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摘要 目的 构建鼠源 pEGFP-C2-NLＲC5 表达质粒，并观察
其在 ＲAW264． 7 细胞中的表达。方法 从小鼠巨噬细胞
ＲAW264． 7 中获得 NLＲC5 基因的 cDNA，用 EcoＲ Ⅰ和
BamH Ⅰ限制性内切酶双酶切后连接至 pEGFP-C2 载体上。
表达载体经 PCＲ、限制性内切酶酶切和 DNA 序列分析正确
后转染至小鼠巨噬细胞 ＲAW264． 7 中，荧光显微镜下观察绿
色荧光蛋白表达，ＲT-PCＲ 法鉴定其转录，Western blot 法分
析其蛋白表达。结果 进行双酶切鉴定该质粒可见 NLＲC5
DNA片段，转染重组质粒后可观察到绿色荧光蛋白的表达，
ＲT-PCＲ法可检测到 NLＲC5 基因的转录，Western blot 法可
检测到 NLＲC5 蛋白表达。结论 成功构建重组 pEGFP-C2-
NLＲC5 表达载体，NLＲC5 蛋白可与绿色荧光蛋白在
ＲAW264． 7 细胞中融合表达。
关键词 NLＲC5; pEGFP-C2; ＲAW264． 7; 基因表达; 蛋白表
达
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NOD 样受体家族 ( nucleotide-binding domain
and leucine-rich repeat-containing，NLＲ) 是最近几年
发现的一类新型的胞内模式分子识别受体 ( patho-
gen pattern receptors，PＲＲs) 。这些分子具有识别病
原相关分子模型( pathogen-associated molecular pate-
rns，PAMPs) 的功能，通过激活 NF-κB 通路或炎症
小体的途径激发天然免疫反应，在机体抵抗感染的

过程中具有重要作用［1 － 2］。随着对免疫相关性疾病
研究的深入，研究［3］表明免疫系统在保护机体的同

时，过渡的功能亢进对机体亦产生损伤作用。因此
如何抑制过渡的免疫功能抗进，成为研究的热点。
研究［4 － 5］显示 NLＲC5 能够有效抑制机体的天然免
疫和炎症反应，可能成为未来治疗免疫相关性疾病

的有效分子靶点。该研究拟在 pEGFP-C2 的多克隆
位点插入 NLＲC5 cDNA，构建能够融合表达绿色荧
光蛋白与 NLＲC5 蛋白的重组质粒，为进一步探讨

NLＲC5 蛋白的生物学功能提供理论依据。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 细胞系 真核表达重组质粒 pEGFP-C2、小
鼠巨噬细胞 ＲAW264. 7 由本实验室保存; DH5α 感
受态细胞为安徽省天然药物活性研究重点实验室保

存。
1． 1． 2 主要试剂 胰蛋白酶、高糖 DMEM 液体培
养基( Hyclone 公司，美国) ; BamH Ⅰ、EcoＲ Ⅰ内切
酶、T4 DNA Ligase、逆转录试剂盒( Fermentas生物工
程公司，加拿大 ) ; Lipofectamine 2000、Opti-MEM、
TＲIzol Ｒeagent ( Invitrogen公司，美国) ; NLＲC5 一抗
( Abcom公司，英国) ;胎牛血清( 杭州四季青生物材
料研究所) ;倒置荧光显微镜( Olympus公司，日本) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 鼠源目的基因 NLＲC5 cDNA 的扩增制备
根据目的基因序列及引物设计原则设计 NLＲC5
PCＲ特异性引物［6］，上游引物: 5'-CCGGAATTCCG-
GCAGATGGTGGAAACTTTTAGCC-3'; 下游引物: 5'-
CGCGGATCCGCGAACTTCCTTAGCACCTGGATCA-3'，
上、下游引物分别引入酶切位点 EcoＲ Ⅰ、BamH Ⅰ
及保护性碱基，并保持 NLＲC5 阅读框正确，引物由
上海生工生物技术有限公司合成，扩增长度为

484 bp。NLＲC5 cDNA PCＲ 扩增条件:以逆转录所得
ＲAW264. 7 cDNA为模板采用 PCＲ 法扩增 NLＲC5，
PCＲ反应体系( 25 μl) : mix 12. 5 μl，water 10. 5 μl，
上、下游引物各 0. 5 μl，cDNA 1 μl。反应条件为
94 ℃，预变性 5 min; 94 ℃变性 40 s; 58 ℃退火 40 s;
72 ℃延伸 1 min; 循环 40 次后 72 ℃延伸 10 min。
1%琼脂糖凝胶电泳分离 PCＲ 扩增产物，按照胶回
收试剂盒说明回收 cDNA并纯化。
1． 2． 2 鼠源重组真核表达载体 pEGFP-C2-NLＲC5
的构建 将回收得到的 NLＲC5 cDNA 和 pEGFP-C2
质粒分别用 EcoＲ Ⅰ、BamH Ⅰ限制性内切酶进行双
酶切，37 ℃条件下连接反应 6 h。1%琼脂糖凝胶电
泳分离，回收 NLＲC5 基因和质粒，在 16 ℃条件下连
接 4 h。连接产物转化 DH5α 感受态细胞，挑取单个
菌落接种 LB-Kana液体培养基，37 ℃、150 r /min 摇

·541·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2014 Feb; 49( 2)

DOI:10.19405/j.cnki.issn1000-1492.2014.02.003



菌过夜。采用 EcoＲⅠ和 BamHⅠ双酶切方法筛选、
鉴定阳性重组质粒，并由上海 Invitrogen生物技术有
限公司作进一步的测序鉴定。
1． 2． 3 鼠源 pEGFP-C2-NLＲC5 重组质粒转染小鼠
巨噬细胞 ＲAW264． 7 ＲAW264． 7 细胞在含 10%胎
牛血清的高糖 DMEM 培养基中培养，转染前 1 d 将
对数生长期的 ＲAW264． 7 细胞消化计数 ( 密度为
1. 5 × 105 /ml) ，取 2 ml 于 6 孔板中，置 37 ℃、5%
CO2 培养 24 h后细胞生长至 90% ～ 95%，分别将 6
μl质粒和 8 μl脂质体溶于 150 μl Opti-MEM培养基
中，5 min后将两者混合室温静置 20 min;用 PBS 洗
涤细胞 2 次后加入 1. 7 ml Opti-MEM，再逐滴加入质
粒-脂质体混合物，轻轻摇晃，置 37 ℃、5% CO2 培养

6 h，然后更换含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养液 2
ml，继续培养，分别于转染后 24 h 在荧光显微镜下
观察，实验中同时空质粒转染组作为对照。
1． 2． 4 转染 24 h 后利用 ＲT-PCＲ 法检测细胞中
NLＲC5 的基因表达 取转染后细胞，按 TＲIzol 试剂
说明书提取总 ＲNA，分光光度计法测量 ＲNA 的浓
度及纯度。按反转录试剂盒说明书合成 cDNA，反
应体系为 20 μl:总 ＲNA 9 μl、Oligo ( dT) 1 μl、Nu-
clease-free水补至 12 μl，混匀后 65 ℃孵育 5 min，降
温至 4 ℃后加 5 × Ｒeaction Buffer 4 μl、ＲIbolockTM

ＲNase inhibitor 1 μl、10 mmol /L dNTPMix 2 μl 混匀
后 37 ℃孵育 5 min，降温至 4 ℃ ＲevertAIdTM M-
MuLV Ｒeverse Transcriptase 1 μl，混匀后 42 ℃孵育
60 min，70 ℃加热 10 min。设计 ＲT-PCＲ NLＲC5 的
引物序列，上游引物: 5'-CCTGAACGATGACAGCCT-
GA-3'; 下游引物: 5'-AACAGCATGGCTTAGGGACC-
3'，扩增长度 178 bp。扩增条件: 94 ℃ 预变性
5 min，94 ℃ 变性 40 s，55. 5 ℃ 退火 40 s，72 ℃延伸
1 min，共 40 个循环，72 ℃延伸 10 min;内参 β-actin
的引物序列，上游引物: 5'-TGGAATCTGTGGCATC-
CATGAAAC-3'; 下游引物: 5'-ACGCAGCTCAGTAA-
CAGTCCG-3'，扩增长度 344 bp; 扩增条件: 94 ℃ 预
变性 5 min，94 ℃变性 40 s，51 ℃ 退火 1 min，72 ℃
延伸 1 min，共 35 个循环，72 ℃延伸 10 min，1% 琼
脂糖凝胶电泳。
1． 2． 5 转染 48 h 后利用 Western blot 法检测细胞
中 NLＲC5 的蛋白表达 转染 48 h 后，提取各组细
胞总蛋白，BCA 法测定蛋白浓度，8% SDS-PAGE 凝
胶电泳，转膜并封闭非特异性结合位点，TBST 洗膜
后，分别用抗 β-actin、NLＲC5 的一抗孵育( 抗体稀释
浓度分别为 1 ∶ 1 000、1 ∶ 1 500 ) ，4 ℃封闭过夜，

TBST洗膜后，加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠
和抗兔二抗室温孵育 1 h，TBST 洗膜后，加入 ECL
发光剂反应 30 s，电脑显影成像，实验重复 3 次。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 统计软件分析，
数据以 珋x ± s 表示。两组间均数比较采用 t 检验，多
组间均数比较采用单因素方差分析。

2 结果

2． 1 NLＲC5 的扩增及重组载体 pEGFP-C2-NL-
ＲC5 鉴定 NLＲC5 引物中引入酶切位点和保护性
碱基，整个扩增基因片断长度为 484 bp，PCＲ 产物
经 1% 琼脂糖凝胶电泳分离，与 DNA Marker比对片
断大小符合，pEGFP-C2-NLＲC5 重组质粒经 EcoＲ
Ⅰ、BamHⅠ双酶切，1%琼脂糖凝胶电泳分离，可见
一条符合预期大小的条带( 500 bp) ，表明 NLＲC5 已
被插入到 pEGFP-C2 载体中，见图 1。基因序列分析
测序结果进一步证实 NLＲC5 基因正确插入 pEGFP-
C2 载体，NLＲC5 序列与 GenBank上的一致。

图 1 NLＲC5 基因 PCＲ 扩增及重组质粒 pEGFP-C2-NLＲC5

经双酶切鉴定电泳图

M: DNA Marker; 1: 扩增的 NLＲC5; 2: EcoＲⅠ和 BamHⅠ双酶切

质粒 pEGFP-C2-NLＲC5; 3: EcoＲⅠ和 BamHⅠ双酶切载体 pEGFP-C2

2． 2 荧光显微镜下观察 pEGFP-C2-NLＲC5 在
ＲAW264. 7 细胞中的表达 在转染 24 h 后观察可
见绿色荧光细胞，pEGFP-C2 载体在细胞中呈现弥
散性分布表达，见图 2。
2． 3 NLＲC5 基因在转染 ＲAW264． 7 细胞中的表
达检测 经 ＲT-PCＲ 法检测显示，NLＲC5 转染组和
空质粒 pEGFP-C2 对照组的细胞内均有 NLＲC5 mＲ-
NA表达，转染后 NLＲC5 基因的转录明显高于空载
体转染细胞，两组比较差异有统计学意义 ( P ＜
0. 01) ，见图 3。
2． 4 NLＲC5 蛋白在转染 ＲAW264． 7 细胞中的表
达检测 经Western blot法检测显示 : NLＲC5转染
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图 2 荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白的表达 × 200

A:连接质粒转染组; B:空质粒转染组; 1: 24 h暗场; 2: 24 h明场

图 3 ＲT-PCＲ法检测 NLＲC5 mＲNA的表达
M: DNA Marker; 1:空质粒转染组; 2:连接质粒转染组;与空质粒

转染组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

组和空质粒 pEGFP-C2 对照组的细胞内均有 NLＲC5
蛋白表达，转染后 NLＲC5 蛋白的表达明显高于空载
体转染细胞( P ＜ 0. 01) ，见图 4。

3 讨论

NOD样模式识别受体是近几年研究生物学的
热点，其是一种胞质传感器，参与检测细胞内的各种

细菌病原体。目前已经发现的 NOD 基因人源有 22
种，鼠源有34种。哺乳动物的NOD样受体根据氨

图 4 Western blot法检测 NLＲC5 蛋白的表达

1: 空质粒转染组; 2: 连接质粒转染组; 与空质粒转染组比

较: ＊＊P ＜ 0. 01

基酸序列的相似性大致可以分为 A、B、C、P、X 等几
个亚家族［7］。鼠源的 NLＲC5 为其 C 亚家族的成
员，蛋白含有 1 866 个氨基酸，主要表达于免疫相关
的组织，如肺和脾脏。NLＲC5 在结构上共有 3 个结
构域:碳端含有一个亮氨酸重复结构域( leucine rich
repeat，LＲＲ) ，LＲＲ能够识别相应的配体，并具有一
定的特异性。中间的区域称为 NOD ( 也称为 NBD
或 NACHT) ，NOD 属于 NTPase 超家族成员，能使
ATP水解为 GTP。氨基端为 CAＲD 结构域，可以募
集下游分子而激活 NLＲC5 信号传导，故称为功能结
构域。

NLＲC5 因具有免疫抑制作用而成为生物学研
究热点。细胞因子的分泌是炎症反应的标志之一，
有文献［8］报道研究小鼠巨噬细胞 ＲAW264. 7 分泌
细胞因子发现，利用 siＲNA 沉默 NLＲC5，转染 48 h
后，肿瘤坏死因子 α ( TNF-α) 等细胞因子分泌明显
增加，表明 NLＲC5 可调控细胞因子的分泌。NLＲC5
在 ＲAW264． 7 细胞过表达还无研究报道，过表达
NLＲC5 对进一步研究其生理功能具有重要意义。
该研究采用成功构建的真核表达载体 pEGFP-C2-
NLＲC5 转染宿主细胞 ＲAW264． 7 对 NLＲC5 基因的
真核表达进行了初步研究。

pEGFP-C2 是一种可编码增强型绿色荧光蛋白
( enhanced green fluorescence protein，EGFP) 的真核
质粒载体，其上携带有 EGFP 表达报告基因，EGFP
则是 GFP的一个突变体，其荧光强度及光漂白抗性
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明显增强，是迄今为止最佳的活体分子标志物之

一［9］。绿色荧光蛋白本身性质稳定，可在多种异源
生物中表达且无细胞毒性，易于构建融合蛋白，且融

合蛋白仍能保持荧光激发活性，一般情况下不会影

响目的基因的生物活性。
该研究通过基因重组技术，将包含起始密码子

和终止密码子的 NLＲC5 cDNA插入 pEGFP-C2 载体
EGFP的上游 5'端，并保持相同的阅读框，成功构建
NLＲC5 和绿色蛋白融合基因的真核表达载体，经双
酶切鉴定证实目的基因片段插入到载体相应的位

置，载体经基因测序证实基因构建成功，序列和

GenBank上符合。将重组质粒 pEGFP-C2-NLＲC5 转
染 ＲAW264． 7 细胞，荧光显微镜下观察可见细胞内
有 NLＲC5 和 EGFP 的融合蛋白发出绿色荧光，ＲT-
PCＲ法及 Western blot 法检测发现，NLＲC5 连接质
粒转染组较空质粒转染组高。
综上所述，本研究成功建立了过表达 NLＲC5 的

ＲAW264． 7 细胞，为研究 NLＲC5 基因的生物学活性
和其在免疫相关性疾病中的作用奠定了重要的实验

基础。
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Construction of recombinant pEGFP-C2-NLＲC5 and its expression
Li Lin，Peng Yunyun，Huang Cheng，et al

( School of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To construct the GFP-tagged eukaryotie expression vector of NLＲC5 and observe its expres-
sion in mouse macrophage ＲAW264． 7． Methods The cDNA of NLＲC5 was obtained from mouse macrophage
ＲAW264． 7 cells，amplified by PCＲ and cut with double enzyme EcoＲ Ⅰ and BamH Ⅰ，then inserted into the eu-
karyotic expression vetor pEGFP-C2． The recombinant vector was verified by PCＲ，restriction enzymes cut and se-
quencing identified． Then transfected into mouse macrophage ＲAW264． 7 cells and the expression of pEGFP-C2-
NLＲC5 was monitored by fluorescence，PCＲ and Western blot． Ｒesults To deal with recombinant pEGFPC2-NL-
ＲC5 with double digestion，then fragments of NLＲC5 could be seen，also GFP could be detected in the transfected
ＲAW264． 7 cells． NLＲC5 gene expression could be detected by PCＲ，and its protein expression was detected by
Western blot． Conclusion Eukaryotic expression vector of NLＲC5 is successfully constructed，and the fusion ex-
pression of NLＲC5 protein and GFP can be detected in ＲAW264． 7．
Key words NLＲC5; pEGFP-C2; ＲAW264. 7; gene expression; protein expression
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