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#摘要$
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目的
!

构建小鼠
0

O8_C8(I*;CKLU

基因重组表达质粒及基因结构分析'方法
!

提取小鼠肝脏组织中总
-S:

!反转

录为
+VS:

'

U'-

扩增小鼠
8(I*;

编码序列片段!并与
0

KJOCPJ,/

4

载体连接!连接产物转化到大肠埃希菌
V\;

&

中'挑取阳性

克隆提取质粒!经限制性内切酶
,

;

.

+

和
F92

+

双酶切鉴定'酶切鉴定正确的质粒送
O,+13

G

.* 8̀:

测序'测序正确的质粒通

过
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"

和
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+

与
0

O8_CKLU

连接!并命名为
0

O8_C8(I*;CKLU

'通过
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(#分析小鼠
8(I*;

及其家族基因组结构!并通过
S'X9

确定
8(I*;

的蛋白结构域'结果
!

8(I*;

全长基因序列克隆到表达载体
0

O8_CKLU

中!酶切

鉴定片段大小为
&A<;MQ
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8(I*;

的
:::

-

D

蛋白结构域由
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确定了该结构在
8(I*

蛋白家族中的保守性'结论
!

成功

构建了小鼠
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O8_C8(I*;CKLU

全长基因表达载体'
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"基因家族是近年来发现的一类

新的细胞周期调节基因#该家族基因在小鼠中由
!@

个成员组

成!
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是
8(I*

家族

第三组的成员之一#它可影响多种细胞的生物学行为#但在不

同的细胞中#其作用不同(!

!

"在
S9\=P=

成纤维细胞中#通过

异源性过表达
8(I*;

基因#结果发现成纤维细胞的生长并未受

到影响*

=

+

-!

&

"在人类恶性黑色素瘤细胞中#通过基因干扰的方

法沉默
8(I*;

的表达#结果显示其有双重的作用#不仅促进恶

性黑色素瘤细胞的不依赖支持物的生长和克隆形成能力#而且

还增强该细胞在三维胶原中的侵袭能力*

D

+

-笔者的前期研究#

分离培养
;

!

$?

的大鼠骨髓源性内皮祖细胞#通过
-PCU'-

检测
8(I*;

基因的表达#结果发现在
JU'/

细胞有
8(I*;

基因的

表达#是否
8(I*;

基因影响内皮祖细胞的功能#目前仍不清楚$

为了研究
8(I*;

基因对内皮祖细胞功能的影响#需要构建
8(I*;

基因的表达载体#本文获得小鼠
8(I*;

全长基因表达质粒并对

其基因的结构进行分析#为进一步探讨其在内皮祖细胞的生物

学作用打下基础$
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!

材料与方法
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材料
!

大肠埃希菌
V\;

&

#质粒
0

O8_CKLU

%反转录病毒

包装细胞
U(,2CJ

%小鼠
&"=

细胞由西奈山医学院遗传系实验室

提供$载体
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KJOCPJ,/

4

均购自
U13F.
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,

公司$总
-S:

提

取试剂盒%质粒提取试剂盒%凝胶回收试剂盒%

VS:F,1M.1

均

购自天根公司-限制性内切酶%

PDVS:

连接酶%反转录试剂盒

和
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公司-高保真
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和
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谷氨酰胺 !
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巯基乙醇 !

(

COJ

"购自
K)QC

+3

公司-胎牛血清!

LX8

"购自
\

4

+(3*.

公司-

U'-

引物由美国

O,+13
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公司合成$
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方法
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8(I*;

编码序列的克隆与载体构建
!

参照天根的血液)

细胞)组织基因组
-S:

提取试剂盒从小鼠肝脏组织中提取总

-S:

$从
S'X9

!
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())

HHHA*+Q)A*(FA*)>A

G
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)"中下载小

鼠
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编码序列!

'V8

"并设计带有酶切位点
,

;

.

+

和
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+

的上下游引物#引物序列为
8(I*;CZ>3!CL''K'P'K:K

:PK:KPPP''PKK:KK:PPPKK

-

8(I*;C>

0

,!C-:KP

P::'PKK':P'PP''P:P'::::':':

#并扩增
&A$

MQ'V8

片段$产物用琼脂糖凝胶
VS:

回收试剂盒进行回

收#并与
0

KJOCPJ,/

4

载体连接#连接产物转化到大肠埃希

菌
V\;

&

中$挑取阳性克隆提取质粒#经限制性内切酶
,

;

.

+

和
F92

+

双酶切鉴定$酶切鉴定正确的质粒送美国
O,+13C

G

.*

公司测序$测序正确的质粒通过
,(*B

"

和
F92

+

与

0

O8_CKLU

连接#并命名为
0

O8_C8(I*;CKLU

$引物序列为
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K:PPPKK
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$
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!

细胞培养与感染
!

U(,2CJ

和
&"=

细胞用含有
!@RLX8

的
VOJO

培养液#在
=$l

%含有
;R 'N

&

的细胞培养箱内培

养$按照
7)

0

3I.+2)*.&@@@

使用说明书#首先将
0

O8_C8(I*;C

KLU

转入
U(,2CJ

细胞#转染后
!#>

在换成新鲜培养液$并在

转染后
D#

%

$&

%

"<>

收取细胞培养液中上清液存放于
Dl

冰箱

中$将收集的培养液上清液用
D;*F

的滤器过滤并按照上清

液与细胞培养液
!j!

的比例感染小鼠内皮祖细胞#并在感染

!&>

后换液$为了提高感染效率将在换液后
!&>

进行第
&

次

感染并换液$
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!

按照天根总
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[
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和
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$
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#

<@l

退火阶段收集荧光信

号$实时荧光定量
U'-

引物序列
8(I*;CZ>3!CL''K 'P'
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-
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!

小鼠
8(I*;

编码序列克隆及生物学分析
!

本研究通过

'̀8'

!
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.*3F.A6+/+A.?6

)"分析小鼠
8(I*;

及其家族基

因组结构#并通过
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!
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G
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)"确

定
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的
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/

D

蛋白结构域$

"

!

结
!!

果

"A!

!

8(I*

基因簇结构分析
!

通过对小鼠
8(I*

家族基因在基

因组中的定位分析发现#

!@

个
8(I*

基因成簇分布于
!!b+

#且

长度约为
!FQ

0

!

#&A";

!

#=A=@FQ

0

"$这其中包含了
&

个非

编码基因
8(I*;3/

和假基因
8(I*!@C

0

/

$

8(I*;3/

!

8+>(,I.*;

#

3

0

C

0

3/)2./21,*?

"是位于对应链上的
8(I*;

序列#

8(I*;

位于

8(I*;3/

下游!图
!:

"$蛋白序列分析发现#

8(I*;

编码
##D

个

氨基酸且含有
D

个保守的结构域$其中的
:::CD

结构域位于

第
!##

和
=&@

氨基酸之间$该结构域在
8(I*

家族中很保守!图

!X

"$进一步对
8(I*

家族全长蛋白序列分析发现
8(I*;

蛋白与

8(I*!

%
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%

8(I*D

和
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同源性较高#但是与
8(I*#

和
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差异较大$

!!

:

(

8(I*

相关基因在第
!!

号染色体上的额定位$

X

(

8(I*

蛋白及

:::

/

D

结构域在
8(I*

家族蛋白中的同源比对

图
!

!!

8(I*

基因结构分析
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!

8(I*;

组织表达分析
!

通过对小鼠序列表达标签!

J8P

"

分析发现#小鼠
8(I*;

表达具有组织特异性$具体来说神经组

织和腺体高表达
8(I*;

!图
&:

"$通过设计针对
8(I*;

全序列的

特异引物#成功从腺体组织中扩增得到
8(I*;

!图
&X

"$
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(
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序列表达标签分布分析-

X

(
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在腺体组织中的表达检

测!

!

%

&

表示腺体组织"

图
&

!!

8(I*;

组织表达分析

"A#

!

8(I*;

表达载体构建
!

将扩增得到
8(I*;

通过酶切插入到

0

O8_CKLU

逆转录病毒载体中!图
=:

"$双酶切鉴定发现成

功地将
&A<;MQ

的序列成功插入到了目标载体!图
=X

"$

!!

:

(

8(I*;

通过酶切插入到
0

O8_CKLU

逆转录病毒载体中-

X

(双酶

切鉴定发现将
&A<;MQ

的序列成功插入到目标载体

图
=

!!0

O8_C8(I*;CKLU

表达载体构建

"A$

!

8(I*;

基因结构分析
!

本研究通过
'̀8'

!

>22

0
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G

.C

*3F.A6+/+A.?6

)"分析小鼠
8(I*;

及其家族基因组结构#并通

D=@=

重庆医学
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年
#

月第
D<

卷第
&&

期
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的
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I1

)"确定了该结构在
8(I*

蛋白家族中的保守性$

#

!

讨
!!

论

本研究有
=

个发现(!

!

"成功构建小鼠
8(I*;

表达载体-!

&

"

发现
8(I*;

在神经组织及腺体组织中有高表达-!

=

"

8(I*

基因簇

结构分析发现
8(I*;

编码
##D

个氨基酸且含有
D

个保守的结构

域#其中
8(I*;

的
:::

/

D

蛋白结构域由
0

>

4

(3

G

.*

4

AI1

确定了

该结构在
8(I*

蛋白家族中的保守性$

8(I*

基因家族尽管包含了许多成员#但在不同的物种之

间#各个成员的表达不同#其作用也不尽相同$是否
8(I*

家族

在小鼠及人类有相同的功能或其功能有物种的专一性#目前仍

不清楚$几个小鼠的
8(I*

基因#包括
8(I*!

%

8(I*&

%

8(I*=

在细

胞增殖和分化上发挥关键的调节作用*

;C$

+

#

8(I*&

在免疫细胞静

止状态下发挥重要作用*

#

+

#而
8(I*D

参与髓细胞生成的调

控*

"

+

$

8(I*;

在小鼠及人类有表达*

!C&

+

$人类
8(I*;

包含有一个

-S:

)

VS:

解链酶基序#而在
8(I*

组
!

成员中未见此结构*

!@

+

$

有研究报道#

8(I*;

在干扰素诱导下#在人类的黑色素瘤细胞及

肾癌细胞内表达#并且负性调节人类恶性黑色素瘤细胞的生长

和侵袭能力*

D

+

#而在鼠类的恶性黑色素瘤细胞并无类似的作

用*

!!

+

$此外#

8(I*;

参与肾癌细胞的运动及侵袭能力的调控#

并且
8(I*;

的表达与肾癌患者的存活呈正相关*

!&

+

$目前#

8(I*;

的组织表达特异性及其是否参与血管细胞的生物学行为

的调控#目前均少见报道$

笔者的前期研究发现#

8(I*;

在小鼠的内皮祖细胞有表达#

为了研究
8(I*;

是否调节内皮祖细胞的生物学行为#本研究设

计构建了小鼠
8(I*;

的表达载体$本实验通过获得小鼠
8(I*;

的全长基因#为研究
8(I*;

在小鼠的功能提供新的可靠依据$

本研究从小鼠肝脏组织中提取了总
-S:

#并将其进行反转录

获得
+VS:

#并设计带有酶切位点
,

;

.

+

和
F92

+

的上下游引

物#利用引物从
+VS:

中扩增出
8(I*;

的全长
&A<;MQ

的基因

序列#并与
0

KJOCPJ,/

4

载体连接#经转化到大肠埃希菌

V\;

&

中形成克隆后#挑取阳性克隆进行双酶切鉴定$鉴定正

确的质粒进行测序#经过测序发现得到的
8(I*;

与网上公布的

序列
SO

/

!#=&@!

一致$测序正确的质粒通过
,(*B

"

和
F92

+

与
0

O8_CKLU

连接#质粒构建成功$同时#也通过
'̀8'

!

>22

0

())

G

.*3F.A6+/+A.?6

)"分析小鼠
8(I*;

及其家族基因组

结构#并通过
S'X9

分析
8(I*;

的
:::

/

D

蛋白结构域由
0

>

4

C

(3

G

.*

4

AI1

!

>22

0

())

HHHA

0

>

4

(3

G

.*

4

AI1

)"确定了该结构在
8(I*

蛋白家族中的保守性$

8(I*;

组织表达分析$此外#还通过对

小鼠
J8P

分析发现#小鼠
8(I*;

表达具有组织特异性#其在神

经组织及腺体组织高表达#通过设计
8(I*;

全序列的特异引

物#成功从腺体组织中扩增得到
8(I*;

$目前#国际上对
8(I*;

的作用研究极其有限#通过本实验获得
8(I*;

的全长基因系

列#并对其结构及其组织表达进行分析#可为进一步研究其在

血管系统及神经组织及腺体组织中的生物学效应打下坚实的

基础$

参考文献

*

!

+

S.6F,**X

#

c>,37

#

O61

0

>

4

E

#

.2,(A86Q+.((6(,1(3+,()],C

2)3*3I2>.8+>(,I.*

0

132.)*I,F)(

4

*

5

+

AX)3+>.FX)3

0

>

4

/

-./'3FF6*

#

&@@#

#

=$@

!

!

"(

<&C<<A

*

&

+

X6/23/ N

#

S,)M 8

#

:

4

.1/ K

#

.2,(AJT3(62)3*3I2>.

8+>(,I.*

G

.*./

#

,

G

.*.I,F)(

4

,//3+),2.?H)2>.FQ1

4

3*)+

(.2>,()2

4

#

F.)32)+?1)T.

#

)FF6*.

0

13+.//./,*?312>3

0

3ZC

T)16/T)16(.*+.

*

5

+

AK.*.

#

&@@"

#

DD$

!

!

"(

!C!!A

*

=

+

K./.1)+MU

#

E,)/.1L

#

E(.FF `

#

.2,(AO3?6(,2)3*3IP

+.((?.T.(3

0

F.*2,*?,+2)T,2)3*Q

4

*3T.(F.FQ.1/3I2>.

8+>(,I.*

!

/(I*

"

G

.*.I,F)(

4

>,1Q361)*

G

,*-S:>.()+,/.C

()M.F32)I

*

5

+

A9*29FF6*3(

#

&@@D

#

!<

!

!@

"(

!;=;C!;D#A

*

D

+

E,2/36()?)/J

#

O,T13FF,2)/J

#

a33?,1?5

#

.2,(A-3(.3I

)*2.1I.13*

0

,(

0

>,

1!

9LS

0

,(

0

>,

1"

C)*?6+)Q(.8+>(,I.*C;)*

1.

G

6(,2)3*3I,*+>31,

G

.C)*?.

0

.*?.*2

G

13H2>,*?)*T,/)3*

3IF,()

G

*,*2F.(,*3F,+.((/

*

5

+

A5X)3('>.F

#

&@!@

#

&#;

!

;!

"(

D@===CD@=D!A

*

;

+

X1,?

4

K

#

X3

GG

,*7

#

X3H).:

#

.2,(A8+>(,I.*C!+,6/./,

+.((+

4

+(.,11./2Q

4

)*>)Q)2)*

G

)*?6+2)3*3I+

4

+()*V!

*

5

+

A5

X)3('>.F

#

&@@;

#

&#@

!

=;

"(

=@$&=C=@$=DA

*

<

+

E,2/36()?)/J

#

',1,

4

3(S

#

a33?,1?5

#

.2,(A-3(.3I8+>(,I.*&

!

87LS&

"

)*2>.

G

.*.1,2)3*3I)*2.1I.13*,(

0

>,C)*?6+.?

G

13H2>)*>)Q)231

4

1./

0

3*/./

*

5

+

A5X)3('>.F

#

&@@"

#

&#D

!

=$

"(

&;@;!C&;@<DA

*

$

+

Y6,*7

#

Y6Y

#

8,*?.1/O:

#

.2,(A8+>(,I.*=)*?6+2)3*Q

4

+

4

+()+/21,)*1.

G

6(,2./)*2./2)*,(.

0

)2>.(),(?)II.1.*2),2)3*

*

5

+

A:F5U>

4

/)3(K,/213)*2./27)T.1U>

4

/)3(

#

&@!@

#

&"#

!

<

"(

K""DC!@@=A

*

#

+

X.1

G

.1O

#

E1.Q/U

#

'13],2E

#

.2,(A:*8(I*&F62,2)3*

+,6/./(

4

F

0

>3)?,*? F

4

.(3)?)FF6*3?.I)+).*+

4

?6.23

(3//3I)FF6*.+.((

[

6)./+.*+.

*

5

+

AS,29FF6*3(

#

&@!@

#

!!

!

D

"(

==;C=D=A

*

"

+

T,*c6

4

(.*a5

#

K,1+.,6_

#

9?1)/:

#

.2,(AO,+13

0

>,

G

.,+C

2)T,2)3*,*? ?)II.1.*2),2)3* /)

G

*,(/1.

G

6(,2./+>(,I.*CD

G

.*..Z

0

1.//)3*

(

.T)?.*+.I318+>(,I.*CD,/,F3?6(,2313I

F

4

.(3

0

3)./)/

*

5

+

AU738N*.

#

&@!!

#

<

!

!

"(

.!;$&=A

*

!@

+

O,T13FF,2)/J

#

L)/>JS

#

U(,2,*),/7'AP>./+>(,I.*I,F)(

4

3I

0

132.)*/,*?2>.)11.

G

6(,2)3*Q

4

)*2.1I.13*/

*

5

+

A59*2.1I.13*

'

4

23M)*.-./

#

&@!=

#

==

!

D

"(

&@<C&!@A

*

!!

+

O,T13FF,2)/J

#

:1/(,*:V

#

8,//,*3:

#

.2,(AJZ

0

1.//)3*

,*?1.

G

6(,231

4

.II.+2/3IF61)*.8+>(,I.*

!

8(I*

"

G

.*./)*

F,()

G

*,*2F.(,*3F,,*?1.*,(+.((+,1+)*3F,

*

5

+

A5X)3(

'>.F

#

&@!=

#

&##

!

D<

"(

==@@<C==@!;A

*

!&

+

8,//,*3:

#

O,T13FF,2)/J

#

:1/(,* :V

#

.2,(A\6F,*

/+>(,I.*;

!

87LS;

"

)/,1.

G

6(,2313IF32)()2

4

,*?)*T,C

/)T.*.//3I1.*,(+.((+,1+)*3F,+.((/

*

5

+

AO3('.((X)3(

#

&@!;

#

=;

!

!;

"(

&<#DC&<"#A

!收稿日期(

&@!$C@&C&&

!

修回日期(

&@!$C@DC!@

"

;=@=

重庆医学
&@!$

年
#

月第
D<

卷第
&&

期


