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研究报告

全长与成熟形式 ＩＬ⁃３７ｂ 的真核表达载体的构建与研究

李梦媛，韦荣飞，杨星九，朱瑞敏，高　 苒∗

（中国医学科学院医学实验动物研究所，北京　 １００１２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 构建全长与成熟形式 ＩＬ⁃３７ｂ 的真核表达载体 ｐＥＧＦＰ Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ，检测二者在 ＲＡＷ ２６４ ７ 细

胞中的表达情况。 方法　 以含 ＩＬ⁃３７ｂ 全长编码区基因的质粒 ｐＵＢＣ ／ ＩＬ⁃３７ｂ 为模板，构建能够表达全长与成熟形式

ＩＬ⁃３７ｂ 的真核表达载体。 将构建的重组质粒 ｐＥＧＦＰ Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ 转染到 ＲＡＷ ２６４ ７ 细胞中，通过 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和共聚

焦显微镜检测全长与成熟形式的 ＩＬ⁃３７ｂ 的表达情况，并通过 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测全长与成熟形式 ＩＬ⁃３７ｂ 对 ＬＰＳ 诱

导的 ＩＬ⁃６ 表达的抑制作用。 结果　 构建的 ｐＥＧＦＰ Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ 转染后能够在细胞中表达全长与成熟形式的 ＩＬ⁃３７ｂ，
并且能够抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＩＬ⁃６ 的表达。 结论　 成功构建了全长与成熟形式 ＩＬ⁃３７ｂ 的真核表达载体，为进一步研

究 ＩＬ⁃３７ｂ 的炎症抑制作用与机制打好基础。
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＧＦＰ Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ ｏｆ ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｍａｔｕｒｅ
ＩＬ⁃３７ｂ，ａｎｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｏｔｈ ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｍａｔｕｒｅ ＩＬ⁃３７ｂ ｉｎ ＲＡＷ ２６４ ７ ｃｅｌｌｓ， ａ ｍｏｕｓｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｔｈｅ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｖｅｃｔｏｒｓ ｏｆ ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｍａｔｕｒｅ ＩＬ⁃３７ｂ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＵＢＣ ／ ＩＬ⁃３７ｂ ａｓ ａ
ｔｅｍｐｌａｔｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃３７ｂ ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ ｇｅｎｅ． Ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃３７ｂ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ
ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｎｔｏ ＲＡＷ ２６４ ７ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｌｌ⁃
ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｍａｔｕｒｅ ＩＬ⁃３７ｂ ｏｎ ＩＬ⁃６ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｖｅｃｔｏｒｓ ｐＥＧＦＰ Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｍａｔｕｒｅ ＩＬ⁃３７ｂ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｃｅｌｌｓ， ｗｈｉｃｈ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＩＬ⁃６ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｖｅｃｔｏｒｓ ｏｆ ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｍａｔｕｒｅ ＩＬ⁃３７ｂ ｃａｎ ｂｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ， ａｎｄ ｌａｙｓ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ
ｏｆ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ＩＬ⁃３７ｂ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ＩＬ⁃３７ｂ； ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ； ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ

　 　 ＩＬ⁃３７ 是 ＩＬ⁃１ 家族细胞因子，曾经被命名为 ＩＬ⁃
１Ｆ７［１］，在人体多种组织、器官中都有表达；在多种

人源细胞系中也能够检测到 ＩＬ⁃３７，如 ＴＨＰ⁃１、Ｕ９３７、
Ａ４３１、ＩＭＴＬＨ、ＫＧ ⁃１、ＨＬ６０、ＨＰＢＭＣ、ＨＰＴ４ 和 ＮＨＤＣ



细胞等［２⁃４］。 小鼠体内并未发现 ＩＬ⁃３７ 同类细胞因子

的表达［５］，因此小鼠及其来源的细胞系能够排除背景

干扰，作为较理想的对象应用于 ＩＬ⁃３７ 的研究。 ＩＬ⁃３７
共有 ６ 个外显子，ＩＬ⁃３７ｂ 是 ＩＬ⁃３７ 五种亚型 ａ ～ ｅ 中序

列最长的一个，全长的 ＩＬ⁃３７ｂ 共有 ２１８ 个氨基酸，含
有外显子１、２、４、５、６［６］，并在１ 号外显子处有 ｃａｓｐａｓｅ⁃
１ 酶切位点，能够经其切割转变为成熟形式的 ＩＬ⁃
３７ｂ［７］，下文中分别将二者命名为 ＦＬ⁃ＩＬ⁃３７ｂ （ ｆｕｌｌ⁃
ｌｅｎｇｔｈ⁃ＩＬ３７ｂ）与 Ｍ⁃ＩＬ⁃３７ｂ（ｍａｔｕｒｅ⁃ＩＬ⁃３７ｂ）。 目前，大
量研究已证明 ＩＬ⁃３７ｂ 具备生物学活性，能够作为炎

症抑制因子在多种炎症性疾病中发挥功能，同时，这
些疾病引起的炎症反应也能够上调 ＩＬ⁃３７ｂ 的表

达［８⁃１２］。 本实验中构建的 ＩＬ⁃３７ｂ 真核表达载体旨在

为人类炎症性疾病病理机制的研究提供基础，并为疾

病的治疗方案提供潜在的新方法。

１　 材料和方法

１ １　 材料

含有全长 ＩＬ⁃３７ｂ 编码区基因的质粒 ｐＵＢＣ ２
（ ＋ ） 以及载体质粒 ｐＥＧＦＰ Ｎ１ 由本实验室制备

保存。
Ｔ４ 连接酶、限制性内切酶购自 ＮＥＢ 公司；ＤＮＡ

分子量 ｍａｒｋｅｒ、ＰＣＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ 购自 ＴａＫａＲａ 公司；
ＲＡＷ ２６４ ７ 细胞购自中国医学科学院基础医学研

究所；ＩＬ⁃３７ 抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司；ＨＲＰ 标记的山羊

抗兔 ＩｇＧ 购自中杉金桥生物公司；ＬＰＳ（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃ⁃
ｃｈａｒｉｄｅ）购自 Ｓｉｇｍａ 公司；转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００、ＴＲＩｚｏｌ 试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；预染蛋白分

子量 ｍａｒｋｅｒ、反转录试剂盒、８ 孔腔室载玻片等购自

Ｔｈｅｒｍｏ 公司；质粒提取试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ 公司；
ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自 Ｔｏｙｏｂｏ 公

司；荧光定量 ＰＣＲ 仪专用 ９６ 孔板与封板膜购自 ＡＢＩ
公司；实时荧光定量 ＰＣＲ 仪为 ＡＢＩ Ｓｔｅｐ Ｏｎｅ Ｐｌｕｓ
Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ；共聚焦显微镜为 Ｌｅｉｃａ Ｍｉｃｒ⁃
ｏｓｙｓｔｅｍｓ；引物合成与 ＤＮＡ 测序服务由英潍捷基（上
海）公司提供。
１ ２　 实验方法

１ ２ １　 ＩＬ⁃３７ｂ 基因的克隆与 ｐＥＧＦＰ Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ 真

核表达载体的构建

全长与成熟形式的 ＩＬ⁃３７ｂ 基因模板来自本实

验室制备的含 ＩＬ⁃３７ｂ 全长编码区基因的质粒

ｐＵＢＣ ／ ＩＬ⁃３７ｂ。 以该质粒为模板，通过 ＰＣＲ 技术对

ＦＬ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 与 Ｍ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 编码区基因进行扩增。 上、

下游引物序列见表 １，下划线为 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 酶

切位点，ＰＣＲ 反应条件为：９５℃ ３ ｍｉｎ；９５℃ ３０ ｓ，
５８℃ ３０ ｓ，７２℃ ４５ ｓ，扩增 ３０ 个循环；７２℃延伸 １０
ｍｉｎ，预计目的基因片段大小分别为 ６５４ ｂｐ、５１９ ｂｐ。
采用琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＰＣＲ 产物，并对目的条带

ＤＮＡ 进行回收，用于连接构建真核表达载体。 用限

制性内切酶 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 分别对目的基因的 ＰＣＲ
产物与表达载体 ｐＥＧＦＰ Ｎ１ 进行双酶切，再次进行

琼脂糖凝胶电泳，通过胶回收纯化收集酶切产物，
于 １６℃环境过夜连接，构建表达载体。 次日，将连

接产物转化大肠杆菌 ＤＨ５α，吸取约 ２００ μＬ 转化液

均匀涂布于具有卡那霉素抗性的 ＬＢ 平板上，在
３７℃培养箱中倒置培养过夜。 次日，挑选若干菌落

进行 ＰＣＲ，通过琼脂糖凝胶电泳鉴定结果后，将阳

性克隆进行 ＤＮＡ 测序，鉴定 ＩＬ⁃３７ｂ 基因片段是否

正确插入，阳性克隆质粒命名为 ｐＥＧＦＰ Ｎ１ ／ ＩＬ３７ｂ。
表 １　 ＩＬ⁃３７ｂ 基因引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＩＬ⁃３７ｂ ｇｅｎｅ
引物名称
Ｎａｍｅｓ

引物序列（５’－ ３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５’－ ３’）

Ｍ⁃ＩＬ⁃３７ｂ⁃Ｆ Ｇ ＧＡＡＴＴＣＣＡＴＡＴＧＴＣＣＴＴＴＧＴＧＧＧＧＧＡＧＡＡＣ
Ｍ⁃ＩＬ⁃３７ｂ⁃Ｒ ＣＧ ＣＴＣＧＡＧＴＡＡＴＣＧＣＴＧＡＣＣＴＣＡＣＴＧＧＧＧＣＴＣ
ＦＬ⁃ＩＬ⁃３７ｂ⁃Ｆ Ｇ ＧＡＡＴＴＣＣＡＴＡＴＧＧＴＴＣＡＣＡＣＡＡＧＴＣＣＡＡＡＧＧＴＧ
ＦＬ⁃ＩＬ⁃３７ｂ⁃Ｒ ＣＧ ＣＴＣＧＡＧＴＡＡＴＣＧＣＴＧＡＣＣＴＣＡＣＴＧＧＧＧＣＴＣ

１ ２ ２　 ＲＡＷ ２６４ ７ 细胞的培养与表达载体的转染

将 ＲＡＷ ２６４ ７ 细胞制成浓度为每毫升 ５ × １０４

个的细胞悬液，分别接种于 ８ 孔腔室载玻片与 １２ 孔

细胞培养板，３７℃培养至细胞贴壁。 按照转染试剂

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 说明书步骤将 ｐＥＧＦＰ Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ
质粒转染至 ８ 孔腔室载玻片与培养板的细胞中。 转

染完毕更换培养基后加入工作浓度为 ５００ ｎｇ ／ ｍＬ 的

ＬＰＳ，继续培养 １６ ～ １８ ｈ。
１ ２ ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测转染后细胞中 ＩＬ⁃３７ｂ 蛋白

的表达

收集 １２ 孔培养板中的细胞，用 ＲＩＰＡ 裂解液裂

解并提取蛋白。 配制浓度为 １２％～ １５％ 的分离胶，
将细胞裂解液进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳。 电泳结束后进

行转膜，将蛋白条带电转至 ＰＶＤＦ 膜上。 用 ５％ 脱

脂奶粉溶液室温封闭 １ ｈ，减少非特异性结合后，按
１∶ １０００ 的比例用 ＩＬ⁃３７ 抗体 ４℃ 孵育过夜。 次日，
用 ０ １％的 ＰＢＳＴ 洗膜，加入按 １∶ ５０００ 比例稀释的

ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ，室温作用 １ ｈ。 洗膜后加

显影液，观测蛋白条带。
１ ２ ４　 共聚焦显微镜检测转染后细胞中 ＩＬ⁃３７ｂ 的

表达与定位

０６ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ２ 月第 ２８ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ２



弃去 ８ 孔腔室载玻片中的培养基，用 ＰＢＳ 洗涤

细胞后，用 ４％ 多聚甲醛溶液固定细胞 １０ ｍｉｎ。 洗

去多余的固定液，用 ０ ２％的 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 冰上通透

细胞 １０ ｍｉｎ。 再次洗涤细胞后，用 ＤＡＰＩ 避光孵育

细胞 １０ ｍｉｎ，对细胞核进行染色。 染色后用 ＰＢＳ 洗

涤细胞一次，除去 ８ 孔腔室，留下下方有细胞贴附的

载玻片，用中性树脂封片。 待中性树脂晾干后，在
Ｌｅｉｃａ 共聚焦显微镜下观察细胞中 ＦＬ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 与 Ｍ⁃
ＩＬ⁃３７ｂ 的表达情况并拍照记录。
１ ２ ５　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测转染细胞中 ＩＬ⁃３７ｂ 的抑

制作用

收集 １２ 孔细胞培养板中的细胞，按照 ＴＲＩｚｏｌ 说
明书与 Ｔｈｅｒｍｏ 反转录试剂盒说明书的步骤提取细

胞总 ＲＮＡ，并对 ＲＮＡ 进行反转录，获得 ｃＤＮＡ。 通

过 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测细胞中 ＩＬ⁃６ 的相对表达量。
ＧＡＰＤＨ 与 ＩＬ⁃６ 基因的引物序列如表 ２ 所示，ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ ＰＣＲ 的反应体系如表 ３ 所示，反应条件为：保
温，９５℃ ３ ｍｉｎ；９５℃ ３０ ｓ，５８℃ ３０ ｓ，７２℃ ３０ ｓ，扩增

４０ 个循环；熔解曲线为 ６０℃～９５℃升温。
表 ２　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂ． ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ
引物名称
Ｎａｍｅｓ

引物序列（５’ － ３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５’ － ３’）

ＩＬ⁃６⁃Ｆ ＣＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡＣＴＴＣＡＣＡＧＡＧＧＡ
ＩＬ⁃６⁃Ｒ ＧＧＡＧＡＧＣＡＴＴＧＧＡＡＡＴＴＧＧＧＧ

ＧＡＰＤＨ⁃Ｆ ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ
ＧＡＰＤＨ⁃Ｒ ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ

表 ３　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应体系
Ｔａｂ． ３　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

组分
Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

体积（μＬ）
Ｖｏｌｕｍｅｓ

基因组 ＤＮＡ ２ ０
上游引物 １ ０（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
下游引物 １ ０（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ １０ ０

ｄｄＨ２Ｏ ６ ０
总体积 ２０ ０

１ ３　 统计学方法

应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ Ｖ． ５ ０ 软件对数据进行 ｔ
检验及统计学分析，计量资料以平均数± 标准差（ ｘ
± ｓ）表示，以 Ｐ ＜ ０ ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２ １　 ＩＬ⁃３７ｂ 基因的 ＰＣＲ 扩增产物与重组质粒的

鉴定

Ｍ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 与 ＦＬ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 基因的 ＰＣＲ 扩增产物的

琼脂糖凝胶电泳结果如图 １ 所示，在 ５００ ～ ７５０ ｂｐ
之间有两条明亮的条带，一条接近 ５００ ｂｐ，为 Ｍ⁃ＩＬ⁃
３７ｂ 基因扩增的产物；另一条约在 ６５０ ｂｐ 附近，为
ＦＬ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 基因扩增的产物，与预期的目的基因大小

相符。 重组质粒单克隆菌落 ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶

电泳结果显示，阳性的菌落在与 Ｍ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 与 ＦＬ⁃ＩＬ⁃
３７ｂ 基因相近的位置各有一条明亮的特异性条带。
对阳性克隆菌落进行 ＤＮＡ 测序，结果显示 ＩＬ⁃３７ｂ
基因片段正确插入 ｐＥＧＦＰ Ｎ１ 质粒，碱基无突变，可
进行下一步的转染实验。

注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：成熟 ＩＬ⁃３７ｂ；２：全长 ＩＬ⁃３７ｂ；３：阴性对照；４：
成熟 ＩＬ⁃３７ｂ 阳性克隆菌落；５：全长 ＩＬ⁃３７ｂ 阳性克隆菌落。

图 １　 ＰＣＲ 产物的琼脂糖凝胶电泳

Ｎｏｔｅ． Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ． １：Ｍ⁃ＩＬ⁃３７ｂ． ２：ＦＬ⁃ＩＬ⁃３７ｂ． ３：Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．
４： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｌｏｎｙ ｏｆ Ｍ⁃ＩＬ⁃３７ｂ． ５： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｌｏｎｙ ｏｆ ＦＬ⁃ＩＬ⁃３７ｂ．

Ｆｉｇ． １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

２ ２　 重组表达载体在细胞中的表达

２ ２ １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测转染后细胞中 ＩＬ⁃３７ｂ 蛋白

的表达

如图 ２ 所示，给予 ＬＰＳ 刺激后，转染的 ＲＡＷ
２６４ ７ 细胞裂解液的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，有两条

特异性的蛋白条带，位置分别在 ２５ ｋＤａ 与 １５ ｋＤａ
附近，分别为 ＦＬ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 与 Ｍ⁃ＩＬ⁃３７ｂ，条带大小与预

期结果相符［８，１３］。 证实转染后的 ＲＡＷ ２６４ ７ 细胞

中有 Ｍ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 与 ＦＬ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 的表达。

图 ２　 转染的 ＲＡＷ ２６４ ７ 细胞中 ＩＬ⁃３７ｂ 的表达

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃３７ｂ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ＲＡＷ ２６４ ７ ｃｅｌｌｓ
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２ ２ ２　 共聚焦显微镜检测转染后细胞中 ＩＬ⁃３７ｂ 的

表达与定位

如图 ３ 所示，绿色为融合了绿色荧光蛋白

（ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＧＦＰ） 的 ＩＬ⁃３７ｂ，蓝色为

ＤＡＰＩ 染色的细胞核。 转染后，Ｍ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 主要在细

胞核中表达，ＦＬ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 则在细胞质、细胞核中都有

表达； ＬＰＳ 能够在一定程度上诱导 ＩＬ⁃３７ｂ 表达

上调。

图 ３　 带 ＧＦＰ 标签的 ＩＬ⁃３７ｂ 在 ＲＡＷ ２６４ ７ 细胞中的表达

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃３７ｂ ｗｉｔｈ ＧＦＰ ｔａｇ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＲＡＷ ２６４ ７ ｃｅｌｌｓ

２ ３　 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ⁃ＰＣＲ 检测转染后的 ＲＡＷ ２６４ ７ 细

胞对于 ＬＰＳ 刺激的抑制作用

如图 ４ 所示， ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果显示 转 染

ｐＥＧＦＰ Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ 质粒的 ＲＡＷ ２６４ ７ 细胞对于 ＬＰＳ
刺激引起的促炎性细胞因子 ＩＬ⁃６ 的表达有抑制作

用，与转染空质粒载体的对照组相比差异显著，并
且 ＦＬ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 对于 ＩＬ⁃６ 的抑制作用稍强于 Ｍ⁃ＩＬ⁃
３７ｂ。 证实转染的 ＩＬ⁃３７ｂ 能够稳定表达并在细胞内

发挥炎症抑制作用。

３　 讨论

Ｂｕｌａｕ 等［７］ 研究发现，ＩＬ⁃３７ｂ 的 １ 号外显子能

够编码 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 酶切位点，ＩＬ⁃３７ｂ 前体分子需要

ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 切割修饰才能成为成熟分子移入细胞核

参与转录调控；突变导致 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 失活后，ＩＬ⁃３７ｂ
不能进入细胞核，并且对炎症反应的抑制作用降

低。 成熟形式的 ＩＬ⁃３７ｂ 进入细胞核后，能够与

Ｓｍａｄ ３ （ｍｏｔｈｅｒｓ ａｇａｉｎｓｔ ｄｅｃａｐｅｎｔａｐｌｅｇｉｃ ｈｏｍｏｌｏｇ ３）
结合形成功能性复合物影响基因转录，并抑制 Ｔｏｌｌ
样受体（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＴＬＲ）诱导表达促炎症性

细胞因子，从而抑制树突状细胞的活化以及相应的

免疫应答反应［８，１４］。 成熟形式的 ＩＬ⁃３７ｂ 的向细胞

外分泌同样需要 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的作用，但 ＬＰＳ 诱导的巨

噬细胞分泌 ＩＬ⁃３７ｂ 前体分子的过程不依赖 ｃａｓｐａｓｅ⁃
１［７，１４］。 用相应的中和抗体中和 ＩＬ⁃３７ｂ 转基因小鼠

体内的 ＩＬ⁃３７ｂ，并注射 ＬＰＳ 诱导感染性休克，小鼠血

清中 ＩＬ⁃６ 的表达显著升高，表明 ＩＬ⁃３７ｂ 的作用受到

注：与 ＬＰＳ 组比较，∗Ｐ ＜ ０ ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１。

图 ４　 ＬＰＳ 刺激转染的 ＲＡＷ ２６４ ７ 细胞中 ＩＬ⁃６ 的

表达（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０ ０５；∗∗Ｐ ＜ ０ ０１．

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ＲＡＷ ２６４ ７ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＬＰＳ

抗体拮抗，因而证实 ＩＬ⁃３７ｂ 能够分泌到细胞外发挥

作用，说明其在细胞内外环境中具有双向功能［７］。
同为 ＩＬ⁃１ 家族细胞因子的 ＩＬ⁃１８ 与其受体 ＩＬ⁃

１８Ｒ 结合形成的复合物能够诱导 ＩＦＮ⁃γ 表达。 ＩＬ⁃
３７ｂ 与 ＩＬ⁃１８ 有很高的同源序列，无论是全长还是成

熟形式的 ＩＬ⁃３７ｂ 都能够与 ＩＬ⁃１８Ｒ 的 α 链产生结

合，且成熟形式 ＩＬ⁃３７ｂ 的结合能力较全长形式更

强。 但 ＩＬ⁃１８ 与 ＩＬ⁃１８Ｒα 的结合能力比 ＩＬ⁃３７ｂ 成熟

分子更强，因此 ＩＬ⁃３７ｂ 不能拮抗 ＩＬ⁃１８ 的功能。 ＩＬ⁃
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１８ＢＰ（ＩＬ⁃１８ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ）是 ＩＬ⁃１８ 的天然抑制剂，
能够抑制 ＩＬ⁃１８ 与 ＩＬ⁃１８Ｒ 的结合；成熟形式的 ＩＬ⁃
３７ｂ 可以与 ＩＬ⁃１８ＢＰ 结合，增强 ＩＬ⁃１８ＢＰ 对 ＩＬ⁃１８ 信

号转导的抑制，从而抑制 ＩＦＮ⁃γ 的表达［１５⁃１６］。 近年

来也有研究显示 ＩＬ⁃３７ｂ 发挥作用需要 ＩＬ⁃１ 家族细

胞因子受体 ＩＬ⁃１Ｒ８ 参与，ＩＬ⁃１Ｒ８ 可能与 ＩＬ⁃１８Ｒα 一

样作为 ＩＬ⁃３７ｂ 的受体参与免疫应答。 此外，ＩＬ⁃３７ｂ
还能够通过抑制 ＳＴＡＴ１⁃４、ｃ⁃Ｊｕｎ、ｐ３８ ＭＡＲＫ、ＥＲＫ
等信号分子的磷酸化来调控促炎信号的传导［１７］。

本实验中构建的真核表达载体 ｐＥＧＦＰ Ｎ１ ／ ＩＬ⁃
３７ｂ 含有 ＳＶ４０ 和 ＣＭＶ 启动子及 ＧＦＰ 标签，能够稳

定表达外源基因并有利于检测基因的转染效率。
同时，ＧＦＰ 有利于检测全长与成熟形式的 ＩＬ⁃３７ｂ 在

不同细胞器中的定位。 实验中采用的 ＲＡＷ ２６４ ７
细胞系小鼠来源的单核巨噬细胞，自身并无 ＩＬ⁃３７
表达，能够排除以人源细胞系作为研究对象产生的

背景干扰。 ＬＰＳ 在体内与体外都能够诱导大量促炎

性细胞因子的表达［８］，同时，在 ＬＰＳ 刺激细胞后，ＩＬ⁃
３７ｂ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达水平上调，表明 ＬＰＳ 能够

使 ＩＬ⁃３７ｂ ｍＲＮＡ 趋于稳定［１６］。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 与共聚

焦显微镜观测结果显示构建的 ＦＬ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 与 Ｍ⁃ＩＬ⁃
３７ｂ 的真核表达载体转染后经 ＬＰＳ 诱导均可表达

ＦＬ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 与 Ｍ⁃ＩＬ⁃３７ｂ，其中 Ｍ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 主要在定位

于细胞核中，ＦＬ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 则在细胞质、细胞核中都有

表达。 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果显示转染后的细胞中 ＬＰＳ
诱导的 ＩＬ⁃６ 的表达降低，表明转染后 ＦＬ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 与

Ｍ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 能够在细胞中发挥炎症抑制作用。 上述

结果与已报导的文献中的数据相符，证实构建的

ｐＥＧＦＰ Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ 能够稳定的表达相应的 ＩＬ⁃３７ｂ，
为进一步研究 ＩＬ⁃３７ｂ 在炎症反应中的发挥的作用

及其细胞内外机制提供了便利。
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