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一个新的白血病相关基因L RP16 全长
cD NA 的克隆、序列分析及表达特征

韩为东1) , 于　力1) 3 , 楼方定1) , 王全顺1) , 赵　瑜1) , 史子江1) , 焦宏远2) , 　周建军3)

(1)中国人民解放军总医院血液科, 北京　100853; 2)中国预防医学科学院病毒研究所, 北京　100052;

3)北京大学生命科学学院, 北京　100871)

摘要　克隆一个与白血病复发相关基因 (L R P16) 的全长 cDNA 序列, 对其进行染色体定位、组织

表达谱分析, 并对该基因编码蛋白质进行原核表达Λ首先用获得的一段 3 kb DNA 片段在N CB I提

供的 hEST s 数据库中进行电子杂交并对重叠克隆片段组装, 再设计引物进行 cDNA 末端快速扩增

(RA CE 技术) Λ采用N o rthern 印迹方法进行组织表达分析Λ以高通量基因组序列 (H T GS)数据库

为基础进行染色体定位Λ 对构建的克隆菌用 IPT G 诱导重组蛋白表达后进行 SD S2PA GE, 同时对

重组体测序确证Λ 钓取了该基因全长 cDNA、推导所编码的氨基酸序列, 并将该基因定位于染色体

11q12. 2Λ 原核表达筛选获得了该基因重组子的一个缺失体Λ 对L R P16 基因全长 cDNA 的序列分

析提示, 该基因可能编码两种N 端不同的蛋白质, 且该基因的转录本可能存在一种丰度较低的剪

接体Λ
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Clon ing and Express ion Character iza tion of the Full L ength

cD NA for a Novel L eukem ia-a ssoc ia ted Gene L RP16

HAN W ei2dong1) , YU L i1
) 3 ,LOU Fang2ding1) ,W AN G Q uan2shun1) , ZHAO Yu1) ,

SH I Zi2jiang1) , J IAO Hong2yuan2) , ZHOU J ian2jun3)

(1)D ep artm en t of H em atology , Genera l H osp ita l of PL A , B eij ing 100853, Ch ina; 2) Institu te of V irology , Ch inese A cad emy of P reven tive

M ed icine, B eij ing 100052, Ch ina; 3)Colleg e of L if e S ciences, P ek ing U niversity , B eij ing 100871, Ch ina)

Abstract　To clone the fu ll leng th cDNA of a novel leukem ia relap se2associa ted gene (L R P16) ,
determ ine its ch rom o som e loca t ion, ana lyse its t issue exp ression pat tern and characterize the
p rokaryo t ic exp ression of th is gene. F irst ly, the hum an EST s ( Exp ression Sequence T ags )

fragm en ts ob ta ined from electron ic hyb rid iza t ion w ere assem b led u sing a 3 kb DNA fragm en t
cloned as p robe, then designed the p rim ers fo r rap id am p lif ica t ion of cDNA end (RA CE). T issue
exp ression pat tern w ere ana lysed by N o rthern b lo t t ing, and b io info rm at ic da ta of H igh
T h roughou t Genom ic Sequences (H T GS ) w ere u sed fo r ch rom o som e loca liza t ion. P rokaryo t ic
recom b ina t ion p ro tein w as induced by u sing IPT G and bacteria l p ro tein electropho resed on SD S2
PA GE. T he in serted fragm en ts of recom b inan t w ere confirm ed by sequencing. T he fu ll leng th
cDNA of the gene L R P16 w as cloned and its t ran sla ted am ino acid sequence w as deduced. T h is
gene w as loca lized on ch rom o som e 11q12. 2. O ne recom b inan t w ho se sequence had 30 bases
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deleted w as ob ta ined. L R P16 gene m igh t p roduce tw o types of p ro tein s and the on ly d ifference of
the tw o w as the length of their N 2term inu s. T h is gene m igh t have tw o types of sp licing
tran scrip ts and the sho rter low er tran scrip t ing.
Key words　leukem ia, associa ted2gene,L R P16, recom b inan t p ro tein, p rokaryo t ic exp ression

　　目前的化放疗方案可使 80% 以上的急性白血

病初诊患者获得完全缓解 (CR ) , 对于复发病人, 临

床治疗效果较差, 再次CR 率只有 40% Λ所以对复发

时白血病细胞进行生物学特征的研究具有重要的理

论及临床意义ΛDNA 分子CpG 岛的甲基化, 尤其在

基因的启动子区以及近 5′区 CpG 岛的甲基化是构

成哺乳动物基因表达失活的一个重要调控因素 (1) Λ

为深入揭示DNA 修饰水平变化与白血病复发的关

系、克隆与白血病进展密切相关的基因, 本文用既往

获得的一段复发病人中 CpG 岛高度甲基化的 3kb

DNA 序列出发 (未公布) , 在 GenBank 提供的 n r 及

dbEST 数据库中检索, 证明其代表着一个新基因,

进而利用 dbEST 数据库信息及 cDNA 末端快速扩

增法 ( rap id am p lif ica t ion of cDNA end, 简称RA CE

技术) 成功钓取了这一新基因的 cDNA 全长, 并将

其命名为白血病相关基因L R P16Λ

1　材料与方法

111　材料

11111　标本　来源于健康男性外周血Λ
11112　引物及试剂　PCR 所涉及引物均由上海生

工生物工程公司合成, 其中 RA CE 所用引物有 3′2
GSP1, 其 序 列 为 5′2CCCT GCA GA GCT GT

AA GA CT G23′; 3′2GSP2, 其 序 列 为 5′2
GA TCA CCGGCGGCTA TCG23′; 5′2R T 2P 为 5′2
GGA GCTCGCA GCCT GA CT 23′; 5′2GSP1 为 5′2
GGA GCT GT T GGCGGCGT T GA 23′; 5′2GSP2 为

5′2CCTCCCGCT GCT T GTCA CT 23′Λ 构建 L R P16

cDNA 全长所用外侧引物有 5′2P, 序列为 5′2
CCCT GGCCA T GGCGGCGAA G23′; 3′2P, 序列为

5′2CCGGTCA GGGT GGGCT GCG23′; 加酶切位点

的内侧引物有 5′2EP, 序列为 5′2CA TA T G (N d eÉ
位点) GCGGCGAA GGT GG23; 3′2EP 的序列为 5′2
GGA TCC (B am H É 位 点 ) TCA GGCCA CGGG

GAA 23′ΛRA CE 试剂盒和 T rizo l R eagan t 购于美国

Gilbco. BRL 公司; T aq p lu s É DNA 聚合酶购于上

海生工生物工程公司Λ 内切酶购自 T aKaR a 公司Λ
同位素购自北京亚辉公司, 探针标记试剂盒购自日

本 T aKaR a 公司Λ 质粒克隆载体 PT 2A dv 和大肠杆

菌 Top 2F′10 菌株购自C lon tech 公司ΛpR SET 2C 表

达载体 ( Invit rigen 公司产品) 及BL 21 菌株由中国

预防医学科学院病毒所肝炎室焦宏远博士馈赠Λ

M in ip res 质粒提取试剂盒及W izard PCR 产物纯化

试剂盒购自 P rom ega 公司Λ
11113 　M N T 膜　人体多种组织的 N o rthern

(M N T )印迹膜 (M N T Ê )购自C lon tech 公司Λ它们

所载的m RNA 分别来自脾、胸腺、前列腺、睾丸、卵

巢、小肠、结肠粘膜和外周血白细胞等 8 种组织Λ
11114 　DNA 测序　采用 AB I PR ISM TM 377XL

DNA Sequencer 进行测序, 反应试剂采用 PER K IN

ELM ER 公司的AB I PR ISM R B igD yeTM T erm ina to r

Cycle 测序试剂盒Λ
112　方法

11211　电子信息杂交与序列组装　以我们获得的

一段 2 948 bp 的DNA 片段为探针, 用N CB I 提供

的BLA STN 程序对 GenBank 的人类 EST 数据库

进行电子信息杂交筛选, 以期获得与探针序列相匹

配 cDNA 片段Λ 在所获片段中选取碱基覆盖率高,

且在端侧者所为探针再次进行杂交Λ 最终将这些片

段进行综合分析, 选取相互间具有> 50 bp 相同的

一些片段, 用D nastar 软件包 SeqM an 程序进行序

列组装Λ
11212　总 RNA 的提取　T rizo l 一步法提取外周

血单个核细胞总 RNA , 1% 琼脂糖电泳证明其完整

性且无DNA 污染; 紫外分光光度计测A 260öA 280 =

2100Λ
11213　3′2RA CE　RNA 反转录及转录后的 PCR

扩增参见文献[2 ]Λ
11214　5′2RA CE　具体操作参见文献[2 ]Λ
11215　L R P16 全长 cDNA 的构建　将 5′2及 3′2
RA CE 所扩增的目的片段纯化、回收, 然后将其克

隆到 PT 2A dv 质粒载体中, 转染感化态 Top 2F′10 菌

株Λ挑取> 10 个菌落进行 PCR 鉴定, 随机挑取 1 个

单菌落测序并选取 10 个克隆混合测序Λ用引物 5′2P

及 3′2P (各 10 m o löL )对非加尾 cDNA 进行 PCR 扩

增, 条件为 96℃预变性 3 m in 随之以 96℃ 1 m in,

64℃ 50 s, 72℃ 1. 5 m in 进行 35 个循环, 最后 72℃

延伸 10 m inΛ 将 PCR 产物克隆到 PT 2A dv 载体中,
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然后选单菌落提取质粒测序同时取混合质粒测序Λ
11216　N o rthern 杂交分析　用经同位素标记的探

针对M N T 印迹膜进行N o rthern 杂交, 操作参照产

品说明书Λ
11217　L R P16 基因的染色体定位　用上述钓取的

L R P16 基因的全长 cDNA 序列为探针, 应用

BLA STN 程序在N CB I 提供的人类基因组重叠片

段群数据库中进行电子杂交Λ
11218　全长 cDNA 编码蛋白质的计算机分析　从

L R P16 全长 cDNA 的序列推导出它所编码的氨基

酸序列, 应用A n thep ro t V 413c 软件预测了该蛋白

质的理化特性及基序; 用N CB I 提供的BLA ST P 程

序在 Sw issP ro t 蛋白质库中进行同源检索; 用N CB I

提供的 CO Gn ito r 程序通过 CO G 数据库进行直系

同源比较Λ
11219　L R P16 编码蛋白质的原核表达　取引物

5′2P 及 3′2P 的 PCR 扩增产物, 用引物 5′2EP 及 3′2
EP (各 10 pm o löL ) 进行第二次扩增, 条件为 96℃预

变性 3 m in 随之以 96℃ 1 m in, 64℃ 50 s, 72℃ 115

m in 进行 25 个循环, 72℃延伸 10 m inΛ将产物纯化,

克隆到 PT 2A dv 载体中, 转染 Top 2F′10 菌株Λ 提取

质粒并用N d eÉ 及B am H É 酶切Λ 将酶切后的目的

片段克隆到 pR SET 2C 载体中, 转染BL 21 菌株Λ 从

加氨苄青霉素的LB 平板上挑取单克隆菌株进行

PCR 及酶切鉴定, 确证有目的片段插入后将单克隆

菌置LB 液体培养基中于 37℃摇菌Λ 菌液A 600值达

到 013 时, 加 1mm o löL 的 IPT G 继续培养直至A 600

= 1. 0Λ将菌体裂解液在含 6% SD S 的聚丙烯酰胺凝

胶中电泳, 考马斯亮蓝染色Λ 计算重组蛋白的表达

量Λ

2　结果

211　同源 EST 的筛选及序列组装

从我们克隆获得的上述DNA 片段为探针, 在

人类 EST 库中电子杂交, 选取其中的 7 条片段, 登

录序号分别为 AA 284285、A 1369346、AA 236546、

AA 112127、AA 975742、A I801852、A I469181 进行

序列组装, 共长 878 bp Λ 再以此为探针在 EST 库中

步移, 未使该序列得到延长Λ
212　L RP16 全长 cD NA 的构建

从上述 878 bp 的片段设计了 5′2RA CE 及 3′2
RA CE 引物Λ 通过 5′2及 3′2RA CE 扩增分别克隆到

130 bp 与 560 bp 的片段 (见 F ig. 1, 2) Λ通过引物 5′2
EP 与 3′2EP 的扩增克隆到一条 738 bp 的片段, 将

F ig. 1　 3′2RA CE electropho resis of L RP16 gene

1: DNA m arker; 2, 3: T he first and second PCR p roduct

respectively; 4, 5: Amp lification contro l w ith no reverse

transcrip tase. A rrow indicates the target fragm ent

F ig. 2　5′2RA CE electropho resis of L RP16 gene

1: DNA m arker; 2, 3: T he first and second amp lification

p roduct w ith the temp lete of dC2cDNA ; 4, 5: F irst and

second amp lification of cDNA w ith no po ly (dC) tailing

它们整合获得一长度为 980 bp 的 cDNA Λ 该序列

中, 54 bp 及 188 bp 处的A T G 及其侧翼基本符合

Kozak 序列特征, 可以认为是起始密码子Λ第一个开

放读码框 (OR F)从 54～ 785 bp 共长 732 bp Λ5′端非

翻译区长 53 bp , 3′端非翻译区长 195 bp , 第二个

OR F 从 188～ 785 bp , 全长为 597 bp Λ 925～ 930 bp

位置的AA TAAA 是po lyA 加尾信号Λ该 cDNA 序

列以及推导的氨基酸序列 (如 F ig. 3 所示) 经在

GenBank 的N R 数据库查新及同源性比较被证实

为全新序列后, 于 1999 年 12 月在 GenBank 注册,

登录号为A F202922Λ
213　L RP16 组织表达谱

对人体 8 种组织的 po ly (A ) + RNA 进行

N o rthern 杂交, 发现L R P16 基因的转录本长约 110
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F ig. 3　T he fu ll length cDNA sequence of L RP16 gene and its deduced am ino acid sequence.

T he italic GC2SP1 sequence, b lackened bases are RBS site, and the underlined based is

po lyadenylation signal. T he boxed is the N 2term inus of deduced length type am ino acid p roduct.

T h ickened part is the deleted bases of the po ssib le sho rter transcrip t.

kb, 比较各组织L R P16 的表达量, 结果显示该基因

在睾丸、卵巢和结肠粘膜呈高表达, 在前列腺、小肠、

脾和胸腺中呈中度表达, 在外周血白细胞表达极弱Λ
214　L RP16 基因的染色体定位

用L R P16 基因的全长 cDNA 序列将该基因定

位到染色体 11q12. 23 (见 F ig. 4) , 与本组对 3kb

DNA 序列采用辐射杂种细胞系法 (RH )定位结果一

致Λ
215　蛋白质的同源性分析及功能预测

在 Sw issP ro t 数据库中进行检索, 未显示有较

高同源性的蛋白质序列, 所产生的有意义排列序列

多为一些与病毒复制及转录相关的非结构蛋白 (登

录号: P13889, P27282, P36328, P36327, P27283) ,

F ig. 4 　Ch romo som al assignm ent of L RP16 gene located on

ch romo som e 11q12. 2 betw een gene c11o rf10 and ZN F 162

另外还有一个大鼠组蛋白家族成员m acroH 2A. 1

212 中国生物化学与分子生物学报 17 卷
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(登录号为Q 02874) , 其 Sco re 均> 40 b itsΛ 在CO G

库中进行种系发生进化保守性预测, 所产生序列均

为 CO G2110 类, 并预测了L R P16 所编码蛋白是与

组蛋白m acroH 2A 11 具有相关基序的一种核酸结

合蛋白Λ
216　L RP16 编码蛋白质的原核表达及重组克隆鉴

定

选取 8 个 BL 21 单克隆菌落, 用 IPT G 诱导

L R P16 编码蛋白质的原核表达并测定其表达量Λ 8

个菌株中 6 个有表达, 如 F ig. 5 所示Λ重组蛋白的分

子量与计算机预测结果一致, 约为 27 kD Λ各个菌株

均获过量表达 (> 10% ) , 并发现 1 号菌株的表达量

最大, 高达 60% , 蛋白质产物的分子量则较小, 约 26

kD Λ 应用 5′2EP 与 5′2R T 2P 引物对重组克隆进行

PCR 扩增, 发现 1 号克隆较其它 7 个克隆的插入片

段小Λ进一步测序结果证明, 1 号克隆的插入片段在

起始密码子后 230～ 259 bp 处缺失 30 个碱基Λ

F ig. 5　SD S2PA GE of L RP16 p rokaryo tic exp ression

1: P ro tein m arker; 2: V ecto r contro l w ithout exp ression of

recom binant p ro tein; 3: Recom binant p roduct w ith 30 bases

deleted; 4 to 6: P ro tein p roduct w ith exp ression of

recom binant p ro tein

3　讨论

通过 RA CE 方法, 我们克隆到了L R P16 基因

的全长 cDNA , 共 980bp Λ 该序列具有下列明显特

征: ( 1) 不包括 Po ly (A ) 在内, GC 含量较高, 达

65% ; (2) 近 5′端区域有两个A T G, 相距 132 bp , 其

侧翼序列 [ GC (A ) CA T GG ]的- 3 位置与+ 4 位置

均为嘌呤碱基, 基本符合 Kozak 序列特征[ 3 ]Λ 两个

A T G 与 783～ 785 bp 位置的 T GA 组成了同一个开

放读码框 (OR F) Λ所以该基因的转录本在同一OR F

中具有了两个潜在的翻译起始位点, 第一个OR F

的起止位置为 54～ 785 bp; 共长 732 bp , 编码 243

个氨基酸, 5′端非翻译区 (5′U TR ) 长 53 bp , 3′端非

翻译区 (3′U TR ) 长 195 bp; 第二个OR F 从 188～

785 bp , 全长 579 bp , 编码 198 个氨基酸, 5′U TR 长

187 bp , 3′U TR 同第一个OR FΛ 二者唯一的不同是

长型编码产物较短型在N 末端延伸了 45 个氨基

酸; ( 3) L R P16 5′U TR 的核酸序列 GöC 含量高

(85% ) Λ于- 53～ - 48 bp 及- 38～ - 32 bp 的位置

存在“GC 盒”重复序列 (GGGCGG) , 它被认为是一

种与细胞转录起始因子 Sp 1 相互作用并启动基因

转录的保守序列, 通常出现于看家基因的启动子

区[ 4 ]Λ + 41～ + 46 位置的A GGA GG 具有核糖体结

合位点 (RBS)的特征序列Λ
绝大多数真核生物在翻译产生蛋白质时遵循单

顺反子规则[ 5 ] , 也就是说当 40S 核糖体沿着m RNA

滑动时, 在首先出现的A T G 位置上停止并与 60S

的亚单位结合启动蛋白质合成过程Λ 除不同剪切方

式外, 能编码产生N 端长短不同两条肽链的基因在

哺乳动物中较为少见Λ所涉及机制目前认为有两种,

一种是当第一个A T G 的侧翼序列对启动翻译作用

较弱时, 即在其- 3 与+ 4 位置不具有利于启动翻译

的保守碱基时, 40S 核糖体有可能“绕过”这一A T G

而去扫描下一个, 通过 40S 渗漏扫描机制从第二个

起始密码子启动翻译[ 6 ] , 从而产生长短两型肽链; 另

一种是通过产生长短两种转录本来实现, 正如

Shaper 等所描述的那样, 长型转录本起始于两个起

始密码子上游, 短型转录物起始于两个A T G 三联

密码子之间[ 7 ]ΛL R P16 的m RNA 在同一OR F 中有

两个A T G, 二者相距 132 n t, 且都符合 Kozak 序列

特征, 所以通过渗漏扫描机制编码产生不同长度的

两条肽链是没有可能的Λ 虽然我们没有采用引物延

伸和 S1 核酸酶保护等实验来证实L R P16 基因是否

会有两种不同长度的转录体及其各自的丰度如何,

但L R P16 m RNA 起始位置处的“GC SP1”重复

序列, 以及+ 41～ + 46 位置包含的 RBS 特征使得

在上述两个A T G 之间具有了起始转录短型m RNA

的可能Λ
进行L R P16 基因原核表达时, 我们观察到一种

碱基缺失现象, 出现频率为 1ö8Λ可能的解释是: (1)

由于重组蛋白对细菌产生的毒性压力, 从而使某些

菌株对重组子进行了适应性改变Λ 由 F ig. 4 我们不

难看出, 发生碱基缺失的 1 号菌株较其它有大的表

达优势, 在细菌培养过程中, 我们也观察到 1 号菌株

有生长速度快的特点Λ 这些事实均表明该缺失体尤

其适于原核表达; (2) 该碱基缺失体是L R P16 基因
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在转录后经剪接的一种存在方式, 由于它的表达丰

度低而不易在克隆过程中被发现Λ 鉴于其翻译产物

对菌体毒性小, 从而在原核表达时容易得到“捕捉”Λ
尽管目前还不能肯定碱基缺失就是转录后剪接的结

果, 一个有趣现象还是值得我们注意的, 那就是 1 号

表达质粒重组子并没有因为碱基缺失而使读码框发

生移码Λ 另外, 虽然没有在 GenBank 的 huEST s 库

中检索到相应碱基缺失体, 但我们发现一条非冗余

同源达 86% 的家鼠 EST (A 1466021) , 其碱基序列

与上述缺失体相对合Λ 这一信息使我们用“剪接体”

来解释碱基缺失显得更合理Λ
肿瘤的发生、发展是一个涉及多基因改变的逐

步过程, 其中包括基因的突变、缺失和扩增等[ 8 ]Λ 近

年来的研究资料显示, 基因组DNA CpG 岛的甲基

化修饰也是多步致瘤模式中一个重要组成部分, 如

抑瘤基因 P15 启动子区的CpG 岛在 88% 成人急性

髓系白血病 (AM L ) 中发生超甲基化[ 9 ] , CAL C1、ER

等基因在不同类型的急性白血病中也有类似改

变[ 10, 11 ]Λ本研究以探索AM L 发生、发展过程中基因

的外向型修饰变化为出发点, 从而实现发现、克隆与

白血病复发相关基因的目的Λ 应用甲基化敏感性

(N o t l)RL GS 这一发现新基因的手段[ 12 ] , 经过对 1

例经历初诊、缓解与复发三个不同阶段AM L 患者

的DNA 样品进行二维凝胶电泳分析, 发现复发的

标本有 8 个点消失, 对其中一个点进行克隆, 最终获

得一段长约 3kb 的DNA 片段 (未公布) , 并确认该

片段代表了一个新的基因Λ虽然其m RNA 序列包含

了看家基因的一些特点, 但N o rthern 结果显示它在

一些增殖活跃的组织中高水平表达Λ近期, 于力等用

甲基化敏感性 Sou thern 印迹法证实复发难治白血

病病人 3kb DNA 序列中 CpG 岛高度甲基化 (待发

表) , 对白血病患者的预后评估有一定价值Λ 这种修

饰是否会调控转录尚待进一步研究Λ
致谢　军事医学科学院二所分子遗传室主任王嘉玺教
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