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摘要 目的 构建白介素 28 受体 ɑ( IL28ＲA) 基因的真核表

达载体，并转染 HaCaT 细胞，观察该基因对 HaCaT 细胞迁移

能力的影响。方法 从 HepG2 细胞中提取总 ＲNA，逆转录

后以其 cDNA 为模板 PCＲ 扩增 IL28ＲA 编码片段。将其插

入质粒 pCMV6 构建 pCMV6-IL28ＲA 重组表达体; 重组体经

酶切分析及测序鉴定，将其转染至 HaCaT 细胞中，经 G418

筛选出稳定过表达 IL28ＲA 细胞株。为检测转染效率，反转

录实时荧光定量多聚核苷酸链式反应( ＲT-qPCＲ) 分析转染

细胞中 IL28ＲA mＲNA 相对表达水平。伤口愈合实验检测过

表达 IL28ＲA 对 HaCaT 细 胞 迁 移 能 力 的 影 响。结 果

IL28ＲA 基因成功构建并在 HaCaT 中表达，ＲT-qPCＲ 检测转

染效率显示与对照细胞相比，过表达细胞中 IL28ＲA mＲNA

相对表达水平显著升高。细胞伤口愈合实验检测显示与对

照细胞相比，IL28ＲA 过表达抑制 HaCaT 细胞迁移能力。结

论 IL28ＲA 基因过表达降低 HaCaT 细胞迁移能力。
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银屑病( psoriasis，Pso) 确切的病因和发病机制

至今仍未完全阐明，是皮肤科领域亟待解决的难题

之一［1 － 5］。全 基 因 组 关 联 分 析 研 究 ( genome-wide
association study，GWAS) 成为发现复杂疾病易感基

因最常用的方法之一。GWAS 发现大量 Pso 易感基

因，其中具有免疫功能的白介素 28 受体 ɑ( IL-28 re-
ceptor α，IL28ＲA) 基因为中国汉族人 Pso 和系统性

红斑狼疮共有易感基因，也是欧洲人群 Pso 的易感

基因［6 － 7］。IL28ＲA 在正常皮肤组织呈中度表达，在

原代角质形成细胞和永生 HaCaT 角质形成细胞中

高表达［8 － 9］。既然 IL28ＲA 是 Pso 易感基因，因此，

IL28ＲA 基因可能在 Pso 发生发展中扮演很重要的

角色。该研究通过构建 pCMV6-IL28ＲA 重组体并转

染 HaCaT 细胞，建立 IL28ＲA 过表达细胞模型进而

观察 IL28ＲA 对 HaCaT 细胞迁移能力的影响。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞、质粒和细菌 pCMV6 质粒( cat． no．
PS100001) 购自美国 OriGene 公司; E． coli DH5α 感

受态细菌由本实验室保存; HaCaT 细胞购自中科院

上海细胞库。
1． 1． 2 主要试剂 琼脂糖凝胶回收试剂盒购自美

国 Promega 公司; Lipofectamine 3000 Transfection Ｒe-
agent 购自美国 Invitrogen 公司; 限制性内切核酸酶

HindⅢ、XhoⅠ、T4 连接酶、Trizol 试剂、逆转录试剂

盒、DNA Marker、SYBＲ Premix Ex Taq 试剂盒购自日

本 Takara 公司; PCＲ 引物及 ＲT-qPCＲ 引物由上海生

工生物公司合成; G418 购自美国 Sigma 公司; DMEM
培养基、胰酶和胎牛血清购自美国 Gibco 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 引物设计和 HepG2 细胞培养及总 ＲNA 提

取 根据 NCBI Genbank 序列提供的人 IL28ＲA mＲ-
NA 序列利用 primier 5． 0 软件设计引物，上游引物:

AGAATGTGACGCTGCTCTCC; 下 游 引 物: GCCG-
GCTCCACTTCAAAAAG。HepG2 细 胞 培 养 及 总

ＲNA 提取: 复苏 HepG2 细胞，将细胞置于 37 ℃、5%
CO2 培养箱中用含 10% 胎牛血清和 1% 的青霉素、
链霉素双抗培养基培养，待其融合 80%，弃培养基

用 2 ml PBS 洗 3 次后加入 1 ml Trizol 试剂，放置于

冰上裂解，提取细胞总 ＲNA。
1． 2． 2 总 ＲNA 逆 转 录 成 cDNA 和 PCＲ 扩 增

IL28ＲA 利用逆转录试剂盒将上步总 ＲNA 逆转录

成 cDNA。该方法分 2 步:① 逆转录加入 0. 5 μl Ol-
igo dTPrimer，0. 5 μl dNTP Mixture，4 μl ＲNA，无

ＲNase 水 4 μl，70 ℃ 15 min 并迅速放置于冰上; ②
上述变性反应液中加入 5 × PrimeScript Buffer 2 μl，
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ＲNase Inhibitor 0. 25 μl，PrimeScript ＲTase 0. 5 μl，无

ＲNase 水 2. 15 μl。点动离心，30 ℃、10 min，42 ℃、
60 min，70 ℃、15 min。待反应结束后将其放置在

－ 20 ℃冰箱中备用。PCＲ 扩增 IL28ＲA: 依次加入 2
μl cDNA，10 × PCＲ Buffer 2. 5 μl，0. 5 μl 上游引物，

0. 5 μl 下游引物，MgCl2 1. 5 μl，2. 5 μl dNTP Mix-
ture，TaqDNA Polymerase 1 μl，14. 5 μl 去 离 子 水。
94 ℃、5 min，94 ℃、30 s，40 ℃、30 s，72 ℃、2 min，进

行 35 个循环，72 ℃、5 min。将 PCＲ 产物进行琼脂

糖凝胶 电 泳 并 利 用 琼 脂 糖 凝 胶 回 收 试 剂 盒 回 收

PCＲ 产物。
1． 2． 3 真核表达载体构建 分别用限制性内切酶

HindⅢ、XhoⅠ将 IL28ＲA 的 PCＲ 片段和质粒 pC-
MV6 进行双酶切，纯化回收、连接。琼脂糖凝胶电

泳检测酶切实验结果并进行胶回收。回收的酶切产

物按质粒 pCMV6 和 IL28ＲA PCＲ 产物 1 ∶ 8 的比例

加入 T4 连接酶体系，在 15 ℃条件下连接过夜。将

连接产物转化至 E． coli DH5α 感受态细菌中，并涂

布在固体 LB 平板( 25 μg /ml 卡那霉素) 上生长，观

察平板菌落并挑取单克隆菌落接种于 LB 液体培养

基中进行 37 ℃振荡过夜，用基因组 DNA 提取试剂

盒提取质粒 pCMV6-IL28ＲA，并酶切，电泳鉴定和采

取 1. 5 ml 细菌培养物送至上海生工生物公司测序。
1． 2． 4 重组质粒转染 HaCaT 细胞 待 HaCaT 细胞

生长良好时，将其种入 24 孔板，每孔 1 × 105 个细

胞。待其 融 合 80% 时 先 换 成 无 抗 生 素 无 血 清 的

DMEM 并利用 LipofectamineTM 3000 Transfection Ｒe-
agent 分别将对照 pCMV6 和重组 IL28ＲA 质粒转染

HaCaT 细胞，6 h 后换成完全 DMEM 培养基。48 h
后加入终浓度为 400 ng /ml 的 G418 进行筛选，每 2
d 换 1 次培养基，4 周后可观察到空白对照组细胞全

部死亡，而转染对照质粒组、过表达组细胞瓶中仍有

细胞存在，说明稳定转染成功。细胞培养瓶中维持

400 ng /ml G418 培养转染成功的细胞。
1． 2． 5 ＲT-qPCＲ 法检测 IL28ＲA mＲNA 相对表达

水平 将 HaCaT 未转染细胞、转染对照质粒 pCMV6
和过表达质粒 pCMV6-IL28ＲA 的细胞分别接种 24
孔板( 细胞接种密度为 1 × 105 ) ，当细胞融合 70% ～
80%时，用 Trizol 试剂提取每种细胞总 ＲNA 测定总

ＲNA 浓度，根据 ＲT-qPCＲ 说明书进行检测，甘油醛

磷酸脱氢酶 ( GAPDH) ( 上游引物: AGATCATCAG-
CAATGCCTCCTG，下游引物: ATGGCATGGACTGTG-
GTCATG) 作为内参对照。反应体系为 20 μl: 2 ×
SYBＲ Mix 10 μl，DEPC H2O 8 μl，cDNA 1 μl，上下

游引物分别各 0. 5 μl。于 7500 qPCＲ 系统: 95 ℃预

变性 5 min、95 ℃变性 15 s、60 ℃退火 20 s、72 ℃ 2
min，共 40 个循环。采用 2 － ΔΔCt进行两组间 IL28ＲA
mＲNA 相对表达量计算。
1． 2． 6 伤口愈合法检测 IL28ＲA 对 HaCaT 细胞迁

移能力影响 将 HaCaT 未转染细胞，转染对照质粒

pCMV6 细胞和过表达 pCMV6-IL28ＲA 的细胞分别

种于 12 孔培养板中以 5000 细胞 /ml 铺板两块。孵

育细胞 24 h，使用 10 μl 无菌移液管尖进行划痕，产

生汇合单层伤口，形成伤口后分别在 0 h 和 48 h 拍

摄照片。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 15. 0 进行统计分析，

计量资料以 珋x ± s 表示。多组均数比较采用单因素

方差分析，组间数据比较采用 t 检验。P ＜ 0. 05 为

差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 IL28ＲA 基因编码序列的获得 从 HepG2 细

胞中提取 ＲNA 进行逆转录，然后利用引物扩增出

IL28ＲA 的编码序列，全长1 563 bp，见图 1A。
2． 2 IL28ＲA 真核表达载体的构建及鉴定 获取

IL28ＲA 基因全长后，经酶切、连接、转化。挑取单克

隆菌落进行 PCＲ 及扩大培养后进行酶切并测序。
酶切质粒得到5 000 bp 左右 pCMV6 条带及1 563 bp
左右的 IL28ＲA 条带，见图 1B。经 NCBI blast 比对

证明质粒测序结果正确，见图 1C。
2． 3 ＲT-qPCＲ 法分析转染后 IL28ＲA mＲNA 在

HaCaT 中表达情况及分析其对 HaCaT 细胞迁移能

力影响 将未转染 HaCaT 细胞、转染对照质粒 pC-
MV6 细胞和过表达 pCMV6-IL28ＲA 的细胞接种 12
孔板，至 90%融合时，收集细胞并提取细胞 ＲNA，结

果显示 与 对 照 组 pCMV6 相 比，过 表 达 组 IL28ＲA
mＲNA 相对表达水平( 0. 751 7 ±0. 050 7) 高于 pCMV6
对照组( 4. 442 0 ± 0. 621 1) ，差异有统计学意义( t =
4. 032，P ＜ 0. 05) 。细胞伤口愈合实验表明，过表达

IL28ＲA 组( 68. 543 3 ± 3. 946 1) 48 h 细胞迁移未愈

合面积百分比大于 pCMV6 组( 42. 786 7 ± 2. 049 7)

和 HaCaT 组( 50. 913 3 ± 2. 413 6) ，差异有统计学意

义( F = 79. 01，P ＜ 0. 01) ，同时也表明 IL28ＲA 基因

过表达使得 HaCaT 细胞迁移减慢。见图 2。

3 讨论

Pso是一种以表皮角质形成细胞过度增殖为特
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图 1 IL28ＲA 基因的扩增及重组质粒构建与鉴定

A: IL28ＲA 基因 PCＲ 扩增图; B: IL28ＲA 基因重组质粒酶切鉴定

图; C: 重组质粒部分测序结果; M: DNA Marker; 1: IL28ＲA 基因全长

PCＲ 产物; 2: 双酶切 IL28ＲA 重组质粒; 3: 双酶切 pCMV6 质粒

征的慢性炎症性皮肤病，影响世界总人口数 2% 左

右［10］。GWAS 发现 IL28ＲA 是中国汉族人 Pso 易感

基因，但 该 基 因 在 Pso 中 发 病 机 制 尚 不 明 确［7］。
IL28ＲA 基因的蛋白质产物属于Ⅱ类细胞因子受体

家族［11］。人类 IL28ＲA 在膀胱癌、白血病、乳腺癌、
头颈癌和肺癌组织等中表达，在人类的免疫系统呈

中度表达［8］。Meta 分析 IL28ＲA 基因在癌症的预后

价值，研究［12］显示 IL28ＲA 在癌症中表达越低，患者

预后越差。IL-29、IL-28A、IL-28B 结合到该受体上，

能诱导构象变化促使其与另一个受体 IL10Ｒ2 形成

受体配体复合物，激活激酶 /信号转导与转录因子信

号通路，发挥干扰素 λ 抗病毒、抗增殖功效［9］。Du-
moutier et al［13］研究显示 IL-29 抗增殖及抗病毒作用

取决于 IL28ＲA 络氨酸 343 和 517 两个位点，当受体

两位点处络氨酸突变为苯丙氨酸，IL-29 抗增殖及抗

病毒作用消失。因此，IL28ＲA 在 IL-29 抗病毒和抗

增殖中起着决定性作用。由此可见，IL28ＲA 可能对

细胞的功能有重要的调控作用( 如增殖、分化、凋亡

等) ，还可能参与机体的免疫活动调节。
本研究旨在通过构建 IL28ＲA 基因真核表达载

体，转染使其在人永生皮肤角质形成细胞 HaCaT 中

过表达，观察过表达 IL28ＲA 基因对 HaCaT 细胞迁

移能力影响。首先利用基因重组技术将 IL28ＲA 基

因编码区插入质粒 pCMV6 中，并用 ＲT-qPCＲ 检测

转染后 IL28ＲA 基因在 HaCaT 细胞中的 mＲNA 相对

表达量，结果显示过表达 IL28ＲA 成功转染 HaCaT
细胞; 随后用细胞伤口愈合实验检测 IL28ＲA 基因

过 表达对细胞迁移的影响，结果发现过表达IL28ＲA

图 2 伤口愈合实验检测 IL28ＲA 基因过表达

对 HaCaT 细胞迁移能力的影响

与 pCMV6 组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01; 与 未 转 染 HaCaT 组 比

较: ##P ＜ 0. 01
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细胞，48 h 后细胞迁移未愈合面积百分比大于 pC-
MV6 组 和 HaCaT 组 即 与 对 照 细 胞 相 比，过 表 达

IL28ＲA 能 抑 制 HaCaT 细 胞 迁 移。本 研 究 中

IL28ＲA 作为细胞膜上受体，需要相应的配体刺激

( 如 IL-29) 进而发挥其功能。然而在伤口愈合实验

中，加入终浓度为 100 ng /ml IL-29 处理细胞，同时

增加 IL-29 浓度和作用时间( 图 2) ，但是 IL-29 加入

并未改变 IL28ＲA 对伤口愈合面积的影响，其中具

体机制还需要进一步研究。本研究为进一步探讨

IL28ＲA 生物学功能及其在 Pso 中发病机制研究奠

定了基础。
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Construction of eukaryotic expression vector of IL28ＲA
gene and its effects on the migration ability of HaCaT cells

Yin Xueli1，2，Zhang Shengquan3，Zhang Xuejun1

( 1Dept of Dermatology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical
University，Hefei 230022; 2Functional Center，Anhui Medical University，Hefei 230032;
3Dept of Biochemistry and Molecular Biology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To construct an eukaryotic expression vector of interleukin 28 receptor α ( IL28ＲA) and
then transfect it into HaCaT cells to examine its effect on the migration ability of HaCaT cells． Methods Total ＲNA
was extracted from HepG2 cells and CDS of human IL28ＲA gene was amplified by PCＲ with HepG2's cDNA as the
template． The recombinant expression vector of pCMV6-IL28ＲA was constructed by inserting the CDS of IL28ＲA
into pCMV6 plasmid． After identification by restriction enzyme digestion and sequencing，the recombinant was
transfected into HaCaT cells and screened by G418 to get overexpressed cells． To testify the efficacy of transfection，

the relative expression mＲNA level of IL28ＲA gene was detected by ＲT-qPCＲ． The effect of IL28ＲA on the migra-
tion ability of HaCaT cells was detected by wound healing． Ｒesults The eukaryotic expression vector of pCMV6-
IL28ＲA was constructed successfully and expressed in HaCaT cells． The relative expression level of IL28ＲA in
transfected HaCaT cells was significantly higher than the control cells examining by ＲT-qPCＲ． Meanwhile，com-
pared with the control cells，overexpression of IL28ＲA inhibiting the migration ability of HaCaT cells was detected
by wound healing assay． Conclusion Overexpression of IL28ＲA can decrease the migration ability of HaCaT cells．
Key words IL28ＲA; recombination; HaCaT; migration
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