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人尿激酶受体!"#$的克隆及序列测定

朱甫祥 贾士东 高临路 贺福初"

（军事医学科学院放射医学研究所 北京 !%%32%）

摘 要 以高转移性人肺巨细胞癌细胞系45的总6+7为模板，用6894:6方法扩增人尿激酶受体（-476）的

;<+7。将其亚克隆至=5>?98载体后进行测序，结果表明，我们所克隆的-476;<+7片段与文献报道的人-40
76基因编码区;<+7序列高度同源（达//@），其中第&%2、&#"和&22碱基分别由7、7和5替代了文献中的8、5
和7，从而导致了第$#/和$2$位氨基酸由5).和5)-变为7A=和5).，我们已将此序列申请登录5BCDECF，登录号
为7G$2&&3/。

关键词 人尿激酶受体，;<+7，6804:6
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人尿激酶受体（-I(FJCEAB9K.=B=)EALJC(MBCE;0
KJNEK(IIB;B=K(I，-476）是一种分子量为22F<、通过
糖磷脂锚（54OEC;P(I）与细胞膜相连的糖蛋白，在
细胞迁移和组织重塑等生理病理过程中具有重要的

作用［!］。当其与配体尿激酶（-I(FJCEAB9K.=B=)EA0
LJC(MBCE;KJNEK(I，-47）以高亲和力（QRS%*!!!*%
C?）结合后，一方面使-47浓集于细胞表面从而加
强细胞表面的蛋白水解酶活性，促进细胞在细胞外

基质中的迁移和侵袭；另一方面这种结合对某些细

胞具有丝裂原活性［$］。!//%年，-476;<+7首次
从T’#%转化的人纤维母细胞中得到分离和克
隆［1］。其基因定位于!/号染色体长臂，由&个外显
子和"个内含子组成。由于转录后剪接加工型式的
不同，-476有两种翻译型式：膜结合型（-476!）和
可溶性非结合型（-476$），前者由1!1个氨基酸残
基组成，后者由$2/个氨基酸残基组成，两者间仅氨
基末端$1%个氨基酸相同，而羧基末端的$/个氨基
酸残基是-476$特有的

［#］。点突变结果表明-40
76的54O锚定位点位于其分子的TBI$3$和5).$31，

54O锚的识别信号为其分子羧基末端的/个氨基酸
残基［2］。研究表明，-476在多种肿瘤的原发病灶、
转移灶和（或）周围的基质细胞中呈高水平表达，与

恶性肿瘤的发展密切相关，因此近年来对-476的
研究受到重视。有人用重组的可溶性-476分子进
行体外研究表明，它可与膜结合的-476竞争结合

-47而表现出抗肿瘤细胞增殖和侵袭的作用［"］。

本文以国内建立的高转移性肺巨细胞癌细胞系

45［&］为材料，提取其总6+7作为模板，用6804:6
的方法合成、扩增了-476的编码区;<+7，对其全
长进行了序列测定并与国外文献报道的-476;<0
+7序列及其编码的氨基酸序列［1］进行了比较。

% 材料与方法

%&% 细胞株、菌株及质粒
人高转移肺巨细胞癌细胞系45由北京医科大

学病理学系提供。大肠杆菌<U2"由本室保存，克
隆质粒=5>?08购自4I(LBME公司。

%&’ 工具酶与试剂
所用限制酶、8EV<+7聚合酶为8EQE6E公司

产品，8#连接酶、总6+7提取试剂盒、4:6产物回
收试剂盒及质粒纯化试剂盒为4I(LBME公司产品，
逆转录试剂盒及64?O!"#%培养基为5OD:W公司
产品，其它试剂均为分析纯。

所用引物根据!//%年6()REC等［1］发表的人-0
476;<+7序列设计，上游为：2X:557788:
785558:7:::5::5:85:1X（引入30(6O
识别位点），下游为：2X::775:88887558
::75755757585::1X（引入4#$R#识别位
点），由8EQE6E公司合成。

%&( 人高转移肺巨细胞癌细胞系)*的培养与细
胞总+#$的提取

45细胞用含!%@热灭活的新鲜小牛血清的



!"#$%&’(培养液于)*+，,-./0条件下培养。
取生长状态良好的细胞按总!12提取试剂盒的操
作说明书提取细胞的总!12。

!"# $%&’($合成)’*$+,-*
冰上取0!3总 !12为模板，加入下游引物

（0(!456／7）%!7，*(+加热%(489，于冰上加:1;"<
（各0=,4456／7）0!7,>!;?@AABC,!7##7D逆
转录酶%=,!7（)((@），!1E<89%F,!7（&(@），G;;
0!7，补水至0,!7，)*+反应0H后I,+加热,489
以灭活##7D逆转录酶。取,!7!;产物为模板，
加入%(>".!?@AABC,!7上、下游引物（0(!456／7）
各%!7，:1;"<（各0=,4456／7）)!7，;EJG12聚
合酶%!7（,@），补水至,(!7，进行".!，反应参数
为：I,+预变性,489后，I’+%489，&(+%489，

*0+%=,489，行),个循环，*0+延伸*489。取

%(!7进行%=(-琼脂糖凝胶电泳以观察扩增结果，
回收、纯化特异性扩增片段。

!". 重组质粒/012&)’*$的构建和鉴定
将".!产物与KLM#N;载体进行连接，转化感

受态大肠杆菌GO,"，用含PN3E6、$";L和氨苄青霉素
的7Q琼脂培养皿培养过夜，通过"N互补作用筛选阳
性重组子，经".!初步鉴定后，用酶切进一步鉴定。

!"3 全自动序列测定及分析
用质粒提取试剂盒小量提取质粒，分别以;*

和R"&为测序引物，用"M公司2Q$)**RBJ@B9SBC
进行全长自动测序。将测得的序列与国外文献报道

的@"2!SG12序列及氨基酸序列进行比较。

4 结果与讨论

4"! )’*$编码区+,-*的$%&’($合成
本研究的目的是为了获得@"2!编码区的SGN

12，以便在此基础上对其缺失、重组突变体的表达
和功能进行研究。我们根据文献报道的@"2!的全
长SG12序列的开放阅读框架设计引物，其上游引
物含一个起始密码子 2;L并在其前引入一个

!"#!$识别位点，下游引物含一个终止密码子;22
并在其后引入一个$%&:$$$识别位点。以"L细胞
总!12为模板进行!;T".!后，取%(!7样品进
行%=(-琼脂糖凝胶电泳，可见到一明显的大小约

%U?的特异性扩增片段，与预期产物的大小完全一
致（图%）。用".!产物回收试剂盒回收、纯化特异
性扩增片段，用于进一步克隆和鉴定。

4"4 ’($产物亚克隆、阳性重组子的筛选与鉴定
将电泳回收纯化的".!产物与KLM#N;载体

图% !;N".!产物琼脂糖电泳

V83=% 29E6W<8<5A!;N".!KC5:@SX<
%FG12456BS@6ECYB83HX4ECUBC

0F!;N".!KC5:@SX<

连接后转化感受态大肠杆菌GO,"，用含PN3E6和

$";L的7Q琼脂培养皿培养过夜，可观察到有若干
个蓝、白色菌落生长。随机挑取%个蓝色菌落和’
个白色菌落，用含氨苄青霉素的液体7Q培养基培
养，以菌液作模板经".!初步鉴定，可见’个白色
菌落均有%U?大小的特异性扩增片段，而蓝色菌落
未见（结果未示）。从白色菌落小量提取质粒G12并
用!"#!$和’()$双酶切作进一步鉴定，结果显示，两
个可切下大小分别为%’(?K、0&Z?K和&*)?K的片段，
提示为正向插入，另两个可切下大小分别为*,?K和

0&Z?K的片段，提示为反向插入（图0）。

图0 阳性克隆的酶切鉴定

V83=0 !B<XC8SX8594EK5ACBS54?89E9XK6E<48:<
%FG12456BS@6ECYB83HX4ECUBC

0，’，&，ZF!BS54?89E9XK6E<48:

)，,，*，IF!BS54?89E9XK6E<48:／!"#!$[’()$

4"5 )’*$+,-*的序列测定和分析
为了证实克隆得到的片段是否确实为人@"2!
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!"#$以及与文献报道的序列进行比较，我们选取
两个正向插入的克隆（%和&）通过自动测序得到了
插入片段的序列全长（图’），两者序列完全一致。

$()$
*
+$,
"
(+,
,
,+$
-
++,
+
,,,
.
$(+
/
$$(
#
,$$
0
(+(
,

,(+
1
+($
2
+,,
$
$,,
(
+)$,
"
$,(
(
,$,
3
+)+$
+
45’6478
9’76979

图’ :.$-!"#$部分序列及比较

;<=>’ #:!?@AB<C@D@E:@F!@GFCG?<=FH@FB
GFG?ID<DAJ:.$-!"#$

将测序结果与国外已报道的:.$-!"#$序列［’］进
行比较后发现，我们所克隆:.$-编码区!"#$与
文献报道的人:.$-基因编码区!"#$序列同源性
达KKL，但其中第457、4&8和477位碱基处有变
异，分别由$、$和+替代了文献中的(、+和$，氨
基酸编码序列分析发现，其中第457位碱基变异为
中性突变，另两个碱基的变异分别导致了9&K和

979位氨基酸由+?I和+?:变为$DM和+?I。结果
表明我们所克隆的国人的:.$-!"#$与国外文献
报道的序列有所差异，我们已将此序列申请登录

+@FNGFO，登录号为$;9744PK。
本实验中我们用国内建立的国人高转移性肺癌

细胞株总-#$为模板进行-(Q.,-扩增出:.$-
的!"#$，说明该细胞有一定水平的:.$-的表达。
另鉴于我们用:.$之无酶活性而具有受体结合性
的氨基末端基因转染显著抑制其体外侵袭能力和体

内自发性转移的能力，提示:.$-在肿瘤细胞的侵
袭和转移过程中具有重要的意义（待发表资料）。此

外，从我们克隆的:.$-的!"#$与国外文献发表
的序列比较中，发现国人的序列于靠近其羧基末端

有个别的变异之处。由于两独立的克隆其序列完全

一致，因而可基本排除.,-所致错误的可能性。此
外，其三处核酸序列变异及两处氨基酸序列变异均

位于:.$-的羧基端可变区（即9’5位以后），再次
提示此变异的非偶然性。但这种变异是否具有普遍

性尚有待进一步的证明。另外，研究表明:.$是体
内的一种重要的生理性调控分子，它参与多种与蛋

白溶解有关的生理过程，包括溶栓、排卵、胚胎植入、

胚胎发生、细胞侵袭和脑功能等［P］，而这些功能的

发挥大多有赖于其与细胞表面:.$-的结合，因此

:.$-!"#$的克隆对进一步研究:.$-的缺失、重
组变异体对这些功能的影响以及肿瘤的生物学研究

均具有一定的意义。
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