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摘　要:根据 hBLyS ( human B lymphocyte stimulato r) 基因序列设计合成特异性引物, 用 RT_PCR从人外周血

淋巴细胞扩增出 858bp的 hBLyS 基因, 并将其插入到融合蛋白原核表达载体 pGEX_4T_1 中, 得到重组表达质粒

pGEX_4T_1/hBLyS。把此重组质粒转化大肠杆菌 BL21, 经用 IPTG诱导, 表达出了 GST_hBLyS 融合蛋白。
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　　BLyS ( B lymphocyte stimulator) 是肿瘤坏死

因子 ( tumor necrosis factor, TNF) 家族的一个新

成员, 它含有 285 个氨基酸, 是 Ⅱ型跨膜蛋白 。

BLyS 主要由 T 淋巴细胞和树突状细胞合成, 其受

体仅位于 B 淋巴细胞膜表面。BLyS 的主要作用

是:保持生发中心 B淋巴细胞的增生和延长成熟 B

淋巴细胞的存活[ 1-6] 。动物实验证明, BLyS 的过

度表达可以导致自身免疫性疾病, 例如系统性红斑

狼疮 ( systemic lupus ery thematosus, SLE ) ;用抗

鼠的 BLyS 抗体可以阻断 BLyS 分子与其受体的结

合, 减轻模型鼠 SLE 的症状[ 7, 8] 。当前, 探讨人

BLyS ( human BLyS, hBLyS) 与自身免疫性疾病

的关系已成为自身免疫性疾病诊断和治疗领域中的

一个新的研究热点 。本文拟构建含全长 hBLyS 基

因的原核表达质粒, 在大肠杆菌中表达谷胱甘肽巯

基转移酶 ( glutathione S_t ransferase, GST) _hBLyS

融合蛋白, 为制备 hBLyS 单克隆抗体来研究 BLyS

与自身免疫性疾病的关系, 研制一种新的特异性抑

制 B淋巴细胞功能的免疫抑制剂创造条件。

1　材料和方法

1.1　材　料

1.1.1　菌株和质粒 　大肠杆菌 BL21为本校免疫

学教研室保存菌株;pGEX_4T_1质粒为 Pharmercia

公司产品 。

1.1.2　主要试剂　各种 DNA 限制性内切酶 、 T 4

DNA连接酶 、 Taq DNA 聚合酶 、标准相对分子质

量蛋白等均购自上海生工生物工程有限公司;引物

由上海生工生物工程有限公司合成;其它常规化学

试剂为分析纯以上产品 。

1.2　方　法

1.2.1　人外周血淋巴细胞总 RNA 提取　分离健

康人外周血淋巴细胞, 加入植物凝集素 ( phy to-

hamagglutinin, PHA) 1 μg/mL 和佛波酯 ( phorbol

12_myristate 13_acetate, PMA ) 10 ng/mL 激活,

37 ℃培养 8 h 后, 收集培养细胞, 按异硫氢酸胍

一步法提取总 RNA, 紫外分光光度计定量 。

1.2.2　引物的设计和反转录 PCR　根据基因库

( GenBank, 登录号 AF132600) 中 hBLyS 基因序

列, 设计合成一对引物,

P1 5′G TCGAATTCATGGATGACTCCACAG3′,

P2 5′CACGTCGACTCACAGCAG TTTCAATG3′,

其中 5′端引物含有 EcoRⅠ酶切位点和起始密码,

3′端引物含有 Sal Ⅰ酶切位点和终止密码。以提取

的总 RNA 为模板, 先逆转录合成 cDNA 第一链,

然后进行常规 PCR扩增, 扩增条件:95 ℃变性 60

s, 55 ℃退火 60 s, 72 ℃延伸 90 s, 循环 35 次。

取 PCR产物 5 μL 在 w =1.0%的琼脂糖凝胶中电

泳, 用紫外分析仪检测电泳结果 。

1.2.3　pGEX_4T_1/hBLyS 重组质粒的构建及大肠

杆菌转化　按参考文献 [ 9] 所述方法进行。

1.2.4　重组质粒 DNA 序列测定　由上海博亚生

物技术有限公司完成。

1.2.5　GST_hBLyS融合蛋白的诱导表达　分别将

含有pGEX_4T_1/hBLyS 质粒和pGEX_4T_1空载体

的菌株放入含氨苄青霉素的 2×YTG 培养基中 37
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℃过夜摇菌培养, 次日按体积比为 1∶100稀释培养

过夜的菌液转种, 培养至菌液 A600 =0.4 ～ 0.6时,

加入异丙基硫代半乳糖苷 ( isopropyl β_D_thiogalac-

toside, IPTG ) 至终浓度为 0.2 mmol/L, 未加

IPTG诱导的菌液作为对照, 继续培养 4 h后, 离

心收集菌体进行 SDS_PAGE 分析 。

2　结　果

2.1　 RT_PCR扩增 hBLyS cDNA

PCR产物的电泳结果表明, 所扩增的目的基

因片段与预期的一致, 约为 876 bp (含保护碱基和

酶切位点) , 见图 1。

图 1　hBLyS cDNA PCR产物凝胶电泳

Fig.1　Agarose gel electropho resis of

the PCR product of hBLyS cDNA

M 1 kb DNA 标准;1 RT_PCR 产物

2.2　含GST_hBLyS 融合蛋白基因重组质粒的构建

hBLyS基因的 PCR扩增产物经 EcoRⅠ和 Sal

Ⅰ双酶切后, 插入 pGEX_4T_1的 EcoR Ⅰ和 Sal Ⅰ

双酶切窗口, 得到含 GST_hBLyS 融合蛋白基因的

重组质粒, 构建过程如图 2所示。

图 2　pGEX_4T_1/hBLyS 重组质粒构建示意图

Fig.2　The sketch map of the construction of

recombinant plasmid pGEX_4T_1/ hBLyS

用重组质粒转化大肠杆菌 BL21, 然后把大肠

杆菌 BL21铺于含氨苄青霉素的 LB平板, 37 ℃过

夜, 次日观察到 pGEX_4T_1/hBLyS 质粒转化菌较

稀疏地均匀分布在平板上, 分别取 pGEX_4T_1/

hBLyS 和 pGEX_4T_1质粒转化菌进行扩增后, 抽

提质粒 DNA 进行酶切鉴定, 经 w =1.0%的琼脂

糖凝胶电泳, 可见经 EcoR Ⅰ和 Sal Ⅰ双酶切后,

成为两个片段, 分别为约 4.9 kb 的 pGEX_4T_1和

约 858 bp的 hBLyS 基因片段, 与理论值相符 (图

3) 。

图 3　重组质粒 pGEX_4T_1/ hBLyS 的酶切鉴定

Fig.3　Restriction map of recombinant

plasmid pGEX_4T_1/ hBLyS

　　M Lambda DNA/ Eco911 ( BstEⅡ ) 标准

1 RT_PCR产物;

2 经 EcoRⅠ +SalⅠ双酶切的重组

　pGEX_4T_1/hBLyS 质粒;

3 经 EcoRⅠ酶切的 pGEX_4T_1 质粒

2.3　重组质粒 DNA 序列测定

重组表达质粒测序结果如图 4所示, 重组质粒

中所含的目的基因片段与文献 [ 1] 报道的 hBLyS

cDNA序列完全一致, 对阅读框架分析, 证明该重

组质粒已正向插入了目的基因, 肯定了该重组表达

质粒能正确表达 GST_hBLyS 融合蛋白 。

2.4　GST_hBLyS 融合蛋白的诱导表达

含质粒 pGEX_4T_1/hBLyS 的菌株和含质粒

pGEX_4T_1 的菌株经 IPTG 诱导后, 进行 w =

10%SDS_PAGE 分析, 结果表明, 分别在相对分

子质量约为 58 000 (融合蛋白) 和 26 000 ( GST

蛋白) 处有明显的蛋白质表达条带, 而未经诱导的

pGEX_4T_1/hBLyS 在 58 000 处无条带产生 (图

5) 。说明 pGEX_4T_1/hBLyS 在宿主菌 BL21 中表

达了重组GST_hBLyS融合蛋白。
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图 4　重组表达质粒 pGEX_4T_1/ hBLyS 部分序列测定结果

Fig.4　 The partial sequencing results of recombinant expression plasmid pGEX_4T_1/ hBLyS

3　讨　论

BLyS 被不同的研究小组分别命名为 THANK

( TNF homologue that activates apoptosis, nuclear

factor κB, and c_jun NH2_terminal kinase ) [ 2] 、

TALL_1 ( TNF and apoptosis ligand_related leuko-

cy te - expressed ligand 1 ) [ 3] 、 zTNF4[ 4] 、 TN-

FRSF19[ 5] 、 BAFF ( B cell activating facto r belong-

ing to the TNF family )
[ 6]
等。BLyS 主要由 T 淋巴

细胞和树突状细胞合成, BLyS 的受体仅存在于 B

淋巴细胞膜上, BLyS 对 B 淋巴细胞的增生和存活

发挥重要作用 。MacKay[ 7]和 Khare[ 8〗等的实验结
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图 5　pGEX_4T_1/hBLyS 表达产物的 SDS_PAGE 分析

F ig.5　SDS_PAGE analysis of the expressed

products of pGEX_4T_1/ hBLyS

M　标准相对分子质量蛋白;

1-2　IPTG 诱导后的含 pGEX-4T-1/hBLyS

重组质粒细菌的裂解物;

3-4　含 pGEX-4T-1/ hBLyS

重组质粒的细菌的裂解物;

5-6　IPTG 诱导的含 pGEX-4T-1

质粒的细菌的裂解物

果表明, BLyS 转基因小鼠表现出外周血 B淋巴细

胞数量增加 、 B 淋巴细胞存活时间延长以及血浆

IgM 、 IgG 、 IgA 、 IgE 、 IgD显著增加等表现, 5个

月小鼠出现免疫复合物沉积在肾脏和蛋白尿现象 。

采用抗hBLyS单克隆抗体研究 BLyS与人类自身免

疫性疾病的关系, 以及探讨阻断 BLyS 与 B淋巴细

胞膜上受体结合从而达到抑制 B 淋巴细胞活化的

目的等方面的研究将越来越受到人们重视, 并且将

成为治疗自身免疫性疾病新途径研究的热点
[ 10]
。

BLyS 分子主要存在于激活的 T 淋巴细胞膜上, 要

想得到纯化的抗原免疫动物研制抗体十分困难。国

外现在普遍采用激活的人 T 淋巴细胞直接免疫小

鼠, 由于激活的 T 淋巴细胞或树突状细胞膜表面

除了含有 hBLyS 外, 还有其它的膜表面分子, 这

就给筛选能特异性分泌抗 hBLyS 单克隆抗体的杂

交瘤细胞株带来一定困难。本文采用分子克隆方

法, 克隆并表达 GST -hBLyS 融合蛋白, 用此融

合蛋白作为抗原, 既增加了抗原的免疫原性, 又给

筛选工作带来方便。在下一步筛选阳性克隆时, 可

采取两种方法:①用 hBLyS 蛋白筛选:将表达的

GST_hBLyS融合蛋白通过谷胱甘肽_agarose柱进行

亲和层析, 再用凝血酶将其 GST 切除, 从而获得

目的蛋白, 选择与目的蛋白反应的特异性杂交瘤细

胞株为阳性细胞株;②用融合蛋白筛选:选择与

GST -hBLyS 融合蛋白反应而与 GST 不反应的特

异性杂交瘤细胞株为阳性细胞株;最后再用激活的

人 T 淋巴细胞鉴定, 即可得到特异性抗 hBLyS 蛋

白的单克隆抗体。本文为以后制备抗 hBLyS 单克

隆抗体以及用此抗体研究 BLyS 与自身免疫性疾病

的关系打下了基础 。

pGEX_4T_1为表达 GST 融合蛋白的原核高效

表达载体, 带有强的 tac 启动子。构建的质粒中,

pGEX_4T_1的多克隆酶切位点位于GST 基因之后;

目的基因插入后, 接在 GST 基因下游;重组质粒

DNA序列测定结果证实了含有目的基因;当基因

进行表达时, 表达产物为 GST 和目的基因表达蛋

白的融合体 。目的基因预期表达蛋白相对分子质量

为 32 000, GS T 相对分子质量为 26 000, 融合蛋

白相对分子质量为 58 000 ( 26 000+32 000) , 蛋

白表达结果表明, 与我们预期的结果和文献报道的

相对分子质量相符 。
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Construction of Recombinant Plasmid of GST_hBLyS Fusion Protein Gene
and Expression of GST_hBLyS Fusion Protein in E.coli BL21

ZHANG Zhi_fang
1
, ZHANG Chun_yan

1
,

FU Yong_shui 2, LIN Xue_yan1, PAN Jing_yun 1

( 1.Zhongshan Medical School, Sun Yat_sen ( Zhongshan) University, Guang zhou 510089, China;

2.Guangzhou Blood Center, Guangzhou 510095, China)

Abstract:The human B lymphocy te stimulator ( hBLyS) gene, a 858 bp DNA fragment , w as amplif ied by RT_

PCR using a pai r of primers w hich were designed and synthesized according to the hBLyS gene sequence in Gen-

Bank.The hBLyS gene w as cloned into pGEX_4T_1 plasmid, a GST expression Vector.The recombinant ex-

pression plasmid of pGEX_4T_1/hBLyS w as transformed into E.coli BL21.The recombinant GST_hBLyS fu-

sion protein w as expressed af ter induced by IPTG in E.coli BL21.

Key words:hBLyS;gene expression;fusion protein
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The Scale Effect of α_Diversity Measurement in Forest
Community Succession Series at Heishiding Nature Reserve, Guangdong

WANG Yong_fan, YU Shi_xiao, HUANG Xiang, LIU Wei_qiu

( School of Life Sciences, Sun Yat_sen ( Zhongshan) University, Guangzhou 510275, China)

Abstract:The α_diversity on different spatial scales and the f ractal pow er_law relationship betweenα_diversity

and sample size in coniferous broad_leaved mixed forest and evergreen broad_leaved fo rest at Heishiding nature

reserve in Guangdong Province, were studied, using t ransect sampling, w ith species richness index and Shannon

index analysis.The results show ed that, α_diversity indices values abruptly increased at the beginning and then

kept steady while scale enlarged, indicating the st rong influence of scale on α_diversity in some scale ranges on

the tw o transects.The sampling scale ofα_diversity on everg reen broad_leaved forest transect is obviously greater

than that w ith coniferous broad_leaved mixed fo rest t ransect , based on the scale changing curves ofα_diversity

indices.The fractal power_law relationship ofα_diversity indices versus sample scales on coniferous broad_leaved

mixed fo rest transect is significant than that wi th everg reen broad_leaved forest t ransect.It show s that the ever-

g reen broad_leaved forest transect had g reater spatial variation on communi ty structure than that w ith the conif-

erous broad_leaved mixed forest transect.The problem of standard sampling scale in α_diversi ty research is dis-

cussed as w ell, the concept of relat ively maxima expression scale ( RMES) is proposed.

Key words:coniferous broad_leaved mixed forest;everg reen broad_leaved forest;α_diversity ;scale;t ransect

sampling;f ractal analy sis;relatively maxima expression scale
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