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　 　 【摘要】 　 目的　 构建 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ 真核表达载体，并检测其在 ＴＨＰ⁃１ 细胞中的表达情况。 方法　 从人

ＰＢＭＣｓ 中提取总 ＲＮＡ，利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 技术扩增出 ＩＬ⁃３７ｂ 基因编码区序列，克隆至 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ 真核表达载体，将构

建的重组质粒 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ 转染到 ＴＨＰ⁃１ 细胞中，通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＩＬ⁃３７ 的表达。 结果　 双

酶切及基因测序结果显示 ＩＬ⁃３７ｂ 基因正确插入真核表达载体 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ 中；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示转

染 ＴＨＰ⁃１ 细胞后，ＩＬ⁃３７ 表达水平明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 成功构建了新型抗炎因子 ＩＬ⁃３７ 真核表达载体 ｐＥＧ⁃
ＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ，为进一步研究 ＩＬ⁃３７ 功能及与相关疾病的关系奠定基础。
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　 　 ＩＬ⁃３７ 作为 ＩＬ⁃１ 家族 １１ 个成员之一，最初是由

Ｋｕｍａｒ 等［１］于 ２０００ 年利用计算机进行生物信息学

分析时发现的，并命名为 ＩＬ⁃１Ｈ４。 后由 Ｄｕｎｎ 等［２］

于 ２００１ 年命名为 ＩＬ⁃１Ｆ７。 ２０１０ 年，Ｎｏｌｄ 等［３］ 正式

将 ＩＬ⁃１Ｆ７ 更名为 ＩＬ⁃３７。 ＩＬ⁃３７ 基因位于人类第二

号染色体上，共有五种不同的剪切亚型，即 ＩＬ⁃３７ａ ～
ｅ，其中 ＩＬ⁃３７ｂ 是五种亚型中分子量最大的一

个［４， ５］。 ＩＬ⁃３７ 具有广泛的炎症抑制作用，可抑制外

周血单个核细胞、树突状细胞、巨噬细胞及上皮细胞

等细胞炎症因子的产生［３， ６］，另外在感染性休克、系
统性红斑狼疮、炎症性肠病、肝损伤、肝癌等疾病中

发挥重要作用［３， ７⁃１０］。 本实验利用基因工程相关技

术，从人外周血单个核细胞中成功克隆出 ＩＬ⁃３７ｂ 全

长编码区序列，并构建了其真核表达载体，且成功在

ＴＨＰ⁃１ 细胞中实现了过表达，为进一步研究 ＩＬ⁃３７
的生物学功能奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 血液标本

５ ｍＬ 人外周血由本实验室课题组成员提供。
１􀆰 １􀆰 ２　 质粒、菌株及细胞

ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ 质粒、ＴＨＰ⁃１ 细胞由本实验室保存；
转化态 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α 购自康为世纪。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂

淋巴细胞分离液、ＬＰＳ 购自 Ｓｉｇｍａ；Ｐｆｕ ＤＮＡ 聚合

酶、质粒抽提试剂盒、胶回收及 ＤＮＡ 产物纯化试剂盒

购自康为世纪；限制性内切酶 ＢａｍＨＩ 及 ＥｃｏＲＩ、Ｔ４
ＤＮＡ 连接酶购自 ＮＥＢ；反转录试剂盒、ＳＹＢＲ􀳏 Ｇｒｅｅｎ
荧光定量试剂盒购自 ＴａＫａＲａ；ＴＲＩｚｏｌ 试剂购自 Ｉｎ⁃
ｖｉｔｒｏｇｅｎ；ＩＬ⁃３７ 单克隆抗体购自 Ａｂｃａｍ（ ａｂ５７１８７）；
ＧＡＰＤＨ 单克隆抗体购自 ＣＳＴ（Ｄ１６Ｈ１１）；胎牛血清、
ＲＰＭＩ１６４０ 及 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培养基购自 Ｇｉｂｃｏ；Ｅｎｔｒａｎ⁃
ｓｔｅｒＴＭ⁃Ｄ４０００ 转染试剂购自 Ｅｎｇｒｅｅｎ。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 总 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成

分离健康人新鲜外周血单个核细胞于含 １０％
ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基中，加入 １ μｇ ／ ｍＬ 刺激浓

度的 ＬＰＳ，置于 ３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ，收
集细胞。 用 ＴＲＩｚｏｌ 法对所收集的细胞进行总 ＲＮＡ
提取，用反转录试剂盒进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 合成 ｃＤＮＡ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 目的基因的扩增

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＩＬ⁃３７ｂ（ＮＭ＿０１４４３９􀆰 ３）的序

列分别设计用于扩增 ＣＤｓ 全长（６６０ ｂｐ）的上下游

引物，上游： ５′⁃ＴＣＧＡＡＴＴＣＴＴＧＡＡＡＡＴＧＴＣＣＴＴＴＧＴ⁃
ＧＧＧＧ Ｇ⁃３′， 下 游： ５′⁃ＡＡＧＧＡＴＣＣＡＴＡＴＣＧＣＴＧＡＣ⁃
ＣＴＣＡＣＴＧＧＧＧＣＴ⁃３′（下划线分别为 ＥｃｏＲＩ 和 ＢａｍＨＩ
酶切位点）。 以合成的 ｃＤＮＡ 为模板，用上述引物及

Ｐｆｕ ＤＮＡ 聚合酶进行 ＰＣＲ 扩增，反应条件如下［１１］：
９４℃预变性 ２ ｍｉｎ、９４℃ 变性 ３０ ｓ、６０℃ 退火 ３０ ｓ、
７２℃延伸 ６０ ｓ，共 ３５ 个循环，最后 ７２℃ 终延伸 ５
ｍｉｎ。 ＰＣＲ 扩增产物经 １％ 琼脂糖凝胶电泳分析回

收纯化。
１􀆰 ２􀆰 ３　 真核表达载体 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ 的构建

用限制性内切酶 ＥｃｏＲＩ 和 ＢａｍＨＩ 分别对回收

的 ＰＣＲ 产物和 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ 空载体进行 ３７℃双酶切

过夜，酶切产物经琼脂糖凝胶电泳分析回收纯化后，
在 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶作用下 １６℃连接过夜。 将连接产

物转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞，转化液涂布

于含卡那霉素的 ＬＢ 平板上，３７℃培养过夜，次日随

机挑取 ８ 个平板上单克隆菌落进行菌落 ＰＣＲ，筛选

阳性单克隆菌落扩增提取质粒，进一步对质粒进行

双酶切及测序鉴定。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＴＨＰ⁃１ 细胞的培养及转染

复苏 ＴＨＰ⁃１ 细胞于含 １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ１６４０ 培

养基中，置于 ３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ，次
日换液，之后每隔 ３ ～ ４ ｄ 进行传代培养，待细胞密

度至 ７０％ 左右时，按照 ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ⁃Ｄ４０００ 转染说

明书操作，培养 ７２ ｈ 后，给予 １ μｇ ／ ｍＬ 的 ＬＰＳ 刺激

细胞，继续培养 ８ ｈ，离心收集细胞。
１􀆰 ２􀆰 ５　 重组质粒在 ＴＨＰ⁃１ 细胞中的表达及检测

分别提取 ＴＨＰ⁃１ 细胞总 ＲＮＡ 和总蛋白，采用

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测转染前后 ＴＨＰ⁃１
细胞中 ＩＬ⁃３７ ｍＲＮＡ 和蛋白水平的变化。 相关引物

序列见表 １。
１􀆰 ２􀆰 ６　 统计分析

实验数据采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 进行统计学分析，以 􀭰ｘ
± ｓ 表示，组间比较采用 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异

有统计学意义，图表采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０ 软件

进行绘制分析。

２　 结果

２􀆰 １　 ＩＬ⁃３７ｂ 基因扩增产物的鉴定

ＩＬ⁃３７ｂ 基因 ＰＣＲ 产物经 １％ 琼脂糖凝胶电泳

后，可见两条略小于 ７００ ｂｐ 且大小相近的一明一暗

条带（见图 １），大小与预期相符。

９６２
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　 　 表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增引物

　 　 Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
基因 引物序列 产物长度 ／ ｂｐ

Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ

ＩＬ⁃３７ｂ
Ｆｏｒｗａｒｄ： ５’⁃ＣＴＴＡＧＡＡＧＡＣＣＣＧＧＣＴＧＧＡＡＧ⁃３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ： ５’⁃ＧＴＣＣＡＧＧＡＣＣＡＧＴＡＣＴＴＴＧＴＧＡ⁃３’

１４５

ＧＡＰＤＨ
Ｆｏｒｗａｒｄ： ５’⁃ＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧＧＧ⁃３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ： ５’⁃ＴＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧ⁃３’

２１６

注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲ 产物。

　 　 图 １　 ＩＬ⁃３７ｂ 基因 ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电泳

Ｎｏｔｅ． Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ； １： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ．

　 　 Ｆｉｇ． １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＩＬ⁃３７ｂ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ．

２􀆰 ２　 重组质粒的鉴定

重组质粒单克隆菌落 ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电

泳显示，８ 号菌落在略小于 ７５０ ｂｐ 处有一明亮的

特异性条带（见图 ２），对其进行增菌提取质粒，进
一步双酶切（ＥｃｏＲＩ ／ ＢａｍＨＩ），产物琼脂糖凝胶电

泳显示，可见约 ４７００ ｂｐ 的载体片段和 ６６０ ｂｐ 左

右的目的基因片段（见图 ３），大小与预期相符。
ＤＮＡ 测序结果显示，构建的重组质粒 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／
ＩＬ⁃３７ｂ 中含有 ＩＬ⁃３７ｂ 的全长序列（６６０ ｂｐ），Ｂｌａｓｔ
同源性分析显示，与 ＧｅｎＢａｎｋ 中登录的 ＩＬ⁃３７ｂ
（ＮＭ＿０１４４３９􀆰 ３）序列相比，发现有两处碱基存在

差异，即 Ｇ ／ Ｔ 和 Ａ ／ Ｇ（见图 ４），经查证是单核苷酸

多态性（ＳＮＰ）。
２􀆰 ３　 ＩＬ⁃３７ｂ 在 ＴＨＰ⁃１ 细胞中的表达

重组质粒 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ 转染 ＴＨＰ⁃１ 细胞

后，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测结果显示（见图 ５），ＩＬ⁃３７ｂ 表达较

对照组明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且给予 ＬＰＳ 刺激后，差
异有显著性（Ｐ ＜０􀆰 ００１）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示

（见图６），在５０ ×１０３左右处可见特异性条带，与预期

结果相符；对条带进行光密度量化分析结果显示，ＩＬ⁃
３７ 表达转染组较对照组明显升高（Ｐ ＜０􀆰 ０１）。

注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；ａ ～ ｂ：阴性克隆菌落 ＰＣＲ 产物；
１ ～ ８：阳性克隆菌落 ＰＣＲ 产物。

　 　 图 ２　 菌落 ＰＣＲ 琼脂糖凝胶电泳

Ｎｏｔｅ． Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ； ａ ～ ｂ： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；
１ ～ ８： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ．

　 　 Ｆｉｇ． ２　 ＰＣＲ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｌｏｎｉｅｓ

注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：阴性对照；
２：ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ 双酶切产物。

　 　 图 ３　 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ 双酶切

产物琼脂糖凝胶电泳

Ｎｏｔｅ． Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ２： Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ．

　 　 Ｆｉｇ． ３　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ．

３　 讨论

ＩＬ⁃１ 超家族共有 １１ 个成员，绝大多数是促炎性

细胞因子，其中 ７ 个为激动剂（ＩＬ⁃１α、１Ｌ⁃１β、ＩＬ⁃１８、
ＩＬ⁃３３、ＩＬ⁃３６α、ＩＬ⁃３６β、ＩＬ⁃３６γ），２ 个为天然的受体拮

０７２
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　 　 图 ４　 ＤＮＡ 序列比对分析部分结果

　 　 Ｆｉｇ． ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ．

抗剂（ＩＬ⁃１Ｒａ、ＩＬ⁃３６Ｒａ）。 ＩＬ⁃３７ 作为第 ７ 个成员，是
一种天然的免疫抑制物，ＩＬ⁃３７ 作为一种天然的免疫

抑制物，可由 ＴＬＲｓ 配体以及一些促炎性细胞因子

（ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＩＦＮ⁃γ 等）刺激的人外周血单个核细

胞（ＰＢＭＣｓ）、树突状细胞（ＤＣｓ）诱导产生，能够抑制

多种炎症因子的表达。 ＩＬ⁃３７ 基因共有 ６ 个外显子，
通过不同的剪切，形成 ５ 个剪切亚型（ＩＬ⁃３７ａ⁃ｅ），但是

不同的剪切亚型具有组织特异性，如 ＩＬ⁃３７ａ、ｂ、ｃ 主要

表达于淋巴结、胸腺、骨髓、肺、睾丸、胎盘、子宫、皮
肤、结肠、ＮＫ 细胞、单核细胞、角蛋白细胞和受刺激的

Ｂ 细胞中，而 ＩＬ⁃３７ｄ、ｅ 只表达与骨髓和睾丸中；大脑

中仅表达 ＩＬ⁃３７ａ，肾脏中仅表达 ＩＬ⁃３７ｂ，心脏中仅表

达 ＩＬ⁃３７ｃ［４］。 值得一提的是，ＩＬ⁃３７ 是目前鼠科同系

物中唯一没有发现的 ＩＬ⁃１ 家族成员［１２］。

注：转染组与空转组相比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

　 　 图 ６　 ＴＨＰ⁃１ 细胞中 ＩＬ⁃３７ 蛋白水平的表达

Ｎｏｔｅ． Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ （ ｌｅｆｔ） ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ｒｉｇｈｔ）

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｆｏｒ ＩＬ⁃３７ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｓ． ｍｏｃｋ⁃ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ．

　 　 Ｆｉｇ． ６　 ＩＬ⁃３７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ

ＩＬ⁃３７ｂ 是五种亚型中分子量最大的一个，包含

除 ３ 号外显子以外的其他 ５ 个外显子［４， ５］，且 １ 号

外显子可编码 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 酶切位点，ＩＬ⁃３７ｂ 前体经

注：转染组与空转组相比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

　 　 图 ５　 ＴＨＰ⁃１ 细胞中 ＩＬ⁃３７ｂ 基因 ｍＲＮＡ 水平的表达

Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｆｏｒ ＩＬ⁃３７ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｓ．
ｍｏｃｋ⁃ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ．

　 　 Ｆｉｇ． ５　 ＩＬ⁃３７ｂ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ

１７２
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ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 切割活化后进入细胞核内参与转录调控，
实验结果也证实在 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 催化活性缺失后，ＩＬ⁃
３７ｂ 的入核能力丧失，同时其炎症抑制作用下

降［１３］。 然而，入核参与转录调控并不是 ＩＬ⁃３７ 发挥

负向调节作用的唯一方式。 研究者发现重组 ＩＬ⁃３７
能够有效抑制脂多糖（ＬＰＳ）引起的 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１α 的

产生，以及胞内蛋白激酶 ＪＮＫ、ＭＡＰＫ（ｐ３８）、ＥＲＫ 的

磷酸化，从而实现抑制炎症信号的传导，由此证明分

泌到胞外的 ＩＬ⁃３７ 也具有抑制炎症的作用［１４］。 此外

ＩＬ⁃３７ 还可通过与 ＩＬ⁃１８Ｒα 结合，进一步募集 ＩＬ⁃
１Ｒ８，形成一个三聚体装配在细胞表面，抑制 ＬＰＳ 与

其受体 ＴＬＲ４ 的结合，从而抑制炎症反应［１５］。 在免

疫调节方面，ＩＬ⁃３７ 可抑制树突状细胞的成熟，使其

维持在半成熟状态，从而不能有效地发挥其在免疫

应答中捕获、处理和呈递抗原的作用，抑制免疫系统

识别并且靶标新抗原的能力［６］。
一些动物实验已经证实，ＩＬ⁃３７ 在疾病的进展中，

起到保护作用，如在脂多糖（ＬＰＳ）诱导的感染性休

克、葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）诱导的结肠炎、刀豆素 Ａ
（ＣｏｎＡ）诱导的肝炎、烟曲霉菌诱导的肺部真菌感染

中，发现 ＩＬ⁃３７ 转基因小鼠的全身炎症反应、局部器官

组织的损伤程度较野生对照小鼠减轻、炎症因子的产

生减少［３， ８， ９， １６］。 另外一些来源于临床样本的研究结

果分析显示［１７］，不同的炎症性疾病及自身免疫性疾

病中，ＩＬ⁃３７ 的表达有不同程度的上调或下调。
基于 ＩＬ⁃３７ 潜在的临床应用价值，本实验室从

ＬＰＳ 刺激的 ＰＢＭＣｓ 中成功克隆出大 ＩＬ⁃３７ｂ 全长序

列，通过琼脂糖凝胶电泳，发现在略小于 ７００ ｂｐ 处

有上下两条大小相近的一明一暗条带，根据文献报

道［４］，ＰＢＭＣｓ 中可表达 ＩＬ⁃３７ｂ 和 ＩＬ⁃３７ｃ 两种剪切亚

型，因此我们考虑明亮且分子量稍大的条带为 ＩＬ⁃
３７ｂ，而另一条灰暗且分子量略小的为 ＩＬ⁃３７ｃ。 对

ＩＬ⁃３７ｂ 进行胶回收及后续实验，将 ＩＬ⁃３７ｂ 编码区全

长序列克隆入真核表达载体 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１，该载体含

有 ＳＶ４０ 和 ＣＭＶ 启动子及绿色荧光蛋白 ＧＦＰ，具有

稳定表达、利于检测基因转染效率等优点。 经酶切

及测序鉴定，发现与 ＧｅｎＢａｎｋ 中登录的 ＩＬ⁃３７ｂ（ＮＭ
＿０１４４３９􀆰 ３） 序列有两处碱基存在差异，即 ＧＧＡ ／
ＧＴＡ（甘氨酸 ／缬氨酸）和 ＡＣＣ ／ ＧＣＣ（苏氨酸 ／丙氨

酸），经查证均为该基因的两处单核苷酸多态性

（ＳＮＰ：ｒｓ３８１１０４６ 和 ｒｓ３８１１０４７）。 进一步转染 ＴＨＰ⁃１
细胞，检测到无论是否给与 ＬＰＳ 刺激，ＩＬ⁃３７ 表达均

显著升高，成功地实现了其在 ＴＨＰ⁃１ 细胞中的过表

达，为后续研究 ＩＬ⁃３７ 与其他免疫调节细胞因子相

互作用的分子机制及与相关疾病的关系奠定基础。
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