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大鼠热休克蛋白72基因真核表达载体构建及在COS7细胞中的表达**
★
 

晏春根，黄丹文，任光圆，朱冬芳 

Construction of eukaryotic expression vector carrying rat heat shock protein 72 gene and its 

expression in COS7 cells 

Yan Chun-gen, Huang Dan-wen, Ren Guang-yuan, Zhu Dong-fang 

Abstract 

BACKGROUND: In vitro cloning and expression of heat shock proteins (HSP), especially HSP72, is important in the study of 

ischemia-reperfusion injuries. 

OBJECTIVE: To construct eukaryotic expression vector carrying HSP72 and study its transient expression in COS7 cells, and to 

establish the foundation for further research of the immune function of HSP72.  

METHODS: HSP72 cDNA was amplified from hepatocytes of BABL/C mice by RT-PCR, and correctly inserted into corresponding 

sites of eukaryotic expression vector pcDNA3.1(+)after restriction endonuclease digestion, and the recombinant plasmid was 

transfected into COS7 cells and gene expression was determined by RT-PCR.  

RESULTS AND CONCLUSION: The gene fragment inserted into the vector pcDNA3.1(+)was confirmed by nucleotide 

sequencing, and the recombinant plasmid mRNA was successfully expressed in COS7 cells. 

 

Yan CG, Huang DW, Ren GY, Zhu DF.Construction of eukaryotic expression vector carrying rat heat shock protein 72 gene and 

its expression in COS7 cells. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(18): 3357-3360.          

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：体外克隆、表达热休克蛋白，尤其正常时少量或不表达，而应激时大量表达的热休克蛋白72对研究其缺血再灌注损

伤中的作用尤为重要。 

目的：构建热休克蛋白72基因真核表达载体并于COS7细胞内表达，为HSP72蛋白免疫调节功能的研究奠定基础。 

方法：采用RT-PCR技术从BABL/C大鼠肝细胞中扩增出热休克蛋白72 cDNA，经限制性核酸内切酶消化后，插入真核表达

载体pcDNA3.1(+)的相应酶切位点，并将重组质粒转染COS7细胞，进行基因表达鉴定。 

结果与结论：重组质粒插入基因序列检测证实为热休克蛋白72 cDNA，并能在COS7细胞稳定表达。成功构建热休克蛋白72

真核表达载体，并于COS7细胞中成功转录与表达。 

关键词：热休克蛋白72；基因表达；COS7细胞；转录；鉴定 

doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.18.031 
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0  引言 

 

缺血再灌注损伤是导致急性肝功能衰竭及

影响移植肝存活的重要因素，其发生机制非常

复杂
[1-2]
。 

近 来 认 识 到 ， Toll 样 受 体 (Toll-like 

receptors，TLRs)识别内质网应激蛋白等内源

性配体而启动的炎性应答可能是缺血再灌注等

非感染性炎性损伤发生的重要机制
[3-10]
；热休克

蛋白(heat shock proteins，HSPs)作为主要的

内质网应激蛋白，特别是正常细胞很少甚至不

表达、应激时明显增加的HSP72越来越受到关

注
[11-18]
。 

实验构建大鼠HSP72基因表达载体，并观

察其在COS7细胞中的表达，为进一步探讨

HSP72的免疫调节作用，尤其作为内源性配体

在TLRs启动的炎性应答中的作用奠定基础。 

 

1  材料和方法 

 

设计：基因载体构建。 

时间及地点：于2009-08/2010-06在完成。 

材料： 

主要试剂： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

主要试剂、引物 来源 

Trizol Invitrogen公司(美国) 

RT-PCR试剂盒 Promega公司(美国) 

Triton X-100蛋白裂解液 Sigma公司(美国) 

山羊抗大鼠 HSP72单克隆 

抗体及过氧化物酶标记的 

兔抗山羊 IgG 抗体 

Santa Cruz 

 Biotechnology 

公司(美国) 

限制性内切酶 Hind Ⅲ、Xba

Ⅰ以及 T4 DNA连接酶、 

Taq DNA聚合酶 

大连宝生物工程 

有限公司 

DNA片段回收试剂盒、 

质粒回收试剂盒 

Omega Biotek 

公司(美国) 

COS7细胞株 中科院上海细胞研究所 
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真核表达载体pcDNA3.1 (+)、质粒扩增大肠杆菌

JM109由绍兴文理学院医学院医学实验中心分子生物

室保存。 

实验方法： 

大鼠HSP72的引物设计与cDNA合成：根据Genbank中大

鼠HSP72 mRNA序列，用分子生物学软件Oligo5.0设计

引物。依据选用的真核表达载体pcDNA3.1(+)的酶切位点

图谱及HSP72 mRNA序列酶切位点分析图谱，在上下游

引物5’端分别加入Hind Ⅲ及Xba I酶切位点。设计的上

游引物为：5’-GCC ATG GCC AAG AAC ACG GCG ATC 

GGC ATC-3’；下游引物为：5’-CTA ATC CAC CTC CTC 

GAT GGT GGG TCC TGA GC-3’。引物由上海生工生物

工程有限公司合成并经PAGE纯化定量。大鼠肝组织匀

浆、Trizol抽提RNA，禽类成髓纤维病毒反转录酶(A-MV

酶)42 ℃反转录，RT-PCR扩增HSP72 cDNA (1 932 bp)，

扩增参数：94 ℃ 5 min；94 ℃ 40 s，56 ℃ 40 s，72 ℃ 

90 s，共36循环；72 ℃ 延伸5 min。 

重组pcDNA3.1(+)/HSP72表达质粒构建及鉴定
[19-21]

：用

玻璃DNA回收试剂盒按说明回收纯化PCR产物。回收的

HSP72 cDNA及用碱裂解法提取的真核表达载体

pcDNA3.1(+)的DNA用Hind Ⅲ及Xba I双酶切后，进行

1.2%琼脂糖凝胶电泳，玻璃奶回收试剂盒回收酶切产

物。取双酶切后的HSP72 cDNA和pcDNA3.1(+)质粒，

按3∶1的分子比例混合，用T4 DNA连接酶连接，然后

转化于低温大肠杆菌JM109感受态细菌中。将转化的感

受态细菌涂布于含氨苄青霉素50 mg/L的LB平板，次日

随机挑选12个生长菌落，分别接种于5 mL含氨苄青霉素

的LB培养液中37 ℃振荡培养过夜。用碱裂解法提取质

粒DNA，将提取的质粒DNA用Hind Ⅲ及Xba I双酶切，

1.2 %琼脂糖凝胶电泳，检测阳性克隆。将筛选出的阳

性克隆送上海生工生物工程有限公司测序鉴定。 

pcDNA3.1(+)/HSP72质粒转染入Cos7细胞株及HSP72

表达的鉴定： 

细胞和质粒的准备：将复苏成功并进入对数生长期

的COS7细胞以(1.0~2.0)×10
5
/孔的密度接种于6孔板后

置于37 ℃孵箱18~24 h，待细胞生长融合达60%~80%

时进行转染。将用质粒DNA大抽试剂盒抽得的质粒

pcDNA3.1(+)/HSP72，重新沉淀并用双蒸水溶解使其浓

度达到1 g/L。 

脂质体介导的质粒转染：按6孔板每孔加入(1.0~2.0) µg

质粒且质粒与脂质体1∶3 (g∶L) 的比例将质粒与脂质

体加入无血清、蛋白及抗生素的的1640培养基中，使其

总体积达到100 µL，混合数秒钟，加5 µL SuperFect- 

Transfection-Reagen到DNA溶液中混合。室温孵育   

10 min，形成转染复合体，同时以PBS洗培养板中细胞

一遍。将350 µL细胞培养液(含血清、蛋白或抗生素)加

到含转染复合体的管中，吹吸两次即转移到24孔板中的

细胞液中。常规孵育4 h后，以PBS液洗细胞1遍，加新

鲜培养液(含血清、蛋白或抗生素)孵育。48 h后转染的基

因开始表达。同时设空质粒pcDNA3.1(+)转染作为对照。

每孔无血清的1640培养基的总体积为2 mL。置于37 ℃孵

箱4 h，按体积分数10%的比例加入小牛血清继续培养。

于第72小时收获细胞，用PBS洗沉淀，弃上清备用。 

RT-PCR 检 测 HSP72 mRNA 的 表 达 ：收集转染

pcDNA3.1(+)或pcDNA3.1(+)/HSP72的COS7细胞各

(5~10)×10
6
个，按Invitrogen公司操作说明提取总RNA，

RT-PCR检测HSP72 mRNA的表达情况。 

Western blot检测HSP72蛋白的表达：各细胞沉淀加入

20 µLPBS混匀，按1∶1比例各自加入等体积2×SDS上样

缓冲液混匀，沸水中煮10 min裂解、离心，行10% 

SDS-PAGE电泳后，在转移槽中将蛋白从凝胶转移至

PVDF膜上，TBS缓冲液洗膜、封闭、4 ℃过夜。加入TBS

缓冲液稀释的山羊抗大鼠HSP72的多克隆抗体 (1∶    

1 000)作为一抗，37 ℃孵育1.5 h，TBS洗膜后加入生物

素化的IgG作为二抗，37 ℃孵育1.5 h、TBS缓冲液洗膜

后，将膜浸入DAB显色液中，室温闭光显色  20 min，

蒸馏水终止反应。上述反应均以COS7细胞作为对照。 

   

2  结果 

 

2.1  RT-PCR扩增产物HSP72 cDNA的鉴定  大鼠肝

组织经RT-PCR扩增见一长约1 932 bp的特异性扩增

条带，见图1，符合实验设计的目的片段长度。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  重组HSP72真核表达载体的构建及鉴定  将扩增

的大鼠HSP72基因PCR产物和pcDNA3.1(+)分别用

Hind Ⅲ、XbaⅠ双酶切后，T4 DNA连接酶作用下连接

构建重组表达质粒pcDNA3.1 (+)/HSP72。转化JM109

后挑选白色菌落，直接以菌液为模板，进行PCR反应，

获得了1条约1 932 bp的条带，见图2a。抽提质粒再进

行PCR反应，同样获得1条1 932 bp的特异条带，见图

2b。用Hind Ⅲ、XbaⅠ双酶切，电泳得到了大小二条

片段，大片段5.4 Kb与pcDNA3.1(+)碱基片段相符，小

Figure 1 Heat shock protein 72 (HSP72) production of 
mouse liver tissue by RT-PCR amplification 

图 1  小鼠肝组织 HSP72 RT-PCR 扩增产物 

M: DNA mark; 1: control group; 2, 3 and 4: RT-PCR images of HSP72 

rnRNA bands 
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片段1 932 bp与HSP72碱基片段相符，见图3。对经PCR

和酶切鉴定正确的重组质粒进行两端测序，结果与扩增

的HSP72基因cDNA相符。上述结果表明，HSP72基因

已正确插入表达质粒pcDNA3.1(+)中。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3 重组 pcDNA3.1(+)/HSP72 在 COS7 细胞中表达

pcDNA3.1(+)/HSP72在阳离子脂质体的介导下转染

COS7细胞，培养72 h后回收细胞进行RT-PCR，获得一

约1 932 bp的特异条带，见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

而转染空质粒及未转染质粒的COS7细胞则未检测

到HSP72基因表达。Western blot检测结果发现，细胞

中有针对HSP72抗体的特异性条带(相对分子质量约为

70 000)，见图5。说明pcDNA3.1 (+)/HSP72转染COS7

细胞后可表达HSP72蛋白。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

为了最大程度地保证产物与模板的一致性，实验利

用了真核表达载体pcDNA3.1(+)上的多克隆位点和

pcDNA3.1(+)/HSP72质粒酶切位点图谱，选定Hind Ⅲ和

XbaⅠ做双酶切，将HSP72 cDNA定向连接pcDNA 3.1(+)

两酶切点中，成功地构建了pcDNA3.1(+)/HSP72真核表

达载体，然后将pcDNA3.1(+)/HSP72转化于JM109大肠

杆菌中，抽提后用于酶切鉴定，可见HSP72 cDNA定向

插入pcDNA3.1(+)的Hind Ⅲ和XbaⅠ两酶切点中。由于

利用DNA分子两个末端的不同内切酶位点，使外源DNA

片段定向插入到载体分子中，进行定向重组，同时对连

接载体进行磷酸化处理，从而有效地限制了载体DNA分

子的自身环化，降低非重组子的背景，减少筛选的繁琐，

提高重组的正确性。 

COS7细胞源于复制起点缺陷的SV40基因转化非洲

绿猴肾细胞，是进行外源基因表达时应用最广的宿主细

胞之一。实验将pcDNA3.1(+)/HSP72转染COS7细胞后，

以RT-PCR、Western blot 分别从基因转录及蛋白表达水

平对HSP72基因的表达进行了检测，结果证实HSP72 

cDNA可于真核细胞中成功表达，且未转染重组质粒

pcDNA3.1(+)/HSP72的COS7细胞未发现HSP72的表

达。实验证实了扩增的HSP72 cDNA序列的准确性，同

时掌握了其在真核细胞中表达的规律，从而为进一步研

究细胞外HSP72的免疫功能，并为从内源性配体介导的

炎性应答通路来干预非感染性炎性疾病的研究提供可

Figure 3  Electrophoresis result of recombinant plasmid 
pcDNA3.1(+)/HSP72 after restriction 
endonuclease digestion 

图 3  pcDNA3.1 (+)/ HSP72 重组质粒酶切的电泳结果 

Figure 2  PCR production by electrophoresis 
图 2  PCR 产物的电泳结果 

Figure 4  PCR production of COS7 cells by electrophoresis
图 4  Cos7 细胞 PCR 电泳结果 

Figure 5 Western blot production of heat shock protein 72 
(HSP72) 

图 5  Western blot 鉴定 HSP72 蛋白 

M: mark; 1, 2: COS7 cells after being transfected with recombinant 

plasmid pcDNA3.1(+)/HSP72; 3: COS7 cells after being transfected 

with empty plasmid pcDNA3.1(+); 4: Non-transfected COS7 cells 
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调节 T 细胞及亚群在肾移植联合供者造血干细
胞移植诱导免疫耐受中作用的研究   

朱同玉  复旦大学  2011-01至 2013-12  

 

抗 CD40/CD45RB单克隆抗体和带血管骨髓干
细胞移植协同诱导猴肾脏移植免疫耐受机理的
研究   

杨洪吉  四川省医学科学院(四川省人民医院)    

2011-01至 2013-12  

 

原发性胆汁性肝硬化中自身抗原特异性 DC 的
microRNA 调控机制及其在重建免疫耐受中的
应用研究   

仲人前   中国人民解放军第二军医大学  

2011-01至 2013-12  

 

转移 CTLA4Ig 和 CD40LIg 双基因修饰骨髓间
充质干细胞诱导大鼠肝移植免疫耐受   

张剑  中山大学  2011-01至 2013-12  

 

间充质干细胞介导 TGF-β诱导小移植肝局部免
疫耐受的研究  

俞悦  南京医科大学  2011-01至 2013-12  

 

抗 原 负 载 的 PD-1highCD11c+ DC 经 由
PD-1/PD-L1 通路调控诱导大鼠肝移植免疫耐
受的实验研究   

肖江卫  川北医学院  2011-01至 2013-12  

 

microRNA 调控未成熟树突状细胞活化的机制
研究及其在小肠移植免疫耐受中的作用  

吴文溪  南京医科大学  2011-01至 2013-12  

 

抑制 Kupffer 细胞 miR-155 活性诱导肝移植免
疫耐受   

梁绍勇  重庆医科大学  2011-01至 2013-12  

 

阻断 Blimp1/Axl信号序贯调控 DC前体细胞分
化及后继抗原提呈诱导同种移植耐受   

宫念樵  华中科技大学  2011-01至 2013-12  

 

调节性 T 细胞在促进混合嵌合体形成，诱导小
肠移植耐受过程中作用机制的研究  

杜峻峰   中国人民解放军北京军区总医院
2011-01/2013-12  

 

吲哚胺 2，3双加氧酶抑制移植排斥反应的作用
机制研究   

戴向晨 天津医科大学  2011-01/2013-12 

来自本文课题的更多信息--  
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浙江省科技计划项目(2009C33129)。 

作者贡献：第一作者进行实验设计，第三、四、五作者

进行实施，第二作者进行实验评估，资料收集为第一、四、五

作者，第一作者成文，第二作者审校，第一、二作者对文章负

责。 

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

本文特点：实验利用DNA分子两个末端的不同内切酶位

点，使外源DNA片段定向插入到载体分子中，进行定向重组，

同时对连接载体进行磷酸化处理，从而有效地限制了载体

DNA 分子的自身环化，降低非重组子的背景，减少筛选的繁

琐，提高重组的正确性。证实了扩增的热休克蛋白 72 cDNA

序列的准确性，同时掌握了其在真核细胞中表达的规律，从而

为进一步研究细胞外热休克蛋白 72的免疫功能，并为从内源

性配体介导的炎性应答通路来干预非感染性炎性疾病的研究

提供可能。 
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