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人中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白真核表达载体的构建和鉴定
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　　摘　要：目的　构建人ＮＧＡＬ重组蛋白真核表达载体并转染 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞进行瞬间表达。方法　从人白细胞中提取总

ＲＮＡ，经ＲＴＰＣＲ扩增ＮＧＡＬ基因并将其克隆到真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１／ＨｉｓＡ中构建真核重组表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１／ＨｉｓＡ

ＮＧＡＬ，经测序鉴定正确后用脂质体转染 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＥＬＩＳＡ方法鉴定表达产物。结果　获得长度５９７ｂｐ

的ＮＧＡＬ蛋白基因并构建ｐｃＤＮＡ３．１／ＨｉｓＡＮＧＡＬ真核表达载体，测序正确后转染，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＥＬＩＳＡ 方法证实

ＨＥＫ２９３Ｔ细胞可以表达ＮＧＡＬ重组蛋白并分泌出胞。结论　成功构建人ＮＧＡＬ重组蛋白真核表达载体，转染 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞

表达出相应蛋白，为下一步的研究奠定了基础。
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　　中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｇｅｌａｔｉ

ｎａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｉｐｏｃａｌｉｎ，ＮＧＡＬ）最早是在中性粒细胞特异性

颗粒中分离确定的脂质运载蛋白（ｌｉｐｏｃａｌｉｎ）超家族的新成

员［１］。ＮＧＡＬ在人体多种组织如肾、前列腺、呼吸道和消化道

上皮中呈低水平表达［２］并参与体内多种生理、病理过程，如运

输疏水性小分子，炎症发生、发展和肿瘤浸润、转移等［３］。近年

的研究表明ＮＧＡＬ与急性肾损伤（ＡＫＩ）密切相关，当肾损伤

发生时，ＮＧＡＬ很早就显著增高，是ＡＫＩ理想的早期诊断生化

标志物［４］。为将ＮＧＡＬ转化入临床，无论制备其单克隆抗体

还是制备相应的蛋白标准品，获取与天然抗原结构相似的蛋白

质抗原都非常重要。因此，本研究拟构建人 ＮＧＡＬ真核表达

载体，为今后进一步研究 ＮＧＡＬ蛋白并建立其相关免疫学检

测方法奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　大肠杆菌ＴＯＰ１０菌株为本实验室保存。ＴＯＰ１０

感受态细菌由本实验室自制。质粒ｐｃＤＮＡ３．１／ＨｉｓＡ购自上

海英骏生物技术有限公司。ＨＥＫ２９３Ｔ细胞为本实验室保存。

１．２　仪器与试剂　Ａｃｃ６５Ⅰ和犈犮狅犚Ⅰ购自ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏ

ｌａｂｓ公司，Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自ＴａＫａＲａ公司。Ｔｒｉｚｏｌ试剂购

自上海英骏生物技术有限公司，ＲＴＰＣＲ试剂盒购自凯基生

物，凝胶回收试剂试剂盒、无内毒素质粒中提试剂盒购自ＯＭＥ

ＧＡ公司。ＰＣＲ仪为美国 ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ公司产品。真核转染试

剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＮＧＡＬ检测试剂盒

购自Ｂｉｏｐｏｒｔｏ公司。ＮＧＡＬ蛋白对照品购自北京义翘神州生物

技术有限公司。测序由上海英骏生物技术有限公司完成。

１．３　方法

１．３．１　引物设计　从ＧｅｎＢａｎｋ获得ＮＧＡＬｍＲＮＡ序列基因

ＮＭ＿００５５６４．３，参照ｐｃＤＮＡ３．１／ＨｉｓＡ质粒序列图谱，５′端加

入Ａｃｃ６５Ｉ内切酶切位点及保护碱基，３′端加入犈犮狅犚Ⅰ内切酶

切位点及保护碱基，通过ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓＳｏｆｔｗａｒｅＰｒｏｇｒａｍ５．０

软件设计ＰＣＲ引物序列，送由上海英骏生物技术有限公司合

成。ＮＧＡＬ上游引物序列为５′ＴＡＡＧＧＴＡＣＣＣＡＴＧＣＣ

ＣＣＴＡＧＧＴＣＴＣＣＴＧ３′，下游引物序列为５′ＧＧＴ ＧＧＡ

ＡＴＴＴＴＡＧＣＣＧＴＣＧＡＴＡＣＡＣＴＧ３′，片段产度为５９７ｂｐ。
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１．３．２　ＮＧＡＬ基因的ＲＴＰＣＲ　从人白细胞中提取总ＲＮＡ

并进行逆转录反应。以５μＬ逆转录产物为模板，加入引物进

行ＰＣＲ扩增。反应条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，

６０～６６℃退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共２５个循环，然后７２℃

延伸１０ｍｉｎ。

１．３．３　 重组质粒 ｐｃＤＮＡ３．１／ＨｉｓＡＮＧＡＬ 的构建 　 用

Ａｃｃ６５Ⅰ和犈犮狅犚Ⅰ对ＰＣＲ产物和ｐｃＤＮＡ３．１质粒进行酶切

并于４℃连接过夜。以连接产物转化感受态ＴＯＰ１０，在含氨

苄青霉素（Ａｍｐ＋）的ＬＢ琼脂糖平板上进行筛选，随机挑选单

个菌落进行扩增，提取质粒行双酶切鉴定并送上海英骏生物技

术有限公司测序。

１．３．４　重组ｐｃＤＮＡ３．１／ＨｉｓＡＮＧＡＬ转染 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞

及其表达鉴定　细胞转染参照脂质体转染说明书操作，接种

ＨＥＫ２９３Ｔ细胞于１０ｃｍ培养皿中，转染时要求每个平皿细胞

融合度达到９０％～９５％。每皿用质粒１２μＬ，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ

２０００６０μＬ。培养４８ｈ后，收取细胞培养上清并提取细胞蛋

白。分别用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和Ｂｉｏｐｏｒｔｏ试剂盒检测ＮＧＡＬ。

２　结　　果

２．１　ｐｃＤＮＡ３．１／ＨｉｓＡＮＧＡＬ重组质粒的构建　将ＰＣＲ得

到的ＮＧＡＬ基因与质粒分别进行 Ａｃｃ６５Ⅰ和犈犮狅犚Ⅰ双酶切，

行１％琼脂糖凝胶电泳鉴定，结果显示在５００ｂｐ到７５０ｂｐ位

置之间有片段出现，约为５９７ｂｐ（图１）。回收酶切片段并与酶

切质粒连接过夜，将重组质粒转化入ＴＯＰ１０感受态菌体中，在

Ａｍｐ＋的ＬＢ平板上培养，挑取阳性单克隆用ＬＢ液体培养基

进行摇菌扩增后抽提质粒，用 Ａｃｃ６５Ⅰ和犈犮狅犚Ⅰ双酶切后进

行１％琼脂糖凝胶电泳，可见４个阳性克隆ｐｃＤＮＡ３．１／ＨｉｓＡ

ＮＧＡＬ质粒均切下５９７ｂｐ的片段（图２）。送上海英骏生物技

术有限公司测序与已报道编码序列一致。

　　Ｍ：标记物；１：未酶切质粒；２：酶切后质粒；３：酶切后 ＮＧＡＬ扩增

片段。

图１　　酶切产物鉴定

２．２　ｐｃＤＮＡ３．１／ＨｉｓＡＮＧＡＬ转染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞后表达检

测　以空载体质粒转染的 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞为阴性对照，ＮＧＡＬ

蛋白对照品做阳性对照用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＥＬＩＳＡ分别对所得

培养上清液和细胞蛋白提取液进行鉴定。蛋白提取液和培养

上清液的泳道在相对分子质量２５×１０３ 处均可见蛋白条带（图

３）。用Ｂｉｏｐｏｒｔｏ试剂盒测定上述样本，结果与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结

果一致（图４）。

　　Ｍ：标记物；１～４：４个阳性克隆。

图２　　重组质粒鉴定

图３　　ｐｃＤＮＡ３．１／ＨｉｓＡＮＧＡＬ重组质粒转染

效果 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定

图４　　ｐｃＤＮＡ３．１／ＨｉｓＡＮＧＡＬ重组质粒转染

效果 ＥＬＩＳＡ鉴定

３　讨　　论

ＡＫＩ是临床多种疾病常见的严重并发症之一，具有高发

病率、高病死率和早期诊断困难的特点［５７］。发现和鉴定 ＡＫＩ

新的敏感生化标志物并建立准确的测定方法是ＡＫＩ防治研究

的重要方向。ＮＧＡＬ作为一个新的肾损伤早期诊断生化标志

物备受关注，近年来众多的实验室和临床研究表明早在肾损伤

发生后３ｈ内 ＮＧＡＬ就已经达到高峰，其在诊断 ＡＫＩ方面具

有较高的敏感性和特异性［８９］。

建立 ＮＧＡＬ相关检测方法需要获得 ＮＧＡＬ蛋白抗原。

已知ＮＧＡＬ蛋白是一个由１９８个氨基酸组成，相对分子质量

约为２５×１０３ 的分泌型糖蛋白
［１］。其在８６位氨基酸处有明显

的Ｎ糖基化位点，并具有多处潜在的Ｏ糖基化位点以及多处

磷酸化位点。为尽可能保持 ＮＧＡＬ蛋白的二级结构，获得与

天然ＮＧＡＬ分子相似的蛋白抗原，本研究选择构建 ＮＧＡＬ真

核表达质粒，并选用具有较高表达效率和稳定性的 ＨＥＫ２９３Ｔ

细胞表达系统［１０］表达ＮＧＡＬ重组蛋白。　（下转第１６３７页）
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学说，认为对于肿瘤而言免疫系统是一把双刃剑，在早期免疫

系统发挥“免疫监视”作用清除肿瘤，而在平衡期免疫系统重塑

了肿瘤的免疫原性促进了肿瘤的发生［８，９］。众多研究都指出

ＩＦＮγ在“肿瘤免疫编辑”过程中发挥了重要的作用，不但参与

免疫细胞对肿瘤细胞的杀伤同时也参与了免疫系统对肿瘤细

胞免疫原性的重塑［１０１２］。因此构建ｈＩＦＮγ腺病毒重组载体

对于开展肿瘤细胞ＩＦＮγ的敏感性改变的相关研究十分必要。

腺病毒载体与痘苗病毒载体、腺相关病毒载体、单纯疱疹

病毒载体及逆转录病毒载体等都是目前常用的病毒表达载体。

重组腺病毒载体因具有多种特点而被广泛应用于重要感染性

疾病及恶性肿瘤的相关研究。无论是对肿瘤原代细胞转染还

是进行动物实验普通的转染方式转染效率均不能满足要求，构

建ｈＩＦＮγ重组腺病毒表达载体能过为下一步在动物实验中

探索肿瘤逐渐丧失ＩＦＮγ敏感性的研究提供良好的物质基础。

重组腺病毒载体构建通常是将穿梭载体和骨架载体同时电转

入ＢＪ５１８３感受态细菌中，重组效率不高
［１］。改良的方法是首

先将骨架质粒ｐＡｄＥａｓｙ１转染入ＢＪ５１８３感受态细菌中筛选获

取含有ｐＡｄＥａｓｙ１的ＢＪ５１８３感受态，将犘犿犲Ⅰ线性化的穿梭

载体电转入含有ｐＡｄＥａｓｙ１的ＢＪ５１８３感受态中，避免了将转

移质粒转化到有缺陷或复制能力弱的细菌中，因而重组效率大

幅提高［２］。邹昌勇等［３］利用改良的重组腺病毒构建方法以氯

化钙化学转化法取代电穿孔法高效构建ｐ５３重组腺病毒表达

载体。本实验将 ｐＡｄＥａｓｙ１载体采用氯化钙化学转化入

ＢＪ５１８３感受态，而线性的 ｐＡｄＴｒａｃｋＣＭＶｈＩＦＮγ 转化入

ＢＪ５１８３ｐＡｄＥａｓｙ１采用的是电转化法，并且鉴定采用的是测

序和双酶切使得构建过程更加合理阳性克隆获得率也较高。
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本研究成功构建了 ＮＧＡＬ重组真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．

１／ＨｉｓＡＮＧＡＬ，对其通过测序证实无误后转染 ＨＥＫ２９３Ｔ细

胞，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＥＬＩＳＡ方法对表达产物进行鉴定说

明ｐｃＤＮＡ３．１／ＨｉｓＡＮＧＡＬ能够在 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中表达且

可以分泌到细胞外，但细胞表达量远远大于分泌出胞蛋白量。

本实验为进一步研究ＮＧＡＬ蛋白并建立其相关免疫学检测方

法奠定了基础。
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［１０］ＦｒｉｃｋｅｒＬＤ，ＧｅｌｍａｎＪＳ，ＣａｓｔｒｏＬＭ，ｅｔａｌ．Ｐｅｐｔｉｄｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ＨＥＫ２９３Ｔｃｅｌｌｓ：ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｅｐｏｘｏｍｉｃｉｎｏｎ

ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｅｐｔｉｄｅｓ［Ｊ］．ＪＰｒｏｔｅｏｍｅＲｅｓ，２０１２，１１（３）：１９８１

１９９０．

（收稿日期：２０１２１２０８）

·７３６１·国际检验医学杂志２０１３年７月第３４卷第１３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１３




