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表达血型糖蛋 白 A 和带 3 蛋白膜段基因的

杆状病毒转移载体的构建
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摘要 用 RT
-

cP R 方法从 5K 62 细胞 中扩增了 41 0 帅 的血型糖蛋 白 A 基因
,

以含

有带 3 蛋 白全长基 因的质粒为模板扩增了 1
.

s kb 的带 3 蛋 白膜段基因
,

分别克隆到

哪D 18
一

T 载体上
,

筛选到阳性重组子 哪 1D 8
一

T
-

G p A 和哪 1D 8
一

T
一

B 3m
.

再将基因分别

亚克隆到杆状病毒转移载体 p lB ue B ac iH sB 中
,

随机筛选得到重 组病毒转移载体

p Bac G p A 和 p B ac B3m
,

为表达和进一步研 究血型糖蛋 白 A 和带 3 蛋 白的相互关系打

下基础
.

关键词 血型箱蛋白 A 带 3 蛋白 杆状病毒

血型糖蛋 白 A ( G PA )和带 3 蛋白是存在于红细胞膜上的 2 种重要的膜蛋 白质
,

两者分别

占红细胞膜蛋白质总量 的 25 % 〔’
,

2〕
.

近几年的研究表明
,

两者在结构与功能上具有密切的关

系〔3 一 5〕
.

带 3 蛋白由 2 个结构域组成
,

N
一

结构域位于细胞浆内
,

通过锚蛋白与细胞内的骨架蛋

白结合 ; C
一

结构域 14 次贯穿红细胞膜
,

是 c l一 H C街 交换 的活性场所
.

由 32 个氨基酸残基组

成的 C
一

末端的尾部
,

理论上应该游离于细胞浆 内
,

因为它主要 由亲水性氨基酸组成 [’]
.

但我

们的研究发现
,

虽然它有 2 个胰蛋 白酶的位点
,

但胰蛋白酶能够切断 N
一

末端却不能切断 C
一

末

端 s[,
6〕

.

同时也发现
,

一种新活性的蛋白酶可被带 3 蛋 白 c
一

末端激活
,

然后特异地切断血型糖

蛋白 A lL l s
一

5 1 19 肤键
.

因此我们推测
,

在红细胞膜的自然状态下
,

3 者在结构与功能上相互

影响
.

本研究构建了血型糖蛋白 A 和带 3 蛋白膜段 ( B 3m )基因的杆状病毒转移载体
,

为表达和

进一步研究两者的相互关系打下基础
.

1 材料和方法

1
.

I E污62 细胞的培养

5K 62 细胞系由中国农业科学院哈尔滨兽医研究所提供
.

将 5K 62 细胞培养于含 10 %小牛

血清的 RP M I 164 0 ( iG bc o) 培养基中
,

在 5% c仇
,

37 ℃条件下培养
.

待细胞总数达 1护 以上时
,

收获细胞
.

2《X旧一

12
一

11 收稿
,

2X() 1刀卜22 收修改稿
, 国家自然科学基金资助项 目 (批准号

: 399 7 02 9 1 )
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1
.

2 血型糖蛋 白 A R NA 的提取及反转录

收集增殖状态 5K 62 细胞 10 mL
,

以 1500 9 离心 10 而
n ,

按 irT olz R e腮e n t 使用说明书提取

NR A
.

20 汕 反转录体系中含约 0
.

1鸿 R NA
,

25 p l l l o l Gp A 下游引物 (序列为 5气GA以C叨℃T C-T

cG AG r 门T 创队 , 口 C从 c
一

3’)
,

72 ℃水浴 5 而 n ,

冰浴 5 而
n ,

依次加人 5 x
RT 缓冲液 4 汕

,

10

~
l / L dN’ I? 2 沙

,

1 nnU
0 F L DTT I 泌

,

NR as e l 匹
,

M
一

MVL RT I 汕
,一

37 ℃水浴 l h
,

反转录完

成后于 % ℃ 5 而
n 灭活反转录酶

.

1
.

3 血型糖蛋 白 A 墓因与带 3 蛋白膜段基因的扩增和克隆

根据已发表的血型糖蛋白 A 与带 3 蛋 白膜段基因序列
,

分别设计两对引物
,

血型搪蛋白

A 基因上游引物为 5’
一

TA GAG A明队 GA钱 ;TCACC ATCAA GT AC
一

3
` ,

下游引物为 5 气C A以C TT GT C T
,

GCAG r 门丁CT A叨叮C AAC
一

3’
.

以血型糖蛋 白 A 反转录产物为模板进行 CP R
,

按下列条件进行

95℃变性 5 而
n ,

94 ℃变性 30
5 ,

55 ℃退火 30
5 ,

72 ℃延伸 30
, ,

共进行 35 个循环
,

然后 72 ℃延伸

10 而 n
.

带 3 蛋 白膜段基 因上游引物为 5气 CGC (G ; ATCC AT J rA C CCCTATT
.

3
, ,

下 游引物为 5
` -

一 C c GA GAT CT C Cc cG cc C T CA cA c
一

3
, .

含带 3 基因的重组质粒 p RGB4 由加拿大阿尔伯塔大学生

化研究室 oJ
s e ph Cas ey 教授惠赠

.

以带 3 全长
C DN A 为模板进行 CP R

,

反应条件为
: 95 ℃变性 5

而
n ,

94 ℃变性 1 而
n ,

50 ℃退火 1 而 n ,

72 ℃延伸 2 而 n ,

共进行 35 个循环
,

然后 72 ℃延伸 10 而 n
.

代R 产物经电泳后在紫外灯下观察片段大小
.

上述 cP R 产物纯化后
,

直接连接至 p
MD 18

一

T 载

体上川
.

1
.

4 血型糖蛋白 A 和带 3 蛋白膜段基因亚克隆

1
.

4
.

1 杆状病毒转移载体的处理 纯化的杆状病毒转移载体 声lue B ac iH sB 用 丑哪 H l 酶切
、

纯化
,

去磷酸化后的载体溶于 irT
s 一 EDT 人溶液中

,

20 ℃保存备用
.

1
.

4
.

2 血型箱蛋白 A 墓因和带 3 蛋白膜段基因与转移载体的连接和鉴定 将已测序的阳性

质粒用 召咖 H 工酶切后
,

将血型糖蛋白
{
A

、

带 3 蛋白膜段基因片段与转移载体在 几 DN A 连接

酶催化的条件下进行连接反应
,

得 阳性重组子分别命名为 声` G pA 和 p B ac B3 m
.

提取质粒后

进行酶切鉴定和 CP R 鉴定
.

一 1
.

.4 3 阳性皿组杆状病毒转移载体的测序 采用杆状病毒转移载体通用引物进行测序
,

由大

连宝生物工程公司进行
.

测序用引物 J巧98 一 序列如下
: 5

` ~

A AA TG尤孙叭 C CATC TCGC
一

3
` .

2 结果和讨论

2
.

1 血型糖蛋白 A 基因转移载体的构建

血型糖蛋白 A 。 DN A RT
一

CP R 扩增结果见图 1
.

p B ac Gp A 重组质粒鉴定结果见图 2
.

以杆状病毒转移载体的测序通用引物
,

测定重组子 声二G pA 的序列
,

结果表明构建的

p
acB G以 转移载体阅读框架正确

.

2
.

2 带 3 蛋白膜段转移载体的构建

一 带 3蛋白膜段基因的 CP R 扩增结果见图 3
.

p B ac B3 m 重组子的鉴定见图 4
.

以杆状病毒转移载体通用测序引物 N 598 一 测定重组子 p B` B3 m 的序列
,

测序结果表明

构建的带 3 蛋白膜段基因转移载体阅读框架正确
.

自从 1983 年骊 ht 和 S u

lenrn
r
首次使用杆状病毒表达载体系统表达人 p

一

干扰素以来
,

因该

系统表达量高
,

后加工系统完备
,

使用安全而被人们所青睐
,

到 目前为止已表达了数百种生物
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图 1血型糖蛋白 A
。

D NA RT
,

CP R 扩增的琼脂

糖凝胶电泳结果

M
,

D N A 标准 ; 1
,

阴性对照 (无模板 ) ;2
,

3
,

血型糖蛋白

A c D N A RT
.

CP R 产物

图 2 p Ba c Gp A 重组质粒酶切及 cP R 鉴定

M l ,

D N ^ 标准 ( I 〕理以刀 )
; 1

,

代n 阴性对 照 (无模板 ) ; 2
,

重组质粒鉴定 CP ;R 3
,

重组 质粒酶切鉴定 ; 4
,

pM 1D 8
一

T

空质粒酶切对照 ;峡
,

D N A 标准 (入ND A iH dn m 十 石匕〕 R

I 酶切片段 )

2 0 0 0 —
7 5 0 —

0
1

0ùno
óUnóó日ù、曰

on
,̀内乙11

图 3 B3 m 基因 CP R 扩增的琼脂糖凝胶电泳结果 图 4 声 ac B3 m 重组质粒酶切及 cP R 鉴定

M
,

DN A 标准 ( D IZ X( X) ) ; 1
,

阴性对照 (无模板 ) ;2
,

3
,

带 3 M l ,

DNA 标准 ( I〕L公I旧 ) ; 1
,

P CR 阴性 对照 (无模板 ) ; 2
,

重

蛋白膜段基 因 cP R 产物 组质粒鉴定 PCR ; 3
,

重组质粒酶切鉴定 ; 4
,

p M1D 8
一

T 空质

粒酶切对照 ;映
,

D N A 标准 (功N A 肠 n d m + 凡刀 R 工酶切

片段 )

活性分子 〔8
, 9〕

.

杆状病毒转移载体的构建是实现杆状病毒表达外源基因的第一步
.

本研究所

用 的转移载体 PB ih eB ac iH s B 是一个表达融合蛋 白的转移载体
,

载体中包含 o cu 基因 5
`

端前导

序列
,

包含有转录信号和核糖体结合位点
,

在 AT G 下游含有编码 6 个组氨酸的核昔酸序列
,

连

接下游为肠激酶切割位点
,

在肠激酶切割位点下游为多克隆位点
.

我们将血型糖蛋 白 A 和带

3 蛋白膜段基 因插人到多克隆位点中的 刀口爪 H 工位点
,

通过序列分析显示插人的血型糖蛋 白

A 和带 3 蛋白膜段基 因序列与多角体蛋 白的读框相 吻合
.

构建 的重组转移载体 p B ac Gp A 和

p B ac B3 m 可用于杆状病毒转染实验
,

进而为在体外表达血型糖蛋 白 A 和带 3 蛋白以及研究两
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者在离子转运过程中的相互关系提供了有用的工具
.
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