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细胞粘附分子 P-selectin 功能片段在 CHO 细胞表面的锚

定表达 

娄晓芳, 王双, 杜威世, 于蕊, 俞炜源, 孙志伟 
军事医学科学院生物工程研究所, 北京 100071 

摘  要: 为了筛选出针对细胞粘附分子 P-selectin 的特异性抗体, 克隆了 P-selectin 功能性基因片段, 使其通过糖基化磷

脂酰肌醇(GPI)锚定表达于真核细胞的细胞膜上, 以用作筛选的抗原。提取人血小板的总 RNA, RT-PCR 扩增出 P-selectin

目的基因片段, 同时用重叠延伸 PCR 的方法合成细胞膜锚定信号肽 GPI 基因; 将二者按上下游顺序插入含有弱化 neo

基因的真核表达载体 pMCEw2 中; 并将构建的重组质粒 pMCEw2-GPI-P-selectin 转染 CHOdhfr-细胞, G418 筛选获得阳性

细胞株, 利用 ELISA、免疫印迹和免疫荧光法检测 P-selectin 的表达。实验证实了 P-selectin 在细胞膜上获得稳定表达。

为进一步进行抗 P-selectin 的特异性抗体的筛选提供了必要前提。 
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Abstract: Cell adhesive molecular P-selectin was cloned, expressed and anchored on CHO cell membrane through GPI for selection 
specific antibodies. Total human platelet RNA was extracted and the functional segment of P-selectin gene was cloned by RT-PCR. 
The P-selectin functional segment gene was cloned into a eukaryotic expression vector pMCEw2-GPI containing an attenuated neo 
gene together with a downstream GPI, which was synthesized by overlapping PCR. The recombinant plasmid pMCEw2-GPI-P- 
selectin was then transfected to CHOdhfr− cells and screened with G418. ELISA, western-blot and immunofluorescence were carried 
out to detect the stability of P-selection expression on cell membrane. These results provided a necessary basis for the following 
study of selection the antibodies targeting P-selectin. 
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P-selectin, 又称血小板活化依赖性颗粒表面膜

蛋 白 (Platelet activation dependent granuleexternal 

membrane protein, PADGEM)或 CD62p 或 GMP140, 

是一种分子量为 140 kD 的膜糖蛋白, 定位于血小板

的α-颗粒和内皮细胞棒管状(Weibel-Palade)小体内。

P-selectin 由 789 个氨基酸残基组成: N 末端 730 个

氨基酸构成胞外区, 35 个氨基酸构成胞浆短尾, 之

间为 24 个氨基酸组成的跨膜区。胞外区有一个凝集

素样结构域(Lectin-like domain),一个表皮生长因子

样结构域(Epidermal growth factor-like domain)和九
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个补体调节蛋白重复单位 (Complement regulatory 

protein consensus repeat units)[1,2], 其结构见图 1。

P-selectin 是细胞粘附分子选择素家族的主要成员, 

主要作用为在感染及其他炎症反应过程中, 通过与

相应配体结合介导白细胞与管壁接触, 使白细胞在

血管壁上缓慢滚动 , 从而启动一系列反应 , 最终导

致白细胞在炎症反应区集中。作为血小板/内皮细胞

活化标志和粘附受体, P-selectin 已被证明是炎症早

期介导白细胞与内皮细胞等最初粘附, 启动炎症反

应并维持炎症状态的关键成分 [3,4] 。现已证明 , 

P-selectin 与免疫损伤、血栓形成及肿瘤转移等多种

临床疾病关系十分密 切[5]。因此, P-selectin 是其相

关炎性疾病重要的治疗靶标 , 已有实验证实 , 

P-selectin 抗体可以有效地改善如胃癌转移、缺血再

灌注损伤等疾病相关症状。因此, 研制抗 P-selectin

的功能抗体对其相关疾病治疗具有重要作用。据研

究报道, P-selectin 与其配体的结合主要由凝集素样

结构域介导, 凝集素样结构域能够独立支持白细胞

黏附, 但最佳结合结构还需表皮生长因子样结构域

对其构型的稳定, 实验证明表皮生长因子样结构域

独有一个细胞黏附所必需的分子接触表面。因此 , 

一般认为, lectin-EGF 共同区域可能是 P-selectin 黏

附更有效的功能结构域。所以, 在本课题中, 我们共

克隆了这两个结构域的全部基因以及九个补体蛋白

重复序列中的前两个基因片段, 因为其可能对构型

起诱导和促进作用。将该基因片段与糖基磷脂酰肌

醇(GPI)锚定信号肽基因序列按前后顺序克隆入真

核表达载体 pMCEw2 中, 使其通过 GPI 锚定表达于

CHO 细胞表面。这种膜表面表达 P-selectin 的 CHO

细 胞 可 以 作 为 筛 选 抗 原 , 为 进 一 步 进 行 抗 人

P-selectin 的特异性抗体的筛选提供了必要条件。 

 

图 1  P-selectin 结构示意图 

Fig. 1  The structure scheme of P-selectin 

1  材料和方法 

1.1  材料 
CHOdhfr-细胞株为本室保存; 人血小板由 301 医

院输血科骆群主任惠赠; 真核表达载体 pMCEw2 为

本室构建。大肠杆菌 Top10、DH5α为本实验室保存。 

TRIzol 试剂、总 RNA 分离试剂、SuperScriptTMII

逆转录酶以及转染试剂 lipofectamineTM2000 购自

Invitrogen 公 司 ; pGEM-T 购 自 Promega 公 司 ; 

IMDM、HT 为 Invitrogen 公司产品; LATaqTM 聚合酶, 

Taq DNA 聚合酶, pfu DNA 聚合酶, 限制性内切酶

EcoR V, Hind III, Xho I 为 TaKaRa 公司产品; PCR 片

段胶回收试剂盒和质粒提取试剂盒为 OMEGA 公司

产品; 鼠抗人 P 选择素抗体购自 GeneTax 公司; HRP

标记的羊抗鼠 IgG 以及 FITC 标记羊抗鼠 IgG 购自

中杉金桥技术有限公司。其它常用生化试剂购自军

事医学科学院条件处。 

1.2  引物的合成 
根据 GenBank 中 P-selectin 的基因序列设计引

物如下(5′-3′), 由 Invitrogen 公司合成。上游引物引

入 EcoRV 酶切位点, 下游引物引入 Hind III 酶切位

点, 用于克隆 P-selectin N 端 1 至 972 位的基因。 

上游引物(L-PL): CCGGATATCATGGCCAACT 
GCCAAATAG 

下游引物 (L-PR): GCGAAGCTTACACTGCAC 
AGCTTTACAC 

根据 GeneBank 中 GPI 的基因序列设计如下引

物, 以通过重叠延伸 PCR 获得 GPI 基因片段。 

GPI-1(5′-3′): CCGGATATCCCGATGTCGCGG 
CCGCGGCAGCGGCACCACCAGCGGCACCACCC
GCCTCCTG 

GPI-2(5′-3′): GTGCCCAGCAGGCCGGTCAG 
GGTGAAGCAGGTCATGCCGCTCAGGAGGCGGG
TGGTGCC 

GPI-3(5′-3′): GACCGGCCTGCTGGGCACCCT 
GGTGACCATGGGCCTGCTGACCTGATAACTCGAG
GCAG 

GPIL(5′-3′): CCGGATATCCCGATGTCAAG 

GPIR(5′-3′): CTGCCTCGAGTTATCAGG 

1.3  pMCEw2-GPI-P-selectin 重组质粒的构建和 
鉴定 
1.3.1  GPI 基因的获得 

利用重叠延伸 PCR的方法。先利用 GPI-1, GPI-2, 
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GPI-3 三条引物 PCR 扩增 10 个循环。再以上述 PCR

产物为模板, 利用 2 条短引物 GPIL 和 GPIR 进行

PCR, 获得完整的 GPI 基因。反应后利用试剂盒回

收 PCR 产物, 将回收后的产物与 pGEM-T 载体连接

(图 2), 转化大肠杆菌 Top10, 用蓝白斑筛选的方法, 

筛选出阳性克隆, PCR 鉴定正确后提取质粒, 用限

制性内切酶酶切鉴定质粒, 鉴定正确的克隆由北京

Invitrogen 公司进行测序。 

 

图 2  pMCEw2-GPI-P-selectin 构建示意图 
Fig. 2  Construction of expression vector 

pMCEw2-GPI-P-selectin 
 
1.3.2  pMCEw2-GPI 重组质粒的构建、鉴定 

先用 EcoR V 完全酶切, 再用 Xho I 部分酶切

pMCEw2, 琼脂糖凝胶电泳回收目的片段 , 同时用

EcoR V 和 Xho I 完全酶切鉴定正确的 pGEM-T-GPI, 

琼脂糖凝胶电泳回收目的基因 GPI, 连接构建重组

载体 pMCEw2-GPI。转化大肠杆菌 Top10 筛选阳性

克隆, PCR 鉴定正确后提取质粒。用限制性内切酶

EcoR V 和 Xho I 双酶切鉴定质粒, 鉴定正确的质粒

由北京 Invitrogen 公司进行测序。 

1.3.3  P-selectin 基因的获得 

以人血小板总 RNA 为模板 , RT-PCR 得到

P-selectin 基因。采用 Trizol 试剂从血小板中抽提出

总 RNA , 然后利用反转录酶 SuperScriptTMII 和随

机引物进行反转录。随后以反转录产物为模板, 利

用引物 L-PL 和 L-PR PCR 扩增 25 个循环后回收, 

回收产物与 pGEM-T 载体连接 , 转化大肠杆菌

Top10, 用蓝白斑筛选的方法 , 筛选出阳性克隆 , 

PCR 鉴定正确后提取质粒, 用限制性内切酶酶切鉴

定质粒, 鉴定正确的克隆由北京 Invitrogen 公司进

行测序。 

1.3.4  pMCEw2-GPI-P-selectin 重组质粒的构建与

鉴定 

同时用 EcoR V 和 Hind III 双酶切鉴定正确的

pMCEw2-GPI 和 pGEM-T-P-selectin, 分别回收载体

和片段 , 连接构建形成重组载体 pMCEw2-GPI-P- 

selectin。转化大肠杆菌 Top10 筛选阳性克隆, PCR

鉴定正确后提取质粒。用限制性内切酶 EcoR V 和

Hind III 双酶切鉴定质粒, 鉴定正确的质粒由北京

Invitrogen 公司进行测序。 

1.4  重组质粒 pMCEw2-GPI-P-selectin 的真核表达 
鉴定正确的重组质粒 pMCEw2-GPI-P-selectin

转染 CHOdhfr-细胞, 具体操作步骤参照 lipofectamineTM 

2000 产品说明书, 稍作改动。 

(1) 转染前一天转接 4×105 细胞于 6 孔板中 ,  

24 h 细胞约 80%汇合度。 (2) 取 4.0 μg 的 DNA 稀释

于 250 µL Opti-MEM 中, 混匀; 10 μL 脂质体稀释于

250 μL Opti-MEM 中, 轻轻混匀, 静置 5 min。(3) 将

上述制备的溶液混合, 室温静置 20 min; 将 6 孔板

中各个孔换成无血清无抗生素的 2 mL Opti-MEM; 

将上述的混合物 500 μL 转入 6 孔板孔中, 轻轻前后

晃动混匀。(4) 5 h 后将各个孔中的培养基换成完全

培基 DMEM(含 10%小牛血清), 37oC 于 CO2 孵箱培

养。 (5) 24 h 后, 将其从六孔板中传至细胞培养瓶中。

(6) 48 h 后, 换为 G418 筛选培基, 以后每 3 天换一次

液 , 每天观察 , 看是否形成克隆。(7) 待形成克隆 , 

挑取克隆进行 ELISA 鉴定。 

1.5  P-selectin 在 CHO 细胞膜表面表达的 Western
印迹鉴定 

膜蛋白制备: 分别收集 1×106 稳定转染的细胞

和普通 CHO 细胞, 用预冷 PBS 洗涤后, 每瓶加入

2% Triton X-114(含 2% Triton X-114, 50 mmol/L 

Tris-HCl, 1 mmol/L PMSF, pH 7.5) 0.35 mL, 冰浴  

20 min。收集裂解液, 于 4oC, 10 000 g/min, 离心   

5 min, 收集上清液, 蒸馏水 4oC 透析 6 h, 再于 37oC

水浴 10 min, 2000 g 离心 5 min, 取上层水相, 超滤

浓缩后−20oC 冻存。 

Western blotting 鉴定 : 分别将两种膜蛋白跑

SDS-PAGE 凝胶电泳, 16 V 转膜, 用含 2% BSA 的

PBST 室温封闭 1 h, 然后加入 1:200 稀释的抗
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P-selectin 的鼠抗体 37oC 孵育 1 h, PBS 彻底清洗, 然

后与 1:200 稀释的 FITC 标记羊抗鼠 IgG, 37oC 孵育

0.5 h; PBS 彻底清洗后, 加入显色液显色。 

1.6  P-selectin 在 CHO 细胞膜表面表达的免疫荧

光检测 
稳定转染的细胞铺板, 过夜后用甲醇(含 5%醋

酸) −20oC 固定 20 min 后, 1×PBS 洗两次, 加入

1:200 稀释的抗 P-selectin 的抗体 37oC 孵育 1 h, 然

后与 1: 200稀释(1%伊文氏兰稀释)的 FITC标记羊抗

鼠 IgG, 37oC 孵育 0.5 h; PBS 彻底清洗后, 于荧光显

微镜下观察。 

2  结果 

2.1  pMCEw2-GPI-P-selectin 重组质粒的构建及

鉴定 
提取人血小板总 RNA, RT-PCR 的方法获得人

P-selectin N 端 1 至 972 位的基因(图 3), 与 pGEM-T

载体连接成 pGEM-T-P-selectin, 经测序证明序列正

确后。通过重叠延伸 PCR 的方法合成 GPI 信号肽基

因, 经琼脂糖凝胶电泳回收约 141 bp 的目的条带(图

4)。与 pGEM-T 载体连接, 经测序证明序列正确后, 

与载体 pMCEw2 构建 pMCEw2-GPI 后 , 再与

pGEM-T-P-selectin 构建 pMCEw2-P-selectin-GPI, 用

EcoR V 和 Xho I 双酶切鉴定后, 证实二者已按设计

的前后顺序插入载体中(图 5)。 

 
图 3  人Ｐ选择素基因的的 PCR 产物 

Fig. 3  PCR products of human P-selectin functional segment 
1: the gene of P-selectin; 2: DNA marker D2000 

 

2.2  重组质粒 pMCEw2-GPI-P-selectin 的真核 
表达 
2.2.1  ELISA 鉴定结果 

转染后 , 待细胞长出克隆 , 挑取克隆进行

ELISA 鉴定(图 6)。 

2.2.2  稳定转染细胞膜蛋白的 Western blotting 鉴定 

对筛选得到的阳性细胞克隆 P6 提取膜蛋白后

进行 Western blotting 鉴定, 从图中可以看出稳定转

染重组质粒 pMCEw2-GPI-P-selectin 的 CHOdhfr-细胞—

—即我们筛选出的阳性细胞 P6——膜蛋白用抗

P-selectin 抗体经 Western blotting 鉴定在分子量为 35 

kD 处含有目的条带, 而普通 CHO 细胞膜蛋白对照

未见任何条带。因此证明 P-selectin 已在细胞表面获

得表达(图 7)。 

 

图 4  GPI 基因的 PCR 扩增琼脂糖凝胶电泳图 
Fig. 4  PCR products of GPI 

1: the gene of GPI; 2: DNA 100 bp ladder 

 

图 5  重组质粒 pMCEw2-GPI-P-selectin 酶切鉴定 
Fig. 5  Restriction analysis of recombinant plasmid 

pMCEw2-GPI-P-selectin 
1: marker III; 2: pMCEw2-GPI-P-selecin digested by EcoR V and Xho I 

 

2.2.3 稳定表达 P-selectin 的 CHO 细胞的免疫荧光 

检测 

以抗 P-selectin 鼠抗体及羊抗鼠-FITC 抗体处理的

细胞在荧光显微镜下观察(图 8), 可见转染重组质粒

pMCEw2-GPI-P-selectin 的 CHOdhfr-细胞的细胞膜上有

清晰的绿色荧光, 而未转染 CHOdhfr-细胞对照未见荧

光, 进一步表明 P-selectin 已经锚定修饰于细胞膜上。 
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图 6  所挑克隆是否表达 P-selectin 的 ELISA 鉴定结果 

Fig. 6  Identification of some clones we choosed by ELISA 
1: some clones we choosed; 2: CHO; 3: ECV304; P2-P6 name of the 

clone we choosed 

 
图 7  克隆提取膜蛋白后的 SDS-PAGE 凝胶电泳及 WB 分析 
Fig. 7  SDS-PAGE and Western blotting analysis of the protein 

abstracted from the membrane 
1: low molecular protein standards; 2: the protein abstracted from the 

membrane of P6; 3: the protein abstracted from the membrane of CHO;  
4: the protein abstracted from the membrane of P6; 5: the protein 

abstracted from the membrane of CHO 

 
图 8  重组质粒 pMCEw2-GPI-P-selectin 转染 CHOdhfr-

细胞的间接免疫荧光检测 
Fig. 8  Immunofluorescence analysis of P6 

1: P6; 2: CHOdhfr− 

3  讨论 

近年来, 有关粘附分子 P-selectin 介导的炎症反

应如肾小球肾炎、心肌缺血再灌注损伤等报道逐渐

使人们认识到 P-selectin在各种炎症疾病中的重要作

用[6]。而且其在缺血再灌注、动脉粥样硬化和癌症

转移过程中的作用也逐渐被人们重视[7]。上海第二

医 科 大 学 附 属 瑞 金 医 院 已 在 动 物 实 验 中 证 实

P-selectin 是造成肾缺血再灌注时肾小管损伤的一个

重要因素[8]。因此, 制备出针对天然 P-selectin 的抗

体必将为诊断和治疗上述疾病奠定良好的基础。 

P-selectin 在人体多数组织中如肝、肺、结肠、

胃以及肾上腺的血管内皮细胞表达, 正常情况下为

低水平表达或不表达, 受到炎症和损伤刺激后表达

才显著增加, 而且有些原先不表达的脏器也出现了

表达, 所以 P-selectin 还有标志脏器病变的作用。据

报道, 测定血浆、尿沉渣、组织中的 P-selectin 含量, 

有助于判断病变严重程度及预后[9,10]。因此, 我们开

发出针对人 P-selectin 的抗体具有较高的应用价值。 

天然的 P-selectin是一个高度糖基化的蛋白, 因此

在本研究中, 我们对 P-selectin 进行真核表达, 采用了

GPI 锚定技术将 P-selectin 锚定表达于细胞膜表面, 以

维持 P-selectin 的天然构象。所谓 GPI 锚定技术, 是将

感兴趣的基因与具有锚定位于膜表面功能的 GPI 信号

肽基因融合表达, 利用该信号肽使其表达在细胞膜表

面。研究证实, 人工制备的 GPI 锚定蛋白仍然能够保

持原来的构像及功能[11−13]。利用这种方法使其表达在

细胞膜表面。这种方法能保证其糖基化修饰, 这是原

核表达所不能做到的。转染 CHOdhfr-细胞后, 我们在

细胞膜表面检测到了其表达。为进一步进行抗体库筛

选以获得针对人 P-selectin 的人源性抗体奠定了基础。 

我们可以利用所获得的表面表达 P-selectin 的

细胞株从本室已构建的大容量全合成人源性抗体库

中筛选出针对其的人源性抗体, 为与 P-selectin 相关

疾病的诊治提供有效的手段。 
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