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卡氏肺孢子胸腺嘧啶核苷酸合酶基因 siRNA表达载体的 

构建和鉴定 

唐滢浍，姚云清，谭 燕，王莉妮，李文桂，刘成伟，陈雅棠 

(重庆医科大学附属第一医院感染科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：构建和鉴定大鼠卡氏肺孢子(Pneumocystis carinii，PC)胸腺嘧啶核苷酸合酶(Thymidylate synthase，TS)基因的 

siRNA(ShortinterferingRNA)表达载体。方法：人工合成针对 Pc Ts基因的 1对 shRNA(ShorthairpinRNA)序列并定向克隆到空 

载体 pTZU6+I上，构建 siRNA表达重组质粒 pPC—TS，并采用双酶切产物凝胶电泳和基因测序法鉴定。结果：酶切电泳和基因测 

序鉴定得到的产物与预期的目的基因一致。结论：成功构建卡氏肺孢子胸腺嘧啶核苷酸合酶基因 siRNA表达载体。 
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Construction and identification of plasmid vector of short interfering RNA on 

pneumocystis carinii thymidylate synthase gene 

TANG Ying-hui，et 

(Department ofInfectionDiseases，the FirstAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To construct and identify a plasmid vector of short interfering RNA(siRNA)on pneumocystis carinii(PC)thymidy— 

late synthase．Methods：Short hairpin RNA oligonucleotides of thymidylate synthase were chemically synthesized and inserted into plasmid 

vector pTZU6+1 after annealing．The recombinant plasmid，pPC—TS，transformed into E．coil．TOP10 and amplified，was digested by re— 

striction endonucleases HindⅢ and EcoR I and identified by gel electrophoresis and DNA sequencing．Results：Gel electrophoresis and 

DNA sequencing showed that the recombinant plasmid containing the correct and full shRNA oligonucleotide．Conclusion：The siRNA 

plasmid，pPC-TS，was constructed successfully． 
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卡氏肺孢子(Pneumocystis carinii，PC)是一种机 

会性感染病原体，可引起免疫缺陷个体发生卡氏肺 

孢 子肺炎 (Pneumocystis carinii pneumonia，PCP)，严 

重者导致患者死亡 。随着肿瘤化疗患者 、器官移植 

者及自身免疫性疾病等高危人群的扩大，PCP的发 

病率呈明显的上升趋势。特别是 自1981年发现首 

例艾滋病以来，PCP一直是艾滋病患者的主要并发 

症和死因，因而引起了广泛的关注。尽管 PCP的预 

防和治疗近年来取得了一定进展 ，但仍存在不少问 

题，如抗病原体治疗效果不够理想 ，化疗药物副反 

应较严重等，因此国内外仍在探索新的治疗途径[11。 

RNA干扰技术通过序列特异性的转录后基因沉默 

机制。可以高效、特异的阻断特定基因的表达，从而 

发挥治疗作用。为此我们构建了针对 PC胸腺嘧啶 

核苷 酸合酶 (Thymidylate synthase，TS)基 因的 siR— 

NA表达载体。用以转染 PC来阻断 TS基因的表达， 

从而杀灭 PC，最终治愈 PCP患者。 

1材料和方法 
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接酶 、 D N A m a r k e r 购 自 T a k a R a 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 公 司 。 s h R N A 由上 海 深工 美 国

P E 公 司 D N A 自动 合成仪合成 。

1 ． 2 实验 方 法

1 ． 2 ． 1 s i R N A 真核 表达 载 体 的构 建

1 ． 2 ． 1 ． 1 s h R N A — P C — T S 的 设 计 在 g e n e b a n k 上 找 到 P C T S

的序 列 号 为 $ 7 7 5 10 ；针 对 T s 基 因 组 的结 构 编码 区 在线 设 计

s h R N A 序 列 ， 其组 成 为 5
’

端 开 始 为 2 1 个 核 苷 酸 的 s i R N A 作

用 链 序 列 ， 中 间 以 4 个 核 苷 酸 的 T F C G 间 隔 形 成 发 夹 状 结

构 ， 最 后 为 2 1 个 核 苷 酸 的 s i R N A 作 用 链 的 反 向重 复 序 列 ， 3
’

末 端 加 有 转 录 终 止 信号 m 。 正 义 链 5
’

末 端 与 反 义 链 5
’

末 端 分 别 添 加 限制性 内切 酶 S a ! I 、 X b o I 酶 切 位 点 。 s h T S 序

列 为 ( 2 8 8 ～ 3 0 8 ) ：

正 义 链

5 一 T C G A G C C A C A T A T A G T C A G T I
’

I T A T G
‘

I Tr C G C A T A A A

A C T G A C T A T A T G T G G T l TI
’

ITr 一 3
’

．

反 义 链

5
’

一 C T A G A A A A A C C A C A T A T A G T C A G T l l T A T G C G A A C

A T A A A A C T G A C T A T A T G T G G C 一 3
’

。

1 ． 2 ． 1 ． 2 单链 s h R N A — P C — T S 退 火 形 成 双 链 并 纯 化 分别 用

3 3 ¨ l 退 火 缓 冲 液 充 分 溶 解 正 义 链 与 反 义 链 各 1 0 D ( 3 3

肛 1 ) ， 正 义 和 反 义 寡核苷 酸 溶 液各取 1 0 肛 l 混 匀 。 退 火 条件 ：

9 4
' ：

E 孵 育 4 m i n ， 8 5 ℃ 孵 育 4 m i n ， 7 2 ℃ 孵 育 4 m i n ， 3 7 ℃ 孵 育

4 m i n ， 2 5 ℃ 孵 育 4 m i n ， 然 后 置 于 冰上 ；加 二 倍 退 火 反 应 体 积

无 水 乙 醇 、 3 m m o l 几 乙 酸 钠 溶 液 2 IX l 溶 解 退 火 D N A 片段 ，

置 一 2 0 ℃ 过 夜 ， 14 5 0 0 r ／m i n 离 心 2 0 m i n ， 弃 上 清 ， 沉 淀 用

7 5 ％ 乙 醇 清 洗 ， 离 心 弃 上 清 ， 重 复 2 次 ， 自然 挥 发 后 加 入 4 0

¨ I 双 蒸水 溶解 ， 于 一 2 0 ℃ 保存备用 。

1 ． 2 ． 1 ．3 定 向 克 隆 反 应 体 系 如 下 ： 退 火 寡 核 苷 酸 6 “ l 、

1 0 X T 4 D N A 连 接 酶缓 冲液 1 ． 5 斗 l 、 线 性 p T Z U 6 + I 质 粒 2 斗 l

和 T 4 D N A 连 接 酶 1 斗 l ， 补 足 双 蒸 水 至 15 耻 I ；反 应 条 件 为

1 6 ℃ 孵 育过 夜 ， 置 一 2 0 ℃ 保 存 。

1 ．2 _1 ． 4 重 组 质 粒 p P C — T S 转 化 感 受 态 T O P l 0 和 转 化 克 隆 挑

选

1 ． 2 ． 1 ． 4 ． 1 感 受 态 T O P l 0 的制 备 将 菌 株 T O P I O 在 L B 平 板

上 划 线 ， 3 7 ℃ 培 养过 夜 获 得 合适 的 克 隆 ； 挑 单 克 隆至 2 m l —

S O B 培 养基 中摇 菌 过 夜 ；将 过 夜 培 养 的 菌液 接 种 到 5 0 m l 的

S O B 培 养 基 中 ， 3 7 ℃ 摇 菌 至 A ㈣ n m ， 在 冰 上 放 置 10 m i n ；然

后 按 照 上 海 生 工 公 司 高效 感 受 态 细 胞 制 备试 剂 盒 的 说 明进

行 操 作 。

1 ． 2 ． 1 ． 4 ． 2 转 化 分 2 组 ， 取 亦 分 装好 的感 受 态 细 菌 2 管 ， 分

别 加 人 上 述 连 接 液 各 1 0 “ l ， 在 第 2 管 中加 入 质 粒 ；混 匀 后

先 在 冰上 放 置 3 0 m i n ， 然 后 4 2
~

C 孵 育 9 0 s ， 最 后 在 冰 上 放 置

2 0 m i n ； 每管加 入 1 m l L B 培 养液 ， 于摇 床上 3 7 ℃ 振 荡 ( 1 8 0

r ／m i n ) 培 养 1 h ； 最 后 将其涂 于 含 1 0 0 肛 g／m l 氨苄 青 霉 素 的

L B 琼 脂 培养平 板 上 ， 3 7 ℃ 培 养 1 2 h 。

1 ． 2 ． 1 ． 4 ． 3 转 化 克 隆 挑 选 生 长 约 1 6 h 后 发 现 均 有 克 隆 生

长 ， 每 管 各 挑 取 比 较 大 的 分 散 的单 个 克 隆 分 别 置 于 含 1 0 0

斗 g ／m l 氨苄青霉 素 的 L B 培 养 液 中 ， 3 7 ℃ 振 荡 培 养 约 1 4 h ， 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 s i R N A 表 达 重 组 质粒 p P C — T S 的鉴 定

1 ． 2 ． 2 ． 1 双 酶 切 鉴 定 转 化 菌 用 E c o R I 和 H i n d Ⅲ 双 酶 切

重 组 质粒 p P C — T S 和 p T Z U 6 + I 空 载体 ， 用 空 载体 作对 照 。 反

应 体 系为 H i n d III 1 斗 l 、 ＆ 0 R I 1 斗 l ， p P C — T S 或 p T Z U 6 + l 2 4

斗 l ， 1 0 × M b u ff e r 3 斗 l ， 补 足 双 蒸水 至 3 0 斗 l ， 3 7 ℃ 酶 切 3 h ；取

6 卜 I 反 应 产 物 与 2 斗 l 1 0 x l o a d i n g b u f f e r 混 匀 后 进 行 1 ％ 琼

脂 糖 凝胶 电泳 ， 凝 胶 成 像 仪 照 像 。

1 ． 2 ． 2 ． 2 测 序 鉴 定 转 化 菌 重 组 质 粒 由重 庆 医 科 大 学 感 染

性 疾 病分 子 生 物 学 重 点 实验 室 测 序鉴 定 。

2 结 果

2 ． 1 重 组 质 粒 酶 切 后 凝 胶 电 泳 鉴 定

用 H i n d m 和 & 0 R I 双 酶 切 重 组 质 粒 p P C — T S

后 产 生 2 8 0 0 b p 与 4 0 8 b p 片 断 ， 而 空 载 体 p T Z U 6 + 1

双 酶 切 后 产 生 2 8 0 0 b p 与 3 5 2 b p 片 断 ， 凝 胶 电 泳 结

果 与 预 期 相 符 ， 初 步 证 明 s h R N A — P C — T S 已 被 插 入

到 p T Z U 6 + 1 载 体 中 ， 见 图 1 。

2 0 0 0 b p ． ． ． — —

1 0 0 0 b p
． - - — —

7 5 0 b p
’ 。 。 — —

5 0 0 b p
。 。— —

2 5 0 b p
‘。 — —

10 0 b p
’ 。 — —

伊甲l 慧 J

!。 ． ． ．． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ．J

1 ． m a r k e r (D L 2 0 0 0 ) ；2 ． 空 载 体 p T Z U 6 + 1 双 酶 切 ；

3 ． 重 组 的未 酶 切 的质粒 ；4 ． 重 组 质 粒 双 酶切

图 1 重 组 质 粒 p P C — T S 双 酶切 后 凝 胶 电泳 成 像

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 s h T S ， 与 设 计 D N A 片 断 序 列 完 全

一 致 ， 见 图 2 。

3 讨 论

目前 卡 氏 肺 孢 子 感 染 的 治 疗 仍 以 复 方 磺 胺 嘧

啶 ( S M Z — T M P ) 和 喷 他 脒 化 疗 为 主 。 喷 他 脒 疗 效 肯

定 ， 但 有 严 重 的 肝 、 肾 毒 性 ， 并 已 有 耐 药 病 例 报 道 。

磺 胺 类 药 物 目前 被 列 为 首 选 药 物 ， 但 毒 副 反 应 较

多 ． 尤 其 是 用 于 艾 滋 病 患 者 并 发 卡 氏 肺 孢 子 肺 炎

时 ， 其 毒 副 反 应 率 高 达 5 0 ％ ～ 7 0 ％ 。 因 此 寻 求 新 的 高
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图 2 p P C — T S 测 序 结 果

效 低 毒 的抗 肺 孢 子 途 径 成 为 研 究 焦 点 之 一

。 随 着 分

子 生 物 学 技 术 在 生 物 医 学 领 域 的 广 泛 应 用 ， 人 们 对

P C 的 研 究 由 早 期 形 态 学 观 察 发 展 到 分 子 克 隆 和 基

因 组 核 苷 酸 序 列 分 析 。 R N A 干 扰 ( R N A i n t e r f e r e n c e ，

R N A i ) 是 目前 比 较 热 门 的 一 项 研 究 ， 在 2 0 0 1 年 曾被

列 为 科 学 十 大 突 破 之 一

， 2 0 0 2 年 被 S I E N C E 评 为 最

重 要 的 科 研 成 果 之 一

。 随 着 对 R N A i 现 象 研 究 的 深

入 ， 人 类 感 染 性 疾 病 的 动 物 模 型 的 成 功 建 立 充 分 表

明 ， 在 哺 乳 动 物 体 内 应 用 R N A i 技 术 发 挥 抗 病 毒 作

用 是 可 以 实 现 的 l2 l
。

R N A i 是 细 胞 质 中基 因 异 常 表 达 的 监 视 系 统 ， 发

生 于 真 核 生 物 细 胞 质 中 ， 识 别 成 熟 m R N A 并 导 致 基

因 沉 默 。

一 般 情 况 下 生 物 体 内 不 会 产 生 双 链 R N A

(D o u b l e s t a n d R N A ， d s R N A ) ， 只 有 当病 毒 、 转 座 子 入

侵 和 转 录 异 常 时 才 会 产 生 异 常 d s R N A 。 当外 源 性 基

因 整 合 到 宿 主 细 胞 基 因 组 ， 核 酸 内切 酶 D i c e r 可 将 转

录 产 生 的 d s R N A 切 割 成 3
’

端 具 有 2 个 突 出
‘

r r 末 端

的 大 小 约 2 2 碱 基 ( 2 l ～ 2 3 b p ) 的 小 干 扰 R N A ( S m a l l

i n t e rf e r i n g R N A s ， s i R N A s ) 。 s i R N A 与 多组 分 核 酸 酶 结

合 形 成 R N A 诱 导 沉 默 复 合 物 ( R N A — i n d u c e d s i l e n c ．

i n g c o m p l e x 。 R I S C ) ， R I S C 活 化 后 解 旋 酶 释 放 A T P 解

开 s i R N A 双 链 ， 使 其 反 义 链 互 补 结 合 到 靶 m R N A 上

与 之 相 匹 配 的 特 异 性 序 列 ， R I S C 中 的 核 酸 酶 降 解

m R N A ， 降解 的 m R N A 随 后 迅 速 地 被 细 胞 其 他 R N A

酶 所 降解 ， 最 终 使 目的 基 因 沉 默 ， 产 生 R N A i 现 象 。

在 所 有 的 真 核 、 原 核 生 物 中 ， T S 是 一 磷 酸 脱 氧

胸 腺 嘧 啶 核 苷 酸 ( d T M P ) 合 成 途 径 的 一 个 关 键 酶 ，

d T M P 是 一 磷 酸 脱 氧 尿 嘧 啶 核 苷 酸 ( d U M P ) 的 甲 基

化 产 物 ； 在 d T M P 的合成 过 程 ， T S 催 化 d U M P 甲基

化 生 成 d T M P ， 是 D N A 合 成 和 修 复 必 要 的 酶 1’矧
。 在

卡 氏 肺 孢 子 遗 传 特 性 的 比 较 中 T S 基 因 研 究 较 多 ，

其 P C R 反 应 引 物 确 定 ， 基 因 序 列 明 确 ， 且 发 现 某 些

治 疗 药 物 对 该 基 因 有 影 响 ， 例 如 我 们 实 验 室 里 陈 雅

棠 教 授 等 研 究 发 现 青 蒿 素 衍 生 物 作 用 P C 后 其 T S

基 因 扩 增 结 果 呈 阴 性 ， 提 示 该 类 药 物 对 T S 基 因 有

破 坏 作 用 。 因 此 ， 在 本 实 验 中 我 们 选 择 P C T S 基 因

作 为 靶 基 因 ， 构 建 s h R N A 的 真 核 表 达 载 体 ． 拟 转 染

P C ， 从 而 干 扰 T S 基 因使 鸭 生 成 受 阻 ，
d T M P 合 成 障

碍 ， D N A 复 制 及 R N A 转 录 受 阻 ，
P C 的 繁 殖 与 存 活

将 受 到 抑 制 ， 最 终 导 致 P C 死 亡 。

各 领 域 的 学 者 们 对 R N A i 机 制 进 行 了 深 入 的 研

究 ， 就 目前 来 说 R N A i 主 要 用 于 抗 病 毒 及 抗 肿 瘤 研

究 ， 本 实 验 针 对 P C T S 基 因 设 计 同 源 序 列 ， 用 含 有

R N A 聚 合 酶 启 动 子 Ⅲ ( R N A p o l III ) 的 转 录 载 体

p T Z U 6 + 1 成 功 构 建 能 产 生 s i R N A 的 重 组 质 粒 p P C —

T S ， 为 下 一 步 用 R N A i 技 术 治 疗 P C P 打 下 基 础 ， 并

为 R N A i 在 基 因 功 能 研 究 和 疾 病 的 基 因 治 疗 方 面 奠

定 基 础 。
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