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　　摘要：原钙黏蛋白（ｐｒｏｔｏｃａｄｈｅｒｉｎ）是广泛分布于中枢神经系统的一类跨膜蛋白，是钙黏蛋白家族中最大的亚族。
成簇Ｐｃｄｈ基因包含３个串联的基因簇———Ｐｃｄｈα、β、γ，其中Ｐｃｄｈα和γ分别由１４个和２２个可变区及各自共同的恒
定区组成。这种特殊蛋白结构决定了原钙黏蛋白各亚型在功能上既相似又不完全相同，为了系统研究原钙黏蛋白各

个亚型的功能，本研究对原钙黏蛋白家族氨基酸序列保守性进行了系统性分析，并据此设计特异性的引物来完成原钙

黏蛋白各个亚型的克隆；并以原钙黏蛋白α１基因为例，通过ＰＣＲ方法成功将其从小鼠大脑中克隆并构建到带有Ｍｙｃ
标签的真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１上；利用脂质体转染方法将该基因成功表达于２９３Ｔ细胞。本研究结果将为后续其他
亚型的克隆建立技术平台。
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　　根据原钙黏蛋白在基因组上的排布可以分为非成簇原钙
黏蛋白和成簇原钙黏蛋白，成簇原钙黏蛋白在神经系统中大

量表达，是钙黏蛋白超家族中最大的一个亚家族［１］。成簇原

钙黏蛋白包含３个串联基因簇———α、β、γ［２］。其中原钙黏蛋
白α和γ分别由１４个和２２个可变区及各自共同的恒定区组
成，并通过基因的可变剪接编码成３６种原钙黏蛋白分子，而
原钙黏蛋白β的２２个成员仅分别由１个外显子编码而成［２］。

研究表明，原钙黏蛋白在神经突触发育过程中起直接作用，作

为黏附分子加强神经突触的连接，在突触特异性形成过程中

也发挥重要作用［３］。原钙黏蛋白根据其胞内段的差异可以

分为Ａ类型和 Ｂ类型，Ａ类型在调节学习记忆和海马５－羟
色胺总量上起重要的作用［４］，原钙黏蛋白 α和 γ负调控
ＰＹＫ２活性，依赖胞内区与 ＰＹＫ２结合［５］，并通过 ＰＹＫ２－
ＲｈｏＧＴＰａｓｅ通路调节细胞骨架从而影响神经元树突发育［６］，

结果表明，原钙黏蛋白经由调节细胞黏附来建立神经元连接。

迄今为止，已经发现大约６０多种原钙黏蛋白在中枢神经系统
中表达［７］。原钙黏蛋白与典型的钙黏蛋白一样，由６个胞外
ＥＣ结构域、跨膜区和胞内区３部分组成，各亚型在结构上高度
相似，在氨基酸序列上却不完全相同［２，８］。众多研究结果表明，

原钙黏蛋白各个亚型在神经元发育过程中分别发挥着独特的

作用。为了系统探索各个亚型的作用，本研究通过软件分析原

钙黏蛋白α家族氨基酸序列保守性，以原钙黏蛋白α１基因为
例将其构建到ｐｃＤＮＡ３．１载体并顺利表达，结果将为原钙黏蛋
白其他亚型克隆及其后续功能研究建立技术平台。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞和表达载体　真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１（—）ｍｙｃ
ＨｉｓＡ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；２９３Ｔ细胞系由上海交通大学肿瘤所实
验室赠送。

１．１．２　试剂和酶类　Ｔｒｉｓ碱、甘氨酸、过硫酸铵和十二烷基
磺酸钠购自Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司。无水乙醇、甲醇、氯化钠、
乙二胺四乙酸二钠、柠檬酸钠等试剂购自国药集团化学试剂

有限公司；ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ购自 Ｇｉｂｃｏ（ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）公司；
胰化蛋白胨与酵母提取物购自 Ｏｘｏｉｄ公司；ＲＴ－ＰＣＲ试剂
盒、电泳级琼脂糖和核糖核酸酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；质粒小抽
和胶回收试剂盒购自Ａｘｙｇｅｎ公司；质粒中抽试剂盒购自Ｑｉａ
ｇｅｎ公司。３０％ Ａｃｒ／Ｂｉｓ储备胶溶液和封闭用脱脂奶粉，购自
Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司；胰蛋白酶和胎牛血清购自Ｇｉｂｃｏ公司；１００ｂｐ
ＤＮＡＬａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ、１ｋｂＤＮＡＬａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ购自宝生物工程
（大连）有限公司；Ｏｐｔｉ－ＭＥＭＩ液体培养基、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００、蛋白 ｍａｒｋｅｒＳｅｅｂｌｕｅＰｌｕｓ２ＰｒｅｓｔａｉｎｅｄＳｔａｎｄａｒｄ购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｔ４连接酶、限制性内切酶购自 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄ
Ｂｉｏｌａｂｓ公司；ＲＩＰＡ细胞裂解液购自碧云天公司。
１．１．３　引物　本试验所用引物由上海生工生物工程技术公
司合 成 　 上 游 引 物 ＰＦ：５′－ＡＧＣＴＣＧＡＧＣＴＣＧＡＴＡＣＧ
ＧＡＡＡＧＴＧＣＡＧＴＡＣ－３′包含１个ＸｈｏⅠ酶切位点。下游引物
ＰＲ：５′－ＡＧＣＡＡＧＣＴＴＡＣＡＣＴＧＧＴＣＡＣＴＧＴＴＧＴＣＣＧＴ－３′包含
１个ＨｉｎｄⅢ酶切位点。
１．１．４　抗体　ｍｏｕｓｅａｎｔｉ－Ｍｙｃ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），ｍｏｕｓｅａｎｔｉ－β－
ａｃｔｉｎ（Ａｂｃａｍ），ｍｏｕｓｅａｎｔｉ－ｐｒｏｔｏｃａｄｈｅｒｉｎα由艾比玛特公司定
制生产。

１．２　方法
１．２．１　总 ＲＮＡ的提取　取小鼠大脑组织５０～１００ｍｇ，加
１ｍＬＴＲＩｚｏｌ试剂，在冰上将组织捣碎，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心
１０ｍｉｎ，将上清液转移至另外无核酸酶的离心管里，室温孵育
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５ｍｉｎ，然后加０．２ｍＬ氯仿，急剧摇晃１５ｓ，室温孵育３ｍｉｎ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１５ｍｉｎ，转移分界面上层无色液体到
另外离心管中，加 ０．５ｍＬ异丙醇沉淀 ＲＮＡ，室温放置
１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ，去除上清液，加１ｍＬ
７５％乙醇洗ＲＮＡ沉淀，然后７５００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心５ｍｉｎ，去
除上清，加无核酸酶的水溶解ＲＮＡ沉淀。
１．２．２　ＲＴ－ＰＣＲ　运用２步法，第１步首先合成 ｃＤＮＡ：取
１μｇ总ＲＮＡ，７０℃，１０ｍｉｎ，简单离心后放置在冰上。准备
２０μＬ反应体系，包括４μＬ２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，逆转录１０×缓
冲液２μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ混合液２μＬ，重组ＲＮａｓｉｎ核糖核
酸酶抑制剂０．５μＬ，ＡＭＶ逆转录酶１５Ｕ，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５引物或
随机引物０．５μｇ，总ＲＮＡ１μｇ，加无核酸酶的水到２０μＬ体
积。如果用 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５引物扩增，将反应体系放于 ４２℃，
１５ｍｉｎ；如果用随机引物扩增，将反应体系室温放置１０ｍｉｎ，
然后放置在４２℃，１５ｍｉｎ。最后９５℃热激样品５ｍｉｎ，放于
０～５℃，５ｍｉｎ。

第２步 ＰＣＲ：以反转录得到的 ｃＤＮＡ为模板，以 ＰＦ、ＰＲ
为引物进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应参数：９４℃ 预变性２ｍｉｎ；
９４℃变性１５ｓ，５７℃退火３０ｓ，６８℃延伸３ｍｉｎ，３０个循环；
最后 ６８℃７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用０．８％的琼脂糖凝胶电泳分
离，用胶回收试剂盒回收纯化。

１．２．３　重组质粒 ｐｃＤＮＡ３．１－Ｍｙｃ－Ｐｃｄｈα１的构建　ＰＣＲ
扩增原钙黏蛋白 α１经电泳、胶回收纯化后用限制性内切酶
ＸｈｏⅠ和 ＨｉｎｄⅢ消化，连接到用同样酶切割了多克隆位点的
ｐｃＤＮＡ３．１载体上。
１．２．４　ＪＭ１０９感受态进行转化，用氨苄抗性平板筛选克隆。

１．２．５　菌落ＰＣＲ鉴定、酶切鉴定和测序　菌落 ＰＣＲ挑取单
克隆菌落，稀释于１０Ｌ灭菌水中，以１Ｌ菌液为模板，配成
１０Ｌ反应体系。ＰＣＲ反应参数：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃ 变
性２０ｓ，５７℃退火 ３０ｓ，６８℃延伸 ３ｍｉｎ，２６个循环；最后
６８℃ ７ｍｉｎ。菌落ＰＣＲ鉴定正确后，将剩余的９Ｌ菌液小摇
扩繁，第２天小抽提取质粒。

酶切鉴定 测定小抽质粒浓度，酶切体系：质粒 ２００ｎｇ，
１０×ＢＳＡ０．５μＬ，１０×酶切缓冲液 ０．５μＬ，限制性内切酶
ＸｈｏⅠ０．３μＬ，ＨｉｎｄⅢ０．３μＬ，加无菌水至５μＬ，放于３７℃，
１ｈ。琼脂糖凝胶电泳检测片段大小。酶切鉴定正确后测序。
１．２．６　重组质粒在真核细胞中表达　 将鉴定正确的重组菌
用含有１００μｇ／ｍＬ氨苄青霉素的ＬＢ液体培养基进行扩大培
养。１４～１６ｈ后，收获菌液，中抽质粒。用６孔板培养２９３Ｔ
细胞，待细胞长至８０％ ～９０％时，用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染
细胞，４８ｈ后收获细胞。用ＲＩＰＡ裂解液裂解细胞，蛋白悬浮
液４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ。取上清加 ２×Ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ９９℃煮５ｍｉｎ，用于蛋白质免疫印迹试验。

２　结果与分析

２．１　原钙黏蛋白α家族多样性分析
利用ＤＮＡＭＡＮ软件分析原钙黏蛋白 α家族氨基酸序列

保守性发现，由可变外显子编码的氨基酸序列保守性较差，尤

其在接近跨膜区的一段胞内域，有一段特异性很强的序列，但

胞内段Ｃ端有一段较长的氨基酸序列（１５０个氨基酸）完全一
样，这种特殊的蛋白结构决定了原钙黏蛋白各亚型之间在功

能上既有其相似性又不完全相同（图１）。

２．２　原钙黏蛋白α１基因的克隆和表达载体构建
２．２．１　ＲＴ－ＰＣＲ扩增原钙黏蛋白 α１基因　以反转录的
ｃＤＮＡ第１条链为模板，以ＰＦ、ＰＲ为引物 ＰＣＲ，用０．８％的琼
脂糖进行电泳，在２８００ｂｐ左右获得与目的片段大小相同的

扩增条带，结果如图２所示。
２．２．２　菌落ＰＣＲ鉴定　以单克隆菌落为模板，以 ＰＦ、ＰＲ为
引物ＰＣＲ，扩增得到２８７４ｂｐ的目的条带，结果如图３所示。
２．２．３　重组质粒在２９３Ｔ细胞中的表达　重组质粒转染到
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２９３Ｔ细胞中，过表达原钙黏蛋白 α１基因，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
方法，分别用ｍｏｕｓｅａｎｔｉ－Ｍｙｃ和 ｍｏｕｓｅａｎｔｉ－ｐｒｏｔｏｃａｄｈｅｒｉｎα
抗体检测，结果如图４、图５所示，在１１０ｋｕ处有１条明显的
蛋白条带，对照没有条带，而 β－ａｃｔｉｎ的表达量几乎一致，说
明α１基因成功表达。

３　结论与讨论

原钙黏蛋白在脊椎动物中广泛存在［９］，在神经系统中广

泛表达［７］，而且包含数十种亚型［２］，各亚型在神经元特异性

识别中分别起重要作用［１０－１１］。相关文献报道，原钙黏蛋白 α
和γ家族基因可以调节神经元发育和突触形成［６，１２］，这对解

释某些重大神经疾病有重要的启示作用。本研究利用 ＤＮＡ
ＭＡＮ软件分析了原钙黏蛋白α家族氨基酸序列保守性，对其
蛋白质多样性进行分析，发现整个家族各亚型在胞内区有一

段氨基酸序列完全一样，但胞外区和小部分胞内区保守性较

差，这决定了各亚型在功能上既有相似性又不完全相同。本

研究成功克隆原钙黏蛋白 α１基因并构建到 ｐｃＤＮＡ３．１载体
上。克隆原钙黏蛋白 α１基因全长，为后期系统研究原钙黏
蛋白各个亚型的作用打下了基础，是进一步深入研究原钙黏

蛋白家族基因的有力工具。
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