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肺表面活性物质相关蛋白C真核表达载体的构建

及体外表达

崔晓光谭晶 李成儒 李文志

【摘要】 目的 克隆人肺表面活性物质相关蛋白C(SP—C)基因，构建真核表达载体pcDNA3．1(+)／

SP—C，并检测其在体外的表达，为SP—C的批量生产提供可靠的方法。方法提取肺癌手术患者病灶周围正常

肺组织总RNA，逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)技术获得SP—C cDNA序列。用Notl和XhoI内切酶双酶切

SP—C eDNA序列和质粒pcDNA3．1(+)，胶回收后体外连接。酶切和测序后，用脂质体包裹转染人乳腺癌细

胞株MCF一7，采用RT—PCR和蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测SP—C的表达。结果能够正确克隆

人SP—C基因并插入至质粒pcDNA3．1(+)中；重组质粒体外转染MCF一7细胞后可以表达SP—C蛋白。结论

采用体外重组技术，成功构建了人SP—C真核表达载体pcDNA3．1(十)／SP—C，并能在体外表达SP—C，为下一

步构建人SP—C乳腺特异表达载体，利用乳腺生物反应器大量生产SP—C奠定了基础。

【关键词】肺表面活性物质相关蛋白C； 真核表达载体； 克隆； 转染；MCF一7细胞
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[Abstract】 Objective To clone human pulmonary surfactant—associated protein C(SP—C)and

construct an eukaryote expression vector pcDNA3．1(+)／SP—C，and then tO examine the SP—C expression in

vitro。which may provide a reliable way of massive production of SP—C．Methods The total RNA of normal

lung tissue neighboring lung cancer from patients undergoing operation was extracted，and SP-C cDNA was

then obtained by reverse transcription—polymerase chain reaction(RT—PCR)．Both SP—C cDNA sequence and

plasmid pcDNA3．1(+)were digested with NotI and XhoI，then connected by T4 DNA ligase after recycling

agarose．After identification by restriction analysis and DNA sequencing，the recombinant was transfected

into human breast cancer MCF一7 cells by using 1ipofectin reagent．and then the expression of SP—C was

examined by RT—PCR and Western blotting．Results Human SP—C cDNA could be correctly cloned into the

plasmid pcDNA3．1(+)，and SP-C protein may be expressed in MCF-7 cells after transfection．Conclusion

By in vitro recombination，the eukaryote expression vector pcDNA3．1(+)／SP—C was successfully

constructed and expressed SP—C in vitro。which rendered preparation for the construction of specific

expression vector of human SP—C，and it laid the foundation of massive production of SP—C through mammary

gland bioreactor．

[Key words]Pulmonary surfactant-associated protein C； Eukaryote expression vector； Cloning；
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肺表面活性物质(PS)缺乏、功能障碍或灭活是

急性呼吸窘迫综合征(ARDS)的重要发病机制之

一[1]。外源性PS补充疗法是治疗ARDS的有效措

施[2。3]。目前，外源性PS主要从牛和猪肺脏经萃取和

透析方法提纯，但这样获得的PS缺乏肺表面活性

物质相关蛋白(SP)，主要是SP—C，且与人种属差异

大，产量有限，价格昂贵，故临床应用受限[4]。随着转
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·论著·

基因动物技术的飞速进步，利用动物乳腺生物反应

器得到SP，然后与二棕榈酰卵磷脂组成有效的外源

性PS已成为可能。本研究中用分子克隆技术获得

SP—C基因，并构建高效真核表达载体，为迸一步构

建SP—C乳腺特异表达载体，使用动物乳腺生物反

应器生产SP—C奠定了基础。

1材料与方法

1．1实验材料：正常人肺组织由哈尔滨医科大学附

属第二医院胸外科提供；pcDNA3．1(+)质粒、人乳

腺癌细胞株MCF一7和菌种DH5a均由黑龙江省麻

醉与危重病学研究重点实验室保存；高保真DNA

聚合酶Prirnestar HS Taq系列、T4 DNA连接酶和
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NotI、XhoI(日本Takara公司)；逆转录一聚合酶链反

应(RT—PCR)试剂盒(美国Promega公司)；总RNA

提取试剂TRIzol和脂质体LipofeetamineTM 2000

(美国Invitrogen公司)；琼脂糖凝胶纯化回收试剂

盒和质粒提取试剂盒(上海生物工程技术服务有限

公司)；RPMll640培养基(美国Hyelone公司)；

优级胎牛血清(杭州四季青公司)；OPTI—MEM培

养基(美国Gibico公司)；兔抗人SP—C单克隆抗体

(单抗，英国ABcam公司)；5一溴一4一氯一3一吲哚基磷

酸／四唑氮盐(BCIP／NBT)底物显色试剂盒(美国

Sigma公司)。

1．2实验方法：本研究得到医院伦理委员会批准，

获得患者或家属知情同意。

1．2．1 SP—C基因引物设计与合成：按GeneBank

中公布的人SP—C mRNA序列(NM 003018)，用

分子生物学软件Primer Premier 5．0设计引物。依

据真核表达质粒pcDNA3．1(+)的酶切位点图谱及

SP—C mRNA序列酶切位点分析图谱，在引物上下

游分别引入Notl酶切位点(GCGGCCGC)和XhoI

酶切位点(CTCGAG)及保护性碱基。SP—C上游引

物：5'-TTAGCGGCCGCACCTGCAGCAAGATGG

ATGT一37；下游引物：5'-TTACTCGAGCGGAGGC

GTCCTAGATGTAGT一3’；扩增产物大小594 bp。

p肌动蛋白(paetin)为内参照，上游引物：5'-CCC

AGCACAATGAAGATCAAGATCAT一37；下游引

物：57一ATCTGCTGGAAGGTGGACAGCGA一3’；扩

增产物大小101 bp。引物由美国Invitrogen公司合

成，并用变性聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)方式纯

化定量。

1．2．2肺组织总RNA提取及RT—PCR纯化：取肺

癌手术患者病灶周围正常肺组织，用TRIzol法提取

总RNA，琼脂糖凝胶电泳检测RNA的量及纯度。

按RT—PCR试剂盒说明书步骤操作。SP—C的RT

反应条件：42℃60 min，95℃5 min，4℃5 rain。

PCR反应条件：94℃变性5 min；94℃变性30 s，

55℃退火30 s，72℃延伸36 s，共30个循环；最后

72℃延伸10 min。p-actin PCR反应条件：94℃变性

5 min；94℃变性30 s，55℃退火30 s，72℃延伸

20 s，共25个循环；最后72℃延伸10 min。产物纯

化按琼脂糖凝胶纯化回收试剂盒说明书进行。

1．2．3 pcDNA3．1(+)／SP—C真核表达载体的构

建：建立酶切反应体系：35肛l质粒pcDNA3．1(+)、

35弘l SP-C胶纯化回收产物分别加入Nod 2．5弘l、

XhoI 2．5弘l、10X H缓冲液5肚l和0．1％牛血清白

蛋白(BSA)5 pl。反应体系为50 p1，37℃消化12 h。

向上述酶切产物加入1／10量的反应终止液以终止

反应。琼脂糖凝胶分离目的条带，琼脂糖凝胶纯化回

收试剂盒回收目的条带。建立下列连接反应体系；

SP—C片段16．5肛l、线性化的质粒pcDNA3．1(+)

5弘1、10×T4 DNA缓冲液2．5弘l和T4 DNA连接

酶1 pl。反应体系为25肛l，16℃连接12 h。构建完

成的pcDNA3．1(+)／SP—C真核表达载体转化至

DH5a菌株内，37℃孵箱培养12 h。鉴定阳性菌落，

抽提质粒进行双酶切鉴定和SP—C测序。

1．2．4 pcDNA3．1(+)／SP—C的体外表达

1．2．4．1 pcDNA3．1(+)／SP—C转染MCF一7细

胞：按照脂质体LipofectamineTM2000操作说明书

进行，分为pcDNA3．1(+)／SP—C转染组、空载体

pcDNA3．1(+)转染组和空白对照组。

1．2．4．2 RT—PCR检测SP—C的表达：转染48 h后

收集各组培养的MCF一7细胞(约5×106个／m1)，按

TRIzol试剂盒说明书步骤提取总RNA，并以其为

模板扩增SP—C cDNA和[3-actin(内参照)。

1．2．4．3蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检

测SP—C的表达：转染72 h后用磷酸盐缓冲液

(PBS)洗涤细胞，加入蛋白裂解液，离心取上清液，

测蛋白浓度。取蛋白加入等体积蛋白上样缓冲液，煮

沸、离心后取上清液，用十二烷基硫酸钠(SDS)一

PAGE分离蛋白，将蛋白转移至聚偏二氟乙烯

(PVDF)膜，脱脂奶粉液封闭。TBST缓冲液洗膜。

加入兔抗人SP—C一抗(1 l 1 ooo)和pactin一抗

(1：200)，4℃孵育。TBST缓冲液洗膜后加入碱性

磷酸酶标记的羊抗兔IgG二抗(1：500)和p-actin

二抗(1；500)孵育，洗膜显色。

2结果

2．1肺组织总RNA鉴定(图1)：琼脂糖凝胶电泳

检测可见28 s和18 s两条条带亮度清晰，5 s条带

较弱，未见DNA等大分子污染条带。紫外分光光度

计分析，A：。。／A：8。为1．952 0。

图1 琼脂糖凝胶电泳检测正常肺组织总RNA

2．2 RT—PCR扩增产物SP—C的鉴定(图2)：琼脂
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糖凝胶电泳检测所得目的条带在500 750 bp，符

合SP—C cDNA阅读框架的大小。

SP—C：肺表面活性物质相关蛋白C，M：Marker，

1：扩增产物SP—C，2：阴性对照，p-aetin：p肌动蛋白

圈2人正常肺组织SP—C基因的逆转录一聚合酶链反应产物

2．3重组质粒酶切鉴定(图3)：菌落PCR筛选出

阳性菌落，抽提质粒后进行NotI和XhoI双酶切，在

5 000 bp和500"-750 bp处得到两条条带，与质粒

pcDNA3．1(+)5 428 bp和SP—C 594 bp相符合。

SP-C：肺表面恬性物质相关蛋白C，M：Marker，1：重组

pcDNA3．1(+)／SP—C，2：重组peDNA3．1(+)／SP—C双酶切，

3：重组peDNA3．1(+)／SP—C单酶切(Notl)，4：质粒

pcDNA3．1(+)，5：重组pcDNA3．1(+)／SP—C菌落

圈3聚合酶链反应进行pcDNA3．1(+)／sP—C酶切鉴定

2．4重组质粒的测序(图4)：将阳性克隆送至美国

Invitrogen公司，采用双脱氧链末端终止法进行测

序，测序结果用生物学软件进行比对。结果显示，重

组质粒中插入基因长594 bp，为一开放阅读框架，

与GeneBank中公布的人SP—C cDNA序列完全相

符，说明本实验已正确获得SP—C基因。

SP—C：肺表面活性物质相关蛋白c

圈4双脱氧链末端终止法对SP—C的部分测序结果
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2．5 SP—C在MCF一7细胞中的表达(图5～6)：转

染48 h后，RT—PCR结果显示，pcDNA3．1(+)／

SP—C转染的细胞在500 750 bp处出现特异性条

带，而空载体pcDNA3．1(+)转染的和MCF一7细胞

未见条带。

SP—C：肺表面活性物质相关蛋白C，M：Marker，1：转染

peDNA3．1(+)／SP—C的MCF一7细胞，2、3：MCF一7细胞；

4：转染peDNA3．1(+)的MCF一7细胞．19-aetin：p肌动蛋白

圈5质粒转染MCF一7细胞的SP—c逆转录一聚合酶链反应鉴定

转染72 h后，Western blotting结果显示，

pcDNA3．1(+)／SP—C转染的细胞出现SP—C特异

条带(SP—C相对分子质量约为21 000)，空载体

pcDNA3．1(+)转染的和MCF一7细胞未见条带。

SP—C：肺表面活性物质相关蛋白C，M：Marker，1：转染

pcDNA3．1(+)的MCF一7细胞，2：MCF一7细胞，3、4：转染

pcDNA3．1(+)／SP—C的MCF一7细胞。p-aetin：8-肌动蛋白

圈6蛋白质免疫印迹{击鉴定SP—C蛋白

3讨论

PS通过SP起到降低肺泡表面张力，增加肺顺

应性，维持大小肺泡容积相对稳定，防止肺不张和肺

水肿的作用∞]。目前已知的4种SP(A、B、C和D)中

SP—B和SP—C是主要蛋白，其功能是促进磷脂分子

扩散，使磷脂快速吸附于气液界面成为单分子层，增

加单分子膜的稳定性，提高脂质复合物的表面活

性∞曲]。但是SP—B和SP—C为疏水性蛋白，大量提取

并应用于临床存在许多困难。本研究中利用分子生

物学技术首次构建SP—C真核表达载体，体外成功

表达SP—C。SP—C cDNA相对分子质量很小，当插入

基因碱基数目较少时有利于载体构建和表达。因此

本实验中首先选用SP—C作为目的基因，为以后构
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建SP—A、SP—B和SP．D真核表达载体奠定了基础。

获得目的基因的方法有多种，其中之一是通过

RT—PCR反应获得目的基因eDNA片段。采用这种

方法不但可以获得较完整的连续编码序列，而且片

段的碱基数目较少，容易在宿主细胞中表达[10|。本

研究中，人SP—C的mRNA序列已知，设计特异的

上、下游引物，经RT—PCR后获得大量cDNA片段。

设计时上游引物引入NotI酶切位点，下游引物引入

XhoI酶切位点，当用NotI和Xh01分别双酶切

SP—C和pcDNA3．1(+)后产生两个不同的黏性末

端，所以SP—C可定向插入至pcDNA3．1(+)中。本

研究中得到的SP—C碱基排列基本符合Kozak序

列，有利于表达载体的构建，转录和翻译效率很高。

本研究中选用的质粒pcDNA3．1(+)是目前常

用的真核表达载体[1卜12]。pcDNA3．1(+)含有表达

调控所需的许多元件，包括多克隆位点、真核表达启

动子巨细胞病毒(CMV)、终止信号、牛生长激素的

polyA(BGHpolyA)、真核表达抗性标志新霉素抗

性基因(neor)、原核复制子和原核选择性基因氨苄

青霉素抗性基因(Ampr)，其中CMV是一种强效的

启动子。此外，pcDNA3．1(+)还含有T7和SP6引

物序列，便于插入的外源基因测序。

将真核表达载体pcDNA3．1(+)／SP—C导人培

养的真核细胞内并且检测其瞬时表达情况，是验证

载体构建正确性的简单而有效的方法[1引。外源基因

导入受体细胞的两个关键点是穿过细胞膜屏障和防

止外源DNA降解。目前已有多种方法可将外源基

因导入受体细胞，如物理方法(电穿孔法)、化学方法

(脂质体介导法)和生物学方法(逆转录病毒载体

法)。本实验中采用的Lipofectamine7M2000阳离子

型脂质体进行转染，具有稳定性好、操作简便、高效

和易重复等优点。细胞对阳离子脂质体一DNA复合

物的摄取有胞饮转运和融合穿膜直接转运两种形

式。脂质体被用作载体，将各种DNA转入细菌、真

菌植物原生质和动物细胞，并可以在受体细胞内表

达。随着脂质体技术的不断进步，其毒性作用也在逐

渐降低。许多实验表明，脂质体本身对细胞或机体不

会产生明显的毒副作用n4|，因此，本实验中使用

LipofectamineTM2000阳离子型脂质体作为转染试

剂是安全可靠的。

综上所述，按本研究的方法可成功构建SP—C

的真核表达载体，并且在真核细胞内能高效表达

SP—C蛋白。我们下一步即将开展的工作是将山羊

p酪蛋白调控序列插入至pcDNA3j 1(+)／SP—C

中，构建乳腺特异表达载体，再通过动物乳腺生物反

应器生产SP—C，为临床治疗ARDS提供保障。
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