
[收稿日期] 　 ２０１６￣０３￣１７ [修回日期] 　 ２０１６￣０４￣２３
[基金项目] 　 国家自然科学基金资助项目(８１２０２５３６)ꎻ辽宁省大学生创新训练项目(２０１５１１２５８０４０)
[作者简介] 　 于田田ꎬ硕士研究生ꎬ研究方向为重组蛋白 ｂｅｔａ２￣ＧＰＩ ＤＶ 通过抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 与 ＬＯＸ￣１ 结合治疗动脉粥样硬化及

继发血栓疾病ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ｙｉｘｉｎ２００８ｗｅｎｘｉｎ＠ １６３.ｃｏｍꎮ 李敬达与于田田对本文有相同贡献ꎮ 通讯作者迟彦ꎬ博士ꎬ副教授ꎬ硕士

研究生导师ꎬ研究方向为动脉粥样硬化及继发血栓形成的细胞分子生物学研究ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ｃｈｉ＿ｙａｎ＠ １２６.ｃｏｍꎮ

[文章编号] 　 １００７￣３９４９(２０１７)２５￣０１￣００２５￣０７ 实验研究

人血凝素样氧化型低密度脂蛋白受体 １ 双顺反子表达载体的
构建及其在 ２９３Ｔ 细胞中的表达

于田田ꎬ 李敬达ꎬ 刘庆平ꎬ 王仁军ꎬ 乔 辉ꎬ 陈玉华ꎬ 李明英ꎬ 于柯楠ꎬ 迟 彦
(大连大学生命科学与技术学院 糖脂代谢重点实验室ꎬ辽宁省大连市 １１６６２２)

[关键词] 　 血凝素样氧化型低密度脂蛋白受体 １ꎻ　 氧化型低密度脂蛋白ꎻ　 动脉粥样硬化ꎻ　 双顺反子真核表达

载体

[摘　 要] 　 目的　 尝试构建人血凝素样氧化型低密度脂蛋白受体 １(ＬＯＸ￣１)基因双顺反子表达载体并检测其在

２９３Ｔ 细胞中的表达情况和生物学活性ꎬ为深入探讨 ＬＯＸ￣１ 在动脉粥样硬化中的作用和以 ＬＯＸ￣１ 为靶点建立干预

机制治疗动脉粥样硬化奠定基础ꎮ 方法　 首先根据 Ｐｒｉｍｅｒ５.０ 软件设计引物ꎬ采用聚合酶链反应法以 ＬＯＸ￣１ ｃＤＮＡ
片段为模板扩增 ＬＯＸ￣１ 基因完整编码区ꎬ克隆至 Ｔ 载体ꎬ经测序成功后亚克隆到双顺反子真核表达载体 ｐＩＲＥＳ２￣
ＡｃＧＦＰ１￣Ｎｕｃꎮ 利用脂质体转染法将双顺反子重组表达质粒转染至 ２９３Ｔ 细胞ꎬ倒置荧光显微镜检测质粒转染情况ꎮ
采用逆转录聚合酶链反应和免疫印迹法鉴定 ＬＯＸ￣１ 基因在核酸和蛋白水平的表达ꎬ采用激光共聚焦检测 ＬＯＸ￣１ 基

因在 ２９３Ｔ 细胞膜上的表达ꎬ激光共聚焦和流式细胞术检测表达在 ２９３Ｔ 细胞膜上的 ＬＯＸ￣１ 结合氧化型低密度脂蛋

白(ｏｘ￣ＬＤＬ)的生物学活性ꎮ 结果　 成功构建 ｐＩＲＥＳ２￣ＬＯＸ￣１ 双顺反子重组表达载体ꎬ将其转染 ２９３Ｔ 细胞后ꎬ观察

到绿色荧光蛋白基因的表达ꎬ初步表明 ＬＯＸ￣１ 基因转染至 ２９３Ｔ 细胞ꎮ 进一步分子水平鉴定结果表明 ＬＯＸ￣１ 基因

在 ２９３Ｔ 细胞核酸和蛋白水平均得到表达ꎬ激光共聚焦结果证明 ＬＯＸ￣１ 基因在 ２９３Ｔ 细胞膜上表达ꎮ 最后激光共聚

焦和流式细胞术结果证实表达在 ２９３Ｔ 细胞膜上的人 ＬＯＸ￣１ 基因可以结合氧化型低密度脂蛋白ꎮ 结论　 成功构建

人 ＬＯＸ￣１ 基因双顺反子表达载体ꎬ在此基础上证明其在 ２９３Ｔ 细胞膜上得到表达ꎬ并且具有结合 ｏｘ￣ＬＤＬ 的生物学

活性ꎬ为后续体外研究其在动脉粥样硬化中的作用以及以此为靶点建立干预机制奠定了基础ꎮ
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　 　 血凝素样氧化型低密度脂蛋白受体 １( ｌｅｃｔｉｎ￣
ｌｉｋｅ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣１ꎬ ＬＯＸ￣
１)是近年来新发现的巨噬细胞表面主要的氧化型

低密度脂蛋白( ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｏｘ￣
ＬＤＬ)受体[１￣２]ꎬ属于 Ｃ 型植物凝集素样Ⅱ型跨膜蛋

白[３]ꎮ ｏｘ￣ＬＤＬ 是 动 脉 粥 样 硬 化 ( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ
Ａｓ)的关键致病因子[４]ꎬ可通过多种途径诱发疾病

的发生[５]ꎮ 其中ꎬ巨噬细胞表面清道夫受体识别并

内吞 ｏｘ￣ＬＤＬ 进而导致单核巨噬细胞转变为泡沫细

胞ꎬ是 Ａｓ 疾病发生的关键事件[１ꎬ６]ꎮ 有研究表明

ＬＯＸ￣１ 能特异性地结合并摄取 ｏｘ￣ＬＤＬꎬ通过介导由

ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的一系列病理变化ꎬ如巨噬泡沫细胞的

形成、内皮细胞活化和紊乱、平滑肌细胞的迁徙和

增殖等途径诱发 Ａｓ 的发生发展[２￣３]ꎮ 阻断或者封

闭 ｏｘ￣ＬＤＬ 与巨噬细胞表面 ＬＯＸ￣１ 的结合ꎬ进而阻

断由 ｏｘ￣ＬＤＬ 引发的一系列病理反应ꎬ对于 Ａｓ 的防

治提供了新的方向和思路[７]ꎮ 但由于巨噬细胞表

面除 ＬＯＸ￣１ 外ꎬ还有其他结合和吞噬 ｏｘ￣ＬＤＬ 的清

道夫受体ꎬ如 ＣＤ３６、ＳＲ￣ＢⅠ等ꎬ这些受体在 ＬＯＸ￣１
基因被沉默后会代偿性的吞噬 ｏｘ￣ＬＤＬ[８]ꎬ这为单独

研究 ｏｘ￣ＬＤＬ 与 ＬＯＸ￣１ 的相互作用以及建立干预二

者结合的策略从而治疗 Ａｓ 带来了挑战ꎮ 因此建立

表达 ＬＯＸ￣１ 的细胞模型ꎬ为体外单独研究 ｏｘ￣ＬＤＬ
与 ＬＯＸ￣１ 的作用及后续的干预机制提供了保障ꎮ
鉴于 ２９３Ｔ 细胞本身并没有 ＬＯＸ￣１ 基因的表达ꎬ因
此本实验拟构建人 ＬＯＸ￣１ 基因的双顺反子表达载

体ꎬ在此基础上将其转染至 ２９３Ｔ 细胞ꎬ实现在 ２９３Ｔ
细胞膜上的表达ꎬ为在体外单独研究 ｏｘ￣ＬＤＬ 与

ＬＯＸ￣１ 的相互作用及后续的干预机制提供保障ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要材料

　 　 人源 ＬＯＸ￣１ 基因片段购自于 Ｓｉｎｏ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｉｎｃꎻ２９３Ｔ 细胞株购自 ＡＴＣＣ 库 (Ｍａｎａｓｓａｓꎬ ＶＡꎬ
ＵＳＡ)ꎻｐＩＲＥＳ２￣ＡｃＧＦＰ１￣Ｎｕｃ 载体购于 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ Ｃｏｒ￣

ｐｏｒａｔｉｏｎꎻ抗 ＬＯＸ￣１ 单克隆抗体 ( ａｂ￣８１７０９) 购于

Ａｂｃａｍ 生物技术公司 ( Ａｂｃａｍꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ)ꎻ ｏｐｔｉ￣
ＭＥＭ Ｉ Ｒｅｄｕｃｅｄ Ｓｅｒｕｍ Ｍｅｄｉｕｍ(无血清)培养基、脂
质体转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司ꎻＤＬ２０００、ＤＬ５０００ Ｍａｒｋｅｒ、限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ、
ＮｈｅⅠ及 Ｔ 载体 ( ＰＭＤ１９￣Ｔ ｓｉｍｐｌｅ ｖｅｃｔｏｒ) 均购自

ＴａＫａＲａ 公司ꎻ胎牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎻＤｉＩ￣ｏｘ￣
ＬＤＬ 购自北京协生生物科技有限公司ꎻ抗生素均购

自生化生物工程有限公司ꎮ 引物由上海生工有限

公司合成ꎮ
１.２　 ＬＯＸ￣１ 基因的扩增

根据ＧｅｎｅＢａｎｋ 中 ＬＯＸ￣１序列比对ꎬ以软件 Ｐｒｉｍｅｒ
５.０ 设计扩增引物ꎮ ＬＯＸ￣１ 引物设计:上游引物(引物

１ ): ５′￣ＣＴＡＧＣＴＡＧＣＡＴＧＡＣＴＴＴＴＧＡＴＧＡＣＣＴＡＡＡＧ￣３′ꎬ
下 游 引 物 ( 引 物 ２ ): ５′￣ＴＴＧＧＡＡＴＴＣＴＣＡＣＴＧＴ￣
ＧＣＴＣＴＴＡＧＧＴＴＴＧＣ￣３′ꎮ 其中引物 １ 中 ５′端含有保

护碱基、ＮｈｅⅠ酶切位点(单划线)以及 ＬＯＸ￣１ ５′端
部分氨基酸编码基因序列ꎻ引物 ２ 中 ５′端含有保护

碱基、ＥｃｏＲⅠ酶切位点(单划线)以及 ＬＯＸ￣１ ３′端部

分氨基酸编码基因的互补序列以及终止密码子ꎮ
以购买得到的 ＬＯＸ￣１ ｃＤＮＡ 为模板ꎬ以引物 １、２ 进

行 ＰＣＲꎮ ＰＣＲ 反应条件为:９５℃ 预变性 １０ ｍｉｎꎻ
９５℃变性 ３０ ｓꎬ５５℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃延伸 １ ｍｉｎꎬ共 ３０
个循环ꎻ７２℃终延伸 １０ ｍｉｎꎮ 取 ＰＣＲ 产物进行 １％
琼脂糖凝胶电泳鉴定ꎬ凝胶回收试剂盒回收目的基

因ꎬ并连接至 ｐＭＤ１９￣Ｔ ｓｉｍｐｌｅ ｖｅｃｔｏｒꎮ 将连接产物转

化 ＤＨ５α 感受态菌ꎬＡｍｐｉｃｉｌｌｉｎ (５０ ｍｇ / Ｌ)抗性筛选

后进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ并挑选阳性克隆扩大培养后提取

质粒ꎬ 送 至 ＴａＫａＲａ 公 司 测 序ꎮ 测 序 结 果 与

ＧｅｎｅＢａｎｋ 中的人 ＬＯＸ￣１ 序列比对ꎬ鉴定序列正确后

将重组质粒命名为 ＬＯＸ￣１￣Ｔꎮ
１.３　 双顺反子重组表达载体的构建及鉴定

将 ＬＯＸ￣１￣Ｔ 重组质粒置于大肠杆菌 ＤＨ５α 中扩

增ꎬ提取 ＬＯＸ￣１￣Ｔ 重组质粒和双顺反子 ｐＩＲＥＳ２￣
ＡｃＧＦＰ１￣Ｎｕｃ 载体质粒ꎬ分别用 ＮｈｅⅠ、ＥｃｏＲⅠ进行

双酶切ꎮ 回收酶切产物 ＬＯＸ￣１ 片段和 ｐＩＲＥＳ２￣ＡｃＧ￣

６２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １ꎬ２０１７



ＦＰ１￣Ｎｕｃ 载体片段ꎬＴａＫａＲａ 连接试剂盒 ２２℃连接 １
ｈꎮ 将连接产物转化 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ涂布到

Ｋａｎａ(５０ ｍｇ / Ｌ)抗性固体培养基ꎬ３７℃过夜培养后

挑选阳性菌落进行菌落 ＰＣＲꎬ并扩大培养后提取质

粒ꎬ进行 ＮｈｅⅠ、ＥｃｏＲⅠ双酶切鉴定ꎬ获得双顺反子

重组表达载体 ｐＩＲＥＳ２￣ＬＯＸ￣１ꎮ
１.４ 　 ｐＩＲＥＳ２￣ＬＯＸ￣１ 双顺反子表达载体转染 ２９３Ｔ
细胞

人 ２９３Ｔ 细胞在含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 完全

培养基中培养至对数生长期ꎬ转染前 ２４ ｈꎬ细胞经

０.２５％胰酶￣ＥＤＴＡ 消化ꎬ按每孔接种 ５×１０５ 个细胞

量接种于 ６ 孔板培养ꎬ次日细胞约 ７０％融合ꎮ 细胞

随机分为 ３ 组ꎬ未转染的 ２９３Ｔ 细胞为对照组ꎬ转染

空载体 ｐＩＲＥＳ２￣ＡｃＧＦＰ１￣Ｎｕｃ 的 ２９３Ｔ 细胞为空载体

组ꎬ转染重组质粒 ｐＩＲＥＳ２￣ＬＯＸ￣１ 的 ２９３Ｔ 细胞为重

组质粒组ꎮ 将 ４.０ μｇ ＤＮＡ 质粒和 １０ μＬ 脂质体 Ｌｉ￣
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 分别加入 ２５０ μＬ ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ Ｉ Ｒｅ￣
ｄｕｃｅｄ Ｓｅｒｕｍ Ｍｅｄｉｕｍ(无血清)培养基中ꎬ室温静置 ５
ｍｉｎꎬ再将含质粒的无血清培养基和含脂质体的无血

清培养基混合摇匀ꎬ室温静置 ２０ ｍｉｎ 后加至 ６ 孔板

中ꎬ３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养ꎮ ６ ｈ 后ꎬ去除转染

液ꎬ加入 ＤＭＥＭ 完全培养基ꎬ３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱

中继续培养ꎮ 转染后每隔 １２ ｈ 观察空载体组和重

组质粒组荧光强度ꎬ并拍照记录ꎮ
１.５　 逆转录聚合酶链反应检测 ＬＯＸ￣１ 在基因水平

上的表达情况

用 Ｔｒｉｚｏｌ 抽提法提取上述三组细胞总 ＲＮＡꎬ采
用 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法ꎬ利用 ＬＯＸ￣１ 基因内侧引物定性检

测 ＬＯＸ￣１ ｍＲＮＡ 的转录情况ꎮ ＬＯＸ￣１ 内侧引物分

别 是: ５′￣ ＧＧＴＧＣＴＧＧＧＣＡＴＧＣＡＡＴＴＡＴ￣３′ 和 ５′￣
ＣＡＴＴＴＣＣＴＴＧＡＧＴＴＣＧＴＴＴＴＣＴＧＡ￣３′ꎬ 扩 增 产 物 为

１５６ ｂｐꎮ 反应条件:９５℃预变性 １０ ｍｉｎꎻ然后 ９５℃变

性 ３０ ｓꎬ５５℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ
最后 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 扩增产物用含溴化乙啶的

１％琼脂糖凝胶电泳分析ꎬ紫外凝胶成像系统拍照检

测 ＬＯＸ￣１ 基因表达情况ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＯＸ￣１ 在蛋白水平上的表达

情况

分别提取三组细胞的总蛋白质ꎬ用 １２％的胶进

行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ电泳后将蛋白转移到 ＰＶＤＦ 膜

上ꎬ５％脱脂奶粉封闭 １ ｈꎬ抗 ＬＯＸ￣１ 抗体 ４℃缓慢孵

育过夜ꎬ含 ２.５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 洗膜 ２ 次ꎬ每次 ５
ｍｉｎꎮ ＨＲＰ 标记山羊抗兔的二抗室温缓慢孵育 １ ｈꎬ
清洗同上ꎮ ＥＣＬ 显色ꎬ化学发光成像系统分析检测

结果ꎮ

１.７　 激光共聚焦检测 ＬＯＸ￣１ 在 ２９３Ｔ 细胞膜上的表

达情况

转染前 ２４ ｈꎬ取对数生长期的 ２９３Ｔ 细胞按每皿

５×１０５ 个细胞接种于 ２ 个激光共聚焦小皿中ꎬ次日

待细 胞 融 合 度 达 到 ７０％ 左 右 时ꎬ 转 染 空 载 体

ｐＩＲＥＳ２￣ＡｃＧＦＰ１￣Ｎｕｃ 的 ２９３Ｔ 细胞记为空载体组ꎬ转
染重组质粒 ｐＩＲＥＳ２￣ＬＯＸ￣１ 的 ２９３Ｔ 细胞为重组质

粒组ꎮ 转染共 ４８ ｈ 后ꎬ弃去培养基ꎬ用 ＰＢＳ 清洗ꎮ
然后依次加入 ４％ 多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎꎬ用 １％
ＢＳＡ３７℃封闭 １ ｈꎬ０.１％ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００ 通透 １５ ｍｉｎꎮ 之

后加入抗 ＬＯＸ￣１ 抗体ꎬ３７℃孵育 ２ ｈ 后用罗丹明标

记抗鼠二抗孵育 １ ｈꎬＰＢＳ 清洗ꎬ上机检测ꎮ
１.８　 激光共聚焦检测 ２９３Ｔ 细胞膜上表达的 ＬＯＸ￣１
的生物学活性

利用上述构建的表达人 ＬＯＸ￣１ 基因的 ２９３Ｔ 细

胞ꎬ采用激光共聚焦检测 ２９３Ｔ 细胞膜上表达的

ＬＯＸ￣１ 是否具有结合 ＤｉＩ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 的生物学活性ꎮ 同

上ꎬ待细胞融合度达到 ７０％左右时ꎬ转染重组质粒

ｐＩＲＥＳ２￣ＬＯＸ￣１ꎮ 转染 ４８ ｈꎬ弃去培养基ꎬ在小皿中

央各加入 １００ μＬ ２０ ｍｇ / Ｌ 的 ＤｉＩ￣ｏｘ￣ＬＤＬꎬ分别于

３７℃继续培养 ０ ｈ、０.５ ｈ、１ ｈ、２ ｈ、４ ｈꎮ 之后ꎬ用 ＰＢＳ
清洗 ３ 次ꎬ上机检测ꎮ
１.９　 流式细胞术检测 ２９３Ｔ 细胞膜上表达的 ＬＯＸ￣１
的生物学活性

取对数生长期的 ２９３Ｔ 细胞按每孔 ５×１０５ 个细

胞接种于 ６ 孔板中ꎬ共接种两孔ꎮ 待细胞融合度达

到 ７０％左右时ꎬ分别转染空载体 ｐＩＲＥＳ２￣ＡｃＧＦＰ１￣
Ｎｕｃ 和重组质粒 ｐＩＲＥＳ２￣ＬＯＸ￣１ꎬ并分别标记为空载

体组和重组质粒组ꎮ ６ ｈ 后弃除转染试剂ꎬ换上

ＤＭＥＭ 完全培养基ꎬ３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中继续培

养到 ４８ ｈꎬ弃去培养基ꎬ每孔加入 １ ｍＬ ２０ ｍｇ / Ｌ 的

ＤｉＩ￣ｏｘ￣ＬＤＬꎬ于 ３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中继续培养 １ ｈ
后ꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ细胞刮刀刮下细胞上流式细胞仪

检测ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＬＯＸ￣１ 基因的扩增

　 　 ＬＯＸ￣１ 基因的 ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电泳分

析ꎬ条带大小 ８４０ ｂｐꎬ与预期一致 (图 １)ꎮ 回收

ＬＯＸ￣１ 基 因 产 物ꎬ 将 其 连 接 至 ｐＭＤ１９￣Ｔ ｓｉｍｐｌｅ
ｖｅｃｔｏｒꎬ经 ＴａＫａＲａ 公司测序ꎬＢｉｏｅｄｉｔ 软件比对分析ꎬ
目的片段无突变ꎬ获得 ＬＯＸ￣１￣Ｔ 重组质粒ꎮ
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图 １. ＬＯＸ￣１聚合酶链反应扩增结果琼脂糖凝胶电泳分析

Ｍ 为 ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎬ１ 为 ＬＯＸ￣１ 基因的 ＰＣＲ 扩增结果ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｄ￣
ｕｃｔｓ ｏｆ ＬＯＸ￣１ ｂｙ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

２.２　 双顺反子重组表达载体的构建及鉴定

将 ＬＯＸ￣１￣Ｔ 载体质粒 Ｎｈｅ Ｉ、ＥｃｏＲ Ｉ 双酶切获得

目的基因片段ꎬ连接至同样经过酶切的 ｐＩＲＥＳ２￣
ＡｃＧＦＰ１￣Ｎｕｃ 双顺反子表达载体ꎬ连接产物转化

ＤＨ５α 宿主菌ꎬ在 Ｋａｎａ 抗性平板上挑选阳性克隆进

行培养ꎮ 提取重组质粒进行 ＮｈｅⅠ、ＥｃｏＲⅠ双酶切ꎬ
经琼脂糖凝胶电泳分析ꎬ酶切出 ８４０ ｂｐ 的 ＬＯＸ￣１ 基

因片段ꎬ表明 ＬＯＸ￣１ 基因连接至双顺反子表达载体

ｐＩＲＥＳ２￣ＡｃＧＦＰ１￣Ｎｕｃ 上 ( 图 ２ )ꎬ 获 得 重 组 质 粒

ｐＩＲＥＳ２￣ＬＯＸ￣１ꎮ

图 ２. 双顺反子表达载体双酶切分析 　 　 Ｍ 为 ＤＬ２０００ ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒꎬ１ 为未酶切的 ｐＩＲＥＳ２￣ＬＯＸ￣１ 载体ꎬ２~ ５ 为用 ＮｈｅⅠ和 ＥｃｏＲ
Ⅰ双酶切 ｐＩＲＥＳ２￣ＬＯＸ￣１ 载体ꎻ２、３ 为阴性酶切产物ꎻ４、５ 为阳性酶

切产物ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｉｃｉｓｔｒｏｎｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ ｂｙ ｒｅ￣
ｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２.３　 ２９３Ｔ 细胞转染

２９３Ｔ 细 胞 转 染 双 顺 反 子 空 载 体 ｐＩＲＥＳ２￣
ＡｃＧＦＰ１￣Ｎｕｃ 和双顺反子重组表达载体 ｐＩＲＥＳ２￣
ＬＯＸ￣１ꎬ利用倒置荧光显微镜每隔 １２ ｈ 观察绿色荧

光的强度变化ꎬ结果显示ꎬ转染重组质粒组细胞随

着时间增加ꎬ绿色荧光强度逐渐增强ꎬ与之相比较ꎬ
空载体组细胞相应时间点的荧光强度均较弱ꎬ结果

表明 ｐＩＲＥＳ２￣ＬＯＸ￣１ 双顺反子表达载体成功转染至

２９３Ｔ 细胞 (图 ３)ꎮ

图 ３. ２９３Ｔ 细胞转染结果图(１００×)
Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ２９３Ｔ ｃｅｌｌ(１００×)

２.４　 ＬＯＸ￣１ 的基因表达水平

人 ２９３Ｔ 细胞分别转染不同质粒 ４８ ｈ 后ꎬ采用

ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＬＯＸ￣１ ｍＲＮＡ 表达情况ꎬ结果显示ꎬ未
转染的 ２９３Ｔ 细胞和转染空载体的 ２９３Ｔ 细胞均未出

现 ＬＯＸ￣１ 条带ꎬ而转染双顺反子重组表达载体的

２９３Ｔ 细胞出现 ＬＯＸ￣１ 条带ꎬ表明在 ２９３Ｔ 细胞中

ＬＯＸ￣１ 在基因水平上获得表达(图 ４)ꎮ

２.５　 ＬＯＸ￣１ 的蛋白表达水平

人 ２９３Ｔ 细胞分别转染空质粒和重组质粒 ４８ ｈ
后ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＯＸ￣１ 蛋白表达情况ꎬ结
果显示ꎬ未转染的 ２９３Ｔ 细胞和转染空载体的 ２９３Ｔ
细胞均未出现 ＬＯＸ￣１ 条带ꎬ而转染双顺反子重组表

达载体的 ２９３Ｔ 细胞出现 ＬＯＸ￣１ 条带ꎬ表明在 ２９３Ｔ
细胞中 ＬＯＸ￣１ 在蛋白水平获得表达(图 ５)ꎮ

８２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １ꎬ２０１７



图 ４. 逆转录聚合酶链反应检测 ＬＯＸ￣１表达　 　 Ｍ 为 ＤＬ２０００
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎬ１ 为未转染的细胞ꎬ２ 为转染空载体的细胞ꎬ３ 为转染重

组质粒 ｐＩＲＥＳ２￣ＬＯＸ￣１ 的细胞ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＯＸ￣１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｒｅ￣
ｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ

图 ５. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＯＸ￣１ 表达 　 　 Ｍ 为蛋白 Ｍａｒｋｅｒꎬ１
为未转染的细胞ꎬ ２ 为转染空载体的细胞ꎬ ３ 为转染重组质粒

ｐＩＲＥＳ２￣ＬＯＸ￣１ 的细胞ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＯＸ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

２.６　 激光共聚焦检测 ＬＯＸ￣１ 在 ２９３Ｔ 细胞膜上的表

达情况

人 ２９３Ｔ 细胞分别转染空质粒和重组质粒 ４８ ｈ

后ꎬ采用激光共聚焦检测 ＬＯＸ￣１ 在 ２９３Ｔ 细胞膜上

表达情况ꎮ 结果发现ꎬ与空载体组比较ꎬ转染重组

质粒 ｐＩＲＥＳ２￣ＬＯＸ￣１ 的 ２９３Ｔ 细胞明显能看到细胞

膜有一圈红色(２９３Ｔ 细胞膜上表达的 ＬＯＸ￣１ 会与

ＬＯＸ￣１ 抗体结合并进一步与罗丹明标记的抗鼠二抗

结合ꎬ呈现红色荧光)ꎬ说明人 ＬＯＸ￣１ 基因双顺反子

表达载体构建成功ꎬ并且 ＬＯＸ￣１ 在 ２９３Ｔ 细胞膜上

也表达成功(图 ６)ꎮ
２.７　 激光共聚焦检测 ２９３Ｔ 细胞膜上表达的 ＬＯＸ￣１
的生物学活性

２９３Ｔ 细胞转染重组质粒 ｐＩＲＥＳ２￣ＬＯＸ￣１ ４８ ｈ
后ꎬ分别于 ３７℃用 ＤｉＩ￣ｏｘ￣ＬＤＬ(２０ ｍｇ / Ｌ)继续孵育

０ ｈ、０.５ ｈ、１ ｈ、２ ｈ、４ ｈꎬ激光共聚焦 ５４９ ｎｍ 波长下

激发并分别观察 ＤｉＩ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 红色荧光(结合上 ＤｉＩ￣
ｏｘ￣ＬＤＬ 细胞膜会有一圈明显的红色)ꎮ 结果发现ꎬ
细胞出现红色荧光ꎬ且随着时间的增加(０ ｈ、０.５ ｈ、１
ｈ、２ ｈ、４ ｈ)ꎬ表达在 ２９３Ｔ 细胞膜上的 ＬＯＸ￣１ 结合

ｏｘ￣ＬＤＬ 的量也在逐渐增加ꎬ４ ｈ 也出现少部分非特

异性的结合(图 ７)ꎮ
２.８　 流式细胞术检测 ２９３Ｔ 细胞膜上表达的 ＬＯＸ￣１
的生物学活性

分别转染空质粒 ｐＩＲＥＳ２￣ＡｃＧＦＰ１￣Ｎｕｃ 和重组

质粒 ｐＩＲ ＥＳ２￣ＬＯＸ￣１ ４８ ｈ 后ꎬ ２９３Ｔ 细胞继续于

３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中用 ＤｉＩ￣ｏｘ￣ＬＤＬ(２０ ｍｇ / Ｌ)孵

育 １ ｈꎬ流式细胞仪分析 ＤｉＩ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 荧光强度ꎬＦＬ１￣
Ｈ 通道阳性说明 ２９３Ｔ 细胞转染上重组质粒ꎬ有 ＧＦＰ
荧光信号ꎬＦＬ２￣Ｈ 通道阳性说明 ２９３Ｔ 细胞结合上

ＤｉＩ￣ｏｘ￣ＬＤＬꎬ有 ＤｉＩ 荧光信号ꎬ第二象限的 ２９３Ｔ 既有

ＧＦＰ 荧光信号又有 ＤｉＩ 荧光信号ꎮ 结果如图 ８ 所

示ꎬ重组质粒组第二象限 ２９３Ｔ 细胞明显多于空载体

组ꎬ进一步证明表达在 ２９３Ｔ 细胞上的 ＬＯＸ￣１ 具有

结合 ｏｘ￣ＬＤＬ 的生物学活性ꎮ

图 ６. 激光共聚焦检测 ＬＯＸ￣１在 ２９３Ｔ 细胞膜上表达
Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｃｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ２９３Ｔ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｂｙ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｌａｓｅｒ
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图 ７. 激光共聚焦检测 ２９３Ｔ 细胞膜上表达的 ＬＯＸ￣１的生物学活性

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｅｃｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣１ ｉｎ ２９３Ｔ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｂｙ
ｃｏｎｆｏｃａｌ ｌａｓｅｒ

图 ８. 流式细胞术检测 ２９３Ｔ 细胞膜上表达的 ＬＯＸ￣１的生物学活性

Ｆｉｇｕｒｅ ８. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｅｃｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣１ ｉｎ ２９３Ｔ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｂｙ
ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

３　 讨　 论

ＬＯＸ￣１ 是一个Ⅱ型单链跨膜糖蛋白[９]ꎬ在结构

上属于 Ｃ 型植物凝集素样Ⅱ型跨膜蛋白[１０]ꎮ 近年

来发现该受体存在于巨噬细胞表面ꎬ特异性地结合

并摄取 ｏｘ￣ＬＤＬꎬ介导由 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的一系列病理

变化ꎬ如巨噬泡沫细胞的形成、内皮细胞活化和紊

乱的产生、平滑肌细胞的迁徙和增殖等[１]ꎮ 其中ꎬ
ＬＯＸ￣１ 识别并内吞 ｏｘ￣ＬＤＬ 进而导致单核巨噬细胞

转变为泡沫细胞ꎬ是 Ａｓ 疾病发生的关键事件[１１]ꎮ
因此ꎬ研究 ｏｘ￣ＬＤＬ 与 ＬＯＸ￣１ 的相互作用分子机制ꎬ
在此基础上建立干预二者结合的策略ꎬ是防治 Ａｓ 疾

病的重要途径ꎬ而在体外单独表达 ＬＯＸ￣１ 是研究

ｏｘ￣ＬＤＬ 与其结合并建立干预机制的有效手段ꎮ
双顺反子表达载体是近年来新发展起来的一

种表 达 载 体[１２￣１３]ꎬ 含 有 内 部 核 糖 体 进 入 位 点

(ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｅｎｔｒｙ ｓｉｔｅｓꎬ ＩＲＥＳ)序列[１４]ꎬ可招募

核糖体而启动非帽依赖性翻译(图 ９)ꎬ加之载体本

身由常规 ｋｏｚａｋ 序列介导的帽依赖性翻译ꎬ可实现

两个基因协同在同一载体中共表达[１５]ꎮ
本 研 究 利 用 双 顺 反 子 表 达 载 体 ｐＩＲＥＳ２￣

ＡｃＧＦＰ１￣Ｎｕｃꎬ将人源 ＬＯＸ￣１ 基因克隆至 ＩＲＥＳ 序列

前面的多克隆位点(ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｓｉｔｅꎬ ＭＣＳ)处ꎬ
获得重组质粒 ｐＩＲＥＳ２￣ＬＯＸ￣１ꎬ进一步将其转染至

０３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １ꎬ２０１７



图 ９. 双顺反子的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ９. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｉｃｉｓｔｒｏｎｉｃ

２９３Ｔ 细胞ꎮ 由于 ＩＲＥＳ 可启动 ＡｃＧＦＰ 的表达ꎬ因此

可以通过观察绿色荧光示踪重组质粒的转染情况ꎮ
我们利用荧光显微镜观察到了绿色荧光ꎬ并且随着

时间增长ꎬ荧光强度越强ꎬ表明重组质粒成功转染

至 ２９３Ｔ 细胞ꎮ 在实验中ꎬ我们发现转染重组质粒组

细胞绿色荧光强度较转染空载体组细胞强度要强ꎬ
同是由 ＩＲＥＳ 序列介导的翻译ꎬ为何重组质粒中

ＡｃＧＦＰ 基因表达量要高于空质粒? 在本研究中ꎬ我
们利用此载体构建了另一膜蛋白受体基因的重组

表达载体ꎬ将其转染至细胞后ꎬ尽管观察到了绿色

荧光ꎬ然而空质粒质组和重组质粒组的绿色荧光强

度在不同时间点均较弱ꎬ并且后续的分子水平并没

有检测到该基因的表达ꎬ相较于经证实已表达的

ＬＯＸ￣１ 基因我们观察到的重组质粒质组和空质粒组

绿色荧光强度的不同ꎬ我们认为ꎬ可能是外源基因

的表达更有利将核糖体招募到 ＩＲＥＳ 处ꎬ启动下游

ＡｃＧＦＰ 基因的表达ꎬ然而其具体的分子机制还有待

于进一步分析ꎮ 但不管如何ꎬ这个现象提示我们ꎬ
通过比较重组质粒组和空质粒组绿色荧光强度的

不同ꎬ可以间接显示外源基因表达情况ꎮ 在此基础

上ꎬ我们利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 证明了 ＬＯＸ￣１
基因在 ２９３Ｔ 中得到表达ꎬ激光共聚焦证明 ＬＯＸ￣１
基因的表达定位在细胞膜上ꎮ 将转染重组质粒组

细胞于 ３７℃用 ＤｉＩ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 孵育 ０ ｈ、０.５ ｈ、１ ｈ、２ ｈ、４
ｈꎬ激光共聚焦检测结合情况ꎬ结果显示ꎬ随着时间

的增加ꎬ表达在 ２９３Ｔ 细胞膜上的 ＬＯＸ￣１ 结合 ｏｘ￣
ＬＤＬ 的量也在逐渐增加ꎬ从 １ ｈ 开始 ＬＯＸ￣１ 就可以

与 ＤｉＩ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 有比较特异的结合ꎬ到 ４ ｈ 出现少部

分非特异性的结合ꎬ因此后续流式实验我们采用

３７℃孵育 １ ｈ 进一步检测结合活性ꎮ 从激光共聚焦

和流式结果可以证明表达在 ２９３Ｔ 细胞膜上的人

ＬＯＸ￣１ 基因具有结合 ｏｘ￣ＬＤＬ 的生物学活性ꎮ 本实

验室也做了巨噬细胞用 ＤｉＩ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 孵育不同时间

的实验ꎬ结果显示巨噬细胞 Ｊ７７４Ａ.１ 用 ＤｉＩ￣ｏｘ￣ＬＤＬ
孵育 ４ ｈ 就能够看到比较明显的 ｏｘ￣ＬＤＬ 吸收ꎮ 对

比我们的 ２９３Ｔ 实验结果ꎬ我们推测ꎬ尽管我们构建

的 ２９３Ｔ 细胞表达 ＬＯＸ￣１ 清道夫受体基因ꎬ但其吞

噬 ｏｘ￣ＬＤＬ 能力显著弱于巨噬细胞ꎮ 在今后的实验ꎬ
应该考虑增加更多孵育时间点的实验ꎬ来检测 ＬＯＸ￣
１￣２９３Ｔ 细胞对于 ｏｘ￣ＬＤＬ 吸收能力及吸收时间点的

确认ꎮ
本实验利用 ｐＩＲＥＳ２￣ＡｃＧＦＰ１￣Ｎｕｃ 成功构建了

人 ＬＯＸ￣１ 基因双顺反子表达载体ꎬ并在此基础上转

染至 ２９３Ｔ 细胞ꎬ实现了 ＬＯＸ￣１ 基因在 ２９３Ｔ 细胞膜

上的表达ꎬ为后续体外单独研究 ＬＯＸ￣１ 在 Ａｓ 中的

作用以及以此为靶点建立干预机制奠定了基础ꎮ
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