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大鼠Delta1基因真核表达载体的构建与鉴定*☆ 

郑  凯，谭建明，吴卫真，杨顺良 

Construction and identification of eukaryotic expression vector of rat Delta1 gene 
 

Zheng Kai, Tan Jian-ming, Wu Wei-zhen, Yang Shun-liang 

 
Abstract 
BACKGROUND: Recent data suggested that Notch signal pathway plays important regulatory effects in peripheral 
transplantation immunological response, promotes differentiation of regulatory T cells, induces antigen specific immune tolerance. 
We proposed that Notch/Notch ligand may play important roles in MHC/TCR interface.  
OBJECTIVE: To construct the eukaryotic expression vector of rat Delta1 gene (Notch ligand), and to examine its expression in 
dendritic cells.  
METHODS: The complete encoding cDNA of rat-Delta1 was isolated from bone marrow cells by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and this gene was recombined into pcDNA3.1(+) plasmid vector. 
pcDNA3.1/Delta1 plasmid was transfected into rat dendritic cells with lipofectamine gene transfection method.  
RESULTS AND CONCLUSION: Double enzyme digestion detection demonstrated that Delta1 had been successfully 
constructed in HindIII and XbaI of pcDNA3.1. A positive clone pcDNA3.1/Delta1 was delivered to Shanghai Sangon Biological 
Engineering Technology & Services Co., Ltd. for sequencing. Sequencing results were identical to Delta1 gene sequence in 
Genebank, with correct reading frame. The Delta1 gene-transfected dendritic cells showed similar morphology as their parent 
cells. Western blotting assay detected that Delta1 expression was significantly increased in cells. The eukaryotic expression 
vector pcDNA3.1/Delta1 was constructed, and significant increase of Delta1 expression was detected after transfection. 
 
Zheng K, Tan JM, Wu WZ, Yang SL. Construction and identification of eukaryotic expression vector of rat Delta1 gene. Zhongguo 
Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(18): 3331-3334.      [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 
 
摘要 

背景：最近有数据表明，Notch 信号通路在外周移植免疫应答反应中发挥重要的调节作用，可以促进调节性 T 的分化，诱
导抗原特异性的免疫耐受。推测 Notch/Notch 配体可能在 MHC：TCR界面发挥作用。 
目的：构建大鼠 Delta1基因(Notch 配体)真核表达载体，并观察其在树突状细胞中的表达。 
方法：应用 RT-PCR方法从大鼠骨髓细胞中获得全长 Delta1基因片段，并将此基因片段构建在 pcDNA3.1(+)真核表达载体
上。利用脂质体基因转染技术将含大鼠 Delta1 基因片段的真核表达载体 pcDNA3.1(+)/Delta1 转染入树突状细胞中，观察
Delta1基因在树突状细胞中的表达。 
结果与结论：双酶切鉴定结果显示，Delta1已成功构建在 pcDNA3.1的 HindIII和 XbaI双酶切位点之间，任选一个酶切阳
性克隆 pcDNA3.1/Delta1送上海生工生物公司进行序列测定，测序结果与 Genebank中 Delta1基因序列完全一致，阅读框
正确。转染 Delta1 基因的树突状细胞形态与其亲本细胞类似，蛋白免疫印迹法检测到细胞内 Delta1 的表达显著增高。实
验成功利用基因转染方法将 Delta1基因导入树突状细胞，构建了真核表达载体 pcDNA3.1(+)/Delta1，并使之高效表达并分
泌 Delta1蛋白。 
关键词：树突状细胞；Notch信号；Delta1；免疫耐受；移植；大鼠 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.18.024 
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0  引言 

 

Notch信号传导通路由Notch受体、Notch

配体和CSL DNA结合蛋白三部分组成，在脊椎

动物中已鉴定出4个Notch受体(Notch1-4)和5

个Notch配体(Delta-like1，3，4及Jagged1，

2)[1-13]
。Notch信号传导通路的特点是他介导细

胞与细胞之间的信息传导，不需要第二信号的

协助，也无信号放大作用，但同时也保证了他

所传导的信号的高度精确。哺乳类动物中Notch

途径的功能复杂多样，在许多组织分化方向的

调控中起着决定作用，参与造血、T细胞发育、

血管生成等重要生理过程，并与肿瘤形成和某

些神经系统疾病有密切关系
[14-15]

。在免疫系统

中，Notch信号与T细胞与B细胞系分化、胸腺

细胞分化成熟和骨髓造血祖细胞更新和分化等

有关
[16]
。 

许多研究提示，Notch信号在外周免疫系统

的分化和调节中发挥作用。在成熟的淋巴细胞

和抗原呈递细胞的表面上都有Notch受体和他

们的配体表达，不同的Notch配体对T细胞具不

同的生物学效应
[17-20]

。Jagged1-Notch信号途

径可提高T细胞的存活力，而Delta-Notch信号

途径使T细胞失去生存能力。抗原呈递细胞表面

表达的Notch配体与T细胞表达的Notch受体相
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互作用可使成熟的T细胞免受激活诱导的细胞死亡[17]
。

Wong等[20]
研究发现，脾脏CD8+

细胞上Notch信号的激

活可以导致干扰素γ戏剧性的减少，同时伴随白细胞介
素10的增多，提示Notch信号可以改变CD8+

细胞的分化

潜能。最近的研究显示在淋巴细胞分化的过程中，Delta

样蛋白传递的信号可以抑制B细胞的分化。这些结果提

示Notch信号可能影响细胞增殖、分化和死亡来控制淋

巴细胞命运的选择。 

Notch信号通路在免疫系统中作用机制的研究目前

只处于起步阶段；许多研究证实Notch信号通路在移植

排斥反应发生中起重要作用，但对其中的信号传导机制

知之甚少。实验应用树突状细胞作为抗原呈递细胞，通

过脂质体转染方法将Notch 配体Delta1基因转入树突

状细胞，初步探讨Notch配体在移植免疫应答反应起始

阶段的作用。 

 

1  材料和方法 

 

设计：基因转染细胞学体外观察实验。 

时间及地点：于2005-05/2008-05在解放军福州总

医院完成。 

材料：健康雄性Wistar大鼠购于上海斯莱克公司，

体质量250~350 g，置于无特定病原体环境中饲养。实

验过程中对动物处置符合动物伦理学标准。大肠杆菌

DH5α为本室保存菌株。 

质粒及试剂： 

  

质粒及试剂 来源 

真核表达载体pcDNA3.1 (+) Invitrogen 公司 

脂质体(lipofectamine) Sigma 公司 

反转录-多聚酶链反应酶混合物 Promega 公司 

Trizol TM-Reagent Life Technologies 公司 

小鼠抗大鼠Delta1单克隆抗体 eBioscience 公司 

链霉菌抗生物素蛋白-过氧化酶免疫组

织化学染色试剂盒 

福州迈新公司 

 

引物设计：根据大鼠Delta1编码区(290A-2434A)基

因序列设计引物，并在其两端分别设计了Hind  Ⅲ 和

XbaⅠ限制内切酶的酶切位点及保护碱基，采用OLIGO 

核酸分析软件进行分析。引物序列: 5'-AGC AAG CTT 

CGG TAC CAT GGG CCG TCG GA-3'；5'-AGC TCT 

AGA ACA TCA CTT CCA CCT TAG GT-3'，由上海生工

生物公司合成。 

实验方法： 

大鼠Delta1编码 cDNA的获取：无菌条件下收集大鼠骨

髓细胞，采用异硫氰酸胍一步法提取细胞总RNA。以大

鼠骨髓细胞总RNA为模板，利用上述引物进行RT-PCR

扩增。反应条件：94  60 s℃ ，56  60 s℃ ，72  90 s℃ ，

35个循环，72 ℃延伸10 min。取PCR 产物经2%琼脂糖

凝胶电泳(5 V/cm)，凝胶上大小约为2.2 kb的条带为所需

片段，即为大鼠Delta1 cDNA片段，回收并纯化目的片段。 

pcDNA3.1(+)/Delta1重组质粒的构建：用XbaI和HindIII

分别对回收的Delta1和pcDNA3.1(+)质粒进行双酶切，

Delta1 cDNA片段与线性化的载体pcDNA3.1按5∶1(摩

尔比)连接，连接产物转化DH5α感受态细菌，筛选出阳
性克隆。取样进行酶切鉴定并将带有插入片段的重组质

粒进行序列测定。 

骨髓来源树突状细胞的提取与鉴定：参照文后文献[23]

的方法，取大鼠(供体)股骨，冲洗出骨髓细胞，以1∶10

的体积比加入37 ℃预温的Tris-NH4Cl去除红细胞；加

GNK缓冲液终止反应，离心洗涤2次；用RPM I1640调

细胞浓度为1×109 L-1
，37 ℃，体积分数5%CO2条件下

培养2 h；轻轻洗去非黏附细胞；在贴壁细胞中加入含

10 μg/L rrIL-4 和10 μg/L rrGM-CSF的RPM I1640完全

培养基，37 ℃，体积分数5%CO2条件下培养六七天，

收集生长状态良好的树突状细胞备用。 

pcDNA3.1/Delta1转染树突状细胞：取培养7 d的细胞，

转染方法按Lipofectamine说明书进行。以空载体作阴性

对照，G418 筛选2周后即可见抗性克隆出现，在显微

镜下标记生长良好的细胞克隆，用浸有消化液的小滤纸

片粘取克隆，移至培养瓶中扩大培养。 

转染树突状细胞的Delta1蛋白表达检测： 

免疫组织化学：常规制备细胞爬片，免疫组织化学

采用SP法，DAB 显色，苏木精复染。 

Western-blot检测：取对数生长期细胞，无血清培养

液培养5 d，收集上清。三氯醋酸沉淀蛋白，聚丙烯酰胺

凝胶电泳(15 V/cm)，电转移至硝酸纤维素滤膜。将滤膜

装于可热封的塑料袋中，依次加入小鼠抗大鼠Delta1单

克隆抗体、辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠二抗、卵白亲

和素-生物素辣根过氧化物酶复合物，DAB 显色。 

主要观察指标：转染树突状细胞的Delta1蛋白表达。 

设计、实施、评估者：设计、评估由第一、二作者

完成，实施由第一作者完成。 

 

2  结果  

 

2.1  树突状细胞形态学观察  每只大鼠能分离出骨髓

细胞(5.0~7.0)×107
个，包括造血干细胞、内皮细胞及成

纤维细胞等。经24 h培养后，在贴壁细胞表面有许多集

落出现，其中小部分半贴壁半悬浮的集落为树突状细

胞，见图1a；到第4天，此类半贴壁集落数量剧增，并

有部分细胞悬浮，细胞的表面可见长短不一的突起，见

图1b；继续培养至6~8 d，集落丰富，并开始有大量细

胞从集落中释放出来，细胞突起明显，此阶段细胞有一

明显的增殖高峰，苏木精-伊红染色可见细胞核偏位，
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胞质内有大量的囊泡结构，细胞表面突起较多，见图1c。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  重组质粒pcDNA3.1(+)/Delta1的酶切鉴定与序列

分析  从转化成功的克隆提取的质粒用HindIII和XbaI

双酶切，2%琼脂糖凝胶电泳，可见大小约为2.2 kb的

Delta1片段和大小约为5.4 kb的pcDNA3.1(+)片段，此

结果说明Delta1已成功构建在pcDNA3.1的HindIII和

XbaI双酶切位点之间，见图2。任选一个酶切阳性克隆

pcDNA3.1/Delta1送上海生工生物公司进行序列测定，

测序结果与Genebank中Delta1基因序列完全一致，阅

读框正确。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  转染Delta1基因树突状细胞的形态学观察  倒置

显微镜观察，转染Delta1基因的树突状细胞形态与其亲

本细胞类似。培养7 d的树突状细胞进行电镜观察，细

胞表面具有大量的皱折和不规则突起，无论是转染细胞

还是未转染细胞电镜均表现为巨噬细胞特点，但转染细

胞可见较为粗大的内质网、肿大的线粒体及分泌颗粒，

核糖体丰富，细胞微绒毛及突起增多，未转染细胞无此

特征。见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

2.4   转染树突状细胞的Delta1蛋白表达检测结果 

免疫组织化学结果：染色结果显示，转染了空载体的树

突状细胞中未见染成棕褐色的阳性结果出现，细胞核

被苏木精染成蓝紫色；转染了Delta1基因的树突状细胞

中可见染成棕褐色的阳性结果出现，阳性结果主要出

现在细胞浆及细胞膜上，细胞核被苏木精染成蓝紫色，

提示树突状细胞中Delta1蛋白表达阳性，即Delta1基因

已成功转染入树突状细胞并在细胞中稳定高表达。见

图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Western-blot 检 测 结 果 ： 在 NC 膜上 可见转 染

pcDNA3.1(+)/Delta1的树突状细胞培养上清组泳道上

有与阳性对照组相对分子质量大小77 000相当的阳性

条带，而转染了空载体的细胞培养上清的泳道中未见染

成棕褐色的阳性条带出现，提示：Delta1基因已转染入

树突状细胞并且稳定高表达Delta1，见图5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3  Morphological characteristics of dendritic 
cells/Delta1 (Transmission electron microscope,  
×5 000) 

    图 3  转 Delta1基因树突状细胞的形态学特征(透射电镜，
×5 000) 

Figure 1  Morphological results of dendritic cells (×200) 
       图 1  培养树突状细胞形态学观察(×200) 

a: 24-h culture                   b: 4-d culture 

c: 7-d culture 

Figure 2  Enzymatic identification of recombinant plasmid 
pcDNA3.1(+)/Delta1 

   图 2  重组质粒 pcDNA3.1(+)/Delta1的酶切鉴定 

a: Marker: λDNA/HindⅢ + EcoRI; b: pcDNA3.1(+)/Delta1/ EcoRI;        
c: pcDNA3.1(+)/Delta1/ Hind +Ⅲ EcoRI 

21 226 bp→ 

5 148 bp→ 
 

2 027 bp→ 
1 584 bp→ 

947 bp→ 
831 bp→ 

a  b  c 

a: DCs/pcDNA3.1/Delta1               b: DCs/pcDNA3.1  

Figure 4  Immunohistochemistry results showed that 
pcDNA3.1/Delta1 had been transfected into 
dendritic cells successfully(SP method, ×400) 

    图 4  转染树突状细胞免疫组织化学染色(SP法, ×400) 

Figure 5  Western-blot results showed that pcDNA3.1/Delta1 
had been transfected into dendritic cells 
successfully 

   图 5  Western-blot检测结果树突状细胞 Delta1蛋白表达 

a: DCs;  b: DCs/pcDNA3.1;  c, d: DCs/pcDNA3.1/Delta1 

a  b  c  d 
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3  讨论 

 

树突状细胞是目前发现功能最强的抗原呈递细胞，

也是惟一能够激活初始型T 细胞启动初次免疫应答的

抗原呈递细胞。抗原呈递细胞与T细胞之间TCR信号与

共刺激信号的相互作用及下游的信号通路提供了一个

关于免疫应答的基本的调节机制，为临床提供了一系列

治疗靶点。Notch信号通路是一个新发现的参与外周免

疫反应调控的重要的信号途径。Notch通路作为免疫信

号的调节因子，或促进或抑制特异性信号因子的启动，

推测Notch/Notch 配体可能在MHC:TCR界面发挥重要

的调节作用。因此，作者尝试通过增强树突状细胞表面

Notch配体的表达，来观察Notch受体和配体在移植免疫

应答反应启动阶段的作用。 

pcDNA3.1(+)是美国INVITROGENE公司推出的高

效真核表达载体，由真核表达载体pRc/CMV改进而来。

与pRc/CMV相比较，pcDNA3.1 具有更多的多克隆位

点，使插入基因的克隆更容易。扩增后从大肠杆菌中提

取和纯化质粒DNA，再经HindⅢ和XbalⅠ双酶切鉴定。

采用T7序列作为正向引物进行碱基分析，测出的基因序

列与已报道的目的基因序列完全相同，证明已成功构建

了真核表达载体pcDNA3.1(+)/Delta1。 

利用大鼠骨髓的造血干细胞成功地诱导出DCs，光

学显微镜下观察Delta1基因的表达对树突状细胞的形态

学无明显影响。电镜下发现Delta1基因转染树突状细胞

富含线粒体、内质网等细胞器，表面微绒毛明显增多，

提示转染细胞具有高分泌活性，有大量蛋白产生。利用

免疫组织化学和Western印迹等方法从蛋白水平检测到

转染细胞内Delta1的高表达，证实了质粒DNA已稳定地

整合进细胞基因组中。先前的研究已经显示Notch通路

的激活可以抑制针对模型或移植抗原的免疫反应，提示

激活 Notch通路可以导致抗原特异性的免疫耐受。

Delta1/notch信号表达的增加可以打破Th1/Th2平衡和

控制CD4+T细胞效应因子的分泌。虽然Delta1/Notch信

号在外周免疫应答的功能研究还存在相互矛盾的结果，

但有一点可以明确，即Notch信号在外周免疫反应的调控

过程中发挥重要作用。完全理解Notch信号通路在免疫细

胞的功能依旧有很长的路要走，探讨notch对抗原呈递细

胞、特别是树突状细胞的作用，必将加深和完善对免疫

机制的理解，Notch信号表现出的诱导免疫耐受的作用也

为免疫耐受的诱导研究提供一个全新的切入点。 
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