Mamu-B*007:03及其剪切异构体Mamu-B*007:03-sv1基因的表达及细胞内定位研究
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【摘要】 目的 Mamu-B*007:03-sv1是中国恒河猴主要组织相容性复合体（major histocompatibility complex，MHC）I类分子的一种剪切异构体，其α3结构域缺失。本实验初步获得其在细胞内的表达和定位信息，并与全长的Mamu-B*007:03基因的表达情况进行比较。 方法 分别构建Mamu-B*007:03-sv1-myc-pEGFPN3和Mamu-B*007:03-myc-pEGFPN3的真核表达载体，并将这两种重组质粒分别转染293T细胞。利用western-blot免疫印迹实验检测这两种基因在细胞内的表达情况，并利用激光共聚焦显微镜技术分别分析这两种基因在细胞内的表达定位。结果 Mamu-B*007:03-sv1和Mamu-B*007:03基因均能在293T细胞内正常表达。Mamu-B*007:03-sv1发生了糖基化的修饰，Mamu-B*007:03基因在细胞膜上表达，Mamu-B*007:03-sv1基因在细胞内表达。结论 Mamu-B*007:03-sv1基因的α3结构域缺失，其细胞内的表达和定位与全长Mamu-B*007:03基因有明显差异，其功能有待于进一步探索。
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Expression and cellular localization of Mamu-B*007:03-sv1 and Mamu-B*007:03
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【Abstract】Objective Mamu-B*007:03-sv1 is a splice variant of major histocompatibility complex class I in Chinese rhesus macaque devoid of  α3 domain. In this experiment the basic information about expression and cellular location of Mamu-B*007:03-sv1 was got and compared with the full-length Mamu-B*007:03 genes. Methods  Eukaryotic expression vectors of Mamu-B*007:03-sv1-myc-pEGFPN3 and Mamu-B*007:03-myc-pEGFPN3 were constructed and transfected to 293T cells. The expressions of the two genes in cells were detected by Western blotting methods, and the cellular locations of the two genes were analyzed by immunofluorescence and laser confocal microscopy. Results  Mamu-B*007:03-sv1 and  Mamu-B*007:03 were all expressed in the 293T cell and were all glycosylation. While Mamu-B*007:03 gene was expressed on the cell membrane, and Mamu-B*007:03-sv1 gene was expressed in both intra-cellular and cell membrane. Conclusion The expression and cellular localization of Mamu-B*007:03-sv1 deviod of α3 was significantly different from the full length Mamu-B*007:03 gene. Further researches about functions of Mamu-B*007:03-sv1 need to be done.
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(
感染SIV(simian immunodeficiency virus, SIV)的恒河猴是研究人的HIV致病机理和试验性疫苗效果评价的理想动物模型。中国源恒河猴与印度源恒河猴相比，SIV感染个体的疾病进程与HIV的疾病进程更为类似，在HIV感染模型的制备中具有独特的优势[1]。在对中国源与印度源恒河猴的MHC （Major Histocompatibility Complex，MHC）Ⅰ类分子的研究过程中发现，二者的优势等位基因明显不同。在印度源恒河猴中，存在最多的等位基因为Mamu-A1*001:01和Mamu-B*001:01:01[2]；而在中国源恒河猴中，存在最多的等位基因为Mamu-A1*026:01和Mamu-B*007:03[3,4]。许多研究证实恒河猴的MHC（以Mamu表示）Ⅰ类分子影响SIV感染者的疾病进程，例如携带Mamu-A1*001:01、Mamu-A1*008:01:01和Mamu-B*017:03等位基因的SIV感染者，病毒载量低、疾病进程相对缓慢[5]。因此中国源恒河猴与印度源恒河猴对SIV的感染差异，可能与MHC Ⅰ类分子的不同密切相关。对这些优势等位基因组成和功能进行研究，可为HIV动物模型的研制和致病机理的研究提供理论基础。
Mamu-B*007:03是中国源恒河猴MHC I类分子B区基因中存在最广泛的基因，在指名、福建和河北亚种的恒河猴中都存在。课题组在对MHC I类分子B区基因进行多态性分析的过程中发现了一种Mamu-B*007:03的剪切异构体Mamu-B*007:03-sv1，该异构体在α3结构域缺失63个碱基。MHC I类分子α3结构域的功能主要是与β2m结合，从而形成二聚体复合物，并将外源多肽递呈到细胞表面。Mamu-B*007:03-sv1α3结构域的缺失，可能导致无法形成二聚体，但对这种形式的异构体在免疫反应中发挥怎样的功能，需要进一步探索。因此本研究拟对Mamu-B*007:03及其剪切异构体Mamu-B*007:03-sv 1基因的表达和细胞内定位进行比较研究，初步分析Mamu-B*007:03-sv1可能的功能。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          
1 材料与方法
1. 1 材料
293T细胞购自中国科学院上海细胞库，pEGFP-N3 质粒为本室保存。转染试剂Lipofectamine 2000、购自Invitrogen公司。大肠杆菌DH 5α、pMD-18T载体、质粒提取试剂盒、实验所需聚丙烯胺凝胶电泳及琼脂糖凝胶电泳Mark均购自北京博迈德科技发展有限公司。实验中限制性内切酶Sma I、Hind III、T4 DNA连接酶、高保真Taq DNA聚合酶、购自NEB公司和Takara公司。细胞培养试剂，购自Hyclone公司。
1.2 方法
1.2.1 PCR及真核表达载体的构建
利用myc-00703上游引物：5`-aagctt atgcgggtcatggcgccccga-3`和myc-00703下游引物：5`-cccgggTTACAGATCCTCTTCAGAGATGAGTTTCTGCTCagccgtgagagactca -3`（上游引物连接Hind III酶切位点，下游引物连接myc标签和Sma I酶切位点），通过PCR的方法扩增Mamu-B*007:03-sv1和Mamu-B*007:03基因。扩增产物利用1%的琼脂糖电泳鉴定，胶回收后连接于pMD-18T载体上。利用Sma I、Hind III对重组质粒进行双酶切，并将片段回收后，连接到同样双酶切后的pEGFPN3 质粒[6]。在课题组的前期工作中，已将pEGFPN3 质粒的GFP基因片段去掉。
重组质粒Mamu-B*007:03-sv1-myc-pEGFPN3和Mamu-B*007:03-myc-pEGFPN3转化到大肠杆菌DH5α感受态细胞，利用 PCR的方法筛选出阳性克隆。对PCR阳性的质粒，利用酶切的方法进行进一步鉴定，并送公司进行测序。
1.2.2细胞培养和转染
293T细胞利用含有10％胎牛血清（FBS）的DMEM进行培养，在37℃ 5％CO2培养箱中生长到密度为80%左右，传代到6孔细胞培养板。当6孔板中的细胞在对数期生长时，利用Lipofectamine 2000转染重组质粒。转染后的细胞继续在37℃和5%CO2条件下培养24-48小时，收集细胞进行下面的实验。
1.2.3 Western-blot免疫印迹实验
利用普利莱基因公司的细胞核-胞浆-胞膜制备试剂盒提取293细胞组织蛋白，取50 μg 总蛋白行10% SDS-PAGE蛋白电泳, 电转移至PVDF膜上进行Western-blot检测。转染后的PVDF膜用5%脱脂奶粉封闭后，加入myc一抗，4℃摇床孵育12 h；清洗后加入羊抗鼠的二抗，室温孵育2 h；用TBST 缓冲液洗涤3次，清洗后加入发光剂显色于暗室进行X-光片曝光、显影。
1.2.4细胞表达定位实验
转染后的细胞连续培养二十四小时后，加入适量4%多聚甲醛固定，用0.3%Triton透化处理。再孵育myc标签一抗，FITC荧光二抗，每步均用PBS对细胞进行清洗。接着利用PI进行细胞核染色，固定封片，最后利用激光共聚焦显微镜观察、拍照。
2结果
2.1 Mamu-B*007:03-sv1和Mamu-B*007:03表达载体的构建
Mamu-B*007:03-sv1和Mamu-B*007:03的长度分别为1026bp和1089bp，利用PCR和酶切两种方法对重组质粒进行了鉴定。结果与预期的相符。（见图1）
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2.2 Mamu-B*007:03-sv1和Mamu-B*007:03基因表达的Western-blot鉴定
Mamu-B*007:03的预测蛋白分子量为41kDa, 而Mamu-B*007:03-sv1预测蛋白分子量为38kDa，Western-blot结果显示(图2)，二者的实际表达分子量都大于预测分子量，说明上述两种基因都经过一定的糖基化修饰。但Mamu-B*007:03-sv1的实际分子量大于Mamu-B*007:03的实际分子量，并且具有明显的两条带，推测Mamu-B*007:03-sv1可能在细胞内发生了过度糖基化，并且可能存在胞内和胞外两种形式。
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2.3 Mamu-B*007:03和Mamu-B*007:03-sv1基因在细胞内的表达定位
在293 细胞中的表达用重组质粒转染293 细胞后24h, 荧光显微镜下发现细胞带有绿色荧光, 随时间延长, 荧光逐渐增强。在293细胞内，Mamu-B*007:03-myc-pEGFPN3的表达以细胞表面为主，与全长基因相比，Mamu-B*007:03-sv1-myc-pEGFPN3表达在细胞内和膜外都有表达（图3）。这进一步证实Mamu-B*007:03-sv1可能存在胞内和胞外两种形式。
[image: image3.jpg]o

N
= e

5.

N




3 讨论  
MHC I 类分子在哺乳动物免疫中起着非常关键的作用，其基因多态性与人类的疾病进程密切相关[7-9]。MHC Ⅰ类分子基因不但具有高度的多态性，而且存在一定程度的剪切异构现象，这种现象可能在多种细胞和物种中存在[10,11]。选择性的剪切异构体是产生蛋白多样性的重要机制，免疫系统中的选择性剪切增加了免疫系统调控的复杂性和多样性。在我们的研究过程中，我们发现了一个剪切异构体Mamu-B*007:03-sv1，该异构体在α3结构域缺失63个碱基，但它却有着正确的阅读框架。该剪切异构体为首次报道的恒河猴Mamu-B基因异构体。
恒河猴Mamu-A基因存在类似的两种剪切异构体，一种异构体同样缺失α3结构域，另一种异构体α2和α3结构域同时缺失，这种异构体可以与全长蛋白结合，调节MHC-A分子的降解[12，13]，其表达形式以细胞外表达为主。而在本实验中，Mamu-B*007:03-sv1异构体基因以胞内和胞外两种形式存在，并且存在过度的糖基化现象，与MHC I A-sv1基因的表达形式完全不同，其功能可能也不同。其它形式的剪切异构体，如在白血病人血液中发现的一种第5外显子缺失的异构体，即跨膜区缺失的剪切异构体，是以可溶的形式存在[14]，与Mamu-B*0 07:03-sv1异构体基因的表达形式也不同。因此，Mamu-B*007:03-sv1异构体基因的功能可能与以往发现的MHC Ⅰ类分子剪切异构体的功能不同，其功能有待于深入研究。
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图3 两种基因的表达产物在293细胞的定位结果(×60) 1024×1024×1


注: A:Mamu-B*007:03蛋白的细胞定位; B: Mamu-B*007:03-sv1蛋白的细胞定位；


Fig.3 distribution of the two genes expression in 293 cells (×60) 1024×1024×1


Note: A: distribution of Mamu-B*007:03 protein; B: distribution of Mamu-B*007:03-sv1 protein
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                            图2重组蛋白Western-blot 分析


注: 1: pEGFPN3 Western-blot 分析 2: Mamu-B*007:03-sv1-myc-pEGFPN3 Western-blot 分析


3: Mamu-B*007:03-myc-pEGFPN3 Western-blot分析      M:蛋白分子质量标准


Fig.2 Western-blot analysis of recombinant protein


Note: Lane1: Western-blot of pEGFPN3  Lane 2: products of Western-blot of Mamu-B*007:03-sv1-myc-pEGFPN3


            Lane 3: products of Western-blot of Mamu-B*007:03-myc-pEGFPN3  M: protein molecular standard








图1 重组质粒PCR和双酶切鉴定结果


注: 1,6: DNA分子量标准 2:重组质粒Mamu-B*007:03-sv1-myc-pEGFPN3 PCR鉴定结果 3:重组质粒Mamu-B*007:03-myc-pEGFPN3 PCR鉴定结果 4:重组质粒Mamu-B*007:03-sv1-myc-pEGFPN3 Sma I、Hind III双酶切鉴定结果5:重组质粒Mamu-B*007:03-myc-pEGFPN3 Sma I、Hind III双酶切鉴定结果


Fig. 1 Result of PCR and enzyme digestion of the recombinant plasmid


Note: Lane 1,6: DNA Mark  Lane 2: PCR result of recombinant plasmid Mamu-B*007:03-sv1-myc-pEGFPN3


Lane 3: PCR result of recombinant plasmid Mamu-B*007:03-myc-pEGFPN3  Lane4: the product of Enzyme digestion with Sma I and Hind III of recombinant plasmid Mamu-B*007:03-sv1-myc-pEGFPN3  Lane5: the product of Enzyme digestion with Sma I and Hind III of recombinant plasmid Mamu-B*007:03-myc-pEGFPN3
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