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卡氏肺孢子表面糖蛋白siRNA表达载体的构建和鉴定 

王莉妮，姚云清，谭 燕，唐滢浍，李文桂，马 良，陈雅堂 

(重庆医科大学附属第一医院感染科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：构建和鉴定卡氏肺孢子(Pneumocystis carinii，PC)主要表面糖蛋白(Major surface glycoprotein，MSG)基因短干扰 

性 RNA(Short intefie．ring RNA，siRNA)表达载体。方法：设计并人工合成针对 PC MSG基因的短发夹状(Short hairpin RNA， 

shRNA)序列并定向克隆到siRNA表达载体 pTZU6+I上，采用双酶切后凝胶电泳与 DNA测序法进行鉴定。结果：酶切和测序鉴 

定得到的产物与预期目的基因一致 结论：成功构建卡氏肺孢子主要表面糖蛋白基因siRNA表达载体。 
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Construction and identification of plasmid vector of short interfering RNA 

on pneumocystis carlnll malor surface gene 

WANG Li—n ，et al 

(Department of Infection Diseases，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

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

major surface glycoprotein(MSG)gene．Methods：Short hairpin RNA(shRNA)oligonucleotide targeting PC MSG gene which was 

chemically synthesized and inserted into RNAi—Ready plasmid vector pTZU6+1 after annealing．the recombinant plasmid， 

pPC—MSG．transgormed into E．coil．TOP10 and amplified．was digested by restriction endonucleases HindⅢ and D I and 

identified by geIele t r(1ph0resis and DNA sequencing． Results：Gel electrophoresis and DNA sequencing showed that the 

recomhinant plasmid containing the correct and full shRNA oligonucleotide．Conclusion：The siRNA plasmid，pPC—MSG was 

constructed successfully． 
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PC是一种机会性感染病原体，主要见于艾滋病 

病人 、器官移植 、胶原性疾病及长期服用免疫抑制 

剂、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，导致卡氏肺孢子肺炎(Pneu— 

mocystis carinii pneumonia，PCP)。如不经治疗，病死 

率高达 100％。目前 PCP的化疗疗效有限且药物存 

在严重毒副作用，所以迫切需要研究更加有效的治 

疗措施。作者在自然科学基金资助下，采用 RNA干 

扰技术(RNA interference，RNAi)治疗 PCP，选择 PC 

的 MSG基因的保守序列作为靶基因构建 shRNA表 

达载体，拟转染PC诱导 MSG基因转录后 mRNA的 

降解，或抑制其翻译蛋白质，从而特异性 的阻断 
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MSG基因的表达，达到杀灭 PC的目的。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

限制性核酸内切酶Xbal I、Sal I．HindBI、EcoR I，T4DNA 

连接酶、质粒抽提试剂盒、胶回收试剂盒 、高效感受态细胞制 

备试剂 盒 、DNAmarker等购 自上海深工 与 TakaRa公 司。 

shRNA由上海生工生物工程有限公司美国 PE公司 DNA自 

动合成仪合成。大肠杆菌 TOP10菌株和 siRNA表达载体 

pTZU6+I质粒由重庆医科大学感染性疾病分子学重点实验 

室保存。 

1．2 方法 

1．2．1 siRNA表达载体pPC—MSG的构建 

1．2．1．1 shRNA—PC—MSG的设计 在基因库中查找PC MSG 

基因保守序列，针对其基因组结构编码区在线设计shRNA 

序列，组成为 4个碱基茎环连接的正向与反向各 21个碱 
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基 呈 发 夹 状 结 构 ， 加 5
’

端 起 始 密码 子 和 3
’

端 终 止 密 码 子 共

计 5 6 b p ；正 义 链 5
’

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

T C G A A T G A C A T G A A A T C C C T I rr C T l 'I TI r r 一 3
’

， 反 义 链 5
’

一 C T

A G A A A A A A G A A A G G G A
‘

I
’

Irr C A T G T C A T YC G A A A A T G A C A T

G A A A T c c c l _TTr C T 一 3
’

， 正 义 链 5
’

末 端 与反 义链 3
’

末 端 分 别

添加 限 制性 内切 酶 S a ／I , X b a l I 酶切位点 。

1 ． 2 ． 1 ． 2 单链 s h R N A — P C — M S G 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 l O D

( 3 3 ¨ 1 ) ， 取 溶 解 液 各 1 0 Ix l 混 合 ， 退 火 条件 ：9 4
~

C 孵 育 4 m i n ，

8 0 ℃ 孵 育 4 m i n ， 3 7
0

C 4 m i n
， 2 5

~

C 4 m i n ， 然 后 置 于 冰 上 ；加 2 倍

退 火 反 应 体 积 无 水 乙 醇 、 3 m m o l／L 乙 酸 钠 2 斗 l 溶 解 退 火 片

断 ， 置 一 2 0
~

C 过 夜 ， 1 4 5 0 0 r ／m i n 离 一I~" 10 m i n ， 弃 上 清 ， 沉 淀 用

7 5 ％ 乙 醇 清洗 ， 离 心 弃上 清 ， 自然挥 发 后 加 入 2 0 “ l 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 链 6 “ l ，

1 ． 5 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 ，

T 4 D N A 连 接 酶 1 IX l ， 加 双 蒸 水 至 1 5 u l ， 于 1 6 ℃ 孵 育过 夜 ， 置

一 2 0
"

12 保存 。

1 ． 2 ． 1 ． 4 重 组 质 粒 p P C — M S G 转化 感 受态 T O P I O 和 转 化 克 隆

挑 选 转 化 分 2 组 ， 取 已 分 装 好 的感 受 态 细 菌 2 管 ， 分别 加

入 上 述 连 接 液 和 p T Z U 6 + 1 质粒 各 1 0 “ l ， 轻 轻 混 匀 后 于 冰上

放 置 3 0 m i n ， 4 2
~

C 孵 育 9 0 s ， 然 后 再 在 冰 上 放 置 2 0 m i n ， 加 入

1 m l L B 培养基后 3 7
~

C 振荡培养 1 h ， 最后将其涂于 含 1 0 0 “ g ／m l

氨苄青霉 素 的 L B 琼脂 糖 培养平 板 上 ， 3 7 ℃ 培养 1 2 h ， 空 载 体

p T Z U 6 + 1 质 粒 转 化 菌 未 见 克 隆 生 长 ， 重 组 质 粒 p P C — M S G 转

化 菌有 克 隆生 长 ， 挑 取 较 大 的 分 散 的 克 隆 置 于 含 1 0 0 IX g ／m l

氨苄青霉 素 的 L B 培 养液 中 ， 3 7
~

C 振 荡 培 养 1 2 h ， 质 粒 提 取 采

用 T a k a R a 公 司质粒抽 提试 剂盒 ， 按 说 明书操作 。

1 ． 2 ． 1 ． 5 s i R N A 表 达 重 组 质 粒 p P C — M S G 酶 切 后 凝 胶 电 泳 鉴

定 用 H i n d Ⅲ 、E c o R I 双 酶 切 重 组 质 粒 p P C ～ M S G ， 以

p T Z U 6 + I 空 载体作对 照 。 反 应 体 系为 ：H i n d m O． 5 ¨ l 、 E c o R 1

0 ． 5 tx l ， p P C — M S G 或 p T Z U 6 + 1 12 IX l ， 10 × M b u ff e r l ． 5 “ l ， 补 足

双 蒸 水 至 15 斗 l ， 3 7 ℃ 酶 切 3 h ；取 5 斗 l ， 反 应 产 物 与 2 ¨ l 6 ×

l o a d i n g b u ff e r 混 匀后 进 行 1 ％ 琼 脂 糖凝 胶 电 泳 ， 凝 胶 成 像 仪

成像 。

1 ． 2 ． 1 ． 6 测 序鉴 定 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 。

1 ． 2 ． 1 ． 7 p P C — M S G 体外 干扰 P C 初步探讨 将 成功 建立 P C P

模型 小 鼠无 菌取 肺 分离及 纯 化 P C ， 按 脂 质 体转 染 试 剂 L i p o —

f e c t a m i n e
~ 2 0 0 0 说 明书转 染 载 体 质 粒 ， 转 染 液 为 无 抗 生 素无

血 清 D M E M ， 转 染 6 h 后 换 含 血 清 的 培 养 液 ， 并 计 数 ， 按 照

5 X 10 ’ 个 P c 每孔 加 于 长 满 8 0 ％ H e p G ： 细胞 的 2 4 孔 板 中⋯
，

同时设 置 未转 染对 照组 。 4 8 h 后 六 亚 基 四 胺银 染 色观 察包 囊

数量 ， 染色方法 按 照快 速 鉴定 卡 氏肺孢 子 虫 法 进 行日
。

2 结 果

2 ． 1 重 组 质 粒 D P C — M S G 酶 切 后 凝 胶 电 泳 鉴 定

用 H i n d m 和 E c o R I 双 酶 切 重 组 质粒 p P C — M S G

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 2 5 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 — M S G 已 被 插

入 ~ IJp T Z U 6 + I 载体 中 ， 见 图 1 。

2 3

1 ． D N A m a r k e r ；2 ． 重 组 质粒 p P C — M S G ；3 ． 空 载体 p T Z U 6 + 1

图 1 重 组 质 粒 D P C — M S G 双 酶切 后 凝 胶 电泳 成像

2 ． 2 重 组 质 粒 p P C — M S G 的 测 序 与 鉴 定

重 组 质粒 p P C — M S G 测 序结果 显 示 与设 计 D N A

片断序列 完 全 一 致 ， 见 序 列 中下 划 线 处 ， 进 一 步证

实 p P C — M S G 重 组 质粒构 建成 功 。 测 序结 果 如 下 ：

p P C - M S G

G T A A A A C G A C G C C C A G T C C C A A G C T r C C A T G

C C T G C A G G T C C T A G T I - 【T】几TI T I
’

I T G C G G A C C G A A G T

C C C C T CT A G A A A A A A G A A A G G G A T I t l lC A T C T C A T T

C G A A A A T G A C A T G A A A T C C C
‘

几
’

r C T C T C C A C G C T G

’

l
’

l
’

I
’

C G
’

l
’

C C
。

l
’

11l
’

(_：C A C A A G A
’

l
’

A
’

I
’

A
’

I
’

A A A G C C：A A G A A

A T C G A A A T A C T I Tr C A A C rll r A C G G T A A G C A T A T G A T

A G T C C A T I TI T A A A A C A T A A T r I Tr A A A A C T C C A A A C

T A C C C A A G A A A T r A T r A CT I Tr C T A C G T C A

2 ． 3 重 组 质 粒 p P C — M S G 体 外 干 扰 P C 初 步探 讨

染 色并 计 数 未 转 染 p P C — M S G 组 与 转 染 p P C —

M S G 组 包囊数 ( 见 表 1 ) ， 2 组 相 比有 统 计学差 异 ， 说

明 p P C — M S G 对 M S G 靶 基 因 有 干 扰作用 。

3 讨 论
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一

图 2 空 白对 照 组 P c 包 囊染 色

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 ， 发 现 P C 不 仅

具 有 原 虫 的特 征 ， 而 且 与 真菌 中 的 一 类 酿 酒 酵 母 具

有 9 0 ％ 的基 因 同源 性 。 虽 然 P C 归类 问题 尚无 定 论 ，

但深 入 研 究 发 现 不 同哺乳 动物 源 的 P C 具 有 宿 主 特

异 性 与基 因型 别差 异 ㈣
。 分析 不 同来源 的 P C 线粒 体

大 亚 基 r R N A ( M t L S U r R N A ) 和 细 胞 核 r R N A 内转

录 区 ( I n t e r n a l t r a n s c r i b e d s p a c e r ， I T S ) 基 因 序 列 发

现 ， 人 源 性 P C 与 鼠源 性 P C 基 因序列 差 异 约 为 5 ％ ，

故学 者 F r e n k e l 等提 出将 人 源 性 P C 命 名 为
“

耶 氏肺

孢 子 虫
”

( P n e u m o c y s t i s i i r o v e c i ， P J )㈨
， 但 是 为 了 避 免

医 学 文 献混 乱 的 问题 ， 目前大 多学 者仍然将 P J 所 致

的 肺 炎 称 为 P C P ， 或 者直 接 称 呼
“

肺 孢 子 肺 炎
”

15 , 6 1
。

由于 P J 获得 与体外持续 培养 困难 ， 目前 国 内外多采

用 大 鼠 P C P 模 型 进 行 研 究 ， 已 得 到许 多 有 关 P C 基

因组 的特 征 性 信息 。 脉 冲电泳 分 离分 析 P C 基 因 组

有 1 6 条线形 染 色体 ， 全 基 因组 大 小 为 7 ． 7 M b p ， 分 布

于 3 0 0 k b 至 7 0 0 k b 之 间 。 大 鼠源 P C 的 基 因组 富含

A 厂r ， 其典 型 的基 因序列 含有 6 0 ％ ～ 6 5 ％ A ／T 。 编码 区

含 有 1 个 或 多 个 内含 子 ， 内含 子 长 度 接 近 5 0 b p ， 其

中的 A ／1r 含量 高于 编码 区 。 P C 的滋养体型 和包囊 型

的染 色体末 端 因 为 包 含 编 码 病 原 体 表 面 抗 原 基 因

而 最令人感 兴 趣 ， 迄 今 为止 ， 已 经 在 P C 染 色体 亚 端

粒 区 确认 了 3 个 编 码 表 面 抗 原 的 多 基 因 家 族 中功

能相 似 的 同源 基 因 ， 分 别编 码 M S G 、 表 面 糖 蛋 白相

关 抗 原 ( M S R )和 P R T l 蛋 白激 酶I，I
。

图 3 p P C — M S G 转 染组 P C 包 囊染色

M S G 具 有 重 要 的生 物学 意义 而 备受重 视 。 M S G

蛋 白特征分析 已 经 证 实 ， M S G 定位 于 P C 细胞 壁 ， 是

一 种 富含 甘露 糖 的糖 蛋 白 ， 在非 还 原 状 态 下 呈 现 粘

附和 聚集特 征 ， 构成 P C 细 胞 壁 的重 要 成分 。 M S G 不

仅 是 P C 细 胞 壁 的 主 要 组 成 成 分 ， 而 且 积 极 参 与 了

P C 与宿 主 细 胞 问 的免疫反 应 ：( 1 )P C 经 呼 吸 道 感 染

后 主 要 沉 积 在 肺 泡 内繁 殖 ， 其致病需 要 附着 在 I 型

肺 泡 上 皮 细 胞 上 ， M S G 与 宿 主 细胞 的纤 维 连 接 素 、

表 面 活 性 蛋 白 A 、 D 等结 合介导 P C 粘 附宿 主 细 胞 ；

( 2 )M S G 刺 激 宿 主 非 特 异 性 免 疫 细 胞 如 中性 粒 细

胞 、 单核细 胞 等聚集 于 肺 泡 间质 、 释 放 T N F — Or． 与 多

种 白细胞 介素等细胞 因子 ， 加 重 肺 泡 等肺 组 织 损伤 ；

( 3 )M S G 等 P C 细 胞 抗 原 成 分 虽 然 可 以 刺 激 宿 主 抗

体产 生 特 异性 免疫 应 答 ， C D 。斗，r 细胞 与 C D 。斗，r 活 化

并 释 放细 胞 因子 ， 对 P C 有 一 定 的攻 击作用 ， 但是 在

A I D S 等疾 病 患 者 C D 。1 细胞 显 著减 少 的状 态 下 该

免 疫 反 应 对 宿 主 几 无 保 护 作 用 ；( 4 ) 宿 主 肺 泡 巨 噬

细 胞 对 P C 的 吞 噬 作 用 为最 主 要 的 防御 机 制 ， 而 P C

可 以 通 过 转化 M S G 的表达 来逃 避 宿 主 的 免 疫 攻 击

或 通 过 产 生 过 量 的 富含 甘 露 糖 的 表 面 蛋 白来 干 扰

肺 泡 巨 噬 细 胞 甘 露 糖 受体 的 表 达 及 活 性 ， 提 示 抗 原

多 态 性 和 ( 或 )变异 可 能 是 P C 逃 避 宿 主 防御 的机 制

之 一

。

至 今 ， 国 内外 尚无 R N A i 技 术 干 扰 P C 基 因 表

达 、 治疗 P C P 的报道 。 基 于 R N A i 技术对 目的基 因

特 异 、 高效 的抑 制 作用 ， 并 正 逐 渐 由基 础 研 究 向 临

( 下 转 第 5 2 5 页 )
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床应用发展的趋势，结合 目前对 PC MSG基因序列 

及其功能分析结果 Ⅻ，我们针对 PC MSG靶基因 

设计同源序列，用含有 RNA聚合酶启动子III(RNA 

pollII)的转录载体pTZU6+1成功构建能产生 siRNA 

的重组载体质粒pPC—MSG，为 RNAi治疗 PCP的实 

验研究与临床研究奠定了基础，已经证明重组载体 

质粒 pPC—MSG在体外对 PC有一定干扰作用。 
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