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[摘要] 目的：构建含6个组氨酸标签(His。)的小鼠存活素(sunri、rin)融合蛋白的真核表达载体，及其在真核细

胞中的表达。方法：根据小鼠S嘶、rin序列设计引物，经过RT-PCR克隆su耐“n的eDNA并进一步构建分泌型S心
vivin的真核表达载体，经测序鉴定后在大肠杆菌中扩增在HeL丑细胞中表达；以金属离子螯合层析富集，再用免疫

印迹法鉴定。结果：克隆到Survivin编码区全长序列，经DNA测序后证明与已报道序列相同。构建氨基端融合小

鼠IL-2信号肽，羧基端带有Hi8。标签的sunri、，in融合蛋白的真核表达载体，在HeLa细胞中转染成功并且表达；细

胞上清经ms’rrap HP柱层析富集后，进行免疫印迹分析，表明该融合蛋白以分泌型方式在HeL丑细胞中表达。结

论：成功克隆Survivin的cDNA，并构建其分泌型真核表达载体。
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assessed by Westem b10tting，indicating出at t}le protein was expressed in secreting form in HeLa cells．

ConcIusion：711le cDNA of survivin was c10ned，and the eukaryotic expression vector for tlle secreting sur．

vivin fusion protein w鹊constructed．This study would be useful for research of vaccine which targeted to

sunrivin in fhture．

[Key words] survivin；， eukaryotic expression； secreting fornl； tumor-associated antigen

存活素(Sunri、rin)是由Ambrosini等u1于1997

年发现的凋亡抑制蛋白(inhibitor of印optosis of pr0一

tein，IAP)家族成员，由142个氨基酸组成，相对分

子质量为16 500的胞浆蛋白；在细胞分化和存活等

方面起调控作用，在正常成人的胸腺、血管内皮细

胞、睾丸和分泌期子宫内膜仅少量表达聆】，高表达

于各种胚胎组织，而在各种恶性肿瘤如肺癌旧J、结

肠癌[4】、乳腺癌哺】、皮肤恶性肿瘤哺1等过量表达。

此特性使Sunrivin成为肿瘤治疗的理想标靶。利用

Sunrivin突变体和特异性抗体标记的肿瘤免疫治疗，

激发Sunrivin特异性免疫应答最有效的方法之一是

利用转染表达的突变体Sun，ivin的树突状细胞

(Dendritic ceU，DC)H J。最近，研究显示转染人或小

鼠sunrivin的DC疫苗能诱发有效抗肿瘤免疫及应

答【8】。而以Sun，ivin为靶标的DNA疫苗的研究尚

未见报道。本研究在克隆小鼠Suwivin的cDNA

后，进一步构建分泌型SuⅣivin突变体蛋白的真核

表达载体并在HeLa细胞中转染表达。

l材料与方法

1．1材料

大肠杆菌DH5仅购自Novagen公司；pEGFP·Nl

购自ClonTetIl；限制性内切酶鼢mHI、胁以III、砀nI、

T4 DNA连接酶、高保真蹦me sTAR HS z幻DNA聚

合酶、蛋白质分子量标准均为TaI(aRa产品；PCR引

物(见表1)全部由上海英骏生物公司(Sh锄曲ai In-

vitmgen Biotechnology Co)合成。QIAquick Gel Ex—

traction飚t和Q队prep Spin Miniprep鼬t为德国

QIAGEN公司产品；pFuSE．Fc载体购自In、rivoGen

公司；FuGENE HD n叭sfection Reagent为Roche公

司产品；小鼠抗一His。单抗(C—te肌)和seeBlue Plus2

预染蛋白分子质量标准为InvitIDgen公司产品；Hy—

bond—P膜和ECL化学发光溶液为Ame袖锄bi08ci-

ences公司产品；辣根过氧化物酶(HRP)标记羊抗

鼠IgG抗体为北京中杉进口分装。

表l构建表达载体所有引物序列

fMmer number f，rimer sequenc船

1．2方法

(1)小鼠Sun，ivin cDNA全长编码区的克隆

参照GenBank中登记的小鼠Sun，ivin基因序列

(登录号：NM』9689)设计引物l和引物2。PCR-1
总体系为50斗L，以小鼠脾脏的cDNA为模板【9 J，条

件为：在94℃预变性2 min后开始循环，然后94℃

变性30 s，57℃退火30 s，72℃延伸1 min，共35个

循环，再72℃延伸lO min，并以QLAquick Gel Ex·

衄ction kit从琼脂糖凝胶中回收。饿以III+B口，棚
双酶切并再次从凝胶中回收，与经胍以III+B口枷
双酶切的pEGFP．Nl载体连接后转化E．c0屁DH5d

感受态细胞。在固体LB琼脂培养板上铺板37 qC
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培养14 h后挑取单菌落，在5 mL液体LB培养基中

摇菌过夜，再以QIAquick Gel Extraction kit抽提质

粒，双酶切法筛选正确接入外源基因的转化子，克

隆的基因序列由上海英俊公司测定。

(2)分泌型survivin基因的PCR扩增

①PcR-2：根据IL-2信号肽编码序列设计引物3

和引物4，以pFUSE—Fc载体(InvivoGen公司)为模

板扩增IL-2信号肽编码序列。PCR总体积为50

止，以1斗LpFUSE．Fc载体模板，条件为：在94℃预
变性2 lIlin后开始循环，然后94℃变性30 s，55℃

退火30 s，72℃延伸30 s，共35个循环，再72℃延

伸10 lIlin，并以QLAquick Gel Ex吼ction kit从琼脂糖

凝胶中回收备用。

②PCR．3以引物5为正向引物，引物6为反向

引物，以Touch down方法进行PCR扩增Survivin全

长cDNA的前半段。在50 pL体系中，以1斗L小鼠

Sun，ivin全长cDNA为模板，条件为：94℃预变性2

min后开始循环，以94℃变性30 s，72℃延伸30 8

的相同条件下，分别在68、66、64、62℃退火，各3个

循环，60℃退火23个循环，再72℃延伸lO min，并

以QLAquick Gel Ex吼ction kit从琼脂糖凝胶中回收

备用。

③PCR_4所用正反向引物分别为引物7和引物

8，模板为小鼠SuⅣivin全长cDNA，目的为扩增sur-

vivin全长cDNA的后半段。条件为：在94℃预变性

2 min后开始循环，然后94℃变性30 s，55℃退火

30 s，72℃延伸1 min，共35个循环，再72℃延伸10

min，并以QIAquick Gel Ex哑ction kit从琼脂糖凝胶

中回收备用。

④PCR．5用引物3为正向引物，引物6为反向

引物，以Touch down方法进行PCR扩增IL-2信号

肽和sunrivin前半段连接片段。在50止体系中，

以PcR．2和PCR-3产物各1止为模板，其条件为：
94℃预变性2 min后开始循环，以94℃变性30 s，

72℃延伸30 s的相同条件下，分别在58、56、54、52、

50℃退火，各3个循环，60℃退火20个循环，再72

℃延伸10 min，并以QIAquick Gel Ex吮ction kit从琼

脂糖凝胶中回收备用。

⑤PCR石以引物3为正向引物，引物8为反向

引物。以PCR4和PCR-5产物为模板扩增IL-2信

号肽和Sur、，ivin全长cDNA序列及His6标签的Sur-

vivin融合蛋白基因。50此体系，PCR条件为：在

94℃预变性2 min后开始循环，然后94℃变性30

s，55℃退火30 s，72℃延伸1．5 min，共35个循环，

再72℃延伸10 IIlin，并以QIAquick Gel Ex吮ction

kit从琼脂糖凝胶中回收备用。

(3)pSuⅣivin质粒的构建

以PCR石产物与pEGFP—N1连接构建胞外域基

因表达载体。先以胁以III单酶切pEGFP—Nl，回收

之后，再用砀忍I单酶切。双酶切PCR石产物后，将

其与pEGFP—Nl载体连接，转化至DH5 0【感受态细

胞，筛选转化子，再从阳性克隆中提取质粒并进行测

序鉴定。测序正确的命名为pSun，ivin质粒。以

QLAquick Gel Extraction kit制备转染所用重组质粒。

(4)pSunri、，in转染至HeLa细胞中表达以及纯化

以对数生长期的HeL丑细胞铺板于24孔板中，

细胞数为30 000／孔。经24 h培养后将稀释好的

FuGENE HD转染试剂和psunrivin质粒混合液加人

23个孔内，另一孔加入FuGENE HD转染试剂和

pEGFP．Nl载体的混合液作为对照。吹打均匀后在

37℃恒温培养箱内培养，分48、72 h分别收集上清

液。经荧光显微镜下观察，pEGFP—N对照孔发出绿

色荧光，psur、，ivin质粒孔无荧光或鲜有荧光。将

pSun，ivin质粒孑L收集的上清液以His7rrap HP金属

螯合层析柱富集，另将转染的HeL丑细胞收集备用。

(5)免疫印迹分析

蛋白样品以150 g／L sDs—PAGE分离后，以15

V电压转移16 h，将蛋白转移至Hybond．P PVDF膜

上，于37℃以封闭液(强s—bu肠red．saline，pH 7．5，

含30 mL／L小牛血清和0．5 mL／L 7rweeIl20)振荡

封闭30 min，再加入以封闭液稀释(1：3 Ooo)的小鼠

抗一His6抗体，于37℃温育2 h。洗膜后，加l：4 000

的HRP．兔抗鼠IgG于37℃温育1 h，洗涤后进行化

学发光，结果以Alpha成像系统拍摄记录。

2 结果

2．1小鼠Sur、rivin全长cDNA的克隆

(1)根据小鼠Sunrivin序列设计特异性引物，以

小鼠脾脏cDNA为模板PCR扩增出一条约为500

bp长的DNA片段(图1，泳道2)，与预计大小相符。

PCR产物经双酶切后与同样酶切的质粒pEGFP．Nl

连接。经双酶切鉴定正确的重组质粒(图l，泳道
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3)送测序鉴定，经分析与已报道的序列一致；序列

已递交GenBank，登录号为Eu366955。

1、4：100 bpDNA标志；2：PcR扩增到的小鼠survivin全长cDNA；

3：重组质粒的双酶切产物；5：入DNA／饿以III Marker

图1 PCR扩增小鼠sun，ivin全长cDNA及

重组质粒的双酶切鉴定

(2)PCR-2、PcR-3和PcR4分别扩增IL_2信号

肽(图2，泳道2)、sunrivin融合蛋白前半段cDNA

(图2，泳道4)和Su“ivin融合蛋白后半段cDNA

(图2，泳道5)。片段预计大小分别为80 bp、100 bp

和470 bp，前者对应的模板为pFusE-Fc载体，后两

者的模板为Survivin全长cDNA。PCR-3和PCR一4

通过ovedapping的策略将r134突变为A34，以消除

suⅣivin的磷酸化位点，使其失活。同时，PCR4在

其37端融合编码His。标签的序列。

1、4、6：100 bp DNA标志；2：IL．2信号肽的PCR产物；

3：survi、rin融合蛋白cDNA前半段；5：survivin融合蛋白cDNA后半段

图2 IL_2信号肽、survi、rin胞外域cDNA编码区

片段的PCR扩增

(3)PCR．5以PCR-2和PcR-3产物为模板，扩

增IL也信号肽和Sunrivin前半段连接片段(图3，泳

道1)，符合预计的大小(箭头处，170 bp)。

(4)PcR_6以PcR一4、PCR一5为模板，扩增带有

IL-2信号肽和Survivin全长cDNA及His6标签的

sunrivin融合蛋白基因(图3，泳道4)，与预计大小

500 bp基本相同。

1：带IL．2信号肽的sunrivin基因前半段DNA的PcR产物(箭头

处)；2、3：100 bp DNA标志；4：带信号肽和Hi86编码区以及sun，i““

全长编码区的融合蛋白基因的PcR产物(箭头处)

图3 PCR扩增带有信号肽编码区的SuⅣivin基因前半段DNA

以及完整分泌型survi、rin融合蛋白基因的PCR扩增

2．2 Sur、，i、，in细胞外表达质粒的构建

以上述分泌型的Sun，ivin融合蛋白基因与pED

FP—N1载体构建表达载体。经HindIII和KpnI双酶

切pEGFP—N1载体和分泌型的survivin融合蛋白基

因(图4，泳道1)，以T4 DNA连接酶连接。从

DH5仪转化子中筛选正确接入外源基因的重组子，

抽提质粒，测序鉴定其序列正确，5’端融合IL一2的信

号肽编码序列，37端连接编码His。标签的编码序

列。该分泌型sunrivin真核表达载体称为psur-

vivin．

1：重组质粒pSuⅣi“n的双酶切鉴定(箭头标识处切出的为插入

片段)；2：100 bp DNA标志

图4 Survi、rin融合蛋白胞外域真核表达载体的双酶切鉴定

2．3 pSur、riviII转染至HeLa细胞中表达

以FuGENE HD转染试剂和构建的pSunrivin质

粒DNA混合液以及FuGENE HD转染试剂和pEG-

FP—N1混合液注入细胞培养液进行转染。在24 h

取24孔板做镜下观察，pEGFP—Nl对照孔有绿色荧

光；由于pSurvivin中外源的蛋白与EGFP并非融合
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表达，故转染细胞无荧光或有微量荧光。

2．4 Sur谢n融合蛋白的纯化与浓缩以及免疫印
迹分析

将收集的上清以His’Ihp HP亲和层析柱富集

含His。标签的Su九，ivin；经分析后收集该融合蛋白

峰值下样品并分别经超滤浓缩至200止。
SuⅣivin融合蛋白理论相对分子质量约是

17 200左右。免疫印迹分析显示，24、48 h的培养上

清富集液中的Survivin融合蛋白与小鼠抗一His。单

抗有特异性反应(图5，泳道l、2)，而转染细胞中无

特异反应条带，说明Survivin融合蛋白在上HeLa细

胞中以分泌型方式表达，见图5。

1：48 h上清样；2：72 h上清样；3：HeL丑细胞

图5 HeIJa细胞表达的sunrivin胞外域融合

蛋白及we8tem印迹分析结果

3讨论

本研究在克隆得到小鼠Survivin的cDNA基础

上，构建Sunrivin融合蛋白的表达载体。该载体在

羧基端带有His6标签，使其可Hi娟阻p HP柱对其进

行纯化，而且在，134位点突变为A34，使其缺乏磷

酸化位点而丧失功能o71，同时在氨基端融合表达小

鼠IL．2的信号肽，使表达产物能分泌到胞外。在

HeLa细胞中成功转染并表达，经免疫印迹分析显

示，上清液中特异性表达产物，而全细胞裂解液中无

反应条带，分泌型Sun，ivin蛋白成功表达并且分泌

到细胞外。分泌型表达的优点：添加信号肽不仅可

以促进抗原的加工提呈，而且可以通过被DC的摄

取而促进交叉提呈，从而增强DNA疫苗的免疫应

答‘101。

Sun，ivin高表达与高度恶性相关，是治疗淋巴瘤

的一个重要靶点[11l。Sun，ivin阴性突变质粒转染人

乳腺癌、皮肤癌细胞株后可有效地诱导肿瘤细胞凋

亡，降低细胞的成瘤性【121，另有研究报道以sunrivin

作为特异性肿瘤抗原可诱导肿瘤特异性细胞毒细胞

产生¨’”j。树突状细是目前最有效、能在体内直接

激活初始型T细胞的专职抗原呈递细胞，是启动、

调控并维持免疫应答的中心环节，在肿瘤免疫治疗

中具独特地位，利用Dc疫苗治疗肿瘤是肿瘤免疫

治疗的研究热点[101。单一抗原基因转染的DC可

刺激多个宿主MHC位点限制的抗原特异性CTL反

应，使机体抗肿瘤作用增强。Schmiiz等研究报

道【14|，当SuⅣivin抗原被DC加工并被呈递时可以

在体外诱导特异性C，I’L，DC负载Survivin融合蛋白

重组抗原后也可诱导处MHC—I限制性C，IL，sur-

vivin为主要靶抗原的肿瘤特异性治疗提供了实验

依据。在研究中成功构建的SuⅣivin融合蛋白表达

载体，也验证了其在HeLa细胞中的表达，为今后

研究以Sunrivin为靶标的DNA肿瘤疫苗提供实验

基础。

总之，sunrivin是一个与肿瘤高度相关的凋亡抑

制基因，可作为免疫治疗的新靶点，其作为DNA疫

苗中的靶抗原诱发的免疫应答机制仍有待深入研

究，以期找到肿瘤免疫治疗的新突破口。
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BA(100 mg／L)处理的细胞染成蓝色，核呈明显的固

缩状或圆珠状，经高质量浓度BA(200 mg／L)处理

的细胞已发生晚期凋亡或坏死，可被活细胞拒染的

PI染成红色。

综上，黄芩苷能够阻止Jurkat细胞增殖，通过胞

内钙离子和线粒体途径诱导其发生凋亡，有直接抗

肿瘤的作用，为黄芩苷发展成抗肿瘤药物、更准确地

选择抗肿瘤靶点提供了一定的实验依据。
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