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[ ] 构建含有人 CD226分子胞膜外区结构域 1 (D1)和结构域 2 (D2)的真核表达载体 ,表达并纯化重组蛋白。

用特异性引物分别扩增 CD226 D1和 D2的基因 ,定向插入真核表达载体 pSecTag2B2Fc ,进行酶切和 DNA测序鉴定 ,重组

质粒瞬时转染 293T细胞 ,收集上清 ,纯化蛋白及 SDS2PAGE和 Western blot 鉴定表达产物。 利用 PCR方法克隆出 CD226

胞膜外区 D1 和 D2 的基因 ,并正确插入 pSecTag2B2Fc 载体中 ,真核表达载体瞬时转染 293T细胞 ,Western blot 结果证实转染

293T细胞的培养上清液中含有 hCD226D12Fc 和 hCD226D22Fc 融合蛋白 ,培养上清经亲和层析柱纯化 ,可获得较高纯度的重组

蛋白。 成功的构建了分泌型融合蛋白 hCD226D12Fc 和 hCD226D22Fc 真核表达载体 ,获得纯度较高的融合蛋白 ,为进一

步探讨其配受体的相互作用机制奠定了基础。

[ ] CD226 ;真核表达 ;融合蛋白
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Construction and expression of human CD226 extracellular domain 1 and domain 2 gene eukaryotic

expression vectors and identif ication of the fusion proteins
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[ Abstract ]　Objective　To construct and express eukaryotic expression vectors of domain 1 and domain 2 in the extracellular region of

human CD226 and identify their expressed fusion proteins.Methods　The hCD226D1 and hCD226D2 genes were amplified from the full length

CD2262flag and cloned to pMD182T vector by PCR. The recombinant plasmids were digested and inserted into the same site of expression vector

pSecTag2B to construct pSecTag2BΠhCD226D1 and pSecTag2BΠhCD226D2. The recombinant plasmids were digested and subjected to gene se2
quencing before recombinant expression vectors were transfected into 293T cells. The expressed fusion proteins hCD226D12Fc and hCD226D22
Fc were purified by WT6 conjugated Sepherose24B affinity column , and analyzed by SDS2PAGE and Western blotting. Results　The D1 and

D2 genes of hCD226 were successfully cloned by PCR. And the sequence of hCD226D12Fc and hCD226D22Fc genes’ORF were consistent with

the sequence of GenBank. Digestion analysis showed a band of about 350 bp. CD226 D12Fc and D22Fc fusion proteins were confirmed by SDS2
PAGE and Western blotting. Conclusion　hCD226D12Fc and hCD226D22Fc fusion proteins are expressed successfully , which will provide the

foundation for further study on the interaction of CD226 with its ligands.

[ Key words]　CD226 ; Eukaryotic expression ; Fusion protein

　　CD226分子最初称为 T细胞系特异性活化抗原 1

(TLiSA 1) [1 ]、后更名为人血小板 T细胞抗原 1
[2]

(PTA1) 或 DNAM21[3]
,是相对分子质量 ( Mr ) 为

65 000的跨膜糖蛋白 ,属于免疫球蛋白超家族[3 ,4 ]。

CD226 广泛分布于绝大多数活化 T细胞、NK细胞、

NKT细胞、单核细胞、DC 细胞、巨核细胞Π血小板谱

系、部分 B 细胞以及造血祖细胞[3 - 5 ]。最近研究证

实 ,CD226 的配体是脊髓灰质炎病毒受体 PVR

(CD155)及其家族成员 CD112 (Nectin2) 。作为 NK

细胞活化性受体之一 ,CD226 与配体的结合是 NK

细胞杀伤靶细胞的重要分子基础[6 ]。CD226 与其配
体作用还参与细胞的黏附[7 ]、T细胞的活化和分化
等多种生理功能[8 ]。

CD226胞膜外区含有 2 个 IgV 样结构域 ,有关
CD226 胞膜外区第一个结构域 (D1)和第二个结构

域 (D2)与配体的结合及其与功能的关系鲜有报道。

本试验构建了含有 CD226 分子胞膜外区 D1 和 D2

的真核表达载体 ,表达分泌性融合蛋白 ,为研究
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CD226 与其配体 (CD112 与 CD155)相互作用的分子

机制打下基础。

1

1. 1 、 293T细胞系本室保存 ,

培养于含 100 mLΠL 新生牛血清的 RPMI 1640 培养

基。含有全长 CD226 基因的载体 pFlag2CD226 及

E. coli DH5α为本室保存。pMD182T购自宝生物工
程 (大连)有限公司。真核表达载体 pSecTag2B 购自

Invitrogen公司 ,经本室改造后可表达 Ig Fc 融合蛋白
(pSecTag2B2Fc) 。

1. 2 、 限制性内切酶、DNA 连

接试剂盒、dNTPs、rTaq 酶及 Pyrobest 酶购自宝生物

工程 (大连)有限公司 ,DNA Marker 购自海碧基因
(Hybigen)生物技术有限公司 ,质粒小量制备试剂盒

和琼脂糖凝胶核酸纯化回收试剂盒为上海华舜生物

工程有限公司产品 ,RPMI 1640 培养基为 Hyclone 公

司产品 ,新生牛血清为杭州四季青生物工程材料有

限公司产品 ;磷酸钙法细胞转染试剂盒购自碧云天

生物技术公司。DNA 序列测定由北京三博远志公

司进行。抗 hIgFc mAb WT6 与 WT72HRP 为本室制

备[9 ] ,增强型化学发光试剂盒为 Roche 公司产品。

1. 3 CD226 为了克隆 CD226

分子胞膜外区的 D1 和 D2 基因 ,我们设计了下列 2

对引物 :P1 :5′2AAGCTTPGAAGAGGTGCTTTGGCAT 3′,

5′端引入酶切位点 Hind Ⅲ, P2 : 5′2CGGGATCCCA

CAGCTGCCTCAAAACT23′,3′端引入酶切位点 BamH

Ⅰ; P3 : 5′2AAGCTTCCATCAAATAGCCACATT23′, 5′端

引入酶切位点 Hind Ⅲ, P4 : 5′2GGTACCGGTATATTG2
GTTATCGGT23′, 3′端引入酶切位点 Kpn Ⅰ。其中

P1、P2 针对 CD226 D1(简称 hCD226D1) ,P3、P4 针对

CD226 D2 (简称 hCD226D2) 的序列设计而成 ,以

CD226 全长载体为模版 , PCR 体系按 Pyrobest DNA

聚合酶体系说明书配制。PCR 方案 : 95 ℃预变性

5 min ;94 ℃30 s ,60 ℃30 s ,72 ℃50 s ,进行 33 个

循环 ;72 ℃10 min ,最后于 4 ℃冷却。

1. 4 CD226 D1 D2 、

完成 PCR反应后 ,进行 10 gΠL 琼脂糖凝
胶电泳 ,观察结果与预期片段大小相符时 ,回收 PCR

产物。回收片段连接入 pMD182T 中 ,连接采用

Takara Ligation Kit ,反应体系 :SolutionⅠ5μL、pMD182
T载体 1μL、回收片段 2. 5μL 及去离子水 1. 5μL ,

16 ℃下连接 3 h。连接后的产物转化 DH5α感受态

菌 ,转化子在氨苄青霉素抗性的 LB 琼脂平板上进

行筛选。随机挑取数个克隆菌进行 PCR和 HindⅢ+

BamHⅠ或 HindⅢ+ Kpn Ⅰ双酶切鉴定。鉴定正确

后分别将重组质粒用 HindⅢ+ BamHⅠ或 HindⅢ+

KpnⅠ进行双酶切 ,电泳并进行胶回收 ,将回收片段

连接入相同限制性内切酶双酶切后的真核表达载体

pSecTag2B2Fc 中 ,构建的质粒命名为 pSecTag2BΠ
hCD226D1 和 pSecTag2BΠhCD226D2 ,转化 DH5α感受

态菌 ,做酶切鉴定并测序列。

1. 5 pSecTag2BΠhCD226D1 pSecTag2BΠ
hCD226D2 293T 采用 SDS

碱裂解法、聚乙二醇沉淀法大量制备质粒 ,具体步骤

参见分子克隆 (第 3版) 。293T细胞用含有100 mLΠL
新生牛血清的 RPMI 1640 培养基在 37 ℃、50 mLΠL
CO2的孵箱中培养。瞬时转染按照碧云天磷酸钙法

细胞转染说明书进行操作 ,以 2×106 细胞Π瓶接种处
对数生长期的 293T于 75 cm2细胞培养瓶中 ,培养

24 h 后加入新鲜完全培养基。将转染试剂分别与

pSecTag2BΠhCD226D1、pSecTag2BΠhCD226D2 以及空载

体 pSecTag2B 质粒混匀 ,室温静置 15 min ,逐滴均匀

加入细胞培养瓶中 ,轻柔混匀 ,质粒用量为 40μgΠ
瓶 ,7. 5 h 后轻晃培养瓶 ,缓慢移去上清液 ,并加入新

鲜配制的完全培养基 ,继续培养 72 h 后收集培养上

清液。

1. 6 、SDS2PAGE Western blot

293T细胞表达上清液收集后通过 WT6 标记

的 Sepherose24B凝胶纯化。首先用滤过的0. 15 molΠL
PBS(pH 7. 4)淋洗 2 遍 , 293T细胞转染上清液与

WT6交联的 Sepherose24B 凝胶孵育一定时间 ,用上

述 0. 15 molΠL PBS(pH 7. 4)淋洗 3遍 ,采用 0. 1 molΠL
甘氨酸2盐酸缓冲液 (pH 2. 4)作为洗脱液洗脱蛋白 ,

紫外分光光度仪定量蛋白。SDS2PAGE(50 gΠL 的浓
缩胶以及 120 gΠL的分离胶)分析。

取 20μg总蛋白进行 SDS2PAGE ,并转至硝酸纤

维素膜 (100 V ,90 min 转膜) ,封闭液封闭 2 h (含

50 gΠL脱脂奶粉的 TBS液) ,WT72HRP 按 1∶250稀释

于封闭液中 ,4 ℃孵育过夜 ,最后加入底物 (Lumi2
Light Western Blotting Kit) ,在 X2ray 胶片上检测发光

信号。

2

2. 1 CD226 D1 D2 PCR

以含有全长 CD226基因的质粒为模板 ,分别用

两对引物进行 PCR 扩增 , 获得 hCD226D1 和

hCD226D2基因 ,两基因大小均约为 350 bp ,与预期

大小相符 (图 1) 。
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1) 　hCD226D1 gene ; 2) 　hCD226D2 gene ;M) 　HBI 125 bp DNA ladder

图 1　hCD226D1和 hCD226D2基因 PCR产物电泳图

Fig 1　PCR amplification of hCD226D1 and hCD226D2 genes

2. 2 DNA 将

pMD182TΠhCD226D1和 pMD182TΠhCD226D2重组质粒

分别用 HindⅢ+ BamHⅠ或 HindⅢ+ KpnⅠ进行双

酶切之后分别纯化回收 ,连接构建成 pSecTag2BΠ
hCD226D1 和 pSecTag2BΠhCD226D2 真核表达质粒。

重组质粒酶切鉴定 ,大小均为约 350 bp 左右 ,表明

重组 质 粒 带 有 目 的 基 因 片 段 hCD226D1 和

hCD226D2(图 2) 。进一步进行 2 组质粒测序 ,序列

与 GenBank 一致 ,开放读框正确。

1) 　pSecTag2BΠhCD226D1 digested by HindⅢ+ BamHI ; 2) 　pSecTag2BΠ

hCD226D2 digested by HindⅢ+ KpnI ; 3) 　Plasmid control ; M) 　HBI

125 bp DNA ladder

图 2　重组质粒 pSecTag2BΠhCD226D1和

pSecTag2BΠhCD226D2的双酶切鉴定

Fig 2　Double enzyme digestion analysis of recombinant

pSecTag2BΠhCD226D1 and pSecTag2BΠhCD226D2

2. 3 SDS2PAGE Western blot

重组质粒 pSecTag2BΠhCD226D1 和 pSecTag2BΠ
hCD226D2 转染的 293T 细胞表达出可溶型融合蛋

白 ,即 hCD226D12Fc 和 hCD226D22Fc ,纯化后蛋白浓

度为 1. 3 gΠL ,纯化的 hCD226D12Fc 和 hCD226D22Fc

融合蛋白经 SDS2PAGE分析可见在 Mr 38 000 处有

清晰条带 ,纯度可达 90 % (图 3a) 。Western blot 检

测得 Mr均为 38 000 ,空载体组则未见目的条带表达
(图 3b) 。

3

CD226 是免疫球蛋白超家族成员[1 ]
,人 CD226

由318个氨基酸残基组成 ,胞膜外区的232个氨基

　　　　　a) 　SDS2PAGE; b) 　Western blotting ; 1) 　hCD226D12Fc ;

2) 　hCD226D22Fc ; 3) 　Negative control ; M) 　Protein marker

图 3　hCD226D12Fc 和 hCD226D22Fc 融合蛋白的 SDS2PAGE

和Western blot分析

Fig 3　SDS2PAGE and Western blot analysis of the purified

hCD226D12Fc and hCD226D22Fc fusion proteins

酸残基形成了 2个 IgSF V 样结构域[4 ]。CD226 的配

体有 2种 :CD155 和 CD112。CD226 在人、猿和猴中

序列高度保守 ,提示 CD226 与其配体相互作用发挥

着十分重要的生物学作用[10 ] ,其研究近年来逐渐受

到重视。CD226 分子介导 T细胞的杀伤、活化以及

分化[3 ,8 ]
,并且作为 NK细胞的一种主要活化性受

体 ,与其它 NK细胞表面的受体协作参与 NK细胞

对靶细胞的杀伤[6 ]。CD226 与配体的作用还在 NKT

细胞调亡中发挥调节作用[11 ]。

鉴于 CD226 多方面的功能 ,确定 CD226 发挥配

受体相互作用的分子机制显得十分重要。贾卫

等[12 ]表达并鉴定了胞膜外区截短体的膜型表达形

式 ,本实验则是对蛋白可溶形式分子的表达和分析 ,

有利于蛋白的大量制备、纯化和进一步的功能研

究[13 ]。在本试验中 ,我们采用的真核表达载体含有

IgК链的信号肽基因 ,保证了融合蛋白的高效分泌

表达。并且在该载体中插入了编码 IgG1 Fc 段的基

因 ,可表达带有 Fc 标签的融合蛋白 ,有助于下一步

的检测、纯化和应用[14 ]。我们将 CD226 分子胞膜外

区的 D1 和 D2 基因分别插入到真核表达载体

pSecTag2B 中 ,测序及酶切鉴定结果均正确 ,瞬时转

染后 ,免疫印迹结果证实融合蛋白得到成功表达。

分泌性融合蛋白 hCD226D12Fc 和 hCD226D22Fc 的成

功表达 ,可以为研究 CD226与 CD155或 CD112相互

作用的分子机制及生物学功能提供重要的实验

基础。
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转移结节数 ,结果发现 CXCL10 治疗明显抑制了肺
转移。
这项研究中 ,我们重点探索了免疫趋化因子

CXCL10联合顺铂对肿瘤肺转移的抑制作用 ,对进一
步探索肺癌的联合治疗途径具有重要意义 ,同时也
为 CXCL10的进一步临床应用打下基础。CXCL10的
抗血管生成作用我们已另文发表[6 ]

,CXCL10联合顺
铂抑制肿瘤肺转移是否完全依赖于抗血管生成作
用 ,尚需进一步研究。
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