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基于同尾酶技术构建 CCL3L1 基因串联重组质粒的方法 *
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摘要 目的：利用同尾酶技术将 CCL3L1 基因重复连续插入 pcDNA6.2-GW/miR 载体,构建含有 CCL3L1 基因串联体的重组质粒，

实现小片段 CCL3L1 有效延长。方法：PCR 扩增 CCL3L1 基因并在引物的两端设有同尾酶 BamHI 和 BglII 限制性内切酶位点，纯

化 PCR 产物插入 pMD18-T 载体，阳性克隆命名为 pMD18T-CCL3L1。BamHI 和 BglII 双酶切 pMD18T-CCL3L1 和 pcDNA6.
2-GW/miR 载体后将第一个 CCL3L1 片段插入 pcDNA6.2-GW/miR 载体命名为 pcDNA6.2-CCL3L1-1。由于载体本身在 BglII 位点

后 带 有 XhoI 酶 切 位 点 利 用 BamHI 和 XhoI 切 割 pcDNA6.2-CCL3L1-1 回 收 CCL3L1 片 段 ，BglII 和 XhoI 切 割 pcDNA6.
2-CCL3L1-1 回收大片段做载体重组形成含有两个连续 CCL3L1 片段的质粒命名为 pcDNA6.2-CCL3L1-2，重复此步骤可得到含

有 N 个 CCL3L1 基因串联体的重组质粒 pcDNA6.2-CCL3L1-X。结果：经酶切和测序证实成功构建含有 4 个 CCL3L1 基因串联体

的重组质粒 pcDNA6.2-CCL3L1-4，并同时产生含有 1 个和 2 个 CCL3L1 基因串联体的重组质粒。结论：利用同尾酶技术可以快速

有效地构建 CCL3L1 基因串联重组质粒，实现目的片段的无限扩大，为小片段基因表达的研究奠定基础。
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ABSTRACT Objective: To construct the recombinant plasmid containing CCL3L1 tandem repeats by continuous and repeated in-
serting CCL3L1 gene into pcDNA6.2-GW/miR vector by isocaudamer technology, resulting in effective extension of a small fragment of
CCL3L1. Methods: Firstly, CCL3L1 gene was amplified by using the primers with two ends of BamHI and BglII restriction enzyme sites,
then the purified PCR products were inserted into pMD18-T vector. Secondly, the positive clone products, named pMD18T-CCL3L1,
and pcDNA6.2-GW/miR were digested by BamHI and BglII. Then the first CCL3L1 fragment was inserted into pcDNA6.2-GW/miR,
and the correct plasmid was named pcDNA6.2-CCL3L1-1. There was a XhoI behind the BglII in the vector, so pcDNA6.2-CCL3L1-1
could be digested by XhoI and BglII to obtian linear CCL3L1, then pcDNA6.2-CCL3L1-1 was digested by BamHI and BglII to obtain
linear vector. The two fragments were ligated and the correct plasmid which contained two consecutive CCL3L1 fragments was named
pcDNA6.2-CCL3L1-2. Repeating this step, the recombinant plasmid pcDNA6.2-CCL3L1 -X which contained N-series body of CCL3L1
gene could be obtained. Results: Enzyme digestion and sequencing confirmed that the recombinant plasmid pcDNA6.2-CCL3L1-4 was
successfully constructed, which contained four consecutive CCL3L1 fragments, and also produced and two recombinant plasmids con-
taining 1or 2 CCL3L1 tandem repeats. Conclusion: The recombinant plasmid of CCL3L1 tandem repeats would be constructed quickly
and efficiently with Isocaudamer. A method for unlimited expansion of the fragment was established, providing a basis for the study
about small fragments' expression.
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前言

自从 HIV-1 第一个趋化因子辅助受体 CXCR4 发现后[1]，

紧接着又发现了协助 M 嗜性 HIV-1 毒株进入靶细胞的受体：

CCR5 和 CCR3[2-3]。人类 CC3 配体样蛋白 1（CCL3L1 蛋白）作

为一种趋化性细胞因子是一类低分子量多肽，其受体为
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CCR5，属于 7 次跨膜的 G 蛋白偶联受体超家族成员[4]。CCL3
蛋白也是 HIV-1 辅助受体 CCR5 的配体，但是 CCL3L1 蛋白与

CCR5 的亲和力更强，而且它可以被 CD26 裂解，裂解后的变异

体与 CCR5 的亲和力更高，目前被认为是 HIV-1 病毒进入细胞

的天然抑制剂[5-6]。有研究进一步发现：CCL3L1 趋化因子基因

拷贝数在基因水平上对 HIV 感染及艾滋病进程起着重要的决

定作用，并强调趋化因子系统在 HIV 感染过程中的具有重要

作用 - 即其可抑制 HIV 侵入细胞又可调节抗病毒免疫应答[7-9]。
因此，CCL3L1 基因及蛋白的研究已经成为艾滋病治疗的研究

热点，但是由于其本身分子量小，体外利用生物工程制备和纯

化难度大，本研究利用同尾酶技术将 CCL3L1 的片段大小有效

地延长，有利于其蛋白的制备纯化，为其相关研究奠定基础。

1 材料和方法

1.1 主要试剂

Taq DNA 聚合酶、限制性内切酶 XhoⅠ、BamHⅠ、BglII、
T4 DNA 连接酶购自 takara 公司，DNA 分子量标准（Marker）、
琼脂糖凝胶回收试剂盒为北京博迈德生物技术有限公司产品，

PCR 引物由上海生工（北京）生物技术有限公司合成，测序由北

京博迈德生物科技有限公司完成。
1.2 质粒与菌种

模板质粒 pGEX-4T-CCL3L1 质粒为本实验室构建，pcD-
NA6.2-GW/miR 载体购自 invitrogen 公司，pMD18T 购自 takara
公司，大肠杆菌 DH5α 为北京全式金生物科技有限公司产品。
1.3 方法

1.3.1 pMD18T-CCL3L1 质粒构建 PCR 扩增 CCL3L1 目的片

段 ： 引 物 ：CCL3L1-BamHI-S:GTTCCGCGTGGATCCCCG-
GAATTC CCL3L1-linker-BglII-as:TCAGTCAGAGATCTTCG-
GCCTTCGATAGAATTC。

模板：pGEX-4T-CCL3L1 质粒 条件：pGEX-4T-CCL3L1 质

粒 50ng, 引物各 200nmol, DNA 聚合酶 0.5μl, dNTP 200nM 总

体积 50 μl，94℃ 5 分钟; 94℃ 20 秒, 57℃ 1 分钟, 72℃ 30 秒,
30 个循环纯化回收 PCR 产物参照琼脂糖凝胶回收试剂盒说明

进行。酶切，连接，转化，质粒提取方法参照分子生物学方法进

行[10]。阳性克隆鉴定 经 PCR 和 BamHI﹑BglII 双酶切验证阳性

重组子 pMD18T-CCL3L1 质粒。
1.3.2 pcDNA6.2-CCL3L1-1 质粒构建 限制性内切酶 BamHI 和

BglII 双酶切 pMD18T-CCL3L1 和 pcDNA6.2-GW/miR 载体后

琼脂糖凝胶回收 CCL3L1 小片段大概 311bp 和载体大片段

5kb，T4 DNA 连接酶连接参照说明书进行，转化，质粒提取方

法参照分子生物学进行，经 BamHI﹑BglII 双酶切验证阳性重组

子 pcDNA6.2-CCL3L1-1 质粒。
1.3.3 pcDNA6.2-CCL3L1-2 质 粒 构 建 由 于 pcDNA6.
2-GW/miR 载体本身在 BglII 位点后带有 XhoI 酶切位点，利用

BamHI 和 XhoI 切 割 pcDNA6.2-CCL3L1-1 回 收 CCL3L1 片

段，BglII 和 XhoI 切割 pcDNA6.2-CCL3L1-1 回收大片段做载

体，T4 DNA 连接酶连接参照说明书进行，转化，质粒提取参照

分子生物学进行，经 BamHI﹑BglII 双酶切验证阳性重组子

pcDNA6.2-CCL3L1-2 质粒。
1.3.4 pcDNA6.2-CCL3L1-4 质粒构建 利用 BamHI 和 XhoI 切

割 pcDNA6.2-CCL3L1-2 回收 CCL3L1 片段，BglII 和 XhoI 切

割 pcDNA6.2-CCL3L1-2 回收大片段做载体，T4 DNA 连接酶

连接参照说明书进行，转化，质粒提取参照分子生物学进行，经

BamHI﹑BglII 双酶切验证阳性重组子由于载体上含有 4 个

CCL3L1 重复串联基因片段故阳性重组子命名为 pcDNA6.
2-CCL3L1-4 质粒，测序验证读码框。

2 结果

2.1 pMD18T-CCL3L1 质粒的获得

PCR 扩增得到 CCL3L1 片段大小为 311bp，pMD18T 载体

大小约为 2.7kb，用 BamHI﹑BglII 双酶切重组子，经 1%普通琼

脂糖凝胶电泳紫外成像仪下观察得到两条条带分别位于

311bp﹑2.7kb，试验所得结果与预期结果相符，得到阳性重组子

pMD18T-CCL3L1 图 1。

2.2 pcDNA6.2-CCL3L1-1 质粒获得

pcDNA6.2-GW/miR 载体经 BamHI﹑BglII 双酶切后大概有

5.0kp,BamHI﹑BglII 双酶切 pcDNA6.2-CCL3L1-1 阳性重组质

粒后电泳在 311bp 和 5.0kb 有两条带（图 1）证明得到含有一个

CCL3L1 片段的重组子。
2.3 pcDNA6.2-CCL3L1-2 质粒获得

由于 pcDNA6.2-GW/miR 载体本身在 BglII 位点后带有

XhoI 酶切位点，BamHI 和 XhoI 切割 pcDNA6.2-CCL3L1-1 回

收 CCL3L1 片段，BglII 和 XhoI 切割 pcDNA6.2-CCL3L1-1 回

收 大 片 段 重 组 形 成 含 有 两 个 连 续 CCL3L1 片 段 的 质 粒 ，

BamHI﹑BglII 双酶切后将两个 CCL3L1 串联体切下故电泳会

在 622bp 和 5.0kb 有两条带，试验结果与预期结果相符（图 2），

将阳性克隆命名为 pcDNA6.2-CCL3L1-2。

图 1 重组质粒 pMD18T-CCL3L1 和 pcDNA6.2-CCL3L1-1 酶切鉴定

M1：15000 标记；M2：2000 标记；1：pcDNA6.2-GW/miR 质粒经 BamHI

和 BglII 酶切；2：pcDNA6.2-GW/miR 质粒；3：pcDNA6.2-CCL3L1-1 经

BamHI 和 BglII 酶切；4：pMD18T-CCL3L1 经 BamHI 和 BglII 酶切；5：

pMD18T 线性载体

Fig.1 Identification of recombinant plasmid pMD18T-CCL3L1 and

pcDNA6.2-CCL3L1-1.M1:15000 marker; M2:2000 marker; 1: pcDNA6.

2-GW/miR digested by BamHI and BglII; 2: pcDNA6.2-GW/miR plasmid;

3: pcDNA6.2-CCL3L1-1 digested by BamHI and BglII; 4:
pMD18T-CCL3L1 digested by BamHI and BglII; 5: pMD18T linear vector
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2.4 pcDNA6.2-CCL3L1-4 质粒获得

利用 BamHI﹑BglII﹑XhoI 将两个 CCL3L1 串联体重新插入

pcDNA6.2-CCL3L1-2 后 ，BamHI﹑BglII 双 酶 切 电 泳 会 在

1244bp 和 5.0kb 有两条带，试验结果如图 2，与预期相符表明

得到含有四个 CCL3L1 基因串联体的重组子，经测序验证读码

框正确。
2.5 pcDNA6.2-CCL3L1-X 构建流程图（图 3）

3 讨论

同尾酶是一组来源不同的酶，但是他们切割 DNA 产生的

末端相同，同尾酶之间的识别序列可以相同也可以不同，但基

因工程中识别序列不同的同尾酶的应用性最大，主要是由于他

们切割后片段能够识别并连接，一旦连接后就会形成不可被两

种酶识别的新序列即杂种位点[11-12]，同尾酶与非同尾酶的联合

应用既保证了定向克隆又保证了基因串联体的完成，杨涛等[13]

姚玲玲等[14]都曾利用同尾酶完成多个片段的载体插入，本研究

也是基于此原理利用同尾酶 BamHI﹑BglII 酶切连接后形成新

序列 GGATCT，并结合非同尾酶 XhoI 使得 CCL3L1 基因片段

能够定向连续插入载体。
pcDNA6.2-GW/miR 载体是由 invitrogen 公司开发的一款

能够通过位点特异识别进行重组的质粒，其 BamHI﹑BglII 两端

有 attB 识别位点与含有 attL 位点的 pDONR 质粒经 BP 反应

后插入 attB 识别位点内的目的基因转移到 pDONR 质粒上形

成入门克隆，同理入门克隆经 LR 反应后就可将目的基因重组

到各种表达载体上，该重组系统大大地简化了基因克隆和亚克

隆的步骤，同时典型的克隆效率高达 95%或更高。当基因在目

的表达载体之间快速简便的穿梭时，还可以保证正确的方向和

阅读框，有助于进行带不同数目纯化和检测标签蛋白的表达[15]。
该载体也可以利用载体上下游的限制性酶切位点经普通分子

克隆技术进行目的片段转移。因此本研究所构建串联重组体不

但有效延长了目的片段的长度，为其表达产物的稳定性提供保

证，而且经位点特异识别重组可以将其构建到各种表达载体

上，为多肽的制备，纯化，及其相关功能的全面研究提供便捷工

具，同时此构建技术为载体的构建提供了新的思路和方法。
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图 3 pcDNA6.2-CCL3L1-X 构建流程图
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241· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.12 NO.2 JAN.2012

（上接第 241 页）

[7] O'Brien SJ,Nelson GW. Human genes that limit AIDS [J]. Nature ge-

netics, 2004, 36, 565 - 574

[8] Charles R. CCL3L1 dose and HIV-1 susceptibility [J]. Trends in

Molecular Medicine, 2005, 11(5): 203-206

[9] Kumar V, Prakash O, Manpreet S, etal. Genetic basis of HIV-1 resis-

tance and susceptibility: An approach to understand correla tion be-

tween human genes and HIV-1 infection[J]. Indian journal of Experi-

mental biology, 2006, 44: 683-692

[10] Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. Molecular cloning: a laboratory

manual 2nd ed[M]. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press,

1989, 243-260

[11] 吴乃虑.基因工程原理(上册)[M].2 版.北京：科学出版社，1998：

l31-149

Wu Nai-lv. The principle of genetic engineering (Volume) [M]. 2.

Beijing: Science Press, 1998: l31-149

[12] 陈宏. 基因工程原理与应用 [M]. 北京：中国农业出版社，2004：

16-25

Chen Hong. Genetic Engineering Principles and Applications [M].

Beijing: China Agriculture Press, 2004: 16-25

[13] 杨涛，杨利军，程牛亮，等.一种构建多拷贝串联小分子多肽基因的

方法[J].生物技术通讯，2006，15（6）：974-977

Yang Tao, Yang Li-jun, Cheng Niu-liang, et al [J].letters in biotech-

nology, 2006, 15(6):974-977

[14] 姚 玲 玲 , 王 家 宁 , 黄 永 章 , 等 . 利 用 同 尾 酶 技 术 构 建

pET15b-PEP-1-CAT 重组质粒[J].郧阳医学院学报, 2006, 25(1):1-5

Yao Ling-ling, Wang Jia-ning, Huang Zhang, et al. To construct the

recombinant plasmid pET15b- PEP-1-CAT with isocaudamer tech-

nique [J]. Journal of yunyang medical college, 2006,25 (1) :1-5
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表达升高。Bax 广泛分布于人体组织和细胞，在多数肿瘤表达

下降。
在实验中我们利用 AO/EB 染色法，从形态学方面观察了

细胞凋亡的变化。荧光染色观察到，未干预的 K562 细胞核染

色质着绿色并呈呈圆形或椭圆形；DADS 处理后的细胞核染色

质为橘红色并呈固缩状或圆珠状。为了进一步验证 DADS 对

K562 凋亡的影响，采用 DNA 琼脂糖凝胶电泳观察基因凋亡，

结果显示：DNA 琼脂糖凝胶电泳观察到典型的 DNA 梯形条

带。
Bcl-2 家族是在细胞凋亡中有重要作用的一类蛋白质，

Bcl-2 家族的表达和调控是影响细胞凋亡的关键因素之一，而

Bag-1 与 Bax 又分别是 Bcl-2 家族中重要的抗凋亡基因和促凋

亡基因[10]。有报道，Bag-1 与 Bax 表达水平与肿瘤发生与转移密

切相关[6]。我们的实验结果表明，Bax 在 K562 细胞中表达水平

较低，Bag-1 在 K562 细胞中表达水平较高。不同浓度 DADS 作

用 K562 细胞 48h 后，Bax 表达水平较对照组增加 (P <0.01)；
Bag-1 表达水平较对照组减少 (P<0.01)，提示线粒体途径中的

Bcl-2 家族在诱导 K562 细胞凋亡中起着重要作用。
由此我们认为，DADS 可在体外呈浓度依赖性诱导人白血

病 K562 细胞凋亡，其凋亡机制可能是通过上调 Bax，下调

Bag-1 表达，激活线粒体通路实现的。
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