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卡氏肺孢子主要表面糖蛋白UCS基因 

siRNA表达载体的构建和鉴定 

谭 燕 ·，姚云清 ·，王莉妮 ·，唐滢浍 1，李文桂 1，马 良2，陈雅棠1 

(1．重庆医科大学附属第一医院感染科，重庆 400016；2．美国路易斯安那州新奥尔良大学医学院，路易斯安那州 70112) 

【摘 要】目的：构建并鉴定艾滋病主要机会性感染病原体 一卡氏肺孢子(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)的短干扰性 RNA(Short interfering 

RNA，siRNA)表达载体。方法：设计并人工合成针对 PC MSG—UCS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+1上，采用双酶切与测序法进行鉴定。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：成功构建和鉴定 PC MSG—UCS基因的siRNA表达载体。 
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Construction and identification of plasmid vector of short interfering RNA 

on pneumocystis carinii major surface glycoprotein gene’S upstream 

conserved sequence 
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【Abstract】Objective：To construct and identi~ plasmid vector of short interfering RNA(siRNA)on pneumocystis carinii(PC) 

major surface glycoprotein(MSG) gene’s upstream conserved sequence(UCS)．Methods：Short hairpin RNA(shRNA) 

oligonucleotide targeting PC MSG UCS gene which was chemically synthesized and inserted into RNAi-Ready plasmid vector 

pTZU6+1 after annealing．The recombinant plasmid，PC—UCS，transformed into E．coil．TOP10 and amplified，was digested by 

restriction endonucleases HindIII and EcoRI and identified by gel electrophoresis an d DNA sequencing． Results：Gel 

electrophoresis and DNA sequencing showed that the recombinant plasmid containing the correct an d full shRNA oligonucleotide． 

Conclusion：The siRNA plasmid，pPC-UCS，was constructed successfully． 
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卡氏肺孢子肺炎泛指肺孢子肺炎，其中耶氏肺 

孢子(Pneumocystis iiroveci，PJ)感染人体后引起的 

威胁人类健康的机会性感染性疾病，它好发于艾滋 

病(Acquired immune deficiency syndrome，AIDS)、器 

官移植、胶原性疾病长期使用皮质类固醇激素等各 

种先天或后天免疫机能缺陷者。由于 PJ获取与体 

外持续培养困难，目前国内外多采用大鼠卡氏肺孢 

子肺炎(Pneumocystis carinii pneumonia，PCP)模型 
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进行研究。MSG是 PC细胞壁的主要组成成分，积极 

参与了 PC与宿主细胞间的免疫反应，对 PCP的发 

病起着关键的作用；研究发现 MSG DNA UCS调控 

MSG基因 mRNA转录、翻译后初始 MSG向内质网 

转运的重要环节【”。本实验拟构建针对 MSG UCS靶 

基因序列的 siRNA载体，特异性地抑制甚至阻断 PC 

MSG基因的表达，导致 PC胞壁缺损并杀灭PC，最终 

治愈 PCP患者。 

1材料与方法 

1．1 材料 

限制性核酸内切酶Xbal I、Sal I、Hind Ⅲ、EcoR I、 
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T4 DNA连接酶、质粒抽提试剂盒、胶回收试剂盒、高效感受 

态细胞试剂盒、DNAmarker等购 自上海生工生物工程有限公 

司与 TakaRa公司。shRNA由上海生工美国 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+1质粒由重庆医科大学感染性疾病分子生物学重点 

实验室保存。 

1．2 方 法 

1．2．1 siRNA表达载体 pPC—UCS的构建 

1．2．1．1 shRNA—PC—UCS的设 计 在 genebank查 找 PC 

MSG UCS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 56bp；正义链 5’一TCGAGAAGGGAGAATTGAG1TI’A 

AATCTYCGGAm lAACTCAA1TI’CTCCC1TITI][TIT一3’，反义链 

5’一CTAGAAAAAAAGGGAGAATIIGAGTTAAATCCGAAGA1TI’ 

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

端分别添加限制性核酸内切酶 Sa／I与Xba／I酶切位点。 

1．2．1．2 单链 shRNA—PC—UCS退火形成双链并纯化 分别 

用 33 l退火缓冲液充分溶解正义链与反义链各 1 OD 

(33 1)，取 溶解液各 10 l混合 ，退火 条件 ：94℃孵 育 

4min，80℃孵育 4min，37℃ 4min，25℃ 2min，然后置于冰上； 

加 2倍退火反应体积无水乙醇、3mmol／L乙酸钠 2 l溶解退 

火片断，置 一20℃过夜 ，14 500r／min离心 10min，弃上清 ，沉 

淀用 75％乙醇清洗 ，离心弃上清，自然挥发后加入 20 l双 

蒸水溶解 ，于 一20℃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 6IXl， 

1．5×T4 DNA连接酶缓冲液 1．5 l，线性 pTZU6+1质粒 2 l， 

T4 DNA连接酶 1 l，加双蒸水至 15 l，于 16℃孵育过夜， 

置 一20℃保存。 

1．2．1．4 重组质粒 pPC—UCS转化感受态 TOPIO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 pTZU6+1质粒各 l0 l，轻轻混匀后于冰上 

放置 30min，42qE孵育 90s，然后再在冰上放置 20min，加入 

lml LB培养基后37℃振荡培养 1h，最后将其涂于含 100 g／ml 

氨苄青霉素 的 LB琼脂糖平板上 ，37℃培养 12h，空载体 

pTZU6+I质粒转化菌未见克隆生长，重组质粒 pPC—UCS转 

化菌有克隆生长，挑取较大的分散的克隆置于含 100 g，mJ 

氨苄青霉素的LB培养液中，37℃振荡培养 12h，质粒提取采 

用 TakaRa公司质粒抽提试剂盒，按说明书操作。 

1．2．2 siRNA表达重组质粒 pPC—UCS的鉴定 

1．2．2．1 酶切后凝胶电泳 用 Hind HI和EcoR I双酶切重 

组质粒 pPC—UCS，以pTZU6+I空载体作对照。反应体系为： 

Hind II1 0．5 l，EcoR 1 0．5 l，pPC—UCS或 pTZU6+I 12 l， 

10×M buffer1．5 l，补足双蒸水至 15 l，37℃酶切 3h；取 5 l 

反应产物与 2 l 6×loading buffer混匀后进行 1％琼脂糖凝 

胶电泳，凝胶成像仪成像。 

1．2．2．2 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。 

2 结 果 
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M．DNA Marker；1-6．重组质粒 pPC—UCS；7．空载体pTZU6+I 

图 1 重组质粒 pPC—UCS双酶切后凝胶电泳成像 

2．1 重组质粒 DPC—UCS酶切后凝胶电泳鉴定 

用HindHI和EcoR I双酶切重组质粒 pPC—UCS 

后产生 2 800bp与408bp片段 ，而空载体 pTZU6+I 

双酶切后产生 2 800bp与 352bp片段，凝胶电泳结 

果与预期相符，初步证明shRNA—PC—UCS已被插入 

到pTZU6+I载体中，见图 1。 

2．2 重组质粒 DPC—UCS的测序鉴定 

测序结果表明重组质粒 pPC—UCS含有正确的 

目的寡核苷酸片段，见图2。 

3 讨 论 
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图 2 pPC—UCS测序结果 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一 266～  重庆医科大学学报 2008年第33卷第 3期 (Journal of Chongqing Medical University 2008．Vo1．33 No．3) 

自1981年美国学者报告首例 AIDS患者以来， 

联合 国艾滋病规划署公布全世界超过 7 000万 

HIV感染者，其中约 4 200万已经死于艾滋病。因 

此艾滋病与结核病 、疟疾构成全球 3大严重传染 

病，并高居首位。艾滋病最主要的致死原因是机会 

性感染 ，其 中 PC引起 的肺部感染一PcP最为多 

见，80％以上的艾滋病患者可经历 1次或多次 PCP。 

此外，器官移植、胶原性疾病长期使用皮质类固醇 

激素、白血病、肿瘤治疗中大量使用细胞毒性药物 

等各种先天与后天免疫机能缺陷者，PCP的发病率 

可高达 54．5％并逐年增高。PCP患者若不经治疗，病 

死率高达 100％。目前的防治对策是采用甲氧苄胺 

嘧啶一磺胺甲基异恶唑或喷他咪等药物进行化疗， 

临床发现这些药物存在严重的毒副作用 ，部分患者 

不能耐受；同时部分患者体内的PC发生基因变异 

可产生耐药性，这就迫切需要研究更加有效的防治 

措施。 

随着分子生物学技术在生物医学领域的广泛 

应用，人们对 PC的研究由早期形态学观察发展到 

分子克隆和基因组核酸序列分析，在 PC的滋养体 

型和包囊型的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 

编码主要表面糖蛋白、表面糖蛋白相关抗原(Major 

surface glycoprotein—related antigen，MSR)和 PRT1 

(Phosphoribosyhransferase1，PRT1)蛋 白激酶。MSG 

具有重要的生物学意义而倍受重视，其积极参与了 

PC与宿主细胞间的免疫反应。PC经呼吸道感染后 

主要沉积在肺泡内繁殖，其致病须要附在 I型肺泡 

上皮细胞上，MSG与宿主细胞的纤维连结素、表面 

活性蛋白A、D等结合介导 PC粘附宿主细胞 ，MSG 

抗原刺激宿主非特异性免疫细胞聚集于肺泡间质、 

释放 TNF—Or．等细胞因子加重肺泡等肺组织的损 

伤；PC可以通过转换 MSG的表达或通过产生过量 

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，以逃避宿主的免疫攻击。 

如何控制 MSG基因的表达已经成为我们防治 PC 

感染 、致病的关键环节。而 MSG基因大家族仅由 

UCS基因调控，启动其下游连接的 1个待转录 MSG 

基因mRNA的表达。UCS基因高度保守，是 1个极 

具吸引力的PCP基因治疗靶点IlI 2]。 

近年来发现并迅速发展的新型基因阻断技术 

一 RNA干扰(RNA interference，RNAi)，也称为基因 

沉寂疗法(Gene silencing)，为我们治疗 PCP提供了 

新的思路与强劲的技术支持。RNAi技术的基本原 

理是，利用 siRNA(或称小干扰性 RNA，micro—RNA， 

miRNA)诱导目的基因转录后 mRNA的降解或抑制 

其翻译蛋白质 ，从而特异性地阻断 目的基因的表 

达 ；研究还发现，RNAi参与了染色体基因组的修饰 

作用，包括 DNA的甲基化、异染色质的形成以及程 

序性 DNA清除等过程。 

许多研究表明在哺乳动物细胞中用 siRNA能 

高效阻断某个特定基因的表达 ，它与正义 、反义 

RNA基因干涉相比，具有效果最强；持续时间长，甚 

至可持续到下一代 ；具有基因序列特异性；不受注 

射部位的影响等优点。RNAi作为 1种新的基因表 

达调控方式，在防御病毒感染、维持基因组稳定性、 

参与胚胎发育调控等多方面发挥重要 的生物作 

用 f3J。 

至今，国内外尚无 RNAi技术干扰 PC基因表 

达、治疗 PCP的报道。基于 RNAi技术显示出对 目 

的基因特异、高效的抑制作用 ，并正逐渐由基础研 

究向临床应用发展的趋势 ，结合 目前对 PC MSG— 

UCS基因序列分析结果，我们针对高度保守的、启动 

PC MSG基因转录的 PC UCS区段设计同源序列， 

用含有 RNA聚合酶启动子111(RNA pol llI)的转录 

载体构建能产生 siRNA的载体质粒，拟采用脂质体 

或新型多聚阳离子载体 PEI介导转染进入PC细胞 

内表达siRNA，特异性地抑制 PC UCS基因以至阻断 

PC MSG基因的转录和蛋白质翻译 ，导致 PC的胞壁 

缺损并杀灭 PC，最终治愈 PCP患者。 
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