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两种分泌型人谷氨酸脱羧酶 &3 片段 7LU疫苗的构建与鉴定
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"摘要#!目的$构建和鉴定分泌型人谷氨酸脱羧酶 %B@J>()=?(?=< <*?(9E:WA@(+*! TU7' &3 片段 7LU

疫苗" 方法$从人 TU7&3 质粒中扩增出 TU7

24#6%23

和 TU7

14#63$#

两个片段的 ?7LU!分别与 /MP6" 信号肽

?7LU基因拼接!将拼接后的片段克隆入 KVJ<,F1-2 真核表达载体!测序鉴定!并用 ^*+>*90 印迹检测融

合基因的表达" 结果$核酸序列测定表明克隆的融合基因序列与报告序列一致!开放阅读框正确!^*+>6

*90 印迹检测显示这两种人 TU7&3 片段分泌表达" 结论$两种分泌型人 TU7&3 片段 7LU疫苗均成功构

建!为 2 型糖尿病的预防提供了实验基础"

"关键词#! TU7&3 (!克隆(!融合基因(!7LU疫苗(!2 型糖尿病
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!!2 型糖尿病是一种在遗传和环境因素的共同

作用下#由 I细胞介导的导致分泌胰岛素的胰岛

"

细胞特异性损伤的自身免疫性疾病&2'

0 自身抗

原诱导免疫耐受是目前治疗自身免疫疾病的重要

途径之一#由于该策略无非特异性免疫抑制而成

为耐受诱导研究的方向&"'

0 近年来#随着基因工
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程等新技术的发展#编码胰岛自身抗原#如谷氨酸

脱羧酶 !B@J>()=?(?=< <*?(9E:WA@(+*# TU7" ,胰岛素

的质粒!7LU疫苗 "为 2 型糖尿病的免疫干预提

供了新的方法0 我们也成功构建了人 TU7&3 7LU

疫苗&%'

#并在动物模型 Ld7! 0:06:E*+*<=(E*>=?"鼠

的糖尿病预防中取得了一定的疗效&1'

#但尚不甚

理想0 鉴此#本研究试图选择 TU7&3 保护性表

位,添加信号肽等方法#构建新的分泌性人 TU7&3

片段 7LU疫苗以增强疗效#为人类 2 型糖尿病的

预防和治疗奠定基础0

!"材料与方法

2-2!材料

2-2-2!质粒#菌株和细胞!!含人全长 TU7&3

?7LU的 K?7LU%-2 ! i" \/TU7&3 质粒由我中心

保存#KVJ<,F1-2 真核表达载体由比利时布鲁塞尔

UX268(+>*J9研究所 O9=+NJAB*0 教授馈赠0 ]L*"#)菌

株 '.2#4#,dS6$ 细胞由医学遗传学国家重点实验

室保存0 8TF.6I载体购自 89:)*B(公司0

2-2-"!主要试剂!!高保真 8A9:E*+>#PU7LU聚

合酶#<LI8#7LU)(9C*9#I1 连接酶#限制性内切

酶 >7#M和 K87M购自 I(C(9(公司#质粒提取试剂盒

!hMUTFL>=K 2## #hMUK9*K SK=0 .=0=K9*K C=>" 购自

hMUTFL公司#筛选抗菌素 e*:?=0,脂质体转染试剂

盒!P=K:;*?>()=0*"### " ,F,P显色试剂购自 M0Q=>9:6

B*0 公司#所有一抗均购自 S=B)(6U@<9=?/ 公司0

2-"!方法

2-"-2!引物的设计和合成!!根据 K?7LU%-2

! i" \/TU7&3 质粒测序结果&%' 及 /MP6" ?7LU序

列!L.###35& " #结合真核表达载体 KVJ<,F1-2

的特点#设计 $ 条特异性引物 !表 2 " 0 82 #8" 为

TU7

24#6%23

上下游引物#8% #81 为 TU7

14#63$#

上下游引

物#83 为 /MP6" 信号肽共用上游引物#8& #8$ 为

/MP6" 信号肽 " 条下游引物 !分别与不同的 TU7

片段匹配" 0 83 在 3l端引入 O:](C 序列,>7#M酶切

位点!加粗斜体字部分 " #外侧加有保护性碱基$

8" 和 81 在 3l端引入 K87M酶切位点!加粗斜体字

部分" #外侧加有保护性碱基$81 在 3l端引入终止

密码子0 其中 82 和 8% 的下划线部分为 "" EK 的

@=0C*9#分别与 8& 和 8$ 的下划线部分反向互补0

引物由 M0Q=>9:B*0 公司合成0

2-"-"!STU7

24#6%23

!STU7

14#63$#

融合基因的扩增

2-"-"-2 !TU7

24#6%23

!TU7

14#63$#

基因的扩增!!以

K?7LU%-2 ! i" \/TU7&3 质粒为模板#分别用 82 #

8" 和 8% # 81 两 对 上 下 游 引 物# 8,Z 扩 增 出

TU7

24#6%23

和 TU7

14#63$#

基因#扩增条件%43 m 3 )=0#

41 m %# +#&3 m %# +#$" m 1# +#$" m $ )=0#共

%# 个循环0 8,Z产物行 2-"b 的琼 脂糖 凝胶

电泳0

表!"8,Z引物序列

'AGB4!"S*[J*0?*:;8,ZK9=)*9+

引物名称 序列

82 3l6,UUUTUUUU,UTTUIIUT,UT,UTU,ITT,ITU,U6% l

8" 3l6IT,$'$(!(UUTUI,UTUITTUUI,UIII6%l

8% 3l6,UUUTUUUU,UTTUIUITUTUITTITIIITUITTT6%l

81 3 l6IT,$'$(!(IIUTI,IITTITUTIIT,,T6%l

83 3l6U,T,!$'!('T,,U,,UITIU,UTTUIT,UU,I

!

%l

8& 3l6T,IT,IUUI,,ITIIII,IIITIUTUU,IITUUTI6%l

8$ 3l6UI,I,UIUI,,ITIIII,IIITIUTUU,IITUUTI6%l

2-"-"-" ! /MP6" 信号肽基因的扩增! !以人

B7LU为模板! /MP6" 信号肽 ?7LU在同一外显子" #

分别用 83 #8& 和 83 #8$ 两对上下游引物#8,Z扩

增出 /MP6"+K62 和 /MP6"+K6" 基因#扩增条件%43 m

3 )=0#41 m %# +#&# m %# +#$" m 13 +#$" m $

)=0#共 %# 个循环0 8,Z产物行 2-"b的琼脂糖凝

胶电泳0

2-"-"-%!TU7

24#6%2#

!TU7

14#63$#

和 /MP6" 信号肽基

因的拼接! ! dQ*9@(K 8,Z法分别将 TU7

24#6%23

和

/MP6"+K62 !83 和 8" 为上下游引物 " ,TU7

14#63$#

和

/MP6"+K62 !83 和 81 为上下游引物"进行拼接#分

别得到 STU7

24#6%23

#STU7

14#63$#

融合基因#8,Z产物行

2-"b的琼脂糖凝胶电泳0

2-"-%!STU7

24#6%23

!STU7

14#63$#

融合基因的克隆及其

鉴定!!参照文献 &3'的方法#将 STU724#6%23 #

STU7

14#63$#

融合基因 8,Z产物和 8TF.6I载体在 I1

连接酶的作用下#1 m过夜得到重组 I载体#连接

产物转化感受态 ]L*"#)菌株 '.2#4 #蓝白筛选#挑

取阳性克隆培养#抽提质粒后进行双酶切 ! >7#M

和 K87 M" 和测序鉴定#得到 8TF.6I\STU7

24#6%23

#

8TF.6I\STU7

14#63$#

载体0 测序正确的重组质粒#

双酶切后分别定向克隆入表达载体 KVJ<,F1-2

中#根据该载体所含的 e*:?=0 抗性#转化后用含

e*:?=0 的低盐 PV培养皿筛选#挑取阳性克隆培

养# 得 到 KVJ<,F 1-2\STU7

24#6%23

和 KVJ<,F

1-2\STU7

14#63$#

两个质粒!7LU疫苗" 0 质粒双酶切

鉴定后#对其进行正,反双向测序鉴定 !由 M0Q=>9:6
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B*0 公司完成" 0

2-"-1 ! STU7

24#6%23

! STU7

14#63$#

7LU疫苗在细胞中

的 分 泌 表 达 及 鉴 定 ! ! 测 序 鉴 定 正 确 的

KVJ<,F1-2 \STU7

24#6%23

和 KVJ<,F1-2 \STU7

14#63$#

质

粒#用含 e*:?=0 的低盐 PV液体培养基大量扩增#

质粒提取试剂盒 !hMUTFL>=K 2## C=>"抽提质粒#

按脂质体转染试剂盒说明书进行转染0 转染 ,dS6

$ 细胞 15 / 后#用胰酶消化并收集细胞#^*+>*90

印迹检测细胞裂解产物及上清液中的蛋白质

表达0

#"结""果

"-2!STU7

24#6%23

!STU7

14#63$#

融合基因的获取!!以

K?7LU%-2 ! i" \/TU7&3 质粒为模板#分别用 82 #

8" 和 8% # 81 两对上下游引物#特异性扩增出

TU7

24#6%23

! %45 EK"和 TU7

14#63$#

基因 ! "&& EK " $以人

B7LU为模板#分别用 83 #8& 和 83 #8$ 两对上下

游引物#特异性扩增出 /MP6"+K62 ! 22$ EK "和 /MP6

"+K6" 基因! 22$ EK" $TU7

24#6%23

基因与 /MP6"+K62 基

因,TU7

14#63$#

基因和 /MP6"+K6" 基因拼接后也分别

扩增出 STU7

24#6%23

! 14% EK " # STU7

14#63$#

! %&2 EK "融

合基因0 所有电泳条带清晰#与预期长度一致

!图 2"0

"-"!STU7

24#6%23

!STU7

14#63$#

融合基因的克隆及其鉴定

"-"-2!STU7

24#6%23

!STU7

14#63$#

融合基因重组 I载体

的构建与鉴定! !两个重组 I载体经 >7#M和

K87 M双酶切后均可见两条带#一条为 % CE 的 I载

体# 另 外 一 条 分 别 为 15# EK 和 %15 EK 的

STU7

24#6%23

#STU7

14#63$#

条带#测序结果亦表明与已知

核苷 酸 序 列 一 致# 8TF.6I\STU7

24#6%23

# 8TF.6I\

STU7

14#63$#

载体构建成功!图 " " 0

"-"-" ! KVJ<,F1-2 \STU7

24#6%23

和 KVJ<,F1-2 \

STU7

14#63$#

质 粒 的 构 建 与 鉴 定 ! ! KVJ<,F1-2 \

STU7

24#6%23

和 KVJ<,F1-2 \STU7

14#63$#

质粒经 >7#M和

K87 M双酶切后均可见两条带#一条为 1-& CE 的

KVJ<,F1-2 载体#另一条分别为 15# EK 和 %15 EK

的 STU7

24#6%23

#STU7

14#63$#

条带 !图 " " 0 测序结果亦

表明与报告序列完全相同# 开放阅读框正确#

STU7

24#6%23

#STU7

14#63$#

7LU疫苗均构建成功0

"-%!STU7

24#6%23

!STU7

14#63$#

7LU疫苗在 ,dS6$ 细胞

中的 分泌 表 达 ! ! 经 KVJ<,F1-2 \STU7

24#6%23

和

KVJ<,F1-2 \STU7

14#63$#

重组质粒转染的 ,dS6$ 细胞

生长情况良好#^*+>*90 印迹检测结果显示转染的

,dS6$ 细胞裂解产物及上清液中均可见一条特异

性条带#蛋白质分子量约为 25 C7和 2# C7!图 % #

1 " #表明构建的 STU7

24#6%23

和 STU7

14#63$#

7LU疫苗均

可在 ,dS6$ 细胞中分泌表达0

!""#$%

&!"#$%

'""#$%

'##########&########(##########)#########!#########*#########+

)#(*'#$%

&#(&&#$%

!""#$%

&!"#$%

'""#$%

+'#####'#######&#######(#######)######+&

图!"dQ*9@(K 8,Z拼接TU7片段与MP6" 信号肽?7LU

E:CM!P=0C(B*:;TU7;9(B)*0>(0< MP6" +=B0(@K*K>=<*?7LUEA

:Q*9@(K 8,Z ! 2% /MP6"+K62$ "% /MP6"+K6"$ %%

TU7

24#6%23

$ 1% TU7

14#63$#

$ 3% STU7

24#6%23

$ &%

STU7

14#63$#

$ .% 7LU)(9C*9!7P"###"

图#"STU7

24#6%23

#STU7

14#63$#

融合基因的双酶切鉴定

E:CM#M<*0>=;=?(>=:0 :;STU7

24#6%23

(0< STU7

14#63$#

;J+=:0 B*0*EA

9*+>9=?>=:0 *0]A)*<:JE@*<=B*+>=:0 ! 2% KVJ<,F1-2\

STU7

24#6%23

$ "% KVJ<,F1-2\STU7

14#63$#

$ %% 8TF.6I\

STU7

24#6%23

$ 1% 8TF.6I\STU7

14#63$#

$ .2% 7LU)(9C*9

2!

-

:)+ <

.

"$ ."% 7LU)(9C*92!7P"###"
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$&"'(
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图$"KVJ<,F1-2\STU7

24#6%23

在,dS6$ 细胞中的表达

E:CM$FWK9*++=:0 (0< +*?9*>=:0 :;KVJ<,F1-2\STU7

24#6%23

=0

,dS6$ ?*@@+!2% ,*@@@A+(>*+:;,dS6$ ?*@@+>9(0+;*?>*<

D=>/ KVJ<,F1-2 Q*?>:9$ "% ,*@@@A+(>*+:;,dS6$ ?*@@+

>9(0+;*?>*< D=>/ KVJ<,F1-2\STU7

24#6%23

$ %% ,J@>J9*

)*<=(:;,dS6$ ?*@@+>9(0+;*?>*< D=>/ KVJ<,F1-2 Q*?>:9$

1% ,J@>J9* )*<=( :;,dS6$ ?*@@+ >9(0+;*?>*< D=>/

KVJ<,F1-2\STU7

24#6%23

图%"KVJ<,F1-2\STU7

14#63$#

在,dS6$ 细胞中的表达

E:CM%FWK9*++=:0 (0< +*?9*>=:0 :;KVJ<,F1-2\STU7

14#63$#

=0

,dS6$ ?*@@+!2% ,*@@@A+(>*+:;,dS6$ ?*@@+>9(0+;*?>*<

D=>/ KVJ<,F1-2 Q*?>:9$ "% ,*@@@A+(>*+:;,dS6$ ?*@@+

>9(0+;*?>*< D=>/ KVJ<,F1-2\STU7

14#63$#

$ %% ,J@>J9*

)*<=(:;,dS6$ ?*@@+>9(0+;*?>*< D=>/ KVJ<,F1-2 Q*?>:9$

1% ,J@>J9* )*<=( :;,dS6$ ?*@@+ >9(0+;*?>*< D=>/

KVJ<,F1-2\STU7

14#63$#

$"讨""论

7LU疫苗是近年应用基因工程等新技术研制

的一种新型疫苗0 它是指将能够诱发保护性免疫

应答的抗原的编码基因插入质粒载体#以裸 7LU

的形式免疫机体#利用宿主的细胞系统体内转录

表达抗原基因#从而激发机体产生保护性免疫应

答0 7LU疫苗具有安全性高,制作简单,经济,易

于储存运输等优点#并已经在肿瘤,移植,自身免

疫病的实验中取得较好的疗效&&6$'

0 TU7&3 是 2

型糖 尿 病 发 生 发 展 的 关 键 抗 原0 研 究 表 明#

TU7&3 分子不同的抗原表位对 2 型糖尿病的发生

发 展 有 着 不 同 的 影 响# TU7

"#&6""#

# TU7

"5&6%##

#

TU7

"4#6%#4

#TU7

3#463"5

#TU7

3"1631%

#TU7

31&6331

抗原表位肽

段或其特异性 I细胞克隆能减轻自身免疫性胰岛

炎#降低发病率#对 2 型糖尿病有预防作用&562#'

0

此外#近年研究认为胞内和胞外的 TU7&3 蛋白可

能诱发不同的免疫反应#加上信号肽的分泌型

TU7&3 质粒#可提高 TU7&3 7LU疫苗对 Ld7鼠

糖尿病的预防效果&5#22'

#可能机制为改良后的 TU7

质粒在转染体细胞后#翻译的分泌型 TU7泌出胞

外#更容易被抗原递呈细胞摄取和递呈#从而增加

免疫疗效0 本研究中#我们采用加上信号肽,选择

保护性表位 !主要位于中段的 24#6%23 和 ,端的

14# c3$# 两个 TU7&3 片段"构建 7LU疫苗#以期

使 7LU免疫更为专一和精确#增加其对 2 型糖尿

病的预防作用0

本研究采用 dQ*9@(K 8,Z的方法#成功地将

TU7

24#6%23

和 TU7

14#63$#

两个 TU7&3 片段基因与 /MP6"

信号肽基因进行拼接#经高保真的 7LU聚合酶扩

增后#先与 8TF.6I载体相连#再进行表达载体

KVJ<,F1-2 克隆#避免了 8,Z产物直接克隆效率

低及假阳性克隆多使筛查和鉴定工作繁重的缺

点0 KVJ<,F1-2 既是测序载体#又是真核表达载

体#用其构建 7LU疫苗十分方便0 测序表明#克

隆的 STU7

24#6%23

和 STU7

14#63$#

融合基因序列与公布

的序列完全相同0 同时 ^*+>*90 印迹结果证明

KVJ<,F1-2 \STU7

24#6%23

和 KVJ<,F1-2 \STU7

14#63$#

两

个 7LU疫苗均能在体外真核细胞中分泌表达#证

明这两种分泌型 TU7&3 片段 7LU疫苗已成功构

建0 我们正进行动物实验以检验其预防效果0

致谢!感谢医学遗传学国家重点实验室谭洁琼)
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