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应用三元递减法筛选特异性心脏生长相关基因3

陈光慧　周子振　张继峰　陈春蕾
李凌松　关新元　周爱儒　马大龙　汤　健3 3

(北京医科大学心血管基础研究所, 北京　100083)

摘要　心脏是由胚胎干细胞特异性分化而来的, 但其分化的分子生物学机制尚不十分了解Λ为建立

一种新的筛选特异性心脏相关基因的方法, 克隆特异性心脏生长相关基因Λ 从胚胎心、成年心和去

胎心的胚胎中提取m RNA , 建立胎心ö成年心和胎心ö胎身两个递减性 cDNA 文库, 通过DNA 芯

片和微阵列杂交筛选和克隆, 建立了三元递减克隆的新方法Λ 获得了一个全长为 1 006 bp 可编码

194 个氨基酸的新的与心脏生长相关的基因, 它是L IM 家族的新成员, 可特异性在心肌细胞表达,

并可促进心肌细胞的生长Λ 结果表明, 三元递减筛选法可以应用于寻找新的组织特异性表达的基

因Λ并且获得了一个新的与心脏生长相关的新基因, 它可能在心肌生长和心肌肥厚的发生中发挥重

要作用Λ
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Iden tif ica tion of the Spec if ica lly Card iac Growth Rela ted Gene by

Three Elem en ts PCR- select cD NA Subtraction
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L IL ing2song, GUAN X in2yuan, ZHOU A i2ru,M A D a2long, TAN G J ian
( Institu te of Card iovascu lar R esearch , B eij ing M ed ica l U niversity , B eij ing 100083, Ch ina)

Abstract　H eart is specif ica lly derived from em b ryon ic stem cells. T he m o lecu lar m echan ism of
heart d ifferen t ia t ion, how ever, st ill rem ain s undefined. To develop a new m ean s fo r search ing
genes specif ica lly rela ted to heart and to clone genes specif ic to heart g row th, the m RNA s w as iso2
la ted from em b ryon ic heart, m atu re heart, and em b ryo t ic body w ithou t heart and estab lished tw o
sub tract ive cDNA lib raries (em b ryon ic heartöm atu re heart and em b ryon ic heartöem b ryon ic body
w ithou t heart ). U t ilizing DNA ch ip s and m icroarray hyb rid iza t ion select ion, a novel m ethod 2
th ree2elem en t sub tract ion w as estab lished. U sing th is new m ethod, a new heart2rela ted gene w as
ob ta ined. T he fu ll2leng th of it w as 1 006 bp and it encoded a p ro tein w ith 194 am ino acids. It is a
new m em ber of L im gene fam ily. It can specif ica lly exp ress in card iac m u scle cells and can p ro2
m o te the grow th of card iac m yocytes. T aken together, the resu lts ind ica te tha t the th ree2elem en t
sub tract ion m ethod can be u sed to search novel t issue specif ic genes and a new gene rela ted to the
grow th of heart w as ob ta ined. T he gene m ay p lays an im po rtan t ro le in the grow th of card iac m y2
ocytes and m ay be invo lved in the pa thogenesis of hypert rophy.
Key words　hhL IM gene, Sub tract ive hyb rid iza t ion, H eart developm en t



　　心脏是由胚胎干细胞分化而来的Λ 人体的胚胎

干细胞可以特异性分化成体内 600 多种细胞, 几十

种组织器官Λ 这种细胞的分化是由一系列基因调节

的结果, 其中包括组织特异性分化基因和非组织特

异性的分化基因Λ 心脏是人体内的一个特化的器

官[ 1, 2 ] , 在胚胎时心脏细胞可以生长和增殖Λ 在出生

后心肌细胞一般则不能增殖, 心肌罕发肿瘤, 其机制

尚不十分了解Λ近年来的研究证明, 调节心脏生长发

育的基因有近百个, 主要有 HL H、HAND、Shh、

M EF22、RXR、T EF21、T GF2Β、PA X3——同源框等

基因家族, 都是非器官组织特异性的调节基因, 它们

不仅可以调节心肌的生长和发育Λ 亦可以调节其它

组织器官的生长和发育, 目前特异性心肌生长发育

相关基因还未最终确认, 现在仅有 GA TA 24 和

N K215, 被认为可能是心特异性心肌发育相关基因Λ
因此, 克隆特异性心肌发育相关基因仍然是一个重

要的研究课题[ 3～ 5 ]Λ
本工作建立了一种三元递减筛选法Λ 从胎心中

筛选出一种新的特异性心肌生长相关基因, 它特异

性在心肌细胞表达, 可促进心肌细胞的生长, 它可能

在心肌肥厚的发病中发挥重要作用Λ

1　方法与结果

111　三元递减法的基本原理

三元递减法的基本原理如图 F ig. 1 所示Λ 在胚

胎干细胞 (ES) 主要存在着所有细胞共有的表达基

因 (A ) , 胚胎干细胞固有的表达基因 (E) , 非特异性

细胞生长分化相关的表达基因 (Cg) , 和发育成各种

组织器官特异性生长分化相关的表达基因 (C sn) 等

4 类基因Λ 胚胎细胞发育成胚胎心脏 (H d) , 仍可继

续分化, 它具有所有细胞固有的表达基因 (A ) , 心肌

细胞特有的表达基因 (H ) , 非特异心肌发育和生长

相关的表达基因 (Cg) 和特异性心肌生长发育分化

相关的表达基因 (CSH ) ; 在去除胚胎心脏剩余的胚身

组织 (B - H )中含有所有细胞固有的表达基因 (A ) , 胚

胎组织中特有表达基因 (B ) , 非特异性组织器官生

长发育相关的表达基因 (Cg) 和特异性其它组织器

官发育生长的相关表达基因 (CSN - SH ) Λ 通过胎心

(H d) 和去胎心的胎身 (B - H ) cDNA 递减 (H 2) , 可以

获得心肌固有 (H ) 和特异性心肌生长发育相关的表

达基因 (CSH ) Λ 成年心肌 (Hm ) 是一种终末分化的细

胞, 它不能再分化和增殖, 因此它主要含有细胞固有

表达基因 (A ) 和心肌细胞固有表达基因 (H ) Λ 通过

胎心 (H d) 和成年心脏 (Hm ) cDNA 递减 (H 1) , 则可

以获得特异性心肌生长发育相关 (CSH ) 和非特异性

生长发育相关 (Cg) 两组表达基因Λ 再通过对 H 1 和

H 2 杂交筛选即可能获得特异性心脏生长发育相关

表达基因 (CSH ) [ 6, 7 ]Λ

F ig. 1　T he flow chart of th ree elem ents PCR 2select cDNA sub2

t raction

T he defin it ion of sym bo ls can be found in the tex t

112　三元递减筛选

取 700 只纯种来亨鸡蛋, 孵育 3 d, 取鸡胚分离

胎心 (H d)和去胎心的胎身 (B - H )及出生 8 个月以上

成年鸡心 (Hm ) , 应用酚2异硫氰酸胍抽提总 RNA ,

再以美国 Invit rogen 公司提供的m RNA 提取试剂

盒 提 取 m RNA [ 8 ]Λ 以 胎 心 m RNA 为 试 验 者

( tester) , 胎身或成年心m RNA 为驱动者 (d river) ,

利用美国 C lon tech 公司提供的 PCR Select cDNA

Sub tract ion 试剂盒, 进行H d2Hm 和H d2B - H cDNA

递减筛选, 并将递减筛选出的 cDNA 克隆进 C lon2
tech 公司提供的 T öA 克隆载体中, 构建出 H d2Hm

和H d2B - H两个递减性 cDNA 文库Λ再从每个 cDNA

文库各挑选 1 000 个菌落, 并将这 2 000 个菌落中的

质粒提取出来, 依据 C lon tech 公司的 PCR Select

cDNA Sub tract ion 试剂盒中的衔接子 (adap to r) 的

序列合成二引物, 进行 PCR 反应, 扩增出这 2 000

个插入 T öA 载体中的 cDNA 片段, 经分离纯化后,

将 PCR 产物通过机器人定量点样和固定在玻璃芯

片上, 封片后分别以 F luo ro link Cy3dU T P (红色) 荧

光标记胎心 cDNA , 以 F luo ro link Cy5dU T P (绿色)
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荧光标记去胎心的身体 cDNA , 在玻璃芯片上进行

杂交, 并进行图象处理Λ其结果如 F ig. 2 (见图版É )

所示Λ由图可以看出, 呈红色荧光反应的杂交点为胎

心特有的 cDNA , 呈绿色荧光反应的为身体组织细

胞特有的 cDNA , 呈黄色荧光反应的为非特异性心

肌和身体组织共有的 cDNA Λ 以上实验均在美国

N IH 癌症研究中心进行Λ
为了进一步筛选和确定心脏特异性生长发育相

关的表达基因, 依据以上实验结果, 选取在DNA 芯

片上呈红色荧光反应的阳性克隆, 点样并固定在尼

龙膜上, 分别以32P2dCT P 标记的胎心、胎身m RNA

为探针, 进行第三次杂交, 结果见 F ig. 3 (见图版É )

所示Λ比较二次杂交的结果, 选取 48 个胎心m RNA

杂交为阳性、成心或胎身m RNA 杂交为阴性的阳性

克隆, 提取质粒, 应用美国 P rom ega 公司 fm o lö

DNA 测序试剂盒进行核苷酸序列分析, 并应用

N CB I 提供的B lasta 分析软件, 进行同源性序列比

较, 结果见 T ab le 1Λ在 48 个检测序列中, 有 23 个与

已知基因的 EST 高度同源, 其中有一些是已知与心

脏发育相关基因 EST 如 Pax23、GA TA 等; 有 13 个

为新的 EST Λ 其中H 22327B cDNA 片段 (N o. 45)最

长, 为 820 个核苷酸 (n t) Λ

F ig. 4　T he nucleo tide and am ino acid sequences of hhL IM

3 3 3 : stop codon

113　人的特异性心脏生长发育相关基因的克隆

以鸡 H 22327B cDNA (45) 为探针, 从 C lon tech

公司提供的人胎心 cDNA 文库中, 筛选阳性克隆Λ
并进行核苷酸序列分析Λ再用C lon tech 公司提供的

M arathon cDNA 进行 3′端和 5′端延伸反应, 获得人

全长 cDNA Λ 其核苷酸序列和编码的氨基酸如 F ig.

4 所示Λ由图可以看出, 其氨基酸序列中含有二个典

型 CXXCX 17 hXXCXCXXCX17CXXC 的L IM 结构Λ
并与许多已知L IM 家族蛋白质同源Λ因此它可能是

L IM 家族的一个新成员Λ并定名为 hhL IM Λ结果见

F ig. 5Λ
114　特异性心脏生长相关基因的鉴定

以全长 hhL IM 为探针, 应用32P2dCT P 进行标

记, 与 C lon tech 公司提供的含有 50 个人组织器官

m RNA 的 m icroarray 尼龙膜进行杂交, 其结果见

F ig. 6 (见图版É )所示Λ 由图可以看出, 在人胚胎和

成年 50 个组织器官中, hhL IM 仅在心脏高表达, 除

骨骼肌有轻度表达外, 其它所有组织和器官均无表

达Λ为了进一步证明心肌细胞表达的特异性, 取流产

4 个月胎儿的心、肝、肾、肺和脑, 应用分子克隆的方

法提取总RNA , 以32P2dCT P 标记的全长 hhL IM 编

码 cDNA 为探针, 进行N o rthern 印迹分析Λ 其结果

见 F ig. 7 所示Λ 证明 hhL IM 仅在心肌组织中表达,

而不在其它组织中表达Λ
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Table 1　Search ing fo r homo logy by B lasta p rogram th rough GenBank data bases

N o. T itle Homo logy Result

1 H 212127A H igh Ch ick mRNA fo r lam in B

2 H 122210F N ew

3 H 122210G N ew M aybe p rofilinÊ mRNA

4 H 122210F N ew

5 H 122212F H igh M aybe p ro tein k inase

6 H 122212G N ew

7 H 12226H N ew

8 H 123210F H igh M aybe ch icken mRNA fo r nucleo lar p ro tein N o. 38

9 H 123211G H igh M aybe co turn ix co turn ix paired2box transcrip tion facto r p ro tein (pax23) mRNA

10 H 12323C H igh M aybe lecith inase C2alpha

11 H 12323E

12 H 12324D H igh M aybe ch icken vim entin gene

13 H 12326F N ew

14 H 124210H H igh M aybe mRNA ribonucleop ro tein S5

15 H 124211F H igh M aybe p ro tein k inase

16 H 124212F H igh M aybe h istone gene

17 H 12428C H igh M aybe mouse mRNA fo r mM IS5

18 H 12521F N ew

19 H 12523A N ew

20 H 12523D N ew

21 H 12524H H igh mRNA fo r DNA topo isom erase

22 H 12525A N ew

23 H 12525B N ew

24 H 12526G N ew

25 H 12528F N ew

26 H 12528H N ew

27 H 12721B H igh GA TA mRNA

28 H 12721C H igh M aybe mRNA fo r K IAA 0587 p ro tein

29 H 12721D H igh mRNA fo r M us. M usculus p ro tein k inase

30 H 12722D N ew

31 H 12722G N ew

32 H 12723G N ew

33 H 12724D H igh mRNA fo r ch icken delta2crystallin

34 H 12724G H igh mRNA fo r panto thenöribonucleop ro tein

35 H 12726D N ew

36 H 12728G H igh mRNA fo r ribonucleop ro tein S6

37 H 12728H H igh mRNA fo r ribonucleop ro tein S11

38 H 223210E H igh M aybe m yo sin b inding p ro tein C o r cardiac2C p ro tein mRNA

39 H 223212E H igh M aybe mRNA fo r nebullete

40 H 22323F N ew

41 H 22324G N ew

42 H 22325D N ew

43 H 22325G H igh M aybe co rrecting p ro tein of GöT false pair

44 H 22326G H igh M aybe mRNA fo r supervillin

45 H 22327B N ew

46 H 22327G N ew

47 H 22328F N ew

48 H 22328G N ew
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F ig. 5　Comparison betw een hhL IM and m any o ther know n L IM p ro teins

F ig. 7　T he exp ression of hhL IM gene in hum an tissues

(N o rthern b lo t)

H: H eart; K: Kidney; B: B rain; L : L iver; L u: L ung

2　讨　　论

递减筛选是 Chom czyn sk i 等报告的一种克隆

新基因的方法Λ 由于它能通过递减排除一些“试验

者”和“驱动者”样品中共有的序列, 而被广泛使用,

并已成功地克隆出许多新的功能基因Λ 本工作在递

减筛选的基础上首次建立了一种三元递减的方法,

并且应用此方法筛选出一个新的心脏特异性的表达

基因Λ 通过多元递减可排除几种组织中共同表达的

基因, 获得更加特异的功能基因Λ但是它和递减筛选

一样, 由于基因表达的丰度不同, 亦可以出现一些递

减和递减不完全的误差Λ此外, 心肌与骨骼肌同属横

纹肌, 在结构和基因水平可能有某些类同Λ 因此, 本

工作所克隆心肌特异性表达基因, 在骨骼肌亦有轻

度表达Λ

hhL IM 由于它具有L IM 蛋白的典型结构[ 9 ] ,

通过B last 分析, 它又与已知L IM 不同Λ 因此, 它属

于L IM 家族的新成员Λ 目前发现的L IM 家族的成

员有 10 多种, 多为转录因子, 其中主要的有CR P21,

SmL IM 等Λ 它们广泛分布在体内不同组织和细胞

中, 我们曾用R T 2PCR 证明CR P21, SmL IM 可以在

内皮细胞、平滑肌细胞、成纤维细胞、成肌细胞、上皮

细胞和心肌细胞表达[ 10 ] , 而 hhL IM 主要在心肌细

胞表达 (未发表资料) Λ提示 hhL IM 是一种心肌细胞

特异表达的基因Λ为了分析 hhL IM 心特异性表达的

机制, 我们曾应用基因步移法克隆出包括启动子在

内的 5′端上游 2 600 bp 的调控序列, 并与 CR P21

L IM 的 5′端调控序列进行比较, 发现除具有A P、

CR E、SP1 等相同的调控序列以外, 其它都与CR P21

L IM 不同Λ 目前正在进行分析与研究, 期望能寻找

出心肌特异性表达的调控序列Λ
关于 hhL IM 的功能目前尚不十分了解Λ我们曾

经构建 hhL IM 真核表达载体 (PcD 2öhhL IM ) , 应用

电脉冲转移至原代培养的心肌细胞Λ结果发现, 其心

肌生长速度明显增加, 其3H 2亮氨酸的参入率较对照

组增加 40% 以上; 应用内皮素可以促进心肌细胞的
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生长, 亦可以促进心肌细胞中 hhL IM 基因的表达,

揭示它可能是一个促进心肌生长的基因Λ此外, 我们

还发现在自发性高血压大鼠, 腹主动脉部分夹闭和

异丙肾上腺素所引起的心肌肥厚的动物模型中, 心

肌中 hhL IM 基因表达亦都明显升高Λ提示它可能参

与心肌肥厚的发病过程Λ 但是关于它在心肌生长发

育中的作用及其机制还有待进一步研究Λ
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