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猪 Cathelicidin PMAP37基因表达载体的构建

Construction of Cathelicidin PMAP37 gene expression vector in pig

罗　刚 ,魏　泓　　(第三军医大学实验动物中心 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　构建猪 Cathelicidin PMAP37 基因表达载体。方法　RT-PCR方法扩增带有双酶切位点的PMAP37 基因 ,

将该基因定向插入带有相同酶切位点的融合表达质粒 PinPointTM Xa-3 的多克隆位点构建表达载体。结果　构建的表达载

体经双酶切电泳分析及插入基因片断序列分析 , 表明 PMAP37基因表达载体构建成功。结论　PMAP37 基因表达载体的构

建为进一步获得该基因的表达产物 ,研究其抗菌活性 、抗菌机理打下基础。

　　最近的研究表明 ,在动物 、植物基因组中存在着编

码抗生素的基因 ,这些基因的编码产物多为几个到几十

个氨基酸的短肽 ,称为天然抗微生物肽(Native antimicro-

bial peptide)或抗菌肽
[ 1 ～ 3]
。目前已有约 2 000多种抗菌

肽在多种生物体中被分离 、纯化 ,它具有分子量低 、热稳

定 、广谱抗菌等特点 ,微生物和其他一些理化因素均可

诱导生物体产生抗菌肽 ,它是非专一性免疫应答产物 。

Cathelicidin是新发现的一个抗菌肽前体大家族 ,这类抗

菌肽存在于猪 、牛 、羊 、人等哺乳动物中 ,其N-含一高度

保守的氨基酸序列 ,取名为 Cathelin ,因此人们称之为

Cathelicidin
[ 4]
。国外已经开展对此类抗菌肽的研究 ,目

前我国尚未有该类抗菌肽的研究报道 ,由于该类抗菌肽

具有抗菌 、抗病毒 、抗肿瘤特性 ,Cathelicidin作为新药开

发具有广阔前景。PMAP37为编码猪 Cathelicidin的基

因 ,本实验拟构建猪Cathelicidin PMAP37基因表达载体 ,

为后期表达产物的获得形成基础。

1　材料与方法

1.1　主要材料
　　E.coli JM109 由本校临床微生物教研室惠赠 , 表达质粒

PinPointTMXa-3由本校微生物教研室惠赠 , dNTPs、Taq DNA 聚合

酶购自华美生物工程公司 , 限制性核酸内切酶 、T4 DNA连结酶

等购自 Promega公司 , 其它试剂均为国产分析纯。

1.2　猪骨髓总 RNA的制备

　　穿刺抽取 3 头 5 月龄公猪骨髓 , 离心收集白细胞 , 加入
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适量 Tripure试剂 , RNA 提取方法按照 Tripure 试剂说明书中的

操作步骤进行。

1.3　引物设计
　　根据已报道的猪 Cathelicidin PMAP37 基因的 cDNA序列[ 5] ,

应用引物设计软件 ,在设计上游引物 5′端引入 Hind Ⅲ酶切序列

及三个保护碱基 ,在设计下游引物 5′端加入 Bgl Ⅱ酶切序列及

保护碱基 ,并在 HindⅢ酶切位点后加入 1 个起始密码子 ATG ,

在 BglⅡ酶切序列前加入 1 个终止密码子 TAA 。

　　PBD-Ⅰ基因引物的序列如下:上游引物:5′- AACTGCAGAT-

GCCCAGAGGGC-3′, 下 游 引 物: 5′-CCCAAGCTTTTATTT-

CAATCTTTTCACCAAGCCT-3′,引物由上海基康公司合成。

1.4　RT-PCR扩增

　　RT-PCR反应条件:cDNA 第一链合成:总 RNA X μl(约 2.0

μg), OligodT15 4.5μl , DEPC 水 Yμl ,总体积10μl , 65 ℃ 10 min;再

加入 AMV(10 U μl)1 μl , 10×buffer 2 μl , 0.01 mol L DTT 0.5μl ,

RNase抑制剂 0.5μl , DEPC 水 3μl , 42 ℃ 60 min , 99 ℃ 5 min , 总

体积 20μl。 PCR反应体系:cDNA10μl , 10 mmol L dNTPs 2 μl , 引

物 1.引物2(20μmol L)各 2μl , 10×buffer 5μl , 25 mmol L Mg2+

4 μl , Taq DNA聚合酶(5 U μl)0.5 μl , ddH2O 24.5 μl。扩增条

件:94 ℃ 3 min;35 个循环:94 ℃ 30 S , 52 ℃ 59 S , 72 ℃1.5 min

1 个循环;最后 1 个循环:72 ℃7 min。

1.5　表达载体构建
　　表达质粒 DNA 大量提取 , 按文献[ 6] 进行。 RT-PCR扩增产

物和提取质粒 DNA分别用限制性核酸内切酶 HindⅢ、BglⅡ37 ℃

过夜双酶切。酶切回收的质粒 DNA 与插入目的基因按摩尔数

1∶3 进行混合 , T4 DNA 连结酶 25 ℃连结 5 h。 E.coli JM109 感受

态细胞制备 、转化 、阳性重组子筛选及鉴定均参照文献[ 6] 方法

进行 , 猪Cathelicidin PMAP37基因表达载体的构建 ,见图1。

1.6　DNA序列分析

　　挑取菌落 、提取质粒 , 经酶切初步鉴定后 ,挑取阳性克隆由

上海基康生物公司完成序列分析。
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图 1　猪 Cathelicidin PMAP37基因表达载体的构建图

2　结果

2.1　猪总 RNA提取

　　提取的 RNA 纯度(A260 A280)为 1.9 , 且电泳后在紫外灯下

见到 28S、18S、5S 3条带。

2.2　MSP37基因的 RT-PCR扩增
　　扩增产物于 1.5%琼脂糖凝胶电泳 , 见图 2 , 扩增片断约

430 bp , 与预期值相符。

1, 5:分子质量标准marker;2:空白对照;3 , 4:RT-PCR扩增产物

图 2　RT-PCR扩增的 PMSP37基因

2.3　阳性重组子质粒DNA的酶切

　　重组质粒 DNA 的酶切结果 , RT-PCR 扩增的 PMAP37 基因

作对照 ,见图 3 , 1#菌质粒 DNA切下 1 条约 430 bp带 , 2#菌质

粒 DNA 未切下带。初步确定 1#菌为阳性重组子。

1:分子质量标准 marker;2:RT-PCR 扩增产物;3:1#菌质粒 DNA

Hind Ⅲ BglⅡ双酶切;4:2#菌质粒DNA Hind Ⅲ Bgl Ⅱ双酶切

图 3　重组质粒的限制性酶切分析

2.4　PMAP37基因的序列测定

　　将1#菌落进行 DNA测序。采用SP6通用引物测定 , SP6测序

引物结合基因 3′端 ,故得出的结果为重组 DNA的互补链。PMAP37

基因与 GenBank公布的该基因序列比较后发现, 二者在 50、128 位

碱基不同,分别被A.G所替代 ,基因序列同源性达99.5%。表明

我们已成功克隆了猪 PMAP37 基因 ,目前我们正在对该基因在 E.

coli JM109中的表达进行研究,结果将在以后进行报道。

3　讨论

　　Cathelicidin是近年来发现的存在于哺乳动物体内

的一类阳离子抗菌多肽 ,国外已经开展对此类抗菌肽

的研究 ,目前我国尚未出现该类抗菌肽的研究报道 ,由

于它具有抗细菌 、真菌 、病毒 、肿瘤细胞的功效 。因此 ,

它作为抗感染药物及畜禽饲料添加剂具有很大潜力。

鉴于其在哺乳动物体内的含量少 , 此外化学合成

Cathelicidin成本又太高 ,故利用基因重组技术克隆表

达Cathelicidin基因是一条获取抗菌肽的有效途径 。虽

然抗菌肽基因在原核体系 、真核体系中表达均获得成

功 ,但仍存在一些问题:抗菌肽分子小 ,易被宿主菌中

的蛋白酶降解 ,而且表达产物对细菌等宿主有害 ,影响

了基因的表达水平 。因此本实验选用融合表达质粒

PinPoint TMXa-3 ,以融合蛋白形式在大肠杆菌中表达

PMAP37基因 ,融合蛋白无抗菌活性 ,防止 PMAP37基

因的表达产物对宿主菌造成损伤 ,从而提高了目的基

因的表达水平 。此外 ,该质粒带有 SP6测序引物结合

位点 ,可直接进行测序 ,省缺了亚克隆测序等繁琐工

作 ,直接用于表达分析。它含有T7噬菌体启动子及乳

糖和色氨酸杂合启动子(tac),经 IPTG 诱导后可以使

克隆基因产生大量的 mRNA ,利于提高其蛋白表达量。

将PCR产物克隆到载体中有下列一些方法:平末端连

结法 ,同聚物接尾连结法 ,粘性末端连接法。粘性末端

连结法可防止载体自身环化 ,连结效率高 。本实验采
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用这种方法获得了较高的连结效率 。猪 PMAP37基因

表达载体的成功构建为进一步获得其表达产物 ,研究

其抗菌活性 、抗菌机制打下基础。
　　关键词:抗菌肽;猪 Cathelicidin PMAP37 基因;表达载体

　　中图法分类号:Q782　　　文献标识码:B
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Cardiotoxin肌损伤模型的形态学观察

Morphological observation of muscle injury model induced by cardiotoxin injection

in mice
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　　提　要:目的　建立由 Cardiotoxin所致的肌损伤模型并了解损伤部位自然修复的情况 , 为研究肌损伤的再生及修复

作用奠定基础。方法　将 Cardiotoxin 按 8 μg g体质量局部注入 SCID 小鼠股四头肌中 , 分别观察不同时相点(24 h 、7 d 、2

周 、4 周和 6 周)损伤部位的病理改变。结果　注射 24 h 后可见肌细胞变性坏死 , 胞浆内有空泡形成;7 d 后肌纤维发生明

显断裂 ,变性坏死加重 , 并出现钙化;2 周后变性坏死钙化加重达到顶峰;4周后变性坏死钙化依然存在 , 但已可见部分肌

纤维再生;6周后变性坏死已不明显 ,钙化仍存在 , 肌细胞大部分再生。结论　成功地建立了 Cardiotoxin 所致的肌损伤模

型 ,该模型稳定 、简便 、易控制 , 且重复性好。

　　各种创伤 、神经源性和肌源性肌病(如进行性肌营

养不良症)所致的肌损伤一直是影响人们生活的疾病之

一 ,肌损伤促愈一直是人们关注的研究领域。为找出肌

损伤有效和合理的防治措施 ,必须首先建立一种稳定简

便的肌损伤模型。为此我们进行了以下实验。

1　材料与方法

1.1　实验材料
　　Cardiotoxin(Sigma);75%乙醇;无菌剪刀;甲醛溶液。

1.2　实验动物
　　SCID小鼠购自第三军医大学实验动物中心 , 6 ～ 8 周龄 , 雌

性 12只。饲养于一级动物室并带有空气过滤装置和置于层流

柜内的塑料笼内。笼具 、垫料 、饲料 、饮水均高压消毒 , 饮水酸
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化 , pH 值 3.0 , 饮水中加抗生素:新霉素:1 g L, 多粘菌素 B:100

U L ,乳酸环丙沙星:0.1 g L , 饲养至药物注射后 6周。

1.3　实验方法
　　参照文献[ 2 , 3] , 选取雄性 SCID 小鼠 , 6 ～ 8 周龄 , 称质量 ,

股四头肌处鼠毛 75%酒精皮肤消毒 , 按 8 μg g 将 Cardiotoxin 局

部注射入股四头肌 ,分别在注射后24 h 、7 d、2 周 、4 周 、6 周颈椎

脱臼处死小鼠 ,完整分离出股四头肌 , 浸入 10%甲醛溶液中固

定 ,常规病理包埋切片染色。

2　结果

　　正常肌细胞亦即肌纤维 , 光镜下可见其形态细长 , 肌细胞

核为扁椭圆形 ,每个肌纤维有许多细胞核 , 位于肌纤维的周边 ,

紧靠肌膜的内表面。注射Cardiotoxin后 24 h可见肌细胞变性坏

死 ,胞浆内有空泡形成 , 见图 1;7 d 后肌纤维发生明显断裂 , 变

性坏死加重 ,并出现钙化 , 见图 2;2 周后变性坏死钙化加重达

到顶峰 ,见图 3;4 周后变性坏死钙化依然存在 , 但已可见部分

肌纤维再生 ,见图 4;6周后变性坏死已不明显 , 钙化仍存在 , 肌

细胞大部分再生。
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