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卡氏肺孢子菌主要表面糖蛋白上游保守序列基因microRNA 

表达载体的构建和鉴定 

梅 林，姚云清，朱艳玲，骆晓练，李文桂，陈雅棠 

(重庆医科大学附属第一医院感染科，重庆 400016) 

【摘 要1目的：构建和鉴定卡氏肺孢子菌(Pneumocystis carinii，PC)主要表面糖蛋白(Major surface glycoprotein，MSG)表达调控基 

因上游保守序列(Upstream conserved sequence，UCS)的 microRNA表达载体，并在体外转染到 Pc中观察其对 Pc的抑制作用。方 

法：设计并人工合成针对 PC MSG—UCS基因的 1对 microRNA序列并定向克隆到表达载体 pcDNA TM6．2一GW／EmGFPmiR上 ，序 

列正确的载体用脂质体转染 Pc细胞，RT—PCR检测其对 PC MSG—UCS基因的抑制作用，扫描电镜观察 Pc的超微结构变化。结 

果 ：凝胶电泳和测序鉴定得到的产物与预期的目的基因一致 ，其在 mRNA水平能明显抑制 Pc的表达并能破坏 Pc的超微结 

构。结论：PC MSG—UCS基因的 microRNA表达载体 pPC—UCSm构建成功，并能在体外抑制 Pc的表达。 
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Construction and identification of plasmid vector of microRNA On pneumocystis 

carinii major surface glycoprotein gene’S upstream consemed sequence 
MEILin．et al 

(Department ofInfection Disease，the First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To constructive and identify plasmid vector of microRNA on pneumoeystis carinii(PC)major surface glycoprotein 

(MSG)gen’s upstream conserved sequence(UCS)，then we researched its effect after the recombinant plasmid was transfected into PC． 

Methods：microRNA oligonucleotides targeting PC MSG—UCS gene were chemically synthesized and inserted into plasmid veetor pcDNA? 

6．2一GW／EmGFPmiR after annealing．then the recombinant plasmid was transfected into PC by liposome in vitro．The PC MSG—UCS 

mRNA expression was detected by RT—PCR and the fine structure of PC was observed by electronmicroscope．Results：Gel electrophoresis 

and DNA sequencing showed that the recombinant plasmid containing the correct and full microRNA oligonucleotide，and it could knock 

down the expression of mRNA in PC in vitro，it could also destroy PC．Conclusion：The microRNA plasmid，pPC-UCSm，was constructed 

successfully，and it could knock down the expression of PC in vitro． 
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作为((Science))评出的2002年十大科学成就之首一RNA 

干扰(RNA Interference，RNAi)已成为分子生物学和遗传学 

研究的一大热点 ，其中 siRNA与 microRNA均能下调 目的基 

因的表达，但二者又有区别。microRNA是一组长约 20～24 

个核苷酸的内源性非编码 RNA分子，它的作用机制是成熟 

的 microRNA通过形成 RNA诱导沉默复合物(RNA—induced 

silencing complex，RISC)，与靶 mRNA完全或不完全匹配结 

合，诱导靶 mRNA降解或阻遏转录后翻译 ，从而调节细胞增 

值、分化与凋亡。因为microRNA在基因表达调控中发挥了重 

要作用，而且它调节基因表达的功能与来源无关 ，所以它已 

成为重要的实验工具_1l。 
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卡氏肺孢子菌(Pneumocystis carinii，PC)是一种机会性感 

染病原体 ，主要见于艾滋病(Acquired immune deficiency syn— 

drome，AIDS)、胶原性疾病长期使用皮质类固醇激素、肿瘤病 

人大量使用细胞毒性药物等各种先天或后天免疫机制缺陷 

者，可引起免疫缺陷个体发生卡氏肺孢子菌肺炎(Pneumo— 

cystis earinii pneumonia，PCP)，PCP患者若不经治疗 ，病死率 

高达 100％~21。近年来 PCP的发病率呈明显的上升趋势 ，严重 

危害了人民群众的身体健康。目前 PCP的治疗药物存在严重 

的毒副反应 ，因此迫切需要研究更有效的治疗措施。Pc细胞 

壁的主要组成成分是 MSG，它对 PCP的发病起着十分重要 

关键的作用 ：研究发现 MSG—UCS调控 MSG基 因的 mRNA 

的转录以及与翻译后初始 MSG向内质网转运的重要环节翻。 

本实验研究构建针对 PC MSG—UCS基因的 mieroRNA表达 

载体 ，用以转染 PC来阻断 MSG基因的表达 ，从而杀灭 PC， 

最终治愈 PCP患者。 
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1 材料和方法 

1．1 主要材料 

microRNA表达载体 pcDNA ．2一GW／EmGFPmiR、载体 

构建试剂盒 BLOCK—iTrMPol II miR RNAi Expression Vector 

Kit with EmGFP及脂质体 Lipofectamine 2000购 自 Invitrogen 

公司；大肠杆菌 TOP10菌株由重庆医科大学感染性疾病分 

子生物学重点实验室保存 ；限制性 内切酶 Xba I、Sal I、 

日 Ⅲ、＆o I、T4DNA连接酶 、DNAmarker购 自TakaRa 

公司，柱离心式质粒抽提试剂盒、柱离心式胶回收试剂盒均 

购自上海华舜公司，高效感受态细胞制备试剂盒购自上海生 

工生物工程有限公司；RT—PCR试剂盒为 Promega公司产品。 

microRNA oligo及PCR引物由Invitrogen公司合成。 

1．2 实验方法 

1．2．1 microRNA表达载体的构建 

1．2．1．1 microRNA表达载体的设计 根据 PC MSG—UCS基 

因序Y1](AF321555)，针对其基因组结构编码区应用软件设计 

microRNA oligo序列，经 BLAST查询，与其它 Pc基因和人类 

基因无同源性。microRNA oligo序列为(共64 bp)：正义 5’ 
一 TGCTGAAATCTGGCCTATATGCGTCGGTI ITGGCCACTGA 

CTGACCGACGCATAGGCCAGATITr一3’，反义链 5’一CCTGAA 

ATCTGGCCTATGCGTCGGTCAGTCAGTGGCCAAAACCGAC 

GCATATAGGCCAGATrrC一3’，正义链 5’末端与反义链 3’末 

端分别含有限制性内切酶Sal I、Xba I酶切位点。 

1．2．1．2 单链 oligo退火形成双链 将合成好的 oligo用双蒸 

水溶解成 100 I~mol／L，溶解液各取 5 l混匀 ，退火体系：100 

mol／L top strand oligo 5 txl、100 mol／L bottom strand oligo 5 

l、10×oligo annealing bufier 2 txl、双蒸水 8 l，95℃加热 5 

min，放置室温 自然冷却 20 rain，形成双链 oligo，于 一20℃保 

存备用。 

1．2．1_3 定向克隆 反应体系如下：双链oligo(10 nmol／L)4 

l、5×ligation buffer 4 l、表达载体 pcDNA TM6．2一GW／EmGF～ 

PmiR 2 LLl和 T4 DNA ligase(1 U／pd)1 txl，双蒸水 9 txl；反应 

条件为室温下连接 30 rain，置 一20％保存。 

1．2．1．4 重组质粒 pPC—UCSm转化感受态 TOP10和转化克 

隆挑选 转化分 2组 ，取已经分装好的感受态细菌 2管，先 

分别加入上述连接液和空载体 pcDNA TM6．2一GW／EmGFPmiR 

各 l0 l；混匀后先在冰上放置 30 min，然后 42％孵育 90 s， 

再次在冰上放置 20 min；每管加入 1 ml LB培养液后于摇床 

上 37℃振荡培养 1 h；最后将其涂于含 100 I~g／m|氨苄青霉 

素的LB琼脂培养平板上，37℃培养 16 h后发现空载体质粒 

平板未见克隆生长，重组质粒 pPC—UCSm平板有克隆生长， 

每管挑取较大的分散的单个克隆置于含 100~g／ml氨苄青霉 

素的LB培养液中，37~C振荡培养约 14h，质粒的提取采用上 

海华舜公司试剂盒，按说明书操作。 

1．2．2 microRNA表达重组质粒 pPC—UCSm的鉴定 

1．2．2．1 双酶切鉴定转化菌 用 EcoR I和 Hind llI双酶切重 

组质粒pPC—UCSm和空载体 pcDNA ．2一GW／EmGFPmiR， 

用空载体作对照。 

1．2．2．2 测序鉴定转化菌 重组质粒由Invitrogen公司测序 

鉴定。 

1．2．3 重组质粒pPC—UCSm抑制PC表达的体外实验 

1．2．3．1 PC的转染 将建模成功的PCP小鼠的肺组织用无 

菌术取出后分离及纯化Pc，转染试剂用脂质体Lipofectamine 

2000，按重组质粒 pPC—UCSm 4 g，转染试剂 6 l的比例配 

置，空载体组加入 pcDNA TM6．2一GW／EmGFPmiR，空白对照组 

不转染。 

1．2．3．2 RT—PCR法检测转染后PC mRNA的表达 转染48 

h后提取各孔的总RNA各 1 Ixl，使用上海华舜公司的小量植 

物(叶)总 RNA快速抽提纯化试剂盒 ，按说明书操作。按照 

ImProm—II TMReverse Transcription System进行 cDNA第一链 

的合成 ，PC MSG—UCS基因的 PCR引物 P1：5’一ATGAGGAT 

TGCATITlqq'G一3’．P2：5’一CAATCTCATCTrGTGC rCC I 3’。 

用于扩增 内参照基 因的引物 P3：5’一CTAGGATCCGAA-I℃ 

GTGCAAAAAAGTG一3’，P4：5’一CGCGAA I’I、CrI’IIAAAGAA rr 

ATCCATACTCC一3’。PCR反应条件：94％预变性 3 rain，94℃ 

30 s、53℃ 30 s、72~C30 S，循环 28次 ，最后 72％延伸 5 mino 

反应产物进行 1．0％琼脂糖凝胶电泳。 

1．2．3．3 PC的扫描电镜观察 转染48 h后取样做扫描电镜 

标本。 

2 结 果 

2．1 重组质粒酶切后 凝胶 电泳鉴定 

用Hi d llI和EcoR I双酶切重组质粒 pPC—UCSm后产 

生 2 200 bp与 425 bp片断 ，而空载体 pcDNA TM6．2一GW／Em 

GFPmiR双酶切后产生 2 200 bp与361 bp片断，凝胶电泳结 

果与预期相符，初步证明 microRNA olgio已被插入到 peDNA 

TM6．2一GW／EmGFPmiR载体中，见图 1。 

2．2 重组质粒的测序和鉴定 

送检的重组质粒测序结果显示含有正确的 目的寡核苷 

酸片段，与设计DNA片断序列完全一致，见图2。 

2．3 重组质粒对 PC MSG—UCS mRNA的降解 

用 RT-PCR法检测 PC MSG—UCS mRNA的表达发现，空 

白对照组与空载体组的 mRNA水平比较无显著差异，转染 

pPC—UCSm组 PC MSG—UCS mRNA的水平明显降低 ，与空白 

对照组及空载体组比较有显著差异，见表 I、图3。由此表明重 

组质粒pPC—UCSm可以抑制PC MSG—UCS mRNA的表达。 

2．4 重组质粒对Pc超微结构破坏的扫描电镜观察 

转染48 h后，电镜观察发现有的PC表膜出现凹陷性损 

害(见图 4)。有的 PC出现大破损 ，内部结构暴露，见图5。 

3 讨 论 

microRNA是一种广泛存在于真核生物中长约 20～24 

个核苷酸的单链小分子 RNA，是一组不编码蛋白质的短序 

列 RNA，本身不具有开放阅读框(Open read flame，ORF)，它 

与 siRNA既有联系又有区别：mieroRNA和 siRNA都可以产 

生RNAi作用，但microRNA可以通过含有RNA聚合酶Ⅱ启 

动子的载体表达 ，因此可具有高度的细胞或组织特异性【4’：51， 

而 siRNA通常要在 RNA聚合酶Ⅲ的启动下生成，该酶不具 

有细胞或组织特异性。细胞或组织特异性既是 micmRNA表 

达的主要特点，又是 microRNA较之 siRNA的优势。mieroR- 

NA表达的细胞或组织特异性提示人们 microRNA可能决定 

细胞和组织的功能特异性，也可能参与了复杂的基因调控， 

从而对组织的发育起重要作用。 




