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嵌合跨膜型人 CD55基因的重组逆病毒表达质粒的构建

杜瑞琴 ,白　云 ,黎万玲 ,姜　曼　　(第三军医大学基础医学部全军免疫学研究所 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　构建嵌合跨膜型 CD55 基因的重组逆病毒表达质粒。方法　采用 PCR技术扩增编码 CD55信号肽及成熟蛋白

胞外区(-34-304aa)的 DNA 片段 ,双侧引入 EcoRⅠ 、SspⅠ位点 ,与编码 CD46 分子的跨膜区及膜内区(270～ 350aa)的 DNA 片段的

5' 末端自身的 Stu I位点连接 , 构建嵌合跨膜型 CD55 DNA 片段 ,序列测定后将此嵌合 CD55 片段与 pLXSN逆病毒载体连接构建重组

表达质粒 ,酶切鉴定插入片段的方向。结果　DNA序列测定证实所构建的嵌合跨膜型 CD5 DNA 阅读框完整 、连接部位序列正确;
HindⅢ酶切鉴定得到了正向插入的 CD55TM-pLXSN 重组表达质粒。结论　我们成功构建了嵌合跨膜型 CD55 DNA片段及含此片段

的重组逆病毒表达载体 CD55TM-pLXSN ,为进一步在真核细胞中表达嵌合分子 ,比较研究 GPI锚固型 CD55 分子与细胞活化信号转

导的关系建立良好对照并为应用跨膜型的 CD55分子对 PNH 进行基因治疗奠定了分子生物学基础。

　　关键词:CD55;嵌合跨膜型分子;重组逆转录病毒表达载体
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Construction of recombinant retrovirus vector of chimeric transmembrane form of hu-
man CD55 gene
DU Rui-qin , BAI Yun , LI Wan-ling , JIANG Man(Institute of Immunology PLA , Third Military Medical University , Chongqing 400038 ,China)

　　Abstract:Objective　To construct recombinant retrovirus vector of chimeric transmembrane form of CD55 gene.Methods　Two primers P1 ,

P2 were used to amplify the sequence of extracellular portion of CD55 by PCR.A SspI site was designed in the P2 to ligate with the StuI site which

was at the 5' end of the sequence of the transmembrane and cytoplasmic domains of MCP , so the transmembrane form of CD55(CD55-TM)gene was

constructed.The chimeric CD55 DNA fragment was cloned into pGEM-T-Easy plasmid and sequenced , then the CD556-TM genewas ligated with the

retrovirus vector pLXSN.Results　The CD55TM DNA sequence was exactly consistent with our expectation , the open reading frame was right , and

no frame shift , gene mutation;and digestion with HindⅢ showed that the gene had inserted into the retrovirus vector correctly.Conclusion　We

chimeric transmembrane form of CD55 gene have acquired its recombinant retrovirus vector constructed(CD55 TM-pLXSN), which will be contribute

to the investigation of the signal transduction of GPI form CD55 as on excellent control and provide a molecular biological basis for the new way for the

gene therapy of PNH.
　　Key words:human CD55;transmembrane form chimeric molecule;recombinant retrovirus vector

　　CD55又名衰变加速因子 ,是一种 GPI锚型的补体

调节蛋白 。它以同源限制的方式通过加速两条补体激
活途径 C3及 C5转化酶的衰变 、阻止两条途径 C3及

C5转化酶的装配 ,保护自身正常组织免受补体损
伤
[ 1 ,2]
。现已知 CD55的异常和缺损是引起夜间阵发

性血红蛋白尿(Paroxymal nocturnal hemoglobinuria ,PNH)
的直接原因之一

[ 3 , 4]
,而大多数 CD55 的异常并非是

CD55基因缺失 ,而是由于其 GPI 锚合成障碍所致 ,因
此导入并表达有功能的跨膜型 CD55分子为 PNH的基

因治疗提供了一条可尝试的途径。此外 ,GPI 锚固型
分子的信号转导作用近日已成为人们关注的焦点 ,而
CD55作为GPI锚固蛋白 ,已有实验证实其可参与单核
细胞及 T 细胞的活化

[ 5 , 6]
。本研究构建嵌合跨膜型

CD55的重组表达质粒 , 为应用跨膜型 CD55 分子对

PNH进行基因治疗奠定实验基础 ,也为进一步在真核
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细胞中表达该分子 ,比较研究 GPI 锚固型蛋白及跨膜

蛋白的不同信号转导模式提供良好的对照细胞模型奠

定了分子生物学基础 。

1　材料与方法

1.1　主要试剂
　　质粒载体 pGEM-T Easy 购自 Promega 公司;pUC19 质粒 、
pLXSN逆病毒表达载体为本室保存;CD55-Bluescript M13-质粒

由访美学者馈赠 , 含全长 CD55 cDNA;重组 CD46 TM-pGEM-T
Easy 质粒由本室白云教授构建[ 7] , 含编码 CD46 蛋白的跨膜区

及膜内区的 DNA 片段;限制性内切酶 EcoR Ⅰ 、Ssp Ⅰ 、Hind Ⅲ 、

PstⅠ 、StuⅠ , Taq DNA聚合酶及 DNA 分子量 Marker购于华美

公司 , T4 DNA连接酶 、High PureTM PCR Product Purfication Kit购于

Boehriger Mannheim 公司。

1.2　引物的设计和合成
　　根据 Medof-ME[ 8] 1987 年发表的人 CD55 的 cDNA 序列 , 按

构建嵌合跨膜型CD55 DNA 的要求设计引物1 和 2 , 用于扩增编
码 CD55 信号肽 34 个氨基酸和胞外区 304 个氨基酸的 DNA 序

列。上游引物P1 的 5' 端引入 EcoR Ⅰ酶切位点及保护碱基;下

游引物 P2 的 5' 端引入 Ssp Ⅰ 酶切位点。 根据公布的 CD46
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cDNA 序列 , 设计合成一条下游引物 P3。利用 P3 与 P1 扩增

CD55 TM DNA片段。各引物由上海生工生物公司合成。
　　Primer1:5' -GGAATTCCGCCATGACCGTCGC-3'

　　Primer2:5' -CGAATATTCTTGGTTGTCCTGG-3'
　　Primer3:5' -CGTCTAGACTATTCAGCCTCTCTGCTCTGC-3'

1.3　PCR扩增 CD55信号肽及胞外区 cDNA片段及初

步酶切鉴定
　　将 CD55-Bluescript M13用 EcoR Ⅰ酶切回收 CD55 cDNA 作

为PCR反应的模板。 用引物 1 和引物 2 终浓度约 1 μmol L ,

50 μl体系扩增。反应条件:95 ℃ 5 min ;95 ℃ 60 s , 45 ℃ 45 s ,
72 ℃70 s , 20 循环;72 ℃延伸 7 min。取 8 μl PCR产物在 1%琼

脂糖凝胶中电泳观察结果 ,用 High PureTM PCR Product Purfication

Kit分离纯化 PCR产物。将上述 PCR产物与 pGEM-T Easy 载体

连接 , 转化入 E.coli DH5α后经氨苄青霉素及α-互补筛选 , 用
EcoRⅠ 、HindⅢ 、EcoRⅠ +SspⅠ酶切鉴定。

1.4　CD55TM DNA片段的连接 、基因克隆
　　将上述重组质粒用 EcoR Ⅰ和 SspⅠ 双酶切 , 纯化回收约 1

kb 的目的片段;CD46-TM-pGEM-T Easy质粒用 Pst Ⅰ 、StuⅠ双酶

切 ,纯化回收 280 bp片段 , pUC19质粒用 EcoR Ⅰ 、PstⅠ 双酶切 ,
纯化回收载体片段。 连接三片段如图 1。 将连接物转化入

E.coli DH5α, 经氨苄青霉素及α-互补筛选 , 用 EcoRⅠ 、PstⅠ 双
酶切筛选重组质粒 ,并用 HindⅢ 、SspⅠ , StuⅠ 对重组质粒进一

步酶切鉴定。

图 1　CD55TM-pUC19重组质粒的构建示意图

Fig 1　Diagram of the construction of CD55TM-pUC19 recobinant plasmid

1.5　CD55TM DNA片段的序列分析

　　用 EcoRⅠ 、Pst Ⅰ双酶切 pUC19-CD55TM , 回收 1.3 kb 片段

作为 PCR模板 , 用引物 1和引物 3 扩增 CD55TM DNA片段。 将

得到的PCR产物与 pGEM-T Easy 载体连接 ,转化入 E.coli DH5α

后经氨苄青霉素及α-互补筛选 ,用 EcoRⅠ酶切筛选出阳性重组

子。序列测定由北京赛百盛公司完成。

1.6　CD55TM-pLXSN 重组逆病毒表达质粒的构建及
鉴定

　　EcoRⅠ 酶切 CD55TM-pGEM-T Easy 回收嵌合 CD55TM DNA

片段 ,与 EcoRⅠ线性化的 pLXSN 连接 , 转化 MCl061 菌株 , EcoR

Ⅰ酶切鉴定及 Hind Ⅲ鉴定插入方向均按常规方法进行。

2　结果

2.1　CD55信号肽及胞外区 cDNA片段的扩增及初步鉴定
　　我们以 CD55 全长的 cDNA 为模板 , 扩增编码 CD55 信号肽

34 个氨基酸和胞外区 304个氨基酸的 DNA序列 ,用较低的退火

温度(45 ℃)和较少的循环数(20)得到了特异性和产量都极高
的目的片段 。将回收的 PCR 产物与质粒 pGEM-T Easy 载体连

接 ,用 EcoRⅠ酶切筛选出阳性重组子。
　　进一步用 Hind Ⅲ 、EcoR Ⅰ +SspⅠ对重组质粒酶切鉴定 , 见

HindⅢ将重组质粒线性化 , 因 pGEM-T Easy 载体上不含 Hind Ⅲ
位点 , 质粒线性化说明插入片段可能含一个 Hind Ⅲ位点 , 初步

鉴定了插入的 PCR产物的正确性;EcoR Ⅰ +Ssp Ⅰ双酶切可切
出2 144、1 033 、595 、185 、24、10、8 bp 大小片段(24、10、8 bp 者凝

胶看不见),证实插入片段两端确实引入了 Ssp Ⅰ和 EcoR Ⅰ 两
个酶切位点。

2.2　CD55 TM 的连接及鉴定

　　如 1.4 所述 , 纯化回收编码 CD55 信号肽及胞外区的 cDNA

片段 、CD46 TM-pGEM-T Easy 用 Pst Ⅰ +Stu Ⅰ 双酶切的片段 、

pUC19的酶切片段 , 将三个片段连接 , 见图 1。 连接 、转化及初
筛后 ,经 EcoRⅠ +Pst Ⅰ双酶切电泳可见切下 1.3 kb 片段 , 与插

入片段大小吻合;StuⅠ酶切质粒未切动 , 符合因 SspⅠ与 StuⅠ
平端连接导致位点消失。 Ssp Ⅰ的酶切使载体线性化 , 符合载

体本身具有 1个位点 , 插入片段中 SspⅠ位点与 StuⅠ平端连接
后酶切位点消失的结果。 Hind Ⅲ酶切得到 2.9、1.1 kb 两条片

段 ,证明此重组质粒除本身具有一个 Hind Ⅲ位点外 ,还有一个
位点在插入片段上 , 与 CD55 TM 片段上有一个 Hind Ⅲ位点相

符 ,见图 2。

图 2　CD55TM-pUC19重组质粒的酶切鉴定

1%琼脂糖电泳图谱

Fig 2　Electrophoresi s for restriction map of recombinant

CD55TM-pUC19 on 1% agarose gel

Line 1:λDNA EcoR Ⅰ +Hind Ⅲ DNA marker;Line 2:CD55TM-

pUC19 EcoR Ⅰ +Pst Ⅰ 2.69 kb , 1.3 kb;Line 3:CD55TM-pUC19 

StuⅠ ;Line 4:CD55TM-pUC19 Hind Ⅲ 2.9 kb , 1.1 kb;Line 5:

CD55TM-pUC19 SspⅠ

49第 1 期　　　　　　　　　　杜瑞琴 , 等.嵌合跨膜型人 CD55基因的重组逆病毒表达质粒的构建　　　　　　　　　　　



2.3　CD55TM DNA片段的序列分析

　　采用 PCR技术用 P1 和 P3 扩增得到 CD55TM DNA 片段 , 电

泳见目的片段大小约 1.3 kb , 目的带特异 、产量高。将 CD55TM

PCR产物与 pGEM-T Easy 载体连接 , EcoR Ⅰ酶切切下 1.3 kb 片

段证实插入片段为 CD55TM DNA 片段。 序列测定结果证实阅

读框完整 ,无移码和错码 , 两个片段的连接部位除因 SspⅠ位点

(AAT)的引入导致此 cDNA 多出了三个碱基(编码天门冬氨酸)
外序列正确无误 ,见图 3 , 与预测的包括 34 个信号肽序列的嵌

合跨膜型 CD55DNA的序列一致 , 表明我们已获得了嵌合跨膜
型 CD55 分子的全部编码序列。

图 3　嵌合跨膜型 CD55 DNA 片段的部分序列

Fig 3　Partial sequence of recombinant CD55TM DNA

2.4　CD55TM-pLXSN重组表达质粒的构建及鉴定
　　CD55TM DNA 片段与线性化 pLXSN 的连接物转化后挑取

若干单菌落 ,小量快速抽提质粒 DNA , 电泳挑选迁移率滞后者

为可疑阳性重组子。将上述可疑阳性重组子用 Hind Ⅲ酶切 , 能
切割出5.72 kb 和1.45 kb DNA片段的为正向插入重组质粒;能

切割出570 bp 和 6.6 kb DNA 片段的为反向插入重组质粒 , 结果
见图4。挑取正向插入质粒为本研究的人 CD55TM-pLXSN重组

逆转录病毒载体。

图 4　CD55TM-pLXSN 重组质粒的酶切鉴定

1%琼脂糖电泳图谱

Fig 4　Electrophoresi s for restriction map of recombinant

CD55TM-pLXSN plasmid on 1%agarose gel

Line 1:λDNA EcoR Ⅰ +Hind Ⅲ;Line 2:CD55TM-pLXSN EcoR Ⅰ
5.8 kb ,1.3 kb;Line 3:CD55TM-pLXSN HindⅢ 5.72 kb , 1.45 kb;

Line 4:CD55TM-pLXSN Hind Ⅲ (Reverse)6.6 kb , 570 bp

3　讨论

　　CD55又名衰变加速因子 ,是一种糖基磷脂酰肌醇

(Glycosyl-phosphatidylinsitol ,GPI)锚固型补体调节蛋白 ,
其主要作用是通过加速两条补体激活途径C3及C5转

化酶的衰变 ,阻止两条途径C3及C5转化酶的装配 ,保
护自身正常组织免受补体介导的损伤。CD55 cDNA编

码区包括信号肽区 、4个 SCR区 ,一个STP富含区以及

3' -疏水区 。现已证明 ,CD55的 SCR3区为 C3b 、C4b
结合的特异性功能区 ,SCR2和 SCR4起辅助作用 。STP
富含区为 CD55的O-糖基化部位 。此区的存在对上述

功能是必要而非特异性的 ,可能仅仅作为一空间位阻
作用以保证 SCR区的空间折叠

[ 9]
。CD46 ,又名膜辅蛋

白(MCP),是一种跨膜型的补体调节蛋白 ,它辅助 I因

子裂解 C4b 、C3b ,与 CD55作用相似 ,通过抑制两条补
体激活途径显示同源限制作用 。在结构上 ,它是一种
跨膜型的补体调节蛋白 ,但同样具有 SCR区及 ST 富

含区 ,它的 ST 富含区也为 O-糖基化部位 ,与 CD55的

STP 富含区相似。正因为 CD55与 CD46在结构及功能

上的这种相似的特征 ,我们选取编码 CD55成熟蛋白

信号肽及胞外区蛋白(包括 SCR1-SCR4及大部分 STP

区)的 DNA片段 ,与编码 CD46 的跨膜区及膜内区(第

270 ～ 350氨基酸 ,包括 STP 富含区的 8 个氨基酸)的
DNA片段(简称 TM)连接 , 构建嵌合跨膜型 CD55

(CD55TM),以便与天然锚固型 CD55形成良好的参照 。

在扩增 CD55目的基因时 ,我们在 3' 端引入一个 Ssp Ⅰ
平端位点 ,目的是获得平端的酶切产物 ,以便与 CD46

的TM DNA片段自身 5' 端的 Stu Ⅰ平端位点连接 ,构

建嵌合 CD55TM DNA片段 。此重组嵌合 CD55TM DNA

片段因引入了 Ssp Ⅰ位点导致连接部位多出了 3个碱

基(AAT),编码天门冬氨酸 ,因位于 STP区对分子的构
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象和功能影响不大。

　　CD55分子是一个多功能的分子 ,除具有补体同源
限制作用外 ,还能参与对微生物的粘附作用和与单核

细胞 、T 细胞的活化等免疫反应过程 。已知 CD55和

CD59 、C8 bp的异常和缺损可导致红细胞对自身补体

的敏感性增加 ,是引起夜间阵发性血红蛋白尿(PNH)
的直接原因

[ 3 ,4 , 10, 11]
。

　　GPI锚结构的缺失或异常可导致 CD55等 GPI 锚

固蛋白表达的缺失。目前的研究表明 ,大多数 PNH 是

由于与合成 GPI糖脂链核心部分有关的 PIG-A类基因

突变 ,导致 GPI锚合成障碍所致
[ 12]
。

　　在这种情况下 ,GPI锚合成障碍导致天然 GPI 锚

固型蛋白在细胞表面不能表达 ,因此不能通过导入天
然的GPI锚固型 CD55 、CD59基因来对 PNH 实行基因

治疗 ,而导入并表达有功能的跨膜型 CD55 、CD59分子
则为其基因治疗提供了一条可尝试的途径。此外 ,

CD55作为GPI锚固蛋白 ,已有实验证实其可参与单核
细胞及 T 细胞的活化 ,其中它作为共刺激因子参与 T

细胞的活化倍受人们关注。GPI 锚固蛋白参与信号转
导的机制是目前国内外研究的热点之一 。由于这类蛋
白不含跨膜区和膜内区 ,它转导活化信号至胞内的方

式一直是令研究者困扰的问题 。近期国外研究资料表
明GPI锚固蛋白在细胞膜上的分布方式与跨膜蛋白随

机不同 ,它是以脂微区形式分布于细胞表面 ,且已证实
GPI 脂微区是介导 GPI 蛋白信号转导的重要结

构
[ 15 , 16]

。因而建立表达具有不同膜结合形式的同一种
分子的细胞模型 ,将为进一步比较研究GPI 蛋白和跨

膜型蛋白的信号转导模式提供可靠的前提条件。本研
究构建的嵌合跨膜型 CD55的逆病毒表达载体为下一

步得到表达跨膜型 CD55蛋白的细胞克隆奠定了分子

生物学基础 ,从而为深入研究GPI锚固的CD55分子与

细胞活化信号转导的关系建立良好对照并为探讨应用

跨膜型的 CD55分子对 PNH 进行基因治疗奠定了一定

的实验基础。
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2.2　鳖甲粉样品钙镁分析结果对照
　　按实验方法分析中华鳖甲粉样品钙镁元素并与混酸溶液

法[ 根据重庆市卫生防疫站“氨基酸钙”(中华鳖甲)检验报告
书 , 1999 年 5月] 对照 ,见表 1。

表 1　测定结果

微乳法测值(mg L) 含量(mg g) 混酸溶液法测值样品号

(mg g)

样品重

(mg) 钙 镁 钙 镁 钙 镁

1 10.8 25.97 0.79 240.5 7.32

2 9.3 22.15 0.69 238.2 7.43

3 12.5 28.91 0.88 231.3 7.07

平均值(mg g) 236.7 7.27 232.2 7.13

　　关键词:火焰原子吸收法;中华鳖甲;钙镁

　　中图法分类号:R446.1　　　文献标识码:B
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