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　　摘　要：目的　构建人朊蛋白基因（ＰＲＮＰ）真核表达重组质粒。方法　从阿尔茨海默病（ＡＤ）患者外周血白细胞中提取总

ＲＮＡ，利用ＲＴＰＣＲ的方法扩增编码人ＰＲＮＰ的基因片段，应用基因重组技术将人ＰＲＮＰ基因片段克隆到真核表达载体ｐＥＧ

ＦＰＮ２中，经ＸｈｏⅠ及ＥｃｏＲⅠ双酶切、单酶切及基因序列测定证实所构建的载体。结果　ＲＴＰＣＲ方法获得人ＰＲＮＰ的基因片

段，限制性内切酶酶切分析、ＰＣＲ法及序列测定证实为正确重组质粒，并且该重组载体能够在ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中表达。结论　构

建的真核表达重组质粒ｐＥＧＦＰＮ２ＰＲＮＰ通过鉴定，结构正确，为后续研究ＰＲＮＰ的生物学功能奠定了基础。
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　　阿尔茨海默病（ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一种以记忆和

认知损害为主要特征的慢性进行性神经系统退行性疾病。主

要的病理改变为在大脑皮层和海马，出现大量老年斑和神经纤

维缠结。因它的发病机制并不清楚，从而无有效的治疗手段。

有研究发现，Ａβ寡聚体与神经细胞膜上的细胞型的朊蛋白

（ｃｅｌｌｌａｒｐｒｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ，ＰｒＰ
Ｃ）结合［１２］，增强了Ａβ寡聚体的神经

毒性。ＰｒＰＣ 是由染色体基因组朊蛋白基因（ｐｒｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｇｅｎｅ，ＰＲＮＰ）编码，表达产物由２５３～２５４个氨基酸构成，相对

分子质量为（３３～３７）×１０３，在Ｓｅｒ２３１处安装糖基化的磷脂肌

醇锚受体（ＧＰＩ）结合位点，通过短的寡糖与包埋在脂双层外膜

中糖基化的磷脂肌醇锚相连，固定于脂筏中，主要分布在神经

元表面［２］。为了更好地探明ＰｒＰＣ 基因在ＡＤ发病机制中的作

用，本实验采用ＲＴＰＣＲ获得编码人ＰＲＮＰ的基因片段，通过

酶切、纯化、连接等重组方法，将克隆得到的人ＰＲＮＰ基因构

建真核表达重组质粒载体，为进一步研究ＰＲＮＰ基因生物学

功能及作用机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　质粒和菌株：真核表达载体ｐＥＧＦＰＮ２、大肠埃希

菌ＤＨ５ａ菌株由海南医学院基础医学实验室提供。酶类和主

要生化试剂：Ｔｒｉｚｏｌ、ＲＴＰＣＲＫｉｔ购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，限制性

内切酶ＸｈｏⅠ和ＥｃｏＲⅠ、ＷｉｄｅＲａｎｇｅＤＮＡＬａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ购

自Ｔａｋａｒａ公司，ＤＮＡ凝胶纯化试剂盒（Ｏｍｅｇａ公司），质粒提

取试剂盒（ＱＩＡＧＥＮ公司）。

１．２　方法

１．２．１　总ＲＮＡ的提取　取 ＡＤ患者静脉血，提取白细胞，用

ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总ＲＮＡ，测定其 Ａ２６０／Ａ２８０吸光比值，计算

总ＲＮＡ水平。

１．２．２　ＰＲＮＰ基因的获得　根据 ＧｅｎＢａｎｋ上人的ＰＲＮＰｃＤ

ＮＡ功能全长序列，设计一对引物并导入 ＸｈｏⅠ和ＥｃｏＲⅠ限

制性内切酶酶切位点，序列如下：上游引物５′ＣＣＧＣＣＧＣＴＣ

ＧＡＧＣＡＴ ＧＧＣＧＡＡＣＣＴ ＴＧ３′，下游引物５′ＣＣＧＣＣＧ

ＧＡＡＴＴＣＴＣＣＣＡＣＴＡＴＣＡＧ３′，扩增产物长度７５９ｂｐ。

以总ＲＮＡ中的ｍＲＮＡ为模板、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）２０为引物进行逆转

录，合成ｃＤＮＡ第一链，并以之为模板，加入ＰＲＮＰ基因特异

引物进行ＰＣＲ扩增，获得目的基因ＰＲＮＰ。取５μＬ反应产物

在１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶中电泳分析。

１．２．３　ｐＥＧＦＰＮ２ＰＲＮＰ重组质粒的构建与鉴定　切胶回收

阳性条带，用ＤＮＡ纯化试剂盒纯化，用ＸｈｏⅠ及ＥｃｏＲⅠ分别

双酶切ＰＲＮＰ和真核表达载体ｐＥＧＦＰＮ２，电泳线性片段并予

以切胶回收、纯化。用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接ｐＥＧＦＰＮ２载体

片段与ＰＲＮＰ基因片段，将连接产物转化ＤＨ５α感受态细菌，

铺卡那霉素＋ＬＢ平板，随机挑取克隆菌落并提取重组质粒，进

行紫外分光光度计检测。分别经ＸｈｏⅠ／ＥｃｏＲⅠ单酶切和Ｘｈｏ

Ⅰ＋ＥｃｏＲⅠ双酶切鉴定，同时取０．１μｇ重组质粒作为模板，进
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行ＰＣＲ鉴定。酶切产物及５μＬＰＣＲ产物在１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝

胶电泳。将含初步鉴定正确的重组质粒送测序得到ｐＥＧＦＰ

Ｎ２ＰＲＮＰ重组质粒。

１．２．４　转染及转染后鉴定　转染前１ｄ将ＳＨＳＹ５Ｙ细胞接

种至２４孔板中，１×１０５ 个／孔，使细胞达到９０％～９５％汇合。

使用ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰＤＮＡＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ转染。９６孔板于

内，每孔按照０．５μｇ质粒和３μＬ转染试剂分别用５０μＬ无血

清ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液稀释后，室温静置５ｍｉｎ后，将二者轻轻

混匀后再置室温静置３０ｍｉｎ，２４孔板内加入１００μＬ混合复合

物。轻轻振荡细胞培养板，放入５％ＣＯ２ 培养箱继续培养４ｈ

后，更换含有血清培养基培养，继续培养４８ｈ后加入含 Ｇ４１８

（浓度为８００μｇ／ｍＬ）的培养基进行筛选，建立稳定转染ｐＥＧ

ＦＰＮ２ＰＲＮＰ的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞细胞株，应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检

测转染后ＰＲＮＰ基因表达情况。

２　结　　果

２．１　总ＲＮＡ鉴定　提取的 ＡＤ患者外周血白细胞总ＲＮＡ，

经１５ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳检测。可见２８、１８、５ｓ３条高亮度

清晰条带，未见ＤＮＡ等大分子污染条带，紫外分光光度计分

析，Ａ２６０／２８０＝１．７４５。见图１。

图１　　ＡＤ患者外周血白细胞总ＲＮＡ

２．２　ＲＴＰＣＲ扩增产物人ＰＲＮＰ分子质量的鉴定　ＡＤ患者

外周血白细胞总 ＲＮＡ经ＰＲＮＰ上、下游引物 ＲＴＰＣＲ扩增

后，１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳检测，在６５０、８５０ｂｐ条带处出现特

异性扩增条带，与预期的７５９ｂｐ目的片段大小相符。见图２。

　　１：ＲＴＰＣＲ扩增产物；Ｍ：ＤＮＡ分子标记物。

图２　　人ＰＲＮＰ相对分子质量的鉴定

２．３　重组表达载体的酶切鉴定　重组质粒经ＸｈｏⅠ及ＥｃｏＲ

Ⅰ双酶切得到２条带，大小分别为７５９、４７００ｂｐ，ＸｈｏⅠ单酶切

得到１条带，可见约５０００ｂｐ的１条带，与ｐＥＧＦＰＮ２ＰＲＮＰ

重组质粒的理论值（５４５９ｂｐ）大小相符，将重组质粒命名为

ｐＥＧＦＰＮ２ＰＲＮＰ，见图３。经正、反向 ＤＮＡ 测序，证实与

ＧｅｎｅＢａｎｋ数据库序列完全一致。

　　Ｍ１：宝生物１５０００ｂｐ标记物；１：ＸｈｏⅠ及ＥｃｏＲⅠ双酶切；２：Ｘｈｏ

Ⅰ单酶切；Ｍ２：宝生物ＤＬ２０００标记物。

图３　　ｐＥＧＦＰＮ２ＰＲＮＰ重组质粒酶切鉴定

２．４　转染及转染后鉴定的结果　真核表达载体ｐＥＧＦＰＮ２

ＰＲＮＰ转染ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，培养２４ｈ后在真核细胞内均可见

绿色荧光信号，见图４。应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测经 Ｇ４１８筛选

后，ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中Ｐｒｉｏｎ蛋白表达较空质粒组明显增强，见

图５。

图４　　转染２４ｈ重组表达质粒在ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中的表达

　　１：空质粒组；２：ｐＥＧＦＰＮ２ＰＲＮＰ质粒组。

图５　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＨＳＹ５Ｙ细胞Ｐｒｉｏｎ蛋白的表达

３　讨　　论

目前，全世界有超过２千万的 ＡＤ患者，然而它的发病机

制不清楚，无有效的治疗手段。从而，探讨 ＡＤ的发病机制显

得尤为重要。ＡＤ的发病机制很复杂，其中Ａβ级联学说认为，

淀粉前体样蛋白（Ａｍｙｌｏｉｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）的酶切代谢

产物Ａβ，在 ＡＤ发病早期起主要的作用，具有神经毒性的 Ａβ
在特定脑区聚积是ＡＤ起始因素。水溶性的Ａβ逐渐聚集和沉

积触发缓慢但致死性的级联反应，最终导致突触改变、小胶质

细胞和星形胶质细胞的激活、可溶的ｔａｕ蛋白变成寡聚体，而

后变成不可溶性的双螺旋细丝和进行性的神经元丢失。Ａβ在

大脑皮层内的蓄积是 ＡＤ病理发生过程中一个早期必然过程

事件，超前于其他脑区损伤和临床症状数年［３４］。近年来研究

认为，ＡＤ患者记忆受损、认知损害与脑内存在小的、Ａβ寡聚

体对神经突触的损伤有密切关系，而与神经元丢失关系不
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大［５６］。鉴于Ａβ寡聚体对神经突触的毒性，推测在神经细胞

膜上存在特异性Ａβ寡聚体的高亲和受体。

有学者认为，ＰｒＰＣ 是 Ａβ寡聚体的主要受体，介导了 Ａβ
寡聚体的神经毒性。通过抗ＰＲＮＰ抗体可以阻止 Ａβ寡聚体

与ＰｒＰＣ 的结合，恢复突触可塑性。并且推测以ＰｒＰＣ 为靶点

的药物在ＡＤ治疗中具有一定的潜在应用价值
［７９］。相关研究

还发现，尽管不能排除细胞膜上存在有其他 Ａβ寡聚体的受

体，例如糖基化终产物受体（ＲＡＧＥ）和ａ７烟碱乙酰胆碱受体，

但ＰｒＰＣ 可以与５０％以上的 Ａβ寡聚体结合
［１０１１］。Ｔｏｙｏｈａｒａ

等［１２］研究发现ＡＰＰ与ＰｒＰＣ 同样参与蛋白激酶Ｃ调节的蛋白

质水解过程，并且有毒性的 Ａβ１４０、Ａβ１４２和ＰｒＰ
Ｃ 第１０６～

１２６位多肽片段同样可以触发Ｃａｓｐａｓｅ的级联反应。因此，认

为干预它们共同的作用途径可以减轻 ＡＰＰ和ＰｒＰＣ 的毒性作

用。Ｔａｙｌｏｒ等
［１３］认为ＰｒＰＣ 构型转变为致病性的ＰｒＰｓｃ和 Ａβ

的沉积及细胞膜上的脂筏有关，推测干预脂筏的形成可能对朊

病毒病和ＡＤ具有一定的治疗作用。Ｆｅｒｒｅｉｒｏ等
［１４］研究发现

在朊蛋白病及ＡＤ中ＰｒＰＣ１０６～１２６和Ａβ肽的毒性均导致了

神经元的丢失，并且神经元内的Ｃａ２＋紊乱和内质网应激有关。

提出干预内质网Ｃａ２＋水平是治疗ＡＤ和朊蛋白病的一种潜在

手段。

综上所述，有必要深入研究ＰｒＰＣ 介导 Ａβ寡聚体神经毒

性的作用机制。本研究将人ＰＲＮＰ在体外进行扩增并成功构

建的重组质粒ｐＥＧＦＰＮ２ＰＲＮＰ，进而转染 ＡＤ模式细胞，为

进一步研究ＰＲＮＰ基因在ＡＤ发病机制中的作用及生物学功

能奠定了实验基础。
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