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　　提　要　方法: 用大鼠肝中血浆硒蛋白 P cDNA 为探针,对 ΚZPA II大鼠脑 cD 2
NA 文库进行筛选,对阳性克隆进行了核酸序列测定。结果: 脑中 cDNA 中蛋白编码

区与肝中 cDNA 的编码区完全一致,但在5’u tr和3’u tr存在差异。结论: 脑中血浆硒

蛋白 P cDNA 的发现说明脑本身可合成血浆硒蛋白 P,这一结果不支持血浆硒蛋白

P 的硒转运蛋白功能说。

　　关键词:　硒蛋白　脑　cDNA

　　中图分类号:　R 151. 2

　　硒蛋白是特指蛋白中的硒是以硒半胱氨

酸 ( selenocysteine)形式存在于构成蛋白的

多肽链的一级结构中的蛋白,因此硒蛋白的

氨基酸序列分析中应用硒半胱氨酸,和其蛋

白对应的m RNA 中在蛋白编码区应用U GA

(在 cDNA 中为 T GA )。血浆硒蛋白 P (Se2
lenop ro tein P ) 是在血浆中发现的分子量

(SD S2PA GE)为57kD a 的单链糖蛋白〔1〕, 在

肝中得到其 cDNA 克隆,其核酸序列分析表

明,在蛋白编码区有10个代表硒半胱氨酸的

编码 T GA〔2〕,但实际蛋白氨基酸序列分析为

7. 5个硒半胱氨酸〔3〕。我们对脑中血浆硒蛋白

P 的研究表明,脑中存在有血浆硒蛋白 P,其

在细胞中的可能位置是细胞膜上〔4〕。为确定

脑中血浆硒蛋白 P 的来源,我们进行了如下

研究。

1　材　料　和　方　法

1. 1　探针制备

　　将大鼠肝中血浆硒蛋白 P 16C1 cDNA

用 EcoR I和 Xba I酶切后, 经琼脂糖电泳分

离回收含全部开放阅读框架 (Open R eading

F ram e OR F)部分的2. 1kb 片断,用缺口平移

法标记 [ Α232 P ] dCT P (美国 D u Pon t2N ew

England N uclear P roductu s)。

1. 2　脑 cDNA 文库的筛选

　　将 ΚZPA II 大鼠脑 cDNA 文库 (美国

Stra tagene 公司)噬菌体储备液稀释后接种

于 E co li BB 4细胞 (美国 Stra tagene 公司) ,

接种浓度为5×104噬菌体ö每平皿。37℃培育

过夜后将噬菌体DNA 转移到醋酸纤维膜

上。将醋酸纤维膜按顺序浸入下列液体中。

(1) 0. 1m o löL N aOH , 1. 5m o löL N aC l; (2)

0. 5m o löL T ris2HC l pH 8. 0, 1. 5m o löL N a2
C l; (3) 0. 2m o löL T ris2HC l pH 7. 0, 2×SSC。

于80℃真空器内干燥2小时。在42℃进行预杂

交2小时,预杂交液为5×SSPE, 20%甲酰胺,

011% SD S, 3×D enhard t’s 液。再加入 [ 32 P ]

dCT P 标记的16C l 中2. 1 kb 片断于42℃杂
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交过夜。杂交后在60℃条件下用2×SSPE 和

1×SSPE 各洗膜一次,每次1小时。压XA R 25

胶片于- 70℃曝光,对照X 胶片挑阳性克隆

并洗脱于 SM 缓冲液 ( 100mm o löL N aC l,

100mm o löL M gSO 4, 50mm o löL T ris2HC l

pH 7. 5)再次筛选,再到得到完全分离的单个

阳性克隆。

1. 3　测序

　　按 Stra tagene 说明, 用带有408 helper

phage 的 E. co li XL 21 B lue 细胞进行共培

育,切除阳性 p B lu scrip t phagem id,用 recir2
cu larized 噬菌体感染新的 E. co li XL 21 B lue

细胞。用 Sanger双氧末端终止法对复制形式

成噬菌体 (R F2cDNA )中插入部分进行双链

DNA 测序。T 7 Sequencing k it 购自美国

Pharm acia L KB ,测序策略如图1所示。

F ig. 1　S e que nc ing s tra te gy use d fo r se le nop ro te in

P cDNA of ra t b ra in

T he arrow s rep resen t the segm en t of cDNA

sequenced and the direct ion of sequencing.

T 3 p rim er and T 7 p rim er w ere used fo r

num bers 1 and 16, respect ively. A ll o ther

sect ions w ere sequenced using o ligom ers

specifically syn thesized as p rim ers.

2　结　果　与　讨　论

　　对 ΚZPA II大鼠脑 cDNA 文库筛选, 共

得到5个阳性克隆,每个克隆扩增后用限制性

内切酶切下插入片断后进行琼脂糖凝胶电

泳, 其中有3个阳性克隆的插入部分小于

1kb, 未对其进行测序。对另2个掺入片断为

1. 8kb 的 cDNA (11A 1和2A 2)进行了核酸序

列测定,结果见图2。

　　5’2端非翻译区 (5’un tran sla ted reg ion

　5’u tr)部分完整的11A 1 cDNA 中3’2端非
翻译区 (3’un tran sa la ted reg ion　3’u tr)部

分不完整,而5’u tr 部分和OR F 前端不完全

的2A 2的3’u tr部分完整 (有 po lyA 尾)。结合

二个 cDNA ,可知脑中全长血浆硒蛋白 P 的

cDNA 序列。脑中血浆硒蛋白 P cDNA 5’u tr

有78个碱基比,肝中血浆硒蛋白 P cDNA 5’

u tr 多44个碱基。除靠近OR F 端的15碱基与

肝中的相同,其余碱基则不同,这种差别的意

义尚不清楚。脑中 cDNA 中OR F (蛋白编码

区)与肝中 cDNA 的OR F 完全一致,亦是含

有10个 T GA 编码。这对肝中血浆硒蛋白 P

cDNA 的序列是进一步证实。脑中血浆硒蛋

白 P cDNA 3’u tr 短于肝中 cDNA 的3’u tr,

但仍保留有二个茎突 (Stem 2loop )结构。而

m RNA　3’u tr 中茎突结构是保证硒蛋白在

肽链合成时其m RNA OR F 内的U GA (cD 2
NA 中为 T GA )作为硒半胱氨酸的编码而不

是终止密码的必需条件〔5〕。脑中血浆硒蛋白

P　3’u tr 与肝中 cDNA　3’u tr 对应部分有

二处不同,一是在1441碱基处, 肝中为 C, 而

脑中为 T , 另一处是对应肝 cDNA 1574位

后,脑中 cDNA 多2个 T。因对2A 2和11A 1二

个 cDNA 是分别测序, 结果一致。说明这种

差别很可能是其m RNA 本身的差别,这种差

异的意义尚不清楚。脑中发现血浆硒蛋白 P

cDNA 克隆及其蛋白编码区与肝中血浆硒蛋

白 P 完全一致,充分证明脑可自身合成血浆

硒蛋白 P。因此也有充分理由说明在脑中发

现的血浆硒蛋白 P 是脑自身合成而非经血

转运。关于血浆硒蛋白 P 的功能有人曾提出

是硒的体内转运蛋白,把肝中硒运送到其它

组织〔6〕,此脑中发现血浆硒蛋白 P cDNA 克

隆的结果不支持此硒蛋白的转运功能说。
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1

16C l AA GCTA GTCT G

11A 1 CGCT GCGCT T GCAA GGTCGCT GCA GGA GGGA GCA CCGAA CT T T GGA CT GCA CCTC

2A 2 45

16C l AA GGGGT T GCGAAAA CCCCA GCA A TG T GG A GA A GC CTA GGG CT T GCC CT G

11A 1 A GA GGGCGA GG

2A 2

80

16C l GCT CTC T GT CTC CTC CCC TA T GGA GGA GCA GA G A GC CAA GGC CAA A GC CCT

11A 1

2A 2

160

16C l GCT T GT AA G CAA GCT CCA CCC T GG AA C A TA GGA GA T CAA AA T CCA A T G CTA

11A 1

2A 2

206

16C l AA C TCC GA G GGC A CA GT G A CA GT G GT T GCT CT T CT T CAA GCC A GC TGA TA C

11A 1

2A 2 A GC

16C l
　

CT G T GC CT T CT G CA G GCA TCC A GA T T G
240

GAA GA C CT G CGA A TA AAA CTA GA G

11A 1

2A 2

16C l AA C CAA GGA TA T T T T AA C A TC TCC TA T A T T GT T GT T AA T CA T CAA GGA TCT

11A 1

2A 2

16C l
　

CCT TCC
320

CAA T TA AAA CA T GCA CA T CT T AAA AA G CA G GT G TCA GA T CA C A T T

11A 1

2A 2

16C l
　

GCT GT T TA C A GA CAA GA T GAA CA T CAA A CA GA T
400

GTC T GG A CA CTC T TA AA T

11A 1

2A 2

16C l GGA AA C AAA GA T GA C T TC CTC A TA TA T GA C A GA T GT GGC CGT CT T GT G TA T CA C

11A 1

2A 2

16C l
　

CT T GGT T T G
480

CCC TA C TCC T TC CTC A CT T TC CCG TA T GT T GAA GAA GCC A TC AA G

11A 1

2A 2

16C l
　

A TC GCT TA C T GT GA G AA G A GG T GT GGA AA C T GC TCT
560

T TC A CG A GT CT T GAA GA T

11A 1

·3·营养学报1998年第20卷第1期



2A 2

16C l GAA GCC T TC T GT AAA AA C GT G TCC TCG GCT A CT GCA A GT AAA A CC A CA GA G CCC

11A 1

2A 2

16C l
　

TCA GA G
640

GA G CA T AA C CA C CA C AA G CA C CA T GA C AAA CA T GGG CA T GA G CA T CT T

11A 1

2A 2

16C l
　

GGG A GC A GT AA G CCT TCA GA G AA T CA G CAA C CA
720

GGG GCA T TA GA T GT T GA G A CA

11A 1

2A 2

16C l A GT CT T CCT CCT TCA GGC T T G CA C CA C CA C CA C CA C CA C CA T AA G CA C AA G GGC

11A 1

2A 2

16C l
　

CA G CA C
800

A GG CA G GGT CA C T TA GA G A GC TGA GA C A T G GGG GCA A GT GGA GGC T T G

11A 1

2A 2

16C l
　

CAA CT T TCA CT T GCC CA G A GG AA G CTC TG A
880

CGA A GG GGA T GC A TA AA C CA G CTC

11A 1

2A 2

16C l CT G T GT AA G T TA TCT GA G GA G TCT GGG GCA GCT A CC A GT A GC T GC T GC T GC CA C

11A 1

2A 2

16C l
　

T GC
960

CGA CA C CTC A TA T T T GA G AA G TCA GGA TCT GCA A TC A CT TGA CA G T GT GCC

11A 1

2A 2

16C l
　

GAA AA C CTC CCA TCC T T G T GT A GC TGA CA G
1040

GGG CT T T TC GCG GA G GA G AAA GTC

11A 1

2A 2

16C l
　

A T T GAA TCC T GT CAA T GT A GA TCA CCT CCA GCT GCC TGA CA C A GT CA G CA T GT A
1120

11A 1

2A 2

16C l A GC CCC A CA GAA GCC A GC CCC AA C TGA A GC TGA AA T AA T AA G A CC AA G AA G

11A 1

2A 2

16C l
　

TGA AAA TGA AA T T T G AA C TAA A TA T T T A AAA T
1200

AAA GCGTA CTCTCCCCAA CTCCA TC

11A 1
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2A 2

16C l
　

TAAA GA CA CAA T T TCA T T TCTA GAA T GT T TCCAA TCCA T T TAA T TAA T T A G T GA
1280

A GTAAAA G

11A l

2A 2

16C l
　

TA GT T GAAA T T GGA T T T GT GCAAA CA T GGA GAAA TCTA CCA CA T T GGCT TCTAAAA T T TA
　

11A l

2A 2

16C l
　

AAA T T T T T A T GC
1360

CA CAAA CCA T T TCA TCCAAA TCA GA T T T GTA CCGT GGGGCAA CT GAAA

11A l

2A 2

16C l
　

A GT GA T T GCGGCCA T T GGT TAA TA T GTC T TCC
1440

T T T T TCT T TCTCCA GT GT TCTA GT TA CA

11A l T

2A 2 T

16C l
　

T T GA T GA GAA CA GAAA CA TAAA CTA T GA CCTA GGGGT T TCT GT T GGA T A GCT
1520

CGTAA T TA

11A l

2A 2

16C l
　

A GAA CGGA GAAA GAA CAA CAAA GA CA TA T T T TCCA GT T T T T T T T CT T
1575

TA CT TAAAA CT T T

11A l T TCT T TA CT TAAAA CT

2A 2 T T

16C l
　

CAAAA CAA T A GA
1600

AA CT T T GTCT T TCTAA TCT TA TA CT T TAAA CCGA T TAAA TCT T TAA CA

11A l T TCAAAA CAA TA GAAA CT T T GTCT T TCTAA TCT TA TA CT T TAAA CCGA T TAAA TCT T TAA

2A 2

16C l
　

GA CTA CA T T T TAAA TA TCTA CT TA TCT T T T T T
1680

A TCTCTAA GA CTCCTA GT T T GA GT T TCA

11A l CA GA CTA CA T T T TAAA TA TCTA CT TA TCT T T T T TA TCTCTAA GA CTCCTA GT T T GA GT T T

2A 2

16C l
　

CTA C A TA T
1716

A TCT GT GAA TCT T GT T T T T T TCA TCTAA T GCT GTA TCA G TC T T
1760

CT GA GT T GT

11A l CA CTA CA T

2A 2 A TA TCT GT GAA TCT T GT T T T T T TCA TCTAA T GCT GTA TCA GTCT TCT GA GT T

16C l
　

GA GT GA CT GTCT T GAAA GA T GTAA T GGAA GAAAA GTA T GGT GT TAA TCT GCA TA GT GCT T
　

2A 2 GT GA GT GA CT GTCT T GAAA GA T GTAA T GGAA GAAAA GTA T GGT GT TAA TCT GCA TA GT GC

16C l
　

AA GA CA GTA T T T
1840

CCA TAA TCAA T GA CGGT T TAA TA GA GAAA CT GA GTCCTA T GAA CCT GA

2A 2 T TAA GA CA GTA T T TCCA TAA TCAA T GA CGGT T TAA TA GA GAAA CT GA GTCCTA T GAA CCT

16C l
　

A CTCCT T TA T GGCTAA TA CAA T TAA GCA A GAA
1920

T GGA GAA TA GAA T T GA T T GGCTA CA GTA

2A 2 GAA CTCCT T TA T GGCTAA TA CAA T TAA GCAA GAA T GGA GAA TA GAA T T GA T T GGCTA CA G

16C l
　

CA GA T TA TCAAAAA TAAA T GCAA CT TAAAAA G C T GGA
1984

AA GT GT GT GTC T T TA T
2000

T GT TCA G

2A 2 TA CA GA T TA TCAAAAA TAAA T GCAA CT TAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

16C l CTCA CA T T GAAA GTA GAA GT GCA TCT T TA GA GCCT TAAA GAAAA CTA GGTAA GT T GT T GC
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16C l
　

TAA TA CA CT A
2080

A GT GCCCT GCTCAAAA CCGCCTCCGA GT GA GGGCGT GTCT T T GGA GGCCG

16C l
　

CGA CGCT GCTCTA GGTCTCGGA TA GT GT T CT GG
2160

A GA CT T GCAA T T TCCT T GT TCT T T TCC

16C l
　

TCCT GAA GA T GCT GAA GCT TCTAAA T GAA GCA GAAAAAAAA CT T T GTC A TA GC
2240

AA CT TA G

16C l AA GTAA GGT TAA GTA TAA T GAA CTA CAAA GTA GCAA TCA TAA CA T T T GTA CT T TAAAAA C

16C l
　

TA TCCTA T G GA CT
2320

GGAA GGCCT GTA GCT TCA T T T T T GGT GT GCT T TAAA GA GAAA GTCTA

16C l
　

GTA TAA GGCTA CAAAAA TAA T T TAA TA T A CT TA
2400

AAA CAAA TA T GGT T T GCCCT GGA GT TA

16C l
　

TCGGTA T T T T GA T GCTAA T T TCA CT GCCCCAA GGA CA GCT GCT TA GTC A CA TA
2480

CTCA GGA

16C l A TCA GT GA CT TCA CCA GAA CCT TCT TCCCA CT GAA T T T GTAAAA TA CA GGT GA GGGGCA G

16C l
　

GTA TA GGA T A GAA
2560

GGA GGCCT GTCA T T GGA GGA GAA GGAA GGA T GGGCGGGA GA GAA GT T

16C l
　

T GAA GGAA GA GGA GAA GA CT GGAA T GG AA AA GA
2640

GGAA GA GA CA GGA GGGA GA GA GA GA GA

16C l
　

A GCCA T GGCA GGA GA CA T TAA GA T TCT GT TCT GT GTA T T TA CA GGT T G C TA T T
2720

AA TA T GT

16C l TCT TAA GGGA T GGA T GGTA CT GGGCT T T GTA T GT T TA GGT GGGCAA T TA TA TCT TA TCAA

16C l
　

T T GGA TCT A A
2800

F ig. 2　The se que nce of cDNA

16C l- the Se2P cDNA of liver, 11A 1 and 2A 22the Se2P cDNA of b rain. F rom the A T G of the in it ia t ion codon

(35) to the TAA of the term ination codon (1192) of 16C l is the open reading fram e (OR F). T he T GA of bo ld

face is the codon of selenocysteine. T he line part rep resen ts that the sequence is sam e.
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SEL ENOPROTE IN P cD NA OF RAT BRA IN
Yang X iaoguang,　　T ian Yuan,　　H ill K E,　　Bu rk R F

( Institu te of N u trition and F ood H y g iene, CA PM , B eij ing　100050)

　　Fo r estab lish ing tha t selenop ro tein P is syn thesized in b ra in, a ΚZA P II ra t b ra in lib rary

w as screened w ith selenop ro tein P cDNA of liver. Po sit ive clones w ere ob ta ined and se2
quenced. T he selenop ro tein P cDNA of b ra in (2041 bp w ith po ly A ta il) is sho rter than the

cDNA of liver (3800 bp ). Com paring the sequence of selenop ro tein P cDNA com ing from

b ra in w ith the sequence of cDNA of liver, the open read ing fram e is the sam e, even though

there are som e differences in　5’u tr and　3’u tr betw een the tw o cDNA. T he resu lts ind ica te

the selenop ro tein P can be exp ressed in b ra in too. T h is resu lts do no t suppo rt the p ropo sed

funct ion of selenop ro tein P as selen ium tran spo rt p ro tein.

　　Ke y w o rds:　se le nop ro te in　　b ra in　　cDNA
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