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摘要：目的　 构建人可溶性生长刺激表达基因 ２（ｓＳＴ２）蛋白的重组真核表达载体，获得高纯度的人 ｓＳＴ２重组蛋白。方法　 根
据人 ｓＳＴ２基因序列设计引物，利用 ＲＴＰＣＲ技术获得人 ｓＳＴ２基因；构建人 ｓＳＴ２ｐｃＤＮＡ３．１ｈｉｓ（－）重组真核表达载体；脂质体
法转染 ＣＯＳ７细胞，表达人 ｓＳＴ２重组蛋白，并用镍柱亲和层析法纯化；用 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＥＬＩＳＡ 法对人 ｓＳＴ２ 重组蛋白进行鉴
定。结果　 ＰＣＲ扩增产物用琼脂糖凝胶电泳分析，结果显示产物长度与预期一致，约为 １ ０００ ｂｐ；同源性比对分析结果显示，
人 ｓＳＴ２基因成功插入 ＰＧＨＴ载体；用 ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ对重组真核表达载体双酶切后凝胶电泳分析，结果显示产物电泳位置
与预期一致；表达产物经 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果显示在相对分子质量（Ｍｒ）约为 ６５ ０００ 处有一明显条带，与预期蛋白质位置一
致；ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ鉴定结果显示人 ｓＳＴ２重组蛋白有 Ｈｉｓ标签，ＥＬＩＳＡ鉴定结果显示人 ｓＳＴ２重组蛋白有与抗 ｓＳＴ２ 抗体结合的特
异性抗原表位。结论　 通过重组 ＤＮＡ 技术成功构建人 ｓＳＴ２ 基因重组真核表达载体，通过蛋白质纯化技术成功获得人 ｓＳＴ２
重组蛋白。
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　 　 人可溶性生长刺激表达基因 ２（ｓｏｌｕｂｌｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅ ２，ｓＳＴ２）定位于 ２ 号染色
体 ２ｑ１１．２，ｓＳＴ２ 蛋白含有 ３２８ 个氨基酸，具有 ３ 个
免疫球蛋白结构域以及 ９个糖基化位点［１２］，可在心

脏、肺、肾和小肠等部位以及淋巴细胞、肥大细胞及

多种内皮细胞中表达产生［３４］。一些学者研究人

ｓＳＴ２蛋白的结构、作用机制及其临床应用价值，发
现人 ｓＳＴ２蛋白的检测对于临床诊断心力衰竭、风湿

免疫病以及过敏性疾病等具有重要价值［５６］。２０１７
年，美国心 脏 病 学 会 基 金 会 ／美 国 心 脏 协 会
（Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ／ Ａｍｅｒｉｃａｎ
Ｈｅａｒｔ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，ＡＣＣＦ ／ ＡＨＡ）确定将 ｓＳＴ２ 蛋白加
入到慢性心力衰竭急性期和急性加重期危险分层指

南中［７］。目前国内可用于临床的人 ｓＳＴ２ 蛋白检测
试剂盒均采用免疫学方法，且多为进口产品，价格昂

贵，限制了其在临床疾病诊断与治疗中的应用与发
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展。因此，需要获得高纯度的人 ｓＳＴ２ 蛋白抗原，为
建立更多免疫学检测方法提供基础。本研究旨在构

建人 ｓＳＴ２重组真核表达载体，获得高纯度的人 ｓＳＴ２
重组蛋白，为研究人 ｓＳＴ２ 蛋白检测方法提供实验
依据。

１　 材料和方法

１．１　 材料
１．１．１　 质粒、菌株和细胞 　 ＰＧＨＴ 质粒、大肠埃希
菌 ＤＨ５α均由本实验室保存；ＨＵＶＥＣ 细胞由 ＡＴＣＣ
细胞库提供；ｐｃＤＮＡ３．１ｈｉｓ（－）质粒、ＣＯＳ７细胞由丰
晖生物公司提供。

１．１．２　 主要试剂和仪器 　 ＥＣＭ 细胞培养液（美国
ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ公司）；Ｔｒｉｚｏｌ、Ｌｉｐｏ２０００（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；抗 ＨＩＳ 标签抗体（南京诺唯赞公
司）；逆转录试剂盒、Ｔａｇ Ｍａｔｅｒ Ｍｉｘ ＰＣＲ 预混液（日
本 ＴａＫａＲａ公司）；琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒、去
内毒素质粒提取试剂盒（北京康为世纪公司）；人

ｓＳＴ２检测 ＥＬＩＳＡ试剂盒（杭州联科生物公司）；ＰＣＲ
仪（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；酶联仪、ＦＣＱ 凝胶成像仪
及垂直电泳仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）。
１．２　 方法
１．２．１　 人 ｓＳＴ２ ｃＤＮＡ 的获取　 按照 Ａｏｋｉ 等［８］的方

法用 ＥＣＭ培养基培养 ＨＵＶＥＣ细胞。用 Ｔｒｉｚｏｌ法提
取细胞总 ＲＮＡ，采用逆转录试剂盒得到人 ｓＳＴ２基因
ｃＤＮＡ。
１．２．２　 人 ｓＳＴ２ 基因的获取 　 根据 ＮＣＢＩ 的人 ｓＳＴ２
基因全长序列（ＧｅｎＢａｎｋ：Ｄ１２７６３． １）［３］，用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ ６．０ 软件设计得到用于扩增产物长度为
１ ００２ ｂｐ的人 ｓＳＴ２基因的上游引物（Ｆ）：ＧＧＣＧＧＡＴ
ＣＣＴＣＴＴＧＡＴＴＧＡＴＡＡＡＣＡＧＡＡＴＧ，下划线为 ＢａｍＨⅠ
酶切位点，下游引物（Ｒ）：ＧＧＣＡＡＧＣＴＴＧＡＡＡＣＡＣＴ
ＣＣＴＴＡＣＴＴＧＧＡＴＴ，下划线为 ＨｉｎｄⅢ酶切位点。引
物由上海亦欣生物公司合成。ＰＣＲ 反应条件为
９４ ℃ ３ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，５５ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ，２９个
循环；７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电
泳鉴定，再用琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒回收目的
片段，得到人 ｓＳＴ２基因。
１．２．３　 人 ｓＳＴ２ｐｃＤＮＡ３．１ｈｉｓ（－）重组真核表达载体
的构建与鉴定　 将人 ｓＳＴ２ 与 ＰＧＨＴ 质粒连接构成
重组克隆载体，转化大肠埃希菌 ＤＨ５α感受态，经过
氨苄抗生素筛选，获得阳性克隆后，采用质粒提取试

剂盒提取质粒并送上海生工生物公司测序。用

ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切经测序正确的阳性质粒以

及 ｐｃＤＮＡ３． １ｈｉｓ（－）质粒。采用 Ｔ４ 连接酶使人
ｓＳＴ２和 ｐｃＤＮＡ３．１ｈｉｓ（－）质粒连接，得到重组真核
表达载体并转化大肠埃希菌 ＤＨ５α 感受态，氨苄抗
生素筛选后，获得阳性克隆，用去内毒素质粒提取试

剂盒提取人 ｓＳＴ２ｐｃＤＮＡ３．１ｈｉｓ（－）重组真核表达载
体。用 ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切重组真核表达载
体，酶切产物琼脂糖凝胶电泳鉴定。

１．２．４　 人 ｓＳＴ２ 蛋白的表达与纯化　 采用 Ｌｉｐｏ２０００
脂质体转染法，将重组真核表达载体转染 ＣＯＳ７ 细
胞，６ ｈ后用 ＤＭＥＭ高糖完全培养基换液，２４ ｈ 后开
始收集细胞培养上清液。采用镍柱亲和分析法将细

胞培养上清液过柱纯化，得到纯化的人 ｓＳＴ２ 蛋白。
采用透析袋蔗糖浓缩法，得到浓缩的人 ｓＳＴ２ 蛋白，
分装入 １．５ ｍＬ ＥＰ 管中，－２０ ℃保存。
１．２．５　 人 ｓＳＴ２蛋白的鉴定　 用考马斯亮蓝染色法
鉴定人 ｓＳＴ２ 蛋白的位置大小与纯度。用 ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法鉴定人 ｓＳＴ２ 蛋白是否含有 Ｈｉｓ 标签。用人
ｓＳＴ２检测 ＥＬＩＳＡ试剂盒检测纯化的人 ｓＳＴ２ 蛋白是
否具有与抗人 ｓＳＴ２抗体特异性结合的抗原表位。

２　 结果

２．１　 ＲＴＰＣＲ 法扩增人 ｓＳＴ２ 基因　 逆转录法得到
基因组 ｃＤＮＡ 后，利用特异性 ＰＣＲ 引物，扩增人
ｓＳＴ２目的基因，产物经琼脂糖凝胶电泳，在约 １ ０００
ｂｐ处出现目的条带（见图 １），与理论 ＰＣＲ产物大小
（１ ００２ ｂｐ）一致。

注：Ｍ，ＤＬ ２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１～３，人 ｓＳＴ２基因 ＰＣＲ扩增产物。

图 １　 人 ｓＳＴ２基因 ＰＣＲ扩增产物凝胶电泳分析

２．２　 人 ｓＳＴ２ＰＧＨＴ 重组载体鉴定　 人 ｓＳＴ２ＰＧＨ
Ｔ重组载体转化大肠埃希菌 ＤＨ５α 感受态后，经菌
落 ＰＣＲ鉴定，琼脂糖凝胶电泳出现阳性条带。同源
比对分析结果显示人 ｓＳＴ２成功插入 Ｔ载体（只出现
１个碱基突变）（见图 ２）。
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注：Ｑｕｅｒｙ为人 ｓＳＴ２目的基因序列，Ｓｂｊｃｔ为测序所得基因序列（１个基因突变）

图 ２　 人 ｓＳＴ２ＰＧＨＴ载体同源性比对分析

２．３　 人 ｓＳＴ２ｐｃＤＮＡ３．１ｈｉｓ（－）重组真核表达载体
鉴定　 用 ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切人 ｓＳＴ２ＰＧＨＴ
重组载体和 ｐｃＤＮＡ３．１ｈｉｓ（－）质粒后琼脂糖凝胶电
泳显示产物电泳位置与预期一致（见图 ３），目的片

段胶回收后 Ｔ４ 酶连接获得人 ｓＳＴ２ｐｃＤＮＡ３． １ｈｉｓ
（－）重组真核表达载体并再次 ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双
酶切鉴定。琼脂糖凝胶电泳结果显示产物电泳位置

与预期一致（见图 ４）。
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　 　 注：ＤＬ ２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１、２，ｐｃＤＮＡ３．１ｈｉｓ（－）质粒双酶切产

物；３、４，人 ｓＳＴ２ＰＧＨＴ载体双酶切产物。

　 　 图 ３　 ｐｃＤＮＡ３．１ｈｉｓ（－）质粒及人 ｓＳＴ２ＰＧＨＴ载体双酶

切产物鉴定

注：Ｍ，ＤＬ ２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１、２，重组表达载体双酶切产物。

图 ４　 人 ｓＳＴ２ｐｃＤＮＡ３．１ｈｉｓ（－）重组表达载体双酶切产物鉴定

２．４　 人 ｓＳＴ２ 蛋白表达与纯化 　 将人 ｓＳＴ２ｐｃＤＮＡ
３．１ｈｉｓ（－）重组真核表达载体转染 ＣＯＳ７ 细胞，对转
染试剂的用量及转染时间进行优化，用ＲＴＰＣＲ法分
析转染效率（见图 ５）。考马斯亮蓝染色法鉴定纯化
人 ｓＳＴ２蛋白的相对分子质量（Ｍｒ）约在 ６５ ０００（见
图 ６）。

　 　 注：Ｍ，ＤＬ ２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１，阴性对照（加入重组表达载体但

未添加转染试剂）；２～５（转染细胞 ２４ ｈ 后的 ＲＴＰＣＲ），转染试剂依

次为 １、１． ５、２、２． ５ μＬ Ｌｉｐｏ２０００ ／孔；６ ～ ９（转染细胞 ４８ ｈ 后的

ＲＴＰＣＲ），转染试剂依次为 １、１．５、２、２．５ μＬ Ｌｉｐｏ２０００ ／孔。

　 　 图 ５ 　 人 ｓＳＴ２ｐｃＤＮＡ３． １ｈｉｓ（－）重组表达载体转染

ＣＯＳ７细胞后 ＲＴＰＣＲ凝胶电泳分析

　 　 注：Ｍ，蛋白质 ｍａｒｋｅｒ；１，未纯化的细胞培养上清液；２～６，纯化后

的人 ｓＳＴ２重组蛋白。

图 ６　 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定人 ｓＳＴ２重组蛋白纯度

２．５　 人 ｓＳＴ２蛋白鉴定　 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法显示人 ｓＳＴ２
蛋白有可与抗 Ｈｉｓ 标签抗体发生特异性结合的 Ｈｉｓ
标签（见图 ７）。ＥＬＩＳＡ 试剂盒显示人 ｓＳＴ２ 蛋白有
可与抗人 ｓＳＴ２蛋白抗体发生特异性结合的抗原表
位（见图 ８）。

　 　 注：１，未纯化的人 ｓＳＴ２ 重组蛋白；２、３；镍柱亲和层析纯化的人

ｓＳＴ２重组蛋白。

图 ７　 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法鉴定人 ｓＳＴ２重组蛋白

注：１，阳性对照；２，空白对照；３～５，人 ｓＳＴ２重组蛋白。

图 ８　 ＥＬＩＳＡ试剂盒鉴定人 ｓＳＴ２重组蛋白

３　 讨论

　 　 人 ｓＳＴ２ 蛋白与 ＩＬ３３ 结合，抑制 Ｔｈ２ 细胞分泌
ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ１３等细胞因子，调节机体的免疫应答，
使心肌纤维化及心肌肥厚加重，最终发生心力衰

竭［９］。Ｙｕｃｅｌ 等［１０］研究显示心力衰竭患者血清

ｓＳＴ２蛋白水平明显升高。２０１４ 年中国心力衰竭指
南推荐认为 ｓＳＴ２ 蛋白等指标在急性或慢性心力衰
竭的危险分层中可能提供额外信息［１１］。对于

ＳＬＥ［１２］、类风湿性关节炎［１３］以及过敏性哮喘［１４］等

免疫调节异常所致疾病患者，血清 ｓＳＴ２ 蛋白水平也
较健康人对照组明显升高。这些研究结果说明了在

临床开展血清人 ｓＳＴ２蛋白检测的重要性和必要性。
本研究通过富含生长因子的内皮细胞专用营养

培养基 ＥＣＭ 培养 ＨＵＶＥＣ 细胞，设计合成一对引
物，成功通过 ＲＴＰＣＲ的方法扩增得到人 ｓＳＴ２ 目的
基因片段。Ｙｏｓｈｉｄａ等［１５］研究发现原核表达的 ｓＳＴ２
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蛋白，其免疫产生的抗 ｓＳＴ２抗体可能因为缺乏转录
及翻译后的加工机制而不适用于临床检测。本研究

所用的 ｐｃＤＮＡ３．１ｈｉｓ（－）质粒优势考虑以下两点：
（１）作为真核表达载体，其基因高效表达的同时，真
核表达系统具有翻译后的加工修饰体系，其表达的

外源蛋白更接近天然蛋白。（２）在其氨基末端设计
加有 ６个 Ｈｉｓ标签，通过该标签与镍柱颗粒的结合
来实现亲和层析法纯化目的蛋白，同时，由于 Ｈｉｓ标
签相对分子量小，免疫原性相对较低，一般不影响目

的蛋白的功能，实验后期无需切除标签，也利于直接

免疫动物制备抗体。故本实验采用真核表达系统，

成功构建了人 ｓＳＴ２ｐｃＤＮＡ３．１ｈｉｓ（－）重组真核表达
载体，又利用脂质体转染法在 ＣＯＳ７ 细胞中过表达
产生大量人 ｓＳＴ２蛋白。

目前临床上血清人 ｓＳＴ２ 蛋白的定量检测
ＥＬＩＳＡ试剂盒来源渠道较少，国内外少见关于研究
制备可靠的人 ｓＳＴ２ 蛋白标准品及其检测抗体甚至
检测试剂盒方法的报道。本研究成功获得具有免疫

学活性的人 ｓＳＴ２重组蛋白，为后续动物免疫制备人
ｓＳＴ２蛋白单克隆抗体及开发可靠的人 ｓＳＴ２ 蛋白检
测试剂盒提供了实验基础。
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