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【摘* 要】目的：利用基因工程技术克隆 -UFVW 基因全长 9;#
TF，并构建其原核表达载体, 方法：从人胎盘中提取总 UTF，

利用 U-#[LU 技 术 扩 增 了 -UFVW，将 其 连 接 于 克 隆 载 体

<N;!’#- 中，并通过酶切及测序鉴定载体构建的正确性, 结

果：应用 U-#[LU 技术和 10=G!和 ;<$U!双酶切成功获得

!"]& A< 的目的片段，测序分析结果表明该基因序列与报道的

-UFVW 基因片段的序列完全相同, 结论：成功克隆了 -UFVW
基因的 9;TF 全长，为其在肿瘤生物治疗中的应用奠定了基

础,
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定；人胎盘

【中图号】_%’* * * 【文献标识码】F

FG 引言

!&&) 年 ‘3/.4 和 [3>> 首次从人的表达标签文库

中发现一个与肿瘤坏死因子家族基因序列具有高度

同源性的 ;TF 克隆，其表达的蛋白具有诱导细胞凋

亡的功能，因而将其命名为肿瘤坏死因子相关诱导凋

亡配体（ >S18= :.9=8B3B ?29>8= =./2>.C 2<8<>8B3B 3:CS93:E
/3E2:C，-UFVW）［! a $］, 作为一种新的凋亡诱导配体，肿

瘤坏死因子相关诱导凋亡配体（-UFVW）自发现以来，

就一直倍受关注, 有关 -UFVW 和 -UFVW 受体以及其

信号转导通路的研究己取得很大进展，而 -UFVW 特

异性诱导肿瘤细胞凋亡的分子调控机制目前尚未阐

明, 作为一种特异性诱导肿瘤细胞凋亡且无明显毒

副作用的分子，-UFVW 极有可能成为新的抗肿瘤制

剂［( a ]］, 研究表明，-UFVW 在选择性诱导肿瘤细胞凋

亡的同时对正常组织没有明显细胞毒性，并且和放、

化疗有协同作用，使得 -UFVW 在肿瘤的治疗上具有

广阔 的 前 景［) a +］, 我 们 采 用 U-#[LU 方 法 克 隆 了

-UFVW 全长的基因片段，经酶切和测序证实其正确

性，为进一步研究及临床应用奠定基础,

HG 材料和方法

H, HG 材料G 大肠杆菌 ;G)" 由第四军医大学西京医

院妇产科实验室保存，<N;!’#- 载体、;<$UV，10=GV
内切酶、-26 ;TF 聚合酶、;TF N2=X.= ;W$""" 购自

大连 -2b2U2 公司，胰蛋白胨（-=4<>8:.），酵母提取物

（H.2B>#.Y>=29>）购自英国 @O@V; W-; 公司，质粒抽提

试剂盒及凝胶回收试剂盒购自安徽优晶生物工程有

限公司，反转录试剂盒购自 R.=1.:>2B 公司，[LU 引

物由上海博亚生物工程有限公司合成,
H, IG 方法

!, $, ! * 引物的设计与合成 * 根据 D.:^2:X 报道的

-UFVW 基因的序列并参照已发表的文献设计合成两

条引物, 上游引物 [! 序列为：)c#DFF--L9EE9>E99>E#
E9>E29>>29#(c，划线处为 ;<$U!的酶切位点；下游引物
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!" 序列为：#$%&&’())*****++**+*++,*+,*,*-,%.$，划线处

为 !"#/!的酶切位点0
10 "0 "2 胎盘组织中总 34’ 提取 2 采用 (56789 一步

法提取人胎盘组织中总 34’0 称取 1:: ;+ 新鲜人胎

盘组织，加入 1 ;< (56789 匀浆，裂解 # ;6=0 加入氯仿

进行液相分离0 取上层水相，转至另一离心管中0 加

异丙醇沉淀，离心 1: ;6= 后弃上清，34’ 沉淀于管

底0 加 >:: ;< ? < 乙醇洗涤，温和震荡离心管，悬浮沉

淀0 再次离心 # ;6=；尽量弃上清；.>@ 干燥后，溶于

AB!) 水中0 取其中 " "< 溶液紫外分光光度计定量，

其余贮存于 C D:@待用0
10 "0 .2 3(%!)32 取 # "< 总 34’，按 EF5;F=*-G 试剂

盒的说明进行操作0 扩增参数为：>:@ 水浴 # ;6=，

.>@水浴 # ;6=，H"@水浴 I: ;6=，>:@水浴 1# ;6=，

冰浴，待用0 然后以 ,A4’ 为模板，!)3 反应条件为：

J#@变性 . ;6= 后，按 JH@ .: G，##@ .: G，>"@ 1
;6= 的顺序循环 .: 次，再于 >"@延伸 > ;6=0 取 !)3
产物 # "< 在含溴化乙啶的 1: + ? < 琼脂糖凝胶中进

行电泳0
10 "0 H2 !)3 产物的纯化、克隆与鉴定2 !)3 扩增产

物电泳结束后，在紫外检测仪下切取所需大小的凝胶

片段，按凝胶回收试剂盒操作说明第一次回收目的片

断0 将回收产物用 $%&3K 和 !"#/!内切酶进行双酶

切第二次回收目的凝胶片段，酶切产物在含溴化乙啶

的 1: + ? < 琼脂糖凝胶中进行电泳，缓冲液为 :0 # L
(MB，电泳结束后，在紫外检测仪下切取目标片段，第

三次回收0 取凝胶回收纯化的 !)3 产物 H "< 加入

NOA%1D( 载体 1 "<，<6+-*68= P89Q*68= ! # "<，1I@
连接过夜0 连接产物转化感受态细菌 A/##，然后将

连接产物涂布于含 1:: "+ ? ;< 氨苄青霉素的固体 <M
培养基平板中，.>@培养过夜0 挑取单菌落加入 # ;<
含 1:: "+ ? ;< 氨苄青霉素的液体 <M 培养基试管中，

.>@培养过夜0 采用质粒抽提试剂盒进行质粒抽提，

对质粒进行 $%&3K 和 !"#/K 双酶切鉴定，鉴定阳性

的载体送大连 (’R’3’ 公司测序0 将测序证实完全

正确的序列命名为 NOA1D%(%(3’K<，保存菌种0

!" 结果

!# $" %&’() 基因的克隆" 提取胎盘组织总 34’，反

转录合成 ,A4’ 第一链，以此为模板进行 !)3，!)3
产物的大小约为 1:HJ SN（ 图 1），无杂带、特异性良

好，与我们所设计的相吻合，克隆后片段大小与 !)3
产物大小吻合0
!# !" %&’() 基因重组载体的酶切鉴定" 用 !"# /
!和 $%&3!双酶切含有 (3’K< 基因的 NOA1D%( 载

体，获得大小为 1:HJ SN 的目的片段（ 图 "），表明含

有 (3’K< 基因的克隆载体构建成功0

O：A4’ ;-5TF5（A<":::）；1，"：!)3 N58UQ,*0

图 12 (3’K<( 基因 !)3 产物的琼脂糖凝胶电泳分析

O：A4’ ;-5TF5（A<":::）；1，"：NOA1D%(%(3’K< ? !"# /K V $%&3K0

图 "2 重组质粒 NOA1D%(%(3’K< 的双酶切鉴定

!# * " %&’() 基 因 的 序 列 分 析 " 以 定 向 克 隆 入

NOA1D%( 载体中的 (3’K< 基因的 !)3 产物转化 $’
%&() A/##，挑取均含有目的基因片段的 # 个菌落，取

其中 1 个菌落做序列测定证实，所得序列的结果联网

到 4)MK 进行同源性分析0 核酸序列与质粒 NOA1D%
(%(3’K< 中的 (3’K< 序列同源性为 JJ0 IJW，发现有

两个碱基突变0 在 4)MK 的 X3E Y6=UF5 中，服务器分

析开放阅读框架，翻译成 "D1 个氨基酸序列，进行同

源性分析，同源性为 1::W 0 说明测序结果中的两个

碱基突变为同义突变，外源 (3’K< 基因可以正确

表达0

*" 讨论

(3’K< 为肿瘤坏死因子（(4E）超家族的新成员0
人的 (3’K< 基因编码一种 *5 ." #::的 KK 型跨膜蛋

白，该蛋白由 "D1 个氨基酸残基组成0 其氨基端位于

胞外区，可形成同源二聚体与相应的膜受体结合，介

导信号转导入细胞内，引起细胞凋亡0 研究发现，

(3’K< 诱导肿瘤细胞凋亡主要通过与其受体结合发

挥作用0 随着研究的深入，后来相继发现了与 (3’K<
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结合的受体共有 ! 种，它们的功能也渐趋清楚［" # $］%
其 ! 种受体为：两种死亡受体即 &’(（)*+,- .*/*0,1.
(）和 &’!（)*+,- .*/*0,1. !）；两种诱骗受体即 &/’2

（)*/13 .*/*0,1. 4）和 &/’5（)*/13 .*/*0,1. 5）；一种可

溶性受体骨保护素（16,*10.1,*7*.89，:;<），是调节骨

密度有关的受体（ .*7=2+,897 >19* )*968,3 .*/*0,1.）%
&’( 和 &’! 具有 ?@A 受体超家族其它成员类似的

胞浆死亡结构域（04+6B8/ )*+,- )1B+89），其与 ?’CDE
特异结合后可通过死亡结构域激发和传导细胞凋亡

信号，激活 /+60+6* 蛋白酶解级联反应，导致细胞死

亡［F # 2G］%
肿瘤治疗一直是治疗性细胞凋亡干预的重要应

用领域% ?@A 和 A+6E 或 A+6 单克隆抗体很早就被用

于肿瘤的治疗% 它们在体外都能诱导肿瘤细胞迅速

凋亡，有效杀伤肿瘤细胞，但皆因严重的毒副作用，其

中主要是对机体正常细胞的杀伤作用，限制了它们的

临床应用% ?’CDE 能有效杀伤肿瘤细胞，但其 B’@C
在组织中的广泛分布提示它对正常组织细胞可能没

有毒性% 研究提示，正常组织细胞因具有 ?’CDE 诱骗

受体（)*/13 .*/0,1.），能逃避 ?’CDE 的攻击，而肿瘤

细胞不具有这一保护性受体，不能抵御 ?’CDE 的杀

伤作用［22］% 由于 ?’CDE 诱导凋亡机制不同于 ?@A，

因此对其抗肿瘤作用价值的评价就显得十分重要%
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