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摘要 目的 构建含 NLＲC5 蛋白功能区的 cDNA 序列的真

核表达载体 pEGFP-C2-NLＲC5，并检测其在肾成纤维细胞

( COS-7) 中的表达。方法 采用 ＲT-PCＲ 法从人肝星状细胞

( LX-2) 中获得 NLＲC5 蛋白功能区的 cDNA 序列片段，用

EcoＲ Ⅰ和 BamH Ⅰ双切酶将片段和载体 pEGFP-C2 双酶切

后，酶切产物加入 T4 连接酶 16 ℃连接过夜，构建真核表达

载体 pEGFP-C2-NLＲC5。将构建成功的 pEGFP-C2-NLＲC5 重

组质粒经 PCＲ，限制性内切酶酶切和测序鉴定后用阳离子脂

质体 LipofectamineTM2000 将其转染至 COS-7 细胞，荧光显微

镜下观察绿色荧光蛋白表达，Western blot 法鉴定融合蛋白

表达。结果 阳性克隆经双酶切法鉴定可见 NLＲC5 基因片

段。转染重组质粒后可观察到绿色荧光蛋白的表达，而且主

要分布在细胞质中，Western blot 法也可检测到在 74 ku 处有

一明显条带，其大小符合 EGFP-NLＲC5 表达的蛋白( NLＲC5

蛋白大小约为 47 ku，EGFP 蛋白大小约为 27 ku) ，表明融合

蛋白可在哺乳动物细胞中成功表达。结论 成功构建 pEG-
FP-C2-NLＲC5 质粒，NLＲC5 蛋白可在 COS-7 细胞中成功表

达。
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天然免疫系统中的核苷酸结合寡聚结构域样受

体 NOD 样受体 ( NOD-like receptor，NLＲ) 家族成员

之一———NLＲ 家族含 CAＲD 结构域 5 ( NOD-like re-
ceptor family CAＲD domain containing 5，NLＲC5 ) 蛋

白分子，参与了对先天免疫核因子-κB( nuclear factor
kappa B，NF-κB) 信号通路中一种非常重要的复合

物的抑制，能够有效调控免疫细胞的活性，以防止持

续的炎症反应对机体本身造成损伤［1］。研究［2］显

示，NLＲC5 在人类及小鼠的多种组织中都能表达，

造血细胞中具有较高的表达量，人体和小鼠骨髓、淋
巴结、胸腺和脾这些免疫组织具有高表达量的 mＲ-
NA。这些 NLＲC5 可能参与了机体的免疫防御调

节。Cui et al［3］发现 NLＲC5 负向调节 NF-κB 途径

以及Ⅰ型干扰素( type-Ⅰ interferon，IFN-Ⅰ) 型信号

发生途径，NLＲC5 通过与 IκB 激酶 α ( Ikappa B ki-
nase alpha，IKKα) 以及 IKKβ 相互结合反应阻止了

它们的磷酸化过程，从而抑制了 NF-κB 途径，它也

能够通过与 ＲIG-1 以及 MDA5 相互反应抑制介于

ＲLＲ 的 IFN-I 型信号产生途径。所以 NLＲC5 具有

有效抑制机体的天然免疫和炎症反应的功能。NL-
ＲC5 可能为未来提高微生物感染和免疫炎症相关

疾病的免疫力提供了一个有效的治疗靶标［4］。该

研究拟在 pEGFP-C2 的多克隆位点插入 NLＲC5 cD-
NA，构建能够融合表达绿色荧光蛋白与 NLＲC5 蛋

白的重组质粒，为进一步研究 NLＲC5 蛋白的免疫学

功能提供了依据。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞系 真核表达重组质粒 pEGFP-C2 和

肾成纤维细胞 ( COS-7 ) 来自本实验室; DH5α 感受

态细胞为本实验室保存。
1． 1． 2 主要试剂 胰蛋白酶、高糖 DMEM 液体培

养基、胎牛血清 ( 美国 Gibco 公司) ; BamH Ⅰ、EcoＲ
Ⅰ内切酶、T4 DNA Ligase、反转录试剂盒、DNA 扩增

试剂 盒 ( 加 拿 大 Fermentas 生 物 工 程 公 司 ) ; Lipo-
fectamineTM 2000、Opti-MEM、TＲIzol Ｒeagent ( 美 国

Invitrogen 公司) ; 胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒

( 美国 AxyGen 公司) ; 6 孔培养板( 美国 Corning 公

司) ; LB-Kana 琼脂培养基为本实验室配置; 倒置荧

光显微镜 ( 日本 Olympus 公司 ) ; 显微数码摄影机

( 日本 Nikon 公司) 。绿色荧光蛋白 ( green fluores-
cent protein，GFP ) 抗 体、二 抗 ( 美 国 Santa Cruz 公

司) ; 4'，6-二脒基-2-苯基吲哚( 4'，6-diamidino-2-phe-
nylindole，DAPI) ( 武汉 BOSTEＲ 公司) ; 荧光封片胶

( Dako) ( 美国 Sigma 公司) ; ＲIPA 强裂解液 ( 上海

Beyotime 公 司 ) ; PVDF 膜 ( 上 海 Biosharp 公 司 ) ;

ECL 发光试剂盒 ( 美国 Thermo 公司) ; DNA Marker
( 日本 TaKaＲa 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 目的基因 NLＲC5 cDNA 的扩增制备 根据
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目的基因序列，根据引物设计原则设计 PCＲ 特异性

引 物，上 游 引 物: 5'-CCGGAATTCCGGATGGCCAG
GAAGCTGGA-3'; 下 游 引 物: 5'-GGGATCCCGTCAC-
CTGAGTGTCTTCC CA-3'。上、下游引物分别引入酶

切位点 EcoＲ Ⅰ、BamH Ⅰ及保护性碱基，并保持

NLＲC5 阅读框正确; 所有引物由上海生工生物技术

有限公司合成。扩增长度为 1 276 bp。PCＲ 扩增

NLＲC5 cDNA 条件: 以逆转录所得 LX-2 cDNA 为模

板，采 用 PCＲ 法 扩 增 NLＲC5 全 长 PCＲ 体 系 ( 50
μl) 、其中上、下游引物各 1 μl，cDNA 2. 5 μl。反应

条件为: 94 ℃预变性 5 min; 94 ℃变性 40 s; 65 ℃退

火 40 s; 72 ℃ 延伸 90 s; 循环 30 次 后72 ℃ 延 伸

5 min。1% 的琼脂糖凝胶电泳分离 PCＲ 扩增产物，

按照试剂盒说明回收 DNA 并纯化。
1． 2． 2 重组真核表达载体 pEGFP-C2-NLＲC5 的构

建 1． 2． 1 中回收得到的 NLＲC5 扩增产物和 pEG-
FP-C2 质粒分别用 EcoＲ Ⅰ、BamH Ⅰ内切酶进行双

酶切，凝胶电泳分离，回收 NLＲC5 基因和质粒，用

T4 DNA 连接酶连接，在 16 ℃条件下连接反应进行

4 h。连接产物转化 DH5α 感受态细菌，转化的菌液

涂布于 LB-Kana 琼脂培养基上，37 ℃倒置过夜。挑

取单个菌落接种 LB-Kana 液体培养基，37 ℃、150 r /
min 摇菌过夜。采用 EcoＲ Ⅰ和 BamH Ⅰ双酶切方

法筛选、鉴定阳性重组质粒，并由上海 Invitrogen 生

物技术有限公司作进一步的测序鉴定。
1． 2． 3 pEGFP-C2-NLＲC5 重组质粒转染 COS-7 细

胞 COS-7 细胞在含 10% 胎牛血清的高糖 DMEM
培养基中培养，转染前 1 d 将对数生长期的 COS-7
细胞消化计数( 密度为 2 × 105 /ml) ，取 2 ml 于 6 孔

板中，置 37 ℃、5% CO2 培养 24 h 后细胞融合生长

至 90% ～95%，分别将 4 μg 质粒和 10 μl 脂质体溶

于 250 μl Opti-MEM 培养基中，5 min 后将两者混合

于室温静置 20 min; 用无血清 DMEM 洗涤细胞 2 次

后加入 1. 5 ml 无血清 DMEM，再逐滴加入质粒-脂
质体混合物，轻轻摇晃，置 37 ℃、5% CO2 培养 6 h，

然后更换含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养液 2 ml，
继续培养，分别于转染后 24 h 在荧光显微镜下观

察，即为重组质粒转染组，实验中同时设置未转染

组、空质粒转染组作为对照。
1． 2． 4 免疫荧光制片 细胞爬片的制备: 首先用多

聚赖氨酸润洗盖玻片洗面向上平铺于 33 mm 培养

皿中，置超净台风干，加适量培养液。然后用胰酶消

化细胞，适量密度重新种入放置了盖玻片的培养皿

中，37 ℃、5% CO2 培养过夜，待转染。即转染 24 h

后取出培养皿，弃培养基。用预冷的 PBS 溶液洗 3
遍。 － 20 ℃预冷的甲醇固定 2 min，弃甲醇; 70% 乙

醇固定 5 min，弃乙醇; PBS 溶液洗 3 次，每次 5 min，

弃 PBS。然后 1% 的脱脂奶粉封闭 30 min，弃封闭

液; 加 GFP 一抗( 1 ∶ 200 ) 室温孵育 2 h，弃一抗，封

闭液洗 3 次，每次 5 min。再加罗丹明标记的山羊抗

小鼠 IgG ( 1 ∶ 500) 室温作用 1 h，弃二抗; PBS 溶液

洗 3 次，每次 5 min，弃 PBS。再加 0. 15 g /L DAPI 溶

液，室温 2 min，弃 DAPI 溶液; PBS 溶液洗 3 次，每次

5 min。最后用滤纸尽可能去除盖玻片上的溶液，用

荧光封片胶( Dako) 将盖玻片封于载玻片上。4 ℃储

存过夜后荧光显微镜下观察并拍照。
1． 2． 5 Western blot 法检测转染 24 h 后细胞中 GFP
的蛋白表达 pEGFP-C2 和 pEGFP-C2-NLＲC5 质粒

转染 COS-7 细胞 48 h 后检测细胞 GFP 融合蛋白表

达。倒掉培养液，4 ℃预冷的 PBS 洗涤细胞 3 次后

吸干液体，每孔加 ＲIPA 强裂解液 80 μl，冰上裂解

30 min。收集细胞裂解悬液，4 ℃高速离心 10 min，

吸取 上 清 液。BCA 法 测 定 总 蛋 白 质 浓 度。SDS-
PAGE 垂直电泳分离蛋白质并转膜，37 ℃封闭 1 h。
GFP 单克隆抗体 4 ℃孵育过夜后，用 TBST 简单洗 2
次，37 ℃ 孵育 β-actin 单克隆抗体 2 h。TBST 洗 3
次，每次 10 min，37 ℃孵育辣根过氧化物标记二抗 1
h，TBST 洗 3 次，每次 10 min。ECL 化学发光法显示

目的蛋白质。

2 结果

2． 1 目的基因 NLＲC5 的扩增及重组载体 pEGFP-
C2-NLＲC5 鉴定 NLＲC5 引物中引入酶切位点和

保护性碱基，整个扩增基因片断长度为 1 276 bp，

PCＲ 产 物 经 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离，与 DNA
Marker 比对片断大小符合，pEGFP-C2-NLＲC5 重组

质粒经 EcoＲ Ⅰ、BamH Ⅰ双酶切，1%琼脂糖凝胶电

泳分离，可见一条符合预期大小的条带，表明 NL-
ＲC5 已被插入到 pEGFP-C2 载体中，见图 1。基因序

列分析测序结果进一步证实 NLＲC5 基因正确插入

pEGFP-C2 载体，NLＲC5 序列与 GenBank 上的完全

一致。
2． 2 pEGFP-C2-NLＲC5 在 COS-7 中的表达 转

染 24 h 后荧光显微镜下观察可见绿色荧光细胞，免

疫荧光制片的图中也可以看到 pEGFP-C2-NLＲC5
转染 细 胞 核 周 围 有 绿 色 荧 光 表 达，定 位 清 晰，而

pEGFP-C2 载体在细胞中呈现弥散性分布表达，见

图 2。
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图 1 重组质粒电泳及重组质粒

pEGFP-C2-NLＲC5 经双酶切鉴定电泳图

1: EcoＲ Ⅰ和 BamH Ⅰ双 酶 切 质 粒 pEGFP-C2-NLＲC5; 2、3:

DNA Marker; 4: pEGFP-C2-NLＲC5

2． 3 pEGFP-C2-NLＲC5 基因转染 COS-7 细胞中

的表达检测 转染 48 h 后发现荧光细胞数量最多，

收集此时的细胞裂解，见 图 3。重 组 质 粒 转 染 组
GFP-NLＲC5 融合蛋白在 74 ku 处表达。空质粒转染
组在 27 ku 处表达。

3 讨论

NLＲs 是细胞内模式识别受体家族，该家族已发
现了 5 个亚家族，其中在人类至少发现了 23 个成
员，在鼠中至少发现了 34 个成员。这些成员通常含
有 3 个结构区域: C 端为 LＲＲs 区域( 亮氨酸重复区
域) ，能够识别相应的配体; 中部区域为 NBD ( 也称
NOD、NACHT) 区，在 NLＲs 与核苷酸链的结合以及
自我聚合方面具有重要作用［5］。NLＲs 的 N 端为
CAＲD、PYD 或者 BIＲs 区域，能够结合下游效应分
子从而激活 NLＲs，故这个区域称为功能结构域。

NLＲs 参与了许多免疫调节过程。近期新发现的
NLＲC5 被证明能够参与到以上多种免疫反应，但它
在免疫调节过程中具体扮演什么角色还具有争议
性［6］。NLＲC5 通过调控 I 类主要组织相容性复合
体( MHC I) 的转录表达［7］，进而影响细胞内病原体
特异性 CD8 + T 细胞的激活与增殖，从而有效清除病
原菌，慢性炎症是导致癌症的主要原因之一，因而发
展免 疫 疗 法 成 为 治 疗 癌 症 的 理 想 靶 点 分 子［8］。
COS-7 细胞是研究蛋白质结构与功能的有利工具，

多种载体可以在 COS-7 细胞中表达外源基因，本研
究采用成功构建的真核表达载体 pEGFP-C2-NLＲC5
转染宿主细胞 COS-7 对 NLＲC5 基因的真核表达进
行了初步研究。

pEGFP-C2 就是一种可编码增强型绿色荧光蛋
白( enhanced green fluorescence protein，EGFP) 的真
核质粒载体，其上携带有 EGFP 表达报告基因，则是
GFP 的一个突变体，其荧光强度及光漂白抗性明显
增强，是迄今为止最佳的活体分子标志物之一［9］。
绿色荧光蛋白本身性质稳定，可在多种异源生物中
表达且无细胞毒性，易于构建融合蛋白，且融合蛋白
仍能保持荧光激发活性，一般情况下不会影响目的
基因的生物活性［10］。

本研究通过基因重组技术，将包含起始密码子
和终止密码子的 NLＲC5 cDNA 插入 pEGFP-C2 载体
EGFP 的上游 5'端，并保持相同的阅读框，成功构建
NLＲC5 和绿色蛋白融合基因的真核表达载体，经双
酶切鉴定证实目的基因片段插入到载体相应的位
置，载体经基因测序证实基因构建成功 ，序列和

图 2 免疫荧光制片观察 NLＲC5 的蛋白表达及其定位情况 × 200
A: 单转 pEGFP-C2-NLＲC5; B: 单转 pEGFP-C2 空载体; 1: NLＲC5 的表达定位情况; 2: DAPI 染核; 3: 复合图
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图 3 Western blot 法检测 pEGFP-C2-NLＲC5
转染后 COS-7 细胞

1: pEGFP-C2-NLＲC5 转染的 COS-7 细胞; 2: pEGFP-C2 转染的

COS-7 细胞; 3: 未转染组 COS-7 细胞

GenBank 上完全符合。将重组质粒 pEGFP-C2-NL-
ＲC5 转染 COS-7 细胞，荧光显微镜下观察及免疫荧
光制片后都可见细胞内有 NLＲC5 和 EGFP 的融合
蛋白发出绿色荧光，而且 NLＲC5 蛋白定位在胞质
中，而作为对照的空载体组可见胞质和核内都见表
达。Western blot 法表明单用 GFP 抗体免疫印迹时，

在约 74 ku 位置处出现一个条带，其大小符合 EG-
FP-NLＲC5 表达的蛋白，另在约 27 ku 处可见一条
带，其结果符合 EGFP 蛋白的大小。NLＲC5 能够起
到控制天然免疫和炎症反应的关键“调节器”的作
用，有效调控免疫细胞的活性，以防止持续的炎症反
应造成对其本身的伤害，例如癌症和自身免疫性疾
病。
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Construction of recombinant plasmid pEGFP-C2-NLＲC5 and its expression
Xu Tao，Peng Yunyun，Li Lin，et al

( School of Pharmacology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To construct pEGFP-C2-NLＲC5 of expression plasmid，and observe its expression in COS-7
cells． Methods Get the cDNA sequence of NLＲC5 protein from the LX-2 by ＲT-PCＲ． Then NLＲC5 cDNA and
the vector pEGFP-C2 were digested with restriction enzymes EcoＲ Ⅰ and BamH Ⅰ，and the digested productions
were connected by T4 enzyme at 16 ℃，and then the eukaryotic vector of pEGFP-C2-NLＲC5 was constructed． The
recombinant vector was identified by the double digestion with restriction enzymes EcoＲ Ⅰ and BamH Ⅰ and DNA
sequencing． After the analysis，pEGFP-C2-NLＲC5 was transfected into renal fibroblasts COS-7 cells by Lipo-
fectamineTM2000，and the expression of pEGFP-C2-NLＲC5 was monitored by fluorescence and confocal microscope
and Western blot． Ｒesults The NLＲC5 fragment was contained in the positive recombination by identification of
restriction enzymes． After transfectting recombinant plasmid，green fluorescent protein could be observed，and they
were mainly distributed in the cytoplasm． A stripe of 74 ku protein could be detected by Western blot，whose size
was accord with EGFP-NLＲC5 of protein expression ( NLＲC5 protein: 47 ku，EGFP protein: 27 ku) ． Therefore，

fusion protein could be successfully expressed in mammalian cell． Conclusion The eukaryotic expression vector of
pEGFP-C2-NLＲC5 is constructed successfully，and the fusion expression of NLＲC5 protein and GFP can be detec-
ted in COS-7．
Key words NLＲC5; COS-7; gene expression; recombinant plasmid; transfection
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