
·实验研究·

脂质体包裹人促甲状腺激素受体胞外段基因真核表达质
粒的构建

杨于力1,罗清礼2,吕红彬3

作者单位:1(400038)中国重庆市,第三军医大学西南医院 西南
眼科医院;2(610041) 中国四川省成都市,四川大学华西医院眼
科;3(646000)中国四川省泸州市,泸州医学院附属医院眼科
作者简介:杨于力,毕业于四川大学,博士,副主任医师,研究方
向:角膜及屈光手术。
通讯作者:杨于力. yangyl0415@ hotmail. com
收稿日期: 2014-05-15 摇 摇 修回日期: 2014-11-04

Construction of recombinant eukaryotic
expression plasmid of human thyrotropin
receptor extracellular domain encapsulated
with cationic liposomes

Yu-Li Yang1, Qing-Li Luo2, Hong-Bin L俟3

1Southwest Eye Hospital, Southwest Hospital, Third Military
Medical University, Chongqing 400038, China; 2Department of
Ophthalmology, West China Hospital, Sichuan University,
Chengdu 610041, Sichuan Province, China; 3Department of
Ophthalmology, Affiliated Hospital of Luzhou Medical University,
Luzhou 646000,Sichuan Province, China
Correspondence to: Yu - Li Yang. Southwest Eye Hospital,
Southwest Hospital, Third Military Medical University, Chongqing
400038, China. yangyl0415@ hotmail. com
Received:2014-05-15摇 摇 Accepted:2014-11-04

Abstract
誗AIM: To construct recombination eukaryotic expression
plasmid of human thyrotropin receptor extracellular
domain encapsulated with cationic liposomes.
誗METHODS: We amplified the target gene of shuttle
vector PHMCMVTSHR289, conjugated the target gene
and eukaryotic expression plasmid pcDNA3. 1 +, and
accredited whether pcDNA3. 1+ / TSHR289 was connected
or not by enzymatic digestion and sequencing. Cationic
liposomes encapsulated the recombination plasmid
pcDNA3. 1+ / TSHR289.
誗RESULTS: Recombination plasmid pcDNA3. 1 + / TSHR289
digested with enzyme HindIII and the fragment through
0郾 8% gel electrophoresis showed 512bp strip. Recombination
plasmid pcDNA3. 1 + / TSHR289 were found synonymous
mutation through forward (AAC to AAT) and reverse
sequencing (GCG to GCT) . The volume ratio of cationic
liposomes and recombinant plasmid was 3颐1.
誗 CONCLUSION: It is successful to construct the
recombination plasmid pcDNA3. 1+ / TSHR289 by accredit
it through enzymatic digestion and sequencing.

誗KEYWORDS:human thyrotropin receptor extracellular
domain gene; shuttle vector PHMCMVTSHR289; eukaryotic
expression plasmid pcDNA3. 1 +; recombination plasmid
pcDNA3. 1+ / TSHR289; cationic liposomes
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摘要
目的:构建阳离子脂质体包裹的人促甲状腺激素受体胞
外段基因真核表达质粒。
方法:PCR 扩增穿梭质粒 PHMCMVTSHR289 目的基因并
连接于真核表达质粒 pcDNA3. 1+上,重组质粒 pcDNA3. 1+/
TSHR289 采用酶切及测序法鉴定。 阳离子脂质体包裹重
组质粒 pcDNA3. 1+ / TSHR289。
结果:重组质粒 pcDNA3. 1+ / TSHR289 用 HindIII 酶切后
产物经 0. 8%琼脂糖凝胶电泳检测显示出现 512bp 条带。
正向测序发现 AAC 突变为 AAT,为同义突变。 反向测序
发现 GCG 突变为 GCT,亦为同义突变。 阳离子脂质体与
重组质粒的体积质量比例为 3颐1。
结论:酶切及测序鉴定重组质粒 pcDNA3. 1 + / TSHR289
构建成功。
关键词:人促甲状腺激素受体胞外段基因;穿梭质粒
PHMCMVTSHR289;真核表达质粒 pcDNA3. 1+;重组质粒
pcDNA3. 1+ / TSHR289;阳离子脂质体
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0 引言
摇 摇 甲状腺相关眼病( thyroid-associated ophthalmopathy,
TAO)是眼科常见的眼眶疾病之一,目前普遍认为该病为
一种自身免疫性疾病,推测在患者的甲状腺和眼眶组织
中存 在 共 同 的 自 身 抗 原, 如 促 甲 状 腺 激 素 受 体
(thyrotropin stimulating hormone receptor, TSHR)、甲状腺
过氧化物酶 ( thyroid peroxidase, TPO)、甲状腺球蛋白
(thyroglobulin,Tg)以及各种眼外肌抗原,其抗原分子量
范围(23 ~ 120kD)很广。 目前,所有发现的自身抗原中
仍以 TSHR 最为重要,对其研究也最多,进一步研究发现
TSHR 的胞外区域是引起 TAO 的自身抗原,也是与 TSH
阻断性抗体(TSH-binding antibody,TSAb)以及甲状腺结
合抑制性免疫球蛋白( thyroid stimulating antibody, TBII)
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结合的位点[1-6],并开始被用于甲状腺相关眼病动物模型
的建立。
1 材料和方法

1. 1 材料 摇 穿梭质粒 pHMCMVTSHR289 (由 Sandra M.
Mclachlan, Ph. D Professor of medicine CSMC&UCLA 馈
赠);真核表达质粒 pcDNA3. 1+(华西医学中心眼科实验
室提供);dNTPs、TaqDNA 聚合酶(大连宝生物公司,中
国);PmeI 酶,Hind芋酶 ( Fermentas 公司,前苏联立陶
宛);KpnI 酶,XbalI 酶(大连宝生物公司,中国);DNA 连
接酶(大连宝生物公司,中国);Lambda DNA / EcoRI+Hind
芋 Marker,3(Fermentas 公司,前苏联立陶宛);引物及荧
光探针(上海英俊生物技术有限公司合成,中国);DH5琢
感受态细胞(TIANGEN 公司,中国);质粒小量抽提试剂
盒(TIANGEN 公司,中国);普通琼脂糖凝胶 DNA 回收试
剂盒(TIANGEN 公司,中国);阳离子脂质体(获赠于四川
大学华西医院生物治疗国家重点实验室)。
1. 2 方法

1. 2. 1 质粒 DNA 的抽提与鉴定摇 真核质粒 pcDNA3. 1+
转化大肠杆菌感受态细胞 DH5琢,用质粒抽提试剂盒抽
提真核质粒 pcDNA3. 1+,采用紫外分光光度计检测抽提
得到的质粒 pcDNA3. 1+DNA 的浓度与纯度。 用同样的
方法得到穿梭质粒 PHMCMVTSHR289,两种质粒均送至
公司测序,序列正确,说明转化成功。
1. 2. 2 构建重组质粒 pcDNA3. 1 + / TSHR289 与鉴定 摇
PCR 扩增穿梭质粒 PHMCMVTSHR289 目的基因,扩增产
物与真核质粒 pcDNA3. 1+采用 KpnI 和 XbalI 双酶切后,
产物纯化回收用 T4DNA 连接酶完成连接反应,得到
pcDNA3. 1 + / TSHR289 重组质粒,用琼脂糖凝胶电泳、
Hind芋酶切以及正反向测序的方法进行鉴定。
1. 2. 3 DNA /阳离子脂质体复合物的制备 摇 精密称取一
定量 DOTAP 和 Chol (mol / mol = 1 颐1) 于 100mL 旋蒸瓶
中,加入 20mL 氯仿溶解,置于旋转蒸发仪上,40益水浴下
旋转蒸发 1h。 取下旋蒸瓶,放入真空干燥器中,真空干
燥 12h。 往旋蒸瓶中加入 5% 葡萄糖溶液 18mL,并将其
置于旋转蒸发仪上,在 55益水浴温度下,关闭水泵,旋转
1h,得到乳白色黏稠状液体。 取下旋蒸瓶,向瓶中插入超
声探头,在 55益水浴下超声 10min,即得 DOTAP / Chol 阳
离子脂质体(5mg / mL)。 pcDNA3. 1+ / TSHR289 重组质粒
与 DOTAP / Chol 阳离子脂质体按照质量体积比 1颐3 混合。
2 结果

2. 1 穿梭质粒 PHMCMVTSHR289PCR 产物和真核质粒

pcDNA3. 1+KpnI 和 XbalI 双酶切产物鉴定摇 两种质粒双
酶切的产物经 0. 8%琼脂糖凝胶电泳检测显示(图 1),穿
梭质粒 PHMCMVTSHR289PCR 产物双酶切后的条带大小
为 867bp,真核质粒 pcDNA3. 1 + 双酶切后条带大小
为 4459bp。
2. 2 重组质粒 pcDNA3. 1 + / TSHR289 Hind芋酶切鉴定

摇 重组质粒 pcDNA3. 1+ / TSHR289 用 Hind芋酶切后产物
经 0. 8%琼脂糖凝胶电泳检测显示(图 2),出现 512bp 小
条带。
2. 3 重组质粒 pcDNA3. 1+ / TSHR289 公司测序鉴定 摇
重组质粒送至上海英俊生物技术有限公司进行正向和反
向测序,吻合度均达到 99% 。 正向测序发现 AAC 突变为

图 1摇 pcDNA3. 1+和 PNMCMVTSHR289PCR 产物双酶切后

0. 8%凝胶电泳图 摇 注:Maker 为 Lambda,DNA / EcoRI+Hind芋
Marker,3。

图 2摇 连接产物 Hind芋酶切后重组质粒出现 512bp 小条带摇
注:Maker 为 Lambda DNA / EcoRI+Hind芋 Marker,3。

图 3摇 阳离子脂质体(箭头)。

AAT,为同义突变。 反向测序发现 GCG 突变为 GCT,亦
为同义突变。
2. 4 阳离子脂质体包裹重组质粒 pcDNA3. 1+ / TSHR289
摇 制作出的 DOTAP / Chol 阳离子脂质体用 ZETASIZER 激
光粒径分析仪(英国 Malvern Instruments 公司)测得粒径

平均值为 92. 3nm,测得最高峰值为 126. 0nm(图 3)。 阳
离子脂质体与质粒 DNA 的体积质量比例为 3颐1。
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3 讨论

摇 摇 TSHR 属于 G 蛋白偶联受体家族的一员,由 764 个氨
基酸组成,含有 7 个跨膜节段、3 个胞外环、3 个胞内环、1
个胞外的氨基末端和 1 个胞内的羧基末端。 它是一种糖
蛋白,其胞外区域是含有 418 个氨基酸的糖基化的 N 末

端。 Chazenbalk 等[7]尝试从 TSHR 的胞外段的碳末端把

抗原截断,产生了三种胞外段片断。 根据其切断处的密
码子位置,分别命名为 TSHR-261, TSHR-289, TSHR-
309。 他们对 TSHR-261 用凝集素和镍螯合物进行色谱

分析,从而直接量化 TSHR-261,结果发现使用极其微量
的 TSHR-261 就可以中和 18 个 Graves 病患者的血清中

70% ~ 100%的自身抗体。 Chazenbalk 等[8] 还提出 TSHR
胞外段的空间构象是其产生自身免疫反应的重要前提条
件。 他们利用刀豆凝集素 a 和镍螯合物进行色谱分析,
从而得到部分纯化的 TSHR-289,用极其微量的 TSHR-
289 就可以中和 15 个 Graves 病患者血清中的 TBII。 并
且当他们用这种部分纯化的 TSHR-289 去免疫大鼠时,
产生了针对这种抗原的单克隆抗体 3BD10,这种抗体只
有在 TSHR 的氮末端富含半胱氨酸的区域具有空间构象
时才能与其发生反应,从而说明 TSHR 胞外段的三级结

构的保持对其产生自身免疫反应有着极其重要的作用。
Bobovnikova 等[9]认为这种 TSHR 胞外段三级结构的维持

依赖于二硫键的稳定作用。 Seetharamaiah 等[10]又进一步

发现没有糖基化的 TSHR 胞外段只能中和兔子血清中的
TBII 而不能中和 Graves 患者血清中的抗体,而糖基化后

的 TSHR 胞外段既可以中和实验动物又可以中和 Graves
病患者血清中的 TBII 和 TSAb,从而说明 TSHR 胞外段的
糖基化是产生自身免疫反应的关键条件。 目前,TSHR 的

胞外段区域已被公认为是甲状腺相关眼病的共同抗原,
并被普遍用于甲状腺相关眼病动物模型的建立。
摇 摇 基因免疫是利用重组 DNA 技术将保护性抗原蛋白
基因克隆到真核表达载体,并将其直接导入体内,使抗原
蛋白经过内源性表达提呈给免疫系统,诱导机体产生特

异性的体液免疫和细胞免疫反应,基因免疫又称为 DNA
免疫或核酸免疫。 基因免疫的载体类型一般可分为病

毒[11-16]和非病毒载体两大类。 非病毒载体一般包括质

粒(plasmid),人工染色体 RNA / DNA 嵌合寡核苷酸和肽
核酸等载体,而质粒是非病毒载体中较常用和成熟的一

类[17-21]。 在基因治疗中以真核质粒载体为代表的非病
毒载体由于外源基因整合率低,且具有制备方便、低成

本、安全稳定、低免疫反应等优点广泛地被应用于临床与

科研中[22]。 但真核质粒载体携带的目的基因由于没有
整合入细胞自身基因组,在经过细胞间质和细胞质的停

留到转录过程中,大约 60% ~ 100%会被降解。
摇 摇 包裹 DNA 的脂质体能与组织细胞发生膜融合, 而

将 DNA 摄入, 减少了核酸酶对目的基因的破坏。 脂质
体分为阳离子脂质体(cationic liposome,CL)、阴离子脂质
体和 PH 敏感( PH sensitive)脂质体等。 阳离子脂质体

(CL)是最常用的脂质体,一般用阳离子脂质和中性脂质
按一定比例混合制成,中性脂质一般采用磷脂酰乙醇胺

(DOPE)或胆固醇,用以调控质粒从核内释放;常用的阳
离子脂质有 DOTMA,DOTAP,DMRIE,DC-Chol 和 Lipid
等。 阳离子脂质体可以中和质粒表面的负电,同时大大

减小质粒的体积,从而减少质粒和细胞膜的静电斥力,有
利于质粒跨膜进入细胞,使质粒 DNA 表达的效率提高数
倍到数十倍。 目前,CL 具有操作简便、转移效率高和无
毒等特点,广泛应用于真核细胞基因转移[23,24]。 阳离子
脂质体介导的转染受到的影响因素有很多,主要参数有
阳离子脂质体的组成脂质体与 DNA 的比率、脂质体的总
量、细胞密度以及脂质体 / DNA 复合物与细胞作用的时
间等。 其他影响表达的因素还有细胞、载体种类、转染时
所用的培养液中是否含有血清等。 张新秀等[25] 将重组
表达质粒色素上皮衍生因子-绿色荧光蛋白以脂质体介
导转染 BN 大鼠视网膜组织时,将阳离子脂质体与质粒
按 3颐1 的比例混匀静置 30min,然后进行免疫注射。 李劲
松等[26]以绿色荧光蛋白为报告基因,利用流式细胞仪比
较三种脂质体转染效果,并采用不同的脂质体与质粒比
例优化转染条件,结果发现按照 DNA 颐脂质体为 1颐1,1颐3,
1颐6 三种比率进行细胞转染,发现脂质体 颐DNA 体积质量
比为 3颐1 时细胞的转染效率最高。 毛晓春等[27]分别用体
积为 0,6,9,12滋L 的脂质体介导兔角膜内皮细胞基因转
染,结果发现 3滋g DNA 与 9滋L 脂质体转染效率最高。
Ausouy 等[28]推荐阳离子脂质体与质粒 DNA 的体积质量
比例为 3 颐 1 时为最适转染比例。 本研究重组质粒
pcDNA3. 1+ / hTSHR 与阳离子脂质体参照以上文献推荐
的比例混合后行 TAO 实验动物免疫。
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