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一个由 HSVⅠ诱导的类 SR蛋白新基因的克隆

董承红 ,　王丽春 ,　赵红玲 ,　孙　明 ,　刘龙丁 ,　李琦涵 3

(中国医学科学院　中国协和医科大学　医学生物学研究所 ,昆明　650118)

摘要　根据mRNA差异显示分析 ,由单纯疱疹病毒 (HSV) Ⅰ型结合人成纤维细胞膜受体后 2 h诱导

产生的早期基因 cDNA库中 ,分离到一个编码具有 SR蛋白结构特征的新基因 ,该基因长 904 bp .编

码产生的蛋白含 121个氨基酸残基 ,分子量 1419 kD ,具有 RS重复区和 PPLP结构域 ,但不具备 SR

蛋白家族所特有的 RNA识别区域 (RRM) .主要分布于细胞质内 ,仅在细胞膜相应受体与 HSV Ⅰ结

合后特异产生.
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Cloning of a Ne w Gene Encoding an SR2like

Protein Induced by HSVⅠBinding

DONG Cheng2hong , WANGLi2chun , ZHAO Hong2ling , SUN Ming , LIU Long2ding , LI Qi2han
3

( Institute of Medical Biology , Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical College , Kunming　650118 , China)

Abstract　With analysis of mRNA differential display , a new gene encoding an SR2like protein was isolated
from cDNA library of the human fibroblast infected by HSV Ⅰ. The length of this new gene was 1 387 bp .
The protein encoded with this gene consisted of 121 amino acid residues with M r 1419 kD. It was distributed in

cytoplasm of the cells as it was induced specifically by HSV Ⅰbinding.
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　　单纯疱疹病毒Ⅰ(HSVⅠ)对上皮类细胞的感染

是通过与其膜表面的复合受体成分相结合而开始

的[1 ] .由于病毒与受体的结合实质上模拟了一种生

理配体与受体结合的过程 ,因而亦可以使受病毒结

合的细胞产生特定的信号导入和相应的基因反

应[2 ]
.对不同的病毒而言 ,因其相应的受体各异 ,故

产生的基因反应亦有差异.我们先前有关 HSVⅠ和

脊髓灰质炎病毒的实验已证实了这一点.其结果表

明 ,HSVⅠ和脊髓灰质炎病毒分别结合人成纤维细

胞 KMB217相应受体后 ,在 2 h内的早期基因反应均

表现了一定的差异[3 ]
.循此线索 ,我们进一步探索了

HSVⅠ结合受体后细胞产生的其它差异基因. 从

HSVⅠ吸附之后 2 h的 KMB217 细胞 mRNA经逆转

录建立起来的 cDNA库中 ,发现了一个具有类 SR蛋

白结构的新基因.利用该基因在原核系统中的表达

蛋白而制备的特异抗体 ,我们进一步地分析发现了

该基因编码蛋白分子作为 HSVⅠ结合受体所特异诱

导人成纤维细胞 KMB217 株产生的特定产物 ,主要

分布于细胞质内.该蛋白的发现 ,以 HSVⅠ导致的细

胞基因反应为线索 ,为深入分析病毒与细胞的关系 ,

尤其是细胞对病毒结合受体的反应及其对病毒感染

的影响 ,提供了有意义的线索.

1　材料和方法

111　材料

11111　病毒　HSVⅠ由本实验室保存 ,生长于 Hep2
2细胞 ,稀释病变法确定使用浓度为 10

710
CCID50Πml.



11112　细胞 　Hep22 细胞、KMB217细胞 ,均生长于

DMEM25 %小牛血清 ,1 %青2链霉素 ,生长为单层备

用.

11113　工具酶及试剂 　各种限制性内切酶 ,连接

酶 ,Factor Ⅹ,逆转录试剂盒 ,PCR试剂盒 ,荧光抗体

等均购于 Pharmacia ,上海生工及宝生物公司.

11114　克隆及表达载体 　实验使用的λgt 11 ,pUC2
18 , pcDNA23 ,p GEX25x1载体为本实验室保存.

112　方法

11211　病毒对细胞的结合及 mRNA提取、cDNA库

制备　使用 10×15 cm培养瓶 ,DMEM25 %小牛血清

培养 KMB217至单层 ,去除培养液 ,无血清 DMEM洗

2次 ,加入滴度为 10710 CCID50Πml的 HSVⅠ0. 5 ml ,室

温吸附 015 h ,弃残余的病毒液 ,加 DMEM无血清培

养液 2 ml. 37℃2 h ,刮取细胞 ,PBS洗 2次 ,使用 cD2
NA制备试剂盒 ( Pharmacia 公司) .提取 mRNA并逆

转录为 cDNA ,方法按说明书 ,并以λgt 11制备 cDNA

文库备用.

11212　mRNA差异显示分析　使用 polyT引物将经

病毒结合及未结合的对照细胞 mRNA逆转录.再使

用 polyT引物及随机引物N12 ,PCR扩增 ,方法详见参

考文献 [4 ] . 循环参数 : 95℃, 5 min ; 94℃, 1 min ;

42℃,1 min ;72℃,1 min ;40个循环.上样 7 %PAGE27

molΠL尿素胶 ,1 700 V电泳 ,干胶后 X片放射自显

影.对差异片段进行测序.

11213　杂交及克隆分析 　使用32 P标记方法.制备

特异差异片段探针 ,对所得 cDNA库中的约 10
5 个基

因进行原位杂交筛选 ,方法见参考文献 [5 ] .所得阳

性克隆进行测序分析.

11214　HSP2975重组蛋白的表达及抗体制备　HSP2
975基因中的编码区序列克隆入 p GEX25x1载体中 ,

大肠杆菌 BL21中表达 ,SDS2PAGE确定有特异性蛋

白表达.该表达产物经过亲和柱纯化 ,用 Factor X进

行酶切 ,将酶切下来的重组蛋白浓缩至 5μgΠml , 该

重组蛋白命名为 SR215.小鼠肌肉及静脉免疫后 5周

放血制备抗血清 ,56℃灭活 30 min后 - 20℃冻存备

用.

11215　SR215蛋白序列比较分析　从 GneBank调取

SR蛋白家族成员 SR220 , SR230 , SR240 , SF , SF9G8

和 SF2等蛋白质序列 ,使用 OMIGA 210序列分析软

件进行同源性比较分析.

11216　免疫荧光　HSP2975基因编码区序列重组入

pcDNA23载体 ,使用Lipofectin转染方法导入 KMB217

细胞 ,方法见参考文献[6 ] .固定后 ,以抗 SR215抗体

于 37℃结合 , PBS洗 2 次 ,再以抗鼠 IgG荧光抗体

37℃作用 ;荧光显微镜镜检 ,同法对经 HSVⅠ结合的

KMB217细胞以荧光显微镜镜检.

11217　Northern杂交　为明确该 mRNA是否为 HSV

Ⅰ结合 KMB217 细胞膜受体所特异诱导产生 ,按常

规取正常人胚胎肺组织 ,正常培养条件下的 KMB217

细胞及经 HSVⅠ刺激的 KMB217细胞.提取的 mRNA

在甲酰胺条件下上样于 115 %琼脂糖凝胶 , 40 V电

泳后按常规吸印法转移至硝酸纤维素膜上 ,80℃变

性 2 h ,以α232
P2dATP标记的 SR215基因片段探针在

58℃杂交过夜 , 1×SSC及 012×SSC梯度洗 3～5遍

后 ,于 X片自显影.

2　结果

211　HSVⅠ结合病毒后的差异显示

　　经 HSVⅠ结合细胞 2 h与对照细胞的 mRNA差

异显示结果表明 ,除了其表现为一些已知基因的差

异外[3 ]
,还有数个差异 (Fig. 1) .测序后经 GenBank查

询 ,均为新 EST 片段 ,其登录号为 : AW585312 ;

AW585313和最终确定为 HSP2975基因部分片段.

Fig. 1 　The mRNA differential display of KMB217 cell bound by

HSVⅠ

1. Cell control at 1 hour ; 2. Cell control at 2 hours ; 3. HSV Ⅰ

binding cell at 1 hour ; 4. HSVⅠbinding cell at 2 hours

212　HSP2975基因克隆及蛋白编码系列

　　经原位杂交 ,利用差异片段与已制备的探针在

cDNA库中发现了一个长为 904 bp 的完整基因 ,并

命名为 HSP2975.经测序分析其序列结果见 Fig. 2 ,其

具有 5′非编码区、编码区和 3′端非编码区.经 Gen2
Bank查询 (包括所有人类已知基因序列及各种病毒

基因系列) ,为一新的基因 ,登录号为 AF281279 ,推

测的蛋白编码序列亦见 Fig. 2 ,并命名为 SR215.其结

构具有 SR蛋白家族特点 ,表现在 N末端有一 RS重

复序列 ,在中部有一 PPLP结构域 ,该区被认为可与

Src蛋白结合[7 ] ;但缺失 SR蛋白通常具有的 RNA识
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Fig. 2　The gene sequence of HSP2975 and protein sequence of SR215

别区域 ( RNA recognized motif , RRM) ,其分子量为

1419 kD.

213　SR215蛋白序列与部分 SR蛋白家族成员序列

的同源性比较

　　SR215蛋白的序列与部分 SR蛋白家族成员序

列比较可以发现 ,SR215蛋白的序列与 SR蛋白家族

序列并没有十分明显的同源性 , 主要表现在 SR215

序列中的 RS重复区域位于 N端 ,而 SR类蛋白序列

中 RS重复区多位于近 C端.但 SR215与 SR蛋白家

族在结构上都具有精氨酸富集区域 (arginine2rich re2
gion) .其与 RS重复区域一道提示 ,该蛋白可能具有

与 DNA或 RNA分子结合的功能.

214　SR215蛋白在原核系统中的表达

　　HSP2975基因编码区序列共 363 bp 重组进入原

核表达载体 p GEX25X1.阳性克隆经 IPTG诱导表达 ,

其 SDS2PAGE结果如 Fig. 3.经亲和层析并经 Factor X

酶切后得到纯化蛋白.

215　SR215在细胞内的分布

　　将 SR215蛋白的编码序列重组进入真核表达载

体 pcDNA3并转染入 KMB217细胞.使用免疫荧光检

测结果发现 ,该蛋白明显分布于细胞质中 (Fig. 4A) .

同法对经 HSVⅠ病毒结合 2 h的 KMB217细胞检测 ,

Fig. 3　SR215 protein expression by the p GEX25X1 system

1. The expression of SR215 in p GEX system ; 2. Cell control ; 3.

Protein marker

亦发现类似的结果 ,即在细胞质中发现该蛋白 ( Fig.

4B) .

216　Northern 杂交

　　Northern杂交实验结果 (见 Fig. 5)明确提示 , 人

胚肺组织及正常培养条件下的 KMB217 细胞均无

SR215 mRNA产生 , 仅有经 HSVⅠ刺激后的人 KMB2
17细胞 (来源于人胚肺组织)出现该基因的表达.其

分子大小在 310 kb左右. 此结果证实 ,SR215 mRNA

是由 HSVⅠ结合细胞受体所特异诱导产生的.
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Fig. 4　The distribution of SR215 in KMB217 cell in immunofluo2

rescence detection

(A) The immunofluorescence result of the cell transfected with the

HSP2975 gene.

(B) The immunofluorescence result of the cell boand by HSVⅠ

Fig. 5　The Northern hybridization of SR215 gene

1. KMB217 cells bound by HSVⅠ; 2. Fetal lung ; 3. KMB217 cell

3　讨论

　　病毒结合受体可以诱导产生相应的细胞内信号

传递这一事实已为实验所证实[8 ] .而因此信号导入

所产生的细胞早期基因反应亦是其逻辑结果 ,它已

为我们早期的实验结果所支持[3 ]
.但各种病毒所结

合的受体不同 ,因而理论上可以推测其导致的基因

反应是各异的 ,实验已经明确了这一点.这些各异的

基因反应对不同的病毒感染以及受感染细胞的预后

有什么影响 ,则是病毒与细胞相互作用研究中令人

感兴趣的问题. HSVⅠ结合的受体很可能是一复合

受体 ,它与病毒结合的机理及后果 ,以及此过程对机

体其它细胞的影响都是很复杂的. SR215 蛋白作为

HSVⅠ结合受体后使细胞在 2 h内所产生的一个特

异分子 , 其结构特点与所知的 SR蛋白分子家族有

一定程度的类似. 而大量实验结果已证实 , SR分子

是一类参与细胞前 mRNA剪接的重要蛋白[9 ]
.根据

SR215与 SR家族的结构对比 , 可以认为 ,该蛋白可

能具有与 DNA或 RNA结合的功能. 如果该蛋白也

能参与 RNA剪接过程 ,那它如何进入细胞核内则是

一令人感兴趣的问题.因而这个蛋白分子的克隆为

进一步研究 HSVⅠ与细胞的相互作用提供了线索.

并由此可以推测 ,虽然我们尚不清楚 HSVⅠ在 KMB2
17细胞上受体的生理功能 ,但此结果已提示 ,HSVⅠ

借助与该受体的结合 ,可能影响了细胞的某些功能.

另外 ,SR215蛋白在正常生理条件下并不表达 ,仅在

细胞受到 HSVⅠ刺激时产生 ,这意味着受病毒感染

的细胞很可能通过此蛋白分子对病毒有一定的作

用.但这样一个以早期基因的产物形式出现 ,并表现

有一定结构特性的蛋白分子 ,是对细胞有益还是对

病毒感染有益尚需进一步的探讨.
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