。纯化 PCR产物 , 将其与 pET2
41a质粒分别用 B am H I、EcoR I进行双酶切 , 16℃连接 8 h。

连接产物转化 TOP10F’感受态菌 , 进行蓝白斑筛选。挑取白

色菌落扩增 , 提取质粒以 B am H I、EcoR I行双酶切鉴定 , 对

酶切分析正确的重组质粒送上海英骏生物技术有限公司行双

向测序。

1. 4　融合蛋白 sDC2S IGN2GST在大肠杆菌中的诱导表达及

纯化　将鉴定正确的重组表达质粒转化 BL21 (DE3)感受态细

胞 , 蓝白斑筛选。挑取白色菌落 , 接种于含 Kanamycin的 LB

液体培养基中 , 37℃振荡培养过夜活化。按 10%比例转种于

同种液体培养基中 , 37℃振荡培养至 A600 nm = 0. 6～1. 0, 加

入 IPTG至终浓度为 1 mmol/L, 30℃继续培养 8 h。离心收集

菌体 , 经超声波裂解细菌后 , 分别收集沉淀和上清 , 进行

SDS2PAGE, 分析蛋白表达形式。沉淀经洗涤后 , 溶解于

8 mol/L尿素溶液中 , 用渐降浓度的尿素溶液进行梯度透析复

性。将复性后蛋白溶于 0. 01 mol/L PBS中 , 超滤离心浓缩。

用抗 GST亲和层析柱纯化融合蛋白 , 以 SDS2PAGE鉴定纯化

蛋白。

1. 5　表达产物的 W estern blot分析 　纯化的融合蛋白经

SDS2PAGE分离后 ,电转移至 PVDF膜 ,以 30 g/L脱脂奶粉于

4℃封闭过夜。加入抗 DC2SIGN抗体 , 于室温反应 1 h, 洗涤

后加入 HRP2羊抗小鼠 IgG抗体于室温反应 30 m in, 洗涤后用

DAB显色试剂盒显色。

2　结果
2. 1　DC2S IGN编码区基因的克隆　以健康产妇胎盘总 RNA

为模板 , RT2PCR扩增获得约 1 300 bp产物 (图 1) , 与目的基

因 DC2SIGN开放阅读框长度相符。将其克隆入 pGM 2T载体 ,

选取阳性克隆测序 , 结果与 GenBank中 DC2SIGN基因 (NM _

021155)比对 , 有 6个碱基差异 , 分别为 C154T、T162A、

T188C、A552G、T1004C和 T1076C。此阳性克隆命名为 pGM 2
DC2SIGN。

2. 2　重组表达载体 pET41a2sDC2S IGN的构建及鉴定 　从

pGM 2DC2SIGN扩增 DC2SIGN的胞外段基因 , 插入表达质粒

pET241a, 构建的重组表达质粒 pET241a2sDC2SIGN经双酶切 ,

获得约 6 000 bp和 1 300 bp两个片段。其中前者为载体片

段 , 后者系目的片段 (图 2)。测序结果正确。

图 1　DC2SIGN基因 PCR扩增结果

Fig 1　The result of DC2SIGN gene amp lification using PCR

1: DNA marker; 2: PCR p roduct of DC2SIGN gene.
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图 2　重组载体 pET41a / sDC2SIGN的酶切鉴定

Fig 2　 Identification of recombinant vector pET241a / sDC2SIGN

by restriction enzyme digestion

1: pET41a2sDC2SIGN digested with EcoR I and B am H I; 2: PCR p roduct

of sDC2SIGN gene; 3: DNA marker.

2. 3　融合蛋白 sDC2S IGN2GST的表达、纯化及鉴定 　转化

pET241a2sDC2SIGN的细菌经诱导培养后 , 超声破碎菌体 , 以

SDS2PAGE分析诱导后菌体、包涵体及细菌裂解上清中的蛋

白 , 发现目的蛋白主要存在于包涵体 , 其 M r约 66 000, 与

sDC2SIGN2GST融合蛋白的计算 M r值相符 , 将包涵体进行复

性、超滤并纯化后 , 得到纯度较高的蛋白 (图 3)。

图 3　SDS2PAGE分析重组表达产物的 SDS2PAGE分析

Fig 3　Analyses of the recombinant p roduct by SDS2PAGE

1: Protein marker; 2: BL21 (DE3 ) ; 3: sDC2SIGN induced with IPTG;

4: Inclusion body; 5: Lysate; 6: Purified sDC2SIGN.

2. 4　W estern blot结果 　以抗 DC2SIGN单克隆抗体进行

W estern blot分析 , 发现融合蛋白可与抗 DC2SIGN抗体特异性

结合 (图 4) , 证明该融合蛋白含有 DC2SIGN。

图 4　融合蛋白 sDC2SIGN2GST纯化产物的 W estern blot分析

Fig 4　Analysis of sDC2SIGN2GST byW estern blot

1: sDC2SIGN2GST; 2: BL21 (DE3).

3　讨论

早在 1992年 , Cruits等从人胎盘中分离到一种

可以结合 H IV21包膜糖蛋白的分子 , 后来命名为 DC2
SIGN。随后许多研究发现 , DC2SIGN不仅参与 T细

胞活化等重要的生理功能 , 也在多种病原体感染中

扮演重要角色。病原体与 DC2SIGN结合后 , 可“绑

架”DC, 使之成为病原体播散的载体 , 逃避宿主的免

疫攻击 , 造成慢性感染。2000年 3月 ,《Cell》同一期

发表 3篇关于 DC2SIGN研究的文章。从此 , DC2
SIGN分子倍受人们关注。

DC2SIGN全长编码区基因的克隆是本实验的关

键。在设计引物及选用 Taq酶时 , 要充分考虑模板

的特点。DC2SIGN基因编码区的 GC含量为 53% ,

但局部 GC含量较高 , 属于复杂模板。本实验应用不

同的 Taq酶摸索条件 , 并采用巢式 PCR进行基因扩

增 , 即利用 2对 PCR引物扩增完整的片段 , 可增加

扩增片段的特异性。我们最终选用 LA Taq酶 , 成功

扩增出 DC2SIGN全长编码区基因。测序结果与 Gen2
Bank中相应基因比对 , 存在 6个碱基差异 , 分别为

C154T、T162A、T188C、A552G、T1004C和 T1076C。

其中 2个位于跨膜区 , 2个位于颈区 , 2个位于 CRD

区。这 6个碱基的差异引起 4个氨基酸变异 , 分别

位于跨膜区 ( L52F )、颈区 ( V63A ) 和 CRD 区

(L335P, F359S)。这是由于 DC2SIGN基因在不同种

族之间存在多态性。颈区介导该蛋白的寡聚化 , 形

成α2螺旋 , 而寡聚化是 DC2SIGN与相应糖基配体结

合的结构基础 ; CRD则以钙离子依赖方式与相应的

糖基结合。故颈区和 CRD的变异可能影响 DC2SIGN

的空间构象 , 从而影响其与相应配体的结合 , 可能与

不同人群对不同病原体的易感性有关。

DC2SIGN属于 Ⅱ型 CLR, 即 C端位于胞外段。

我们构建了 DC2SIGN胞外段 ( aa61～404, 包括颈区

和 CRD)原核表达载体 , 在大肠杆菌中表达 , 目的蛋

白主要位于包涵体。用尿素进行梯度透析 , 可防止

蛋白在透析过程中变性。蛋白经超滤管离心后 , 可

去除盐分并达到浓缩的目的而且不影响蛋白的活性。

SDS2PAGE及 W estern blot结果显示 , 在 M r 66 000出

现特异条带 , 证明融合蛋白带有 DC2SIGN并可与抗

DC2SIGN抗体特异结合。

许多感染性疾病 , 尤其是病毒感染性疾病的致

病机理及其防治一直是医学界的难题。DC2SIGN作

为双刃剑 , 不仅为 DC的研究带来新的热点 , 也为感

染性疾病的防治提供了新的靶标。以 DC2SIGN为靶

点 , 改变免疫活化与免疫抑制之间的平衡 , 可为感染

性疾病的防治提供新的思路。我们进行了 DC2SIGN

全长编码区基因的克隆及胞外段蛋白表达 ,下一步

(下转 405页 )
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而转染 pD sRed12C3 /LOC51255重组质粒的 HpG2细

胞 , 其融合蛋白则集中表达于细胞质 , 这与我们前期

的序列分析结果相符。

总之 , 我们利用基因克隆技术成功构建了

LOC51255与 pD sRed12C3的融合表达质粒 , 并转染

至 HpG2细胞 , 结果提示 LOC51255在 HpG2细胞中

可能主要在细胞质内发挥作用。LOC51255红色荧光

表达载体的成功构建、表达及定位为该基因的进一

步功能研究奠定了基础。
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将制备其抗体 , 为进一步探索 DC2SIGN与病原体感

染的关系提供研究工具。通过深入研究 , 希望能揭

示 DC2SIGN在病原体免疫逃逸过程中所起的作用 ,

并为以 DC2SIGN为靶的感染性疾病防治提供有前景

的治疗策略。
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