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【摘+ 要】目的：确定 2R-S! 分子与 2-3F.* 参与相互作用的

结构域，以深入 研 究 这 两 种 分 子 的 功 能, 方 法：扩 增 编 码

2-3F.* 全长分子和 2R-S!，HEQSK#! 分子不同结构域的 @US
序列，构建含 2-3F.*，2R-S! 不同结构域编码序列的截短体、

2R-S! [ HEQSK#! 荧光蛋白嵌合体分子基因的真核表达载体，

并转染 QYG#% 真核细胞，通过激光共聚焦扫描显微镜研究这

两种分子间的相互作用, 结果：@US 序列测定证实成功构建

了含 2-3F.* 全长分子和 2R-S! 截短体、2R-S! [ HEQSK#! 嵌

合体分子基因的真核表达载体，激光共聚焦扫描显微镜观察

结果表明 2R-S! 截短体分子和 2R-S! [ HEQSK#! 嵌合体分子

不能与 2-3F.* 有效结合，而 2R-S! 全长分子能与 2-3F.* 相

互作用, 结论：2R-S! 分子胞膜外区两个结构域同时参与了

与 2-3F.* 的相互作用,
【 关键词】R-S!；Q@$$’；-3F.*；Q@!((；截短体；嵌合体；结

构域

【中图号】W)&$, !!+ + + 【文献标识码】S

MN 引言

人血小板与 - 细胞活化抗原 !（ A/3C./.C 38; -
<.// 3<C4N3C4D8 38C4F.8 !，R-S!）是 !&&’ 年基因克隆成

功的一个新分子［!］，并在 $""" 年获准了新的 Q@ 编

号（Q@$$’）, Q@$$’ 分子属于免疫球蛋白超家族成

员，胞膜外区含有 $ 个 \ 样结构域, 最近已经证实，

脊髓灰质炎病毒受体（R\W [ Q@!((）及其家族成员

8.<C48#$ [ Q@!!$ 是 Q@$$’ 的两个配体［$ ] )］，Q@$$’ 与

其配体 Q@!(( 和 Q@!!$ 相互作用可引起细胞黏附、

浸润和细胞信号转导［*］, 本实验室已于 $""$ 年成功

地克隆出编码小鼠 Q@$$’ 分子的全长基因，并且证

实存在着不同的异型［(］, 新近已经鉴定小鼠 -3F.*
分子是人 Q@!(( 的同源分子［’］，小鼠 Q@$$’ 的配体

也是 Q@!((（-3F.*）和 Q@!!$（U.<C48#$），且 2Q@$$’
与其配体的结合诱导了抗原特异性 Q@0 ^ - 细胞共

刺激信号的表达［%］, 我们旨在构建含 2Q@$$’ 不同

结构域的截短体和 2Q@$$’ [ HEQSK#! 嵌合体，并采

用激光共聚焦扫描显微镜的方法研究 2Q@$$’ 与其

配体 2Q@!(( 分子间的相互作用结构域,

$N 材料和方法

$, $ N 材料 N B-3Z @US 聚合酶、A:5 @US 聚合 酶、

;U-RJ、限制性核酸内切酶以及 @US 连接试剂!（大

连宝生物公司）；质粒提取、胶回收试剂盒（上海华舜

生物工程公司）；RQW 引物根据 2Q@$$’，2Q@!(( 和

EQSK#! 的结构特征及真核表达载体 A1XLR#U! 和

A@JW.;$#U! 的读框序列和酶切点设计，由北京奥科

生物工程公司合成，引物对应位置见表 !, 克隆基因

的序列测定由北京奥科生物工程公司完成, 含有小
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鼠 !"##$ 全长基因的质粒 %!"&’() *+,-.’*，/01+
213, # 质粒 %456+.+,-.’*+7# 由本室构建，大肠杆

菌 "89! 由本室保存) 含 ,.:;<= 全长基因序列的质

粒 %>.?@A<+*+,.:;<= 由德国汉诺威医学院 ?<3BC:3DE
教授惠赠) 7!’6+* 全长基因质粒 %5F+?G>+7!’6+*
由澳大利亚 &<HI:0E@< 大学 "3) J/IC .C1,< 提供) 质

粒 %54F-+&* 和 %"0J<D#+&*（美国 ?" ?/10I/<BI<0 公

司）) -.!+#KK 型 -!J 仪（6L J<0<:3IC 公司），45&5
-MN>5J"型电穿孔仪（?7G+J’" 公司）)

表 *O 设计合成的引物序列

引物 序列 酶切位点 方向

,-*
9P 4’ ’4’ .!. ’4. 4!. .’. 4..
O ’!. (P

!"#" 正

,-#
9P !444 ’.! !!4 4’4 .!. .44 ...
O .44 (P

!$%8# 负

,-(
9P 4444 .’! !.! .4’ !!’ 4’! .’!
O ... (P &’(# 负

,-=
9P 444 4.’ !!! ’.! 4.. 44’ 444
O ..’ (P &’(# 正

,-9
9P 444 4.’ !!’ 4’. ’4. ... 4’4
O ’.’ 4!’ (P

&’(# 正

C7*
9P 4’ ’4’ .!. 4!. ’.4 4!. !!!
O ’4! ’4! (P

!"#" 正

C7#
9P 4444 .’! !44 ’4. !!’ 4.’ !’!
O 44. (P

&’(# 负

C7(
9P 444 4.’ !!! !.4 .’. 44! !!!
O !4’ (P &’(# 正

C7=
9P !444 ’.! !!4 444 ’44 !4. 44!
O ..4 (P !$%8# 负

,.*
9P 4’ ’4’ .!. ’.4 4!! !!’ !.!
O 4!! (P

!"#" 正

,.#
9P !44 ’’. .!4 !!. .4. 4!. 4..
O .44 (P

)*+J# 负

!) "# 方法

*) #) * O -!J 扩增 ,!"##$，C7!’6+* 的各结构域和

,!"*99 全长分子的编码序列 O 分别以质粒 %!"+
&’() *+,-.’*， %5F+?G>+7!’6+* 和 %>.?@A<+*+
,.:;<= 为模板，扩增如下 片 段：,-.’* 全 长 分 子、

,-.’* "*（含信号肽和 "*）、,-.’* "#（含 "#、跨膜

区和胞质区）、C7!’6+* "*（含信号肽和 "*）、C7!’6+
* "9（含 "9、跨膜区和胞质区）以及 ,.:;<= 全长分子

的编 码 区) 以 %456+.+,-.’*+7# 质 粒 为 模 板，用

,-* Q ,-# 扩增出 ,-.’* >"#（ 含信号肽、"#、跨膜

区和胞质区）)
*) #) # O ,-.’* 截短体、,-.’* R C7!’6+* 嵌合体及

,.:;<= 基因真核表达载体的构建 O 将 -!J 产物快

速纯化后进行酶切、琼脂糖凝胶电泳，用胶回收试剂

盒回收、纯化) 将 ,-.’* "*，C7!’6+* "* 和 ,-.’*

>"# 分 别 与 %54F-+&* 载 体 连 接，,.:;<= 与 %"+
0J<D#+&* 连 接，用 &’(# Q !$%8#酶 切 C7!’6+*
"9，,-.’* "# 和载体 %54F-+,’"*，%54F-+C7"*，

酶切产物经电泳、胶回收纯化后，再相互交叉连接、转

化并筛选，各截短体及嵌合体分子结构如图 * 所示)

>：前导序列；"*：胞膜外区第一结构域；"#：胞膜外区第二结构域；

.6：跨膜区；!：胞质区；"9：胞膜外区第五结构域)

图 *O -!J 引物的相应位置及不同类型嵌合体分子的结构

*) #) (O 激光共聚焦扫描显微镜观察O 将上述每种质

粒分别取 9K $; 用电穿孔方法转染 * S *KT !G>+T 细

胞（电穿孔参数：电压 (#K U，电容 #9K $F），于 (TV，

9K ,N R N !G# 孵箱培养 #= C 后，用胰酶消化细胞并计

数，调整细胞密度为 = S *K*K R N，将 !G>+T+%"0+J<D#+
,!"*99 细胞和其他相应的 ,-.’* 截短体、嵌合体

质粒转染的 !G>+T 细胞各 K) 9 ,N 加入到铺有无菌

盖玻片的 #= 孔板中，轻晃混匀，常规培养 WC) 吸去培

养基后加入 =K ,N R N 多聚甲醛于 =V固定 #K ,/B，取

出盖玻片，清水冲洗，用 9K ,N R N 封片甘油固定于载

玻片上，立即进行激光共聚焦扫描显微镜观察)

"# 结果

"$ ! # %&’(!，)*+(,-! 的不同结构域及 %’./01
全长分子的 &+2 扩增# 以表 * 所列的不同引物对扩

增出如下产物：用引物 ,-* Q ,-# 扩增的产物长约

*KK# X%（ 即 ,-.’* 全长分子）；用 ,-* Q ,-( 扩增

出约 (W= X% 的产物（即 ,-.’* 信号肽 Q "*）；用 ,-9
Q ,-# 扩增出约 $*W X% 的产物（即 ,-.’*"# Q 跨膜

区 Q 胞质部分）；用 %456+.+,-.’*+7# 模板，扩增出

约 $$(X% 的产物（,-.’* 信号肽 Q "# Q 跨膜区 Q 胞

质部分）；用 C7* Q C7# 扩增出约 (($ X% 的产物（即 C7+
!’6+* 信号肽 Q "*）；用 C7( Q C7= 扩增出约 =#K X%
的产物（ 即 C7!’6+*"9 Q 跨 膜 区 Q 胞 质 部 分）；用

,.* Q ,.# 扩增的产物长约 *##T X%（即 ,.:;<= 全长
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分子）! 得到的片段大小与预期一致（图 "#）!
!" ! # $%&’( 截短体、$%&’( ) *+,’-.( 嵌合体表

及 $&/012 真核表达载体的构建# 将各 $%&#’ 截短

体、$%&#’ ( )*+#,-’ 嵌合体真核表达载体及 $&./01
真核表达载体用相应的双酶切反应鉴定，所插入的各

片段大小与预期一致（图 "2）! 34# 测序结果证实，

载 体 中 的 插 入 片 段 序 列 与 $%&#’，)*+#,-’ 和

$&./01 534# 中的相应序列完全一致!

#：%+6 扩增 $%&#’ 和 )*+#,-’ 的不同结构域和 $&./01 全长基因7

,：34# 38-"999 $.:;0:；’：$%&#’ 全长基因；"：$%&#’ 3’；<：$%-

&#’ 3"；1：$%&#’ =3"；>：)*+#,-’ 3’；?：)*+#,-’ 3"；@：$&./01

全长基因! 2：各重组表达载体的酶切鉴定7 ,：34# 38-"999 $.:;-

0:；’：ABCD%-$#3’（!"#! ( $%&"）；"：ABCD%-$#3’-)*3>（!"#! (

!’(E"）；<：ABCD%-)*3’-)*3>（ !"#! ( $%&"）；1：ABCD%-)*3’-

$#3"（ $%&" ( !’(E"）；>：ABCD%-$#3"（ !"#! ( !’(E"）；?：

ABCD%-)*3’-$#3"（ !"#! ( !’(E"）；@：A3F60G"-$+3’>>（ !"#! (

)*+6"）!

图 "7 %+6 扩增 $%&#’，)*+#,-’，$&./01 不同片段及各重

组表达载体的酶切鉴定

!! 3 # 激 光 共 聚 焦 扫 描 显 微 镜 # ABCD%-$#3’ 和

ABCD%-$#3" 截短体、ABCD%-)*3’-$#3" 和 ABCD%-
$#3’-)*3> 嵌合体不能与 $&./01 分子相互作用，只

有 ABCD%-$%&#’ 才能与 $&./01 相互作用（ 图 <）!
在相互作用的区域，$%&#’ 和 $&./01 分子在局部发

生聚集，并且绿色和红色荧光相互叠加形成黄色结合

区，而截短体分子和嵌合体分子在细胞膜表面分布均

匀，在细胞相互接触区域未发生聚集现象，且无绿色

和红色荧光的相互叠加!

图 <7 $%&#’ 截短体、$%&#’ ( )*+#,-’ 嵌合体和 $&./01 的相

互作用

3# 讨论

+3""? 分子在结构上属于免疫球蛋白超家族成

员，其胞膜外区含有两个 H 样结构域，这在 */=D 中是

非常特殊的，第一结构域与其功能有关! +3""? 主要

表达于活化 & 细胞、4I 细胞、巨核 ( 血小板谱系及活

化的血管内皮细胞；参与 & 细胞的分化和 4I 细胞的

杀伤、血小板的活化与聚焦，并参与其中的信号转导!
+3""? 与其配体 +3’>> 和 +3’’" 相互作用可引起细

胞黏附、浸润和细胞信号转导，最终引起体外实验中

的固有免疫和适应性免疫应答等细胞反应［1］，发挥

了重要的生物学功能!
小鼠 +3""? 分子的克隆成功为拓展 %&#’ 分子

的研究领域，尤其是 %&#’ ( +3""? 体内功能的研究打

下了基础! 编码完整小鼠 +3""? 分子的 534# 开放

读框有 ’99" JA，编码 <<< 个氨基酸残基，其中，信号

肽有 ’K 个氨基酸残基，胞膜外区有 "<? 个氨基酸残

基，两对保守的半胱氨酸残基（+LF’M 和 +LFM’，以及

+LF’<> 和 +LF"9?）以二硫键形成两个免疫球蛋白 H
样结构域! 跨膜区有 "’ 个氨基酸残基! 胞质区有 >K
个 氨 基 酸 残 基，在 胞 质 区 具 有 高 度 保 守 的 序 列

B3*NH4N，该序列为非受体蛋白酪氨酸激酶作用的

底物，并为含有 =E" 结构域分子的识别位点［>］! 我室

发现小鼠 %&#’ 有 < 种不同的剪切形式，其中 OFP-
QP:$" 有 ""9 个氨基酸残基，在信号肽之后缺失了胞

膜外区第一个结构域，编码完整的第二结构域、跨膜
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区和胞 质 区，利 用 此 !"#$% 异 型 做 为 模 板，根 据

&’()"*+% 真核表达载体的多克隆位点设计引物，最

终构建出的真核表达载体 &’()"*!$,- 是只在胞膜

外表达 !"#$% 第二个结构域的膜蛋白形式.
在蛋白质结构和功能的研究中，截短体和嵌合体

的构建是常用的突变手段. 通过缺失相应基因序列

扩增出 !"#$% 分子和 /01$2*% 分子胞膜外区不同

结构域的截短序列，将两种分子各截短序列相互交叉

配对进行分子内连接后，然后将 !"#$% 各截短体及

!"#$% 3 /01$2*% 嵌合体插入真核表达载体后构建成

细胞膜分子表达的形式. 这种通过缺失相应的目的

片段来构建突变序列是一种较为简便的策略.
免疫球蛋白超家庭（ 045)）黏附分子对炎症反应

和免疫应答中的细胞 6 细胞间相互识别有着非常重

要的作用，尤其是许多 045) 分子 + 端 047 样结构域

在功能上显示出极为重要的功能，如 1,-，1,89，

1,:9，1,--，1,9;，1#<$*:，1’$1$2%（ =("），

1’$1$28（1’$），1’$1$2>（+1$）等［9 6 %;］，而且在

很多情况下，仅其 + 端结构域就构成了与其配体的

结合位点. 小鼠 "#$% 分子胞膜外区有两个 7 样结

构域，这在 045) 分子是不多见的. 我们在本实验中

研究了其与配体分子 !#?4@: 的相互作用，结果显示

!"#$% 单独的 ,% 或 ,- 不能与 !#?4@: 分子发生相

互作用，而是包含两个结构域的完整 !"#$% 全长分

子才能与其配体 !#?4@: 分子发生相互作用，提示

"#$% 分子胞膜外区两个 7 样结构域可能同时参与

了受体 6 配体的相互作用，这对深入研究 "#$% 分子

功能及其胞内信号转导有着重要意义.
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睿

·期刊文摘·^ !"#$ 和 %&’( 在慢性低氧性肺动脉及高压大鼠主动脉、肺动脉平滑肌细胞中表达

［罗^ 颖，李志超，张^ 齐，张^ 博，刘^ 毅，彭利静，宋祖军. 细胞与分子免疫学杂志，-;;>，--（%）：%;R 6 %;8］

目的：研究慢性低氧性肺动脉高压（"$F）发生过程中，血管内皮生长因子（7’()）及细胞核增殖抗原（"1+$）在体循环血

管、肺循环血管平滑肌细胞中的表达. 方法：利用低压缺氧舱建立大鼠缺氧性肺动脉高压模型. 实验分为 R 组：即正常氧组、缺氧

- [V 组和缺氧 R [V 组. 用免疫组化染色和图像分析，检测主动脉、肺动脉主干及肺内小动脉平滑肌细胞中 7’() 及 "1+$ 的表

达量. 结果：7’() 在正常氧组大鼠的主动脉、肺动脉主干及肺内小动脉平滑肌内均有表达；缺氧组大鼠肺动脉主干及肺内小动

脉平滑肌细胞内 7’() 的表达明显增强并随着缺氧时间的延长而增加；主动脉平滑肌内 7’() 的表达量无明显变化. "1+$ 在正

常氧组大鼠的主动脉、肺动脉主干及肺内小动脉平滑肌内均有微弱表达；但缺氧时只有肺小动脉平滑肌内其表达量增加；主动

脉、肺动脉主干平滑肌内 "1+$ 的表达量无明显差别. 结论：在缺氧性肺动脉高压的发生过程中，7’() 在体循环血管、肺循环血

管平滑肌细胞中的表达量具有差异性，提示其可能在肺动脉高压形成过程中起重要作用.
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