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摘要 目的：构建并鉴定真核表达质粒 PcDNA3.1-CSRP2-HA。方法：据 GeneBank中人 CSRP2 CDS序列设计并合成引物，提取
A549细胞总 RNA，并将其逆转录成 cDNA作为模板,进行 PCR扩增，获得 CSRP2目的基因后,再与 PcDNA3.1-HA载体进行连接

重组，构建 PcDNA3.1-CSRP2-HA真核表达质粒，经限制性内切酶消化、PCR及 DNA序列测序分析等方法鉴定后, 瞬时转染入
A549细胞，Western blot法检验 CRP2蛋白表达。结果：成功构建 PcDNA3.1-CSRP2-HA 真核表达质粒，Western-blot结果显示
PcDNA3.1-CSRP2-HA能够在 A549细胞中表达。结论：PcDNA3.1-CSRP2-HA真核表达质粒构建并鉴定成功，为后续研究 CRP2

在炎症诱发氧化损伤机制中的转录调控作用奠定了基础。
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Construction and Identification of Eukaryotic Expression Plasmid PcDNA3.
1-CSRP2-HA*

To construct and identify eukaryotic expression plasmid PcDNA3.1-CSRP2-HA. According to the

sequence of CSRP2 CDS in GeneBank, a Pair of Primers were respectively designed and Synthesized, and the total RNA was isolated

from A549 cells. After amplification with reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR), the product was cloned into

PcDNA3.1-HA vector, and they were identified by PCR and double restrictive edonuclease digestion and sequence analysis. Then the

recombinant expression plasmid was transferred into A549 cells, and the CRP2 protein expression was identified by Western-blot.

The PcDNA3.1-CSRP2-HA eukaryotic expression plasmid was successfully established, and the expression of PcDNA3.

1-CSRP2-HA could be detected in A549 by Western-blot. The PcDNA3.1-CSRP2-HA eukaryotic expression plasmid was

constructed successfully, which lays the foundation for the research of CRP2 in transcription regulation mechanism of oxidative damage
induced by inflammation.

CSRP2; PcDNA3.1; Eukaryotic expression plasmid

前言

CRP2作为体内重要的转录因子，参与多种细胞的增殖分

化，促进细胞进入有丝分裂[1，2]。在成年哺乳动物中 CRP2主要

在血管平滑肌细胞中表达，目前对 CRP2蛋白功能的研究还主
要集中在心血管系统，但作用机还尚未完全阐明[3]。本实验室前

期在研究 Nox1启动子转录调控的过程中以 TNF-琢 刺激肺泡
上皮细胞，模拟急性肺损伤体外细胞炎症 -氧化损伤模型[4]，发

现 CRP2 能在肺内表达，且通过 DNA pull-down等实验发现
CRP2与 Nox1（NADPH oxidase 1）基因启动子结合,与 TNF-琢

诱发 A549细胞的活性氧释放及氧化应激损伤密切相关。鉴

此，本研究拟提取 A549细胞总 RNA，通过 PCR、酶切、连接等

方法构建表达质粒 PcDNA3.1-CSRP2-HA，为进一步探讨在炎

症诱发氧化损伤过程中 CRP2对 Nox1的转录调控作用奠定基
础。

1 材料和方法

1.1 材料

大肠杆菌 DH5琢、A549细胞由本实验室所保存，真核表达

载体 PcDNA3.1-HA南方医科大学实验室惠赠, 其中 -HA为蛋
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白标签。限制性内切酶 Ⅰ / Ⅰ、T4 DNA连接酶、Maker

等购自 TAKARA公司。大量胶回收试剂盒和质粒小量提取试
剂均购自天根生化科技公司。RAPA强裂解液和抗 HA一抗购

自江苏碧云天科技公司。琼脂糖、氨苄青霉素等购自广州威佳

科技公司。PVDF膜、发光液等购自 Milipore公司。
1.2 实验方法
1.2.1 引物设计及合成 CSRP2 (Gene ID: 1466) 上游引物
5'AATGAATTCATGCCTGTCTGGGGAGGTGG AAACAAG

(含 Ⅰ酶切位点和起始密码 ATG)，下游引物 5'AATCTC-

GAGCTG GGCATGAACAAGAGC3'(含 Ⅰ酶切位点)，由上

海公司合成英骏公司合成。

1.2.2 总 RNA提取及 PCR扩增 收集未做任何处理的 A549

细胞，提取总 RNA，利用蛋白核酸分析仪测定 RNA纯度和浓

度，1%琼脂糖凝胶电泳鉴定 RNA完整性。取 500 ng总 RNA

按逆转录试剂盒制备 cDNA。PCR反应条件：25 滋L反应体系，
95℃预变性 5 min，95 ℃变性 30 s，53 ℃退火 30 s，72 ℃延伸
30 s，共 36个循环，最后 72 ℃延伸 10 min。PCR产物作 1%琼

脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色，凝胶成像仪上观察分析，切取含

600 bp (CDS全长 582 bp，酶切位点加保护碱基共 18 bp）的目

的片段凝胶，利用大量胶回收试剂盒回收纯化目的片段。

1.2.3 PcDNA3.1-CSRP2-HA 真核表达质粒构建 用 Ⅰ

和 Ⅰ分别酶切 pcDNA 3.1-HA空质粒和上述回收、纯化的
CSRP2目的片段，37 ℃酶切过夜, 分别将酶切产物经 1%凝胶

电泳后再次切胶回收，获得带有黏末端的线性 pcDNA3.1载体

和 CSRP2全长 CDS（Coding sequence的缩写，是编码一段蛋白

产物的序列），利用 T4 DNA连接酶 16 ℃连接过夜。最后将连

接产物直接转化至感受态细胞 DH5琢，含氨苄青霉素的 LB平

板筛选后，挑取单克隆菌落，37 ℃摇菌过夜，按天根质粒小提

试剂盒说明书提取质粒，并通过 PCR、酶切及测序鉴定重组质

粒。

1.2.4 Western blot法检测 CSRP2的表达 将 A549细胞分为
1.空白组 2.转染 PcDNA3.1-HA 3.转染 PcDNA3.1-CSRP2-HA

组，取 3~5代对数生长期的 A549细胞种于 6 孔板，待细胞生

长密度达 70%～ 90%时，在 LipofectamineTM2000介导下将重

组质粒 PcDNA3.1-CSRP2-HA和空质粒 PcDNA3.1-HA分别转

染 A549细胞，空白组不作任何处理，37 ℃，5％CO2培养箱中

培养 6 h后跟换为普通培养基继续培养 42 h。转染 48 h后收集
A549细胞，弃上清后，PBS漂洗两遍后按每孔加入 RAPA强裂

解液 50 滋L，冰上孵育 30 min，离心（4 ℃ 12000 r/min，10 min）

得到细胞总蛋白。BCA法测定蛋白浓度后，用 12%SDS-PAGE

电泳分离蛋白，电转移至 PVDF膜，5%脱脂奶粉封闭 1 h，加入

抗 HA一抗，4 ℃孵育过夜，TBST洗涤三次后，加入抗兔二抗，
37 ℃孵育 1 h，TBST洗涤三次后用化学发光法检测。

2 结果

2.1 CSRP2 CDS全长序列 PCR扩增及鉴定

以 A549细胞总 RNA为模板，经 RT-PCR反应，得到 1个

约 600bp的片段，经 1％ 琼脂糖凝胶电泳与预期的片段大小相
符(见图 1)。经华大基因测序证实，上述 PCR产物胶回收产物

与 pubmed上提供的人 CSRP2 CDS基因序列 99.9％一致。

2.2 载体准备

将 PcDNA3.1-HA空质粒和经 Ⅰ、 Ⅰ双酶切 PcD-
NA3.1-HA空质粒电泳（见图 2）。未经酶切的空质粒呈环状，电

泳速度慢，且为两条条带。经 Ⅰ、 Ⅰ双酶切后的质粒呈

线性，电泳呈一条条带。胶回收经双酶切后的线性质粒，用于后

续的连接反应。

2.3 重组真核表达质粒 PcDNA3.1-CSRP2-HA的构建及鉴定
CSRP2 CDS 全长片段和 pcDNA3.1-HA 载体质粒经双酶

切后，进行连接、转化、涂抗性平板培养，挑取单克隆菌落，摇菌

提取质粒，再次进行 PCR验证和 Ⅰ、 Ⅰ双酶切鉴定

（见图 3、4）。取酶切验证正确的质粒送华大基因公司测序，与

理论序列比对 99.9％一致。
2.4 Western blot法检测 CSRP2的表达

空白组及转染空质粒 pcDNA3.1-HA组未见条带，而转染
pcDNA3.1-CSRP2-HA组后，在 21KD处见一特异性条带，与预

期大小基本一致。证明转染真核表达载体 pcDNA3.

1-CSRP2-HA入 A549细胞后能在其细胞内表达（见图 5）。

3 讨论

CRP2 由 193 个氨基酸组成 其编码基因为 CSRP2，分子

图 1 CSRP2 PCR反应电泳结果图:M:Marker(DL2000);1:CSRP2 PCR

产物

Fig.1 Cloning of the CSRP2 detected by agarose gel electrophoresis:M:

Marker(DL2000);1:CSRP2 PCR product

图 2 PcDNA3.1-HA质粒电泳图:M:Marker( DL10000);1:PcDNA3.1-HA

质粒;2: Ⅰ、 Ⅰ双酶切后 PcDNA3.1-HA

Fig.2 The plasmid of PcDNA3.1-HA detected by agarose gel

electrophoresis:M:Marker( DL10000);1:PcDNA3.1-HA;2: PcDNA3.1-HA

digestion by Ⅰ , Ⅰ
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图 3 PcDNA3.1-CSRP2-HA PCR鉴定结果:M:Marker( DL2000 )；

1: PcDNA3.1-CSRP2-HA为模板；2:PcDNA3.1-HA为模板；3:灭菌双

蒸水对照

Fig.3 PCR analysis of PcDNA3.1-CSRP2-HA:M:Marker( DL2000 )；

1: PcDNA3.1-CSRP2-HA as a template；2: PcDNA3.1-HA as a template；

3: Steam sterilization water control

量约为 21KD，CRP2蛋白的特点是含有 2个 LIM结构域，两个
LIM结构域之间还有一个核定位信号(KKYGPK)[5]。LIM结构

域存在于许多具有不同调节功能的蛋白质中，由 50~60个氨基

酸共有序列组成，形成 2个半胱氨酸丰富的锌指结构[6]，但不具

有与 DNA直接结合的能力[7]。CRP2 可在细胞胞浆及胞核定
位[8-10]，胞浆中的 CRP2可作为脚手架与细胞骨架蛋白 a-actin

(a-辅肌动蛋白)和 zyxin(斑联蛋白)相互作用[11]，因而可能具有

协调细胞骨架的功能；而在胞核中表达则具有细胞增殖分化、

基因表达的辅酶功能[12]，至今为止文献报道 CRPs能和核蛋白
结合，特别是与转录因子结合，并且 CRP2 本身也是其重要的

转录因子[13]。关于 CSRP家族的研究，早期一直聚焦在平滑肌
细胞，后来逐渐扩展到动、静脉血管平滑肌细胞。后来，J覿rvinen
PM 等研究发现在特发性肺间质纤维化小鼠肺内发现

CSRP1/CSRP2的表达[14]。本实验室前期在研究 Nox1启动子转

录调控的过程中, 用 TNF-琢刺激 A549 细胞，通过 DNA-pull

down、二维凝胶电泳及质谱分析实验发现 CRP2在胞核内与
Nox1基因启动子结合,参与了 TNF-琢诱发 A549细胞氧化应

激损伤，我们推测 CRP2可能以转录辅因子的作用参与了对
Nox1基因的调控。研究表明 Nox1主要在肺泡上皮细胞中表

达[15]，Nox1是细胞内催化生成 ROS（reactive oxygen species）的

重要酶，ROS的生成剂量跟细胞的损伤程度呈正相关[16,17]，从而

研究 CRP2对 Nox1的转录调控具有重要的意义。
pcDNA3.1载体能够在哺乳动物细胞或宿主内高水平稳定

或瞬时表达的真核表达载体，pcDNA3.1 含 SV40 启动子 ,
neomycin ORF,全长 5400bp，可融合表达多种外源基因蛋白[18]。

HA为蛋白标签，标签序列为 YPYDVPDYA，源于流感病毒的

红细胞凝集素表面抗原决定簇，9个氨基酸，对外源靶蛋白的

空间结构影响小，容易构建成标签蛋白融合到 N端或者 C端，

易于用 Anti-HA抗体和 ELISA检测[19]。HA标签抗体能特异识

别 C末端或 N末端带有 HA 标签(HA-tagged)的融合蛋白，可

以用于检测和 HA tag融合表达蛋白的表达、细胞内定位，以及

纯化、定性或定量检测 HA tag融合表达蛋白等，易于与实验细

胞自身表达 CRP2蛋白鉴别。此外标签的使用可以简化蛋白质
的纯化过程[20]、控制蛋白质固定的空间取向、使体内生物事件

可视化、提高重组蛋白质的产量[21]、增强重组蛋白质的可溶性

和稳定性[22]等。鉴此本研究通过抗 HA的抗体即可检测到外源

性导入的真核表达载体 pcDNA3.1-CSRP2-HA在 A549细胞内

表达，为进一步探索 CRP2 的生物学功能及其为后续研究
CRP2在炎症诱发氧化损伤机制中的转录调控作用奠定了基

础。
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