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人 Tim-3基因真核表达载体的构建及表达
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摘要 目的：为了构建可在真核细胞中高效表达人 Tim-3（hTim-3）的真核表达质粒,以便用于 hTim-3肿瘤免疫治疗研究。方法：取
健康人外周血的单个核细胞，用高保真聚合酶扩增 hTim-3基因，先进行 hTim-3基因的亚克隆，用 BglⅡ和 SalⅠ限制性内切酶切
下带有酶切位点的 hTim-3基因，最终构建 hTim-3基因的真核表达质粒 pEGFP-N1-hTim-3。用脂质体方法转染质粒至肝癌细胞
SMMC7721和巨噬细胞 U937中。48h后荧光显微镜观察转染细胞绿色荧光表达情况，初步判断转染效率。结果：酶切和测序鉴定
证实目的基因 hTim-3正确插入到真核表达载体 pEGFP-N1中，转染肝癌细胞 SMMC7721和巨噬细胞 U937后，在荧光显微镜下
观察到绿色荧光蛋白的表达。结论：成功构建了可在真核细胞中高效表达 hTim-3基因的真核表达质粒 pEGFP-N1-hTim-3，为进
一步研究 hTim-3的肿瘤免疫治疗奠定了基础。
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ABSTRACT Objective: To construct eukaryotic expression plasmids which can efficiently expressHuman TIM-3 Gene in eukaryotic

cells for the research of tumor immunology. Methods: The hTim-3 cDNA was particularly amplified with primers from the total RNA of
the PBMC of the health person and then cloned to the vector pGEM-T. The pGEM-T-hTim-3 recombinant plasmid was purified and di-
gested with BglⅡand SalⅠ, then the hTim-3 was inserted into the BglⅡand SalⅠsites of the eukaryotic expression plasmid pEGFP-N1.
Use the method of lipofectine to transfect the plasmid into the SMMC7721 cell and macrophage U937. Observe the expression of GFP
under the fluorescence microscope 48 hours later to detect the hTim-3 expression. Results: Digestion and sequencing demonstrate that
pEGFP-N1-hTim-3 recombinant plasmid was successfully constructed. The expression of GFP in pEGFP-N1-hTim-3 transfected hepato-
carcinoma cell SMMC7721 and macrophage U937 was observed and located at the membrane of the cell. It was consistent with thta the
hTim-3 was the type I membrane protein and demonstrated that the fusion gene could be effectively translated. Conclusion: We have suc-
cessfully constructed pEGFP-N1-hTim-3 eukaryotic expression plasmid. The newly constructed recombinant vector is useful for fol-
low-up identification of the function of hTim-3 protein in different cells, and it lays the foundation for the follow-up tumor immunology
research.
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前言

Tim是一个在进化中保守的家族。到目前为止，已在小鼠
和大鼠、猴及人类中得以鉴定。现已在小鼠中鉴定了 8个 Tim
基因，位于第 11号染色体上 11B1.1，包括编码 4个蛋白 Tim
(1~4)和 4个假想蛋白 Tim(5~8)；而在人类鉴定了 3个 Tim基
因 (Tim-1、Tim-3和 Tim-4)位于第 5号染色体上 5q33.2[1]。其中

Tim-3是终末分化的 Th1细胞表面标志，不表达于初始 T细
胞、B细胞。但近年研究表明 Tim-3除了在 Th1细胞上表达外，
还在 Th17细胞、Treg、单核巨噬细胞、NK细胞、树突状细胞、肥
大细胞和某些肿瘤细胞上表达[2-7]。Tim-3与 Tim-3L（galectin-9）
结合能下调 Th1 型免疫应答[8]，许多研究已证实[9,10,11]，在许多

Th1反应异常的自身免疫反应及病原体感染引起的慢性炎症
性 疾 病 中 存 在 着 Tim-3/Tim-3L 信 号 通 路 的 异 常 。
Sánchez-Fueyo等[10]研究还发现，阻断 Tim-3通路可阻止移植
耐受和外周耐受的形成。这些都提示 Tim-3除了调节 Th免
疫反应外可能还具有多种生物学作用，但是其确切作用尚不清

楚。我们推测 Tim-3可以通过调节 Th1细胞反应，从而调节肿
瘤免疫。为进一步探索 hTim-3在肿瘤基因治疗中的作用，我们
构建了 hTim-3基因的真核表达载体，为今后研究提供材料。

1 材料与方法
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1.1 细菌、载体及细胞株
大肠杆菌 DH5α菌株为南昌大学第一附属医院消化研究
所保存菌种；pGEM-T载体向 Promega公司购买；真核表达质
粒 pEGFP-N1载体由华中科技大学同济医学院免疫系惠赠；肝
癌细胞株 SMMC7721由南昌大学第一附属医院消化研究所保
存，巨噬细胞株 U937购买自中国科学院细胞库，培养于含
10%胎牛血清的 DMEM培养基，培养条件为 5% CO2、37℃。
1.2 主要试剂
限制性内切酶 BglⅡ和 SalⅠ、pfuDNA 聚合酶、X-Gal 和

IPTG 均购自美国 Fermentas 公司；T4 DNA 连接酶和 Wiz-
ardTM SV Gel and PCR Clean-Up System 均购自美国 Promega
公司；无血清高糖型 DMEM细胞培养基购自美国 GIBCO公
司；胎牛血清购自杭州四季青公司。
1.3 引物设计
根据 GenBank hTim-3 利用 Primer Premier 5 软件设计带
有特定限制性内切酶的正义和反义引物。引物设计原则：Tim-3
正义引物的限制性内切酶位点须置于起始密码 ATG前，而反
义引物的限制性内切酶位点须置于终止密码部位并能将终止

密码删除，以保证 hTim-3基因能正确完整地表达且不影响其
后的 GFP基因的正确表达。PCR扩增 Tim-3上游引物 GGTC-
GACCTTGGCATTGCAAAGCGACGA，下游引物 CAGATCT-
GCCACCATGTTTTCACATCTTCCC，上下游引物分别加入
BglⅡ和 SalⅠ限制性内切酶切位点，引物由上海生工生物有限
公司合成。
1.4 人外周血单核细胞（PMBC）中 Tim-3的提取
无菌抽取健康人静脉血 4ml，肝素抗凝，应用淋巴细胞分
离液常规分离单个核细胞，按常规用 TRIzol试剂盒提取细胞
总 RNA,测含量后用逆转录酶逆转录成 cDNA。cDNA为模板
用高保真 pfu酶进行聚合酶链反应扩增，聚合酶链反应条件为
94℃2 min，94℃45s，60℃45s，72℃1.5min，30 个循环。72℃10
min 取出 PCR 试管，加入 Taq 聚合酶 2μl 72 ℃继续延伸
30min。产物进行琼脂糖凝胶电泳鉴定，按照WizardTM SV Gel
and PCR Clean-Up System回收试剂盒回收已鉴定正确的电泳
条带。
1.5 亚克隆载体的构建
把带有 A尾的 PCR产物用 T4连接酶连接到 pGEM-T载
体上，连接产物转化进感受态大肠杆菌 DH5α，菌液涂布在含
Amp、X-gal 和 IPTG 的 LB 固体培养基上，37℃培养 16～24h
出现蓝白斑菌落，挑取白斑单克隆菌落放入含 Amp的 LB液
体培养基中摇菌，提取质粒，PCR、酶切和测序鉴定是否为
hTim-3基因。
1.6 真核表达载体 pEGFP-N1-Tim-3的构建
双酶切后的表达载体和从 pGEM-T-hTim-3重组质粒中双

酶切下的 hTim-3基因用 T4连接酶连接过夜，载体与目的基因
的摩尔比为 1∶3，连接后转化进感受态大肠杆菌 DH5α，菌液
涂布在含卡那霉素的 LB固体培养基上，培养 16～24h出现单
克隆菌，挑取单克隆菌，在含卡那霉素的 LB液体培养基中扩
增大肠杆菌，提取质粒，最后 PCR、酶切和测序鉴定是否为
hTim-3基因。

1.7 重组质粒的表达鉴定
pEGFP-N1-hTim-3真核表达质粒溶液和脂质体溶液孵育
后转染至肝癌细胞 SMMC7721和巨噬细胞 U937中。48h后荧
光显微镜下观察质粒转染细胞绿色荧光表达情况，判断转染效

率。

2 结果

2.1 反转录 -聚合酶链反应扩增 hTim-3基因结果

2.2 重组载体 pGEM-T-hTim-3的酶切鉴定
2.3 重组表达载体 pEGFP-N1-hTim-3的酶切鉴定
2.4 重组表达质粒的测序鉴定结果
2.5 荧光显微镜观察绿色荧光蛋白在肝癌细胞 SMMC7721和

图 1 PCR扩增健康人外周血单个核细胞
A：PCR扩增 hTim-3基因产物

B：DNAMarker

Fig.1 Amplification of hTim-3 from the PBMC of normal volunteer by the

RT-PCR

A: hTim-3

B: DNA Marker

图 2 酶切 pGEM-T-hTim-3融合质粒
A：DNAMarker

BC：SalⅠ和 BglⅡ双酶切结果
Fig.2 Identification of recombinant pGEM-T-hTim-3 plasmid.

A: DNA Marker

BC: SalⅠand BglⅡ analysis of pGEM-T-hTim-3
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图 3 pEGFP-N1-hTim-3双酶切电泳图
A：DNAMarker

BCD：SalⅠ和 BglⅡ双酶切结果
Fig.3 Identification of recombinant pEGFP-N1-hTim-3 plasmid

A: DNA Marker

BCD: SalⅠand BglⅡ analysis of pEGFP-N1-hTim-3

巨噬细胞 U937中的表达和细胞定位

3 讨论

Tim-3主要在分化成熟的 Th1细胞表达，Tim-3与其配体
Galectin-9共同组成 Tim-3/ Galectin-9通路，对 Th1免疫反应
进行负性调控 [12]。但近年来研究表明它也在非 Th1细胞上表
达，发挥着不同的生物学效应。Nagahara[13]等研究表明在树突状
细胞和 CD8+ T细胞上表达的 Tim-3与其配体 Galectin-9作用
后产生的不是免疫负性调控作用，而是增强它们的抗肿瘤免疫

活性。Anderson等[14]研究发现 Tim-3在固有免疫细胞上的表达
可与 TLR起协同作用，起免疫促进作用。Wiener等 [15] 发现

Tim-3在黑色素瘤细胞上的表达，可降低肿瘤细胞的黏附能
力，有利于肿瘤一生存和转移。前面已述及 Tim-3还可作为配
体进行信号逆向传递，发挥不同的生物学效应，并且在不同亚

型的巨噬细胞中表达有差异，其所产生的效应也所不同。因此，
到目前为止对 hTim-3功能的了解还非常有限，它的许多功能
及作用机制尚未阐明，有待进一步研究探讨。我们的研究表明
所构建的 pEGFP-N1-hTim-3真核表达质粒可成功的在人肝癌
细胞 SMMC7721和人巨噬细胞 U937中表达，将该重组质粒转
染到人肝癌细胞 SMMC7721和人巨噬细胞 U937后，在荧光显
微镜下可看到载体上带有的 GFP基因顺利表达，且具有细胞
膜蛋白的定位，符合 hTim-3蛋白为跨膜蛋白的特性，这更加说
明了我们插入的 hTim-3基因能够在肝癌细胞 SMMC7721和
人巨噬细胞 U937中顺利表达。总之，pEGFP-N1-hTim-3真核
表达质粒构建成功，并且在两种真核细胞中表达，说明其可用

性。为后续研究 hTim-3对肿瘤免疫和巨噬细胞活性调节作用，
及以 hTim-3为靶点治疗疾病奠定基础。
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