
书书书

·研究原著· 文章编号：!"""#$%&"（$""’）$’#$$(!#")

人 !"#! "#$% 基因的克隆、测序及表达

邢小红!，$，吴元明)，王* 哲$，王文勇$，黄高昇$

（第四军医大学：!西京医院烧伤科，$基础部病理学教研室，)基础部生物化学教研室，陕西 西安 %!""))

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
）

收稿日期：$""’#"&#"&；* 修回日期：$""’#"&#$+

作者简介：邢小红（!&%)#），女（ 汉族），陕西省西安市人, 硕士生（ 导师

黄高昇）, -./,（"$&）+))%’((! 012, +* 0345/, 67839 :337, .;7, <=

&’()*)+，,-./-)"*)+ 0)1 -234-,,*() (5
6/70) !"#! "#$% +-)-
!"#$ !%&’()’*+!，$，,- ./&*(0%*+)，,1#$ 234$，,1#$ ,4*(
.’*+$，)-1#$ $&’(534*+$

!>.?4@23.=2 A: B7@=，C5D5=E FAG?524/，$ >.?4@23.=2 A: H42IA/AE8，
)>.?4@23.=2 A: B5A<I.35G2@8，J<IAA/ A: B4G5< K.;5<5=.，LA7@2I
K5/524@8 K.;5<4/ M=5N.@G528，C5O4= %!""))，PI5=4

【%8,940"9】%:;：!" #$"%& ’(& ()*+% !"#! #,-. /&%& +%0
&123&44 5’ "$ %& ’()"6 ;<=>?#@：!"’+$ 7-. 8+4 &1’3+#’&0
93"* 93&4( 2$+#&%’+ ’544)& +%0 3&:&34& ’3+%4#352’&0 ’" 45%/$&
#(+5% #,-.6 ;< )45%/ 5’ +4 ’(& ’&*2$+’&，’(& ()*+% !"#!
#,-. /&%& 8+4 +*2$595&06 !(& #,-. /&%& 8+4 ’(&%
#$"%&0 5%’" 2=>!&6 .9’&3 ’(& 4&?)&%#& 8+4 :&3595&0，’(&
#,-. /&%& 8+4 4)@#$"%&0 5%’" 2ABCD’!) 9"3 &123&445"%6
A<@BC=@：!(& ()*+% !"#! #,-. /&%& 8+4 +*2$595&0 @< )D
45%/ ’(& 0&45/%&0 235*&3 +%0 ’(& /&%& 8+4 &123&44&0 5% %&
’()" 5%0)#&0 @< EF!A6 !(& &123&44&0 23"’&5% +##")%’&0 9"3
’"6 QG "9 ’(& ’"’+$ +*")%’ "9 23"’&5%6 &?$&CB@:?$：!(&
()*+% !"#! #,-. /&%& 54 +*2$595&0 +%0 &123&44&0 5% %& ’(*
)"，8(5#( 54 5*2"3’+%’ 9"3 ’(& 4’)0< "% ’(& 9)%#’5"% "9 ()*+%
!"#! 23"’&5%6

【D-EF(41,】,-.，#"*2$&*&%’+3<；#$"%5%/，*"$&#)$+3；4&D
?)&%#& +%+$<454；/&%& &123&445"%

【摘* 要】目的：克隆并在大肠杆菌中表达人 6%7! <>RS 基

因, 方法：从新鲜的胎盘组织中提取总 TRS，经反转录成单

链<>RS，以此为模板扩增出人 6%7! <>RS 基因，将该基因克

隆入载体 ?MP!& 中，测序正确后亚克隆入表达载体 ?U0C#’-)
中进行表达, 结果：利用所设计的引物扩增出完整的人 6%7!
<>RS 基因, 以大肠杆菌为宿主在 VH-U 的诱导下获得表达，激

光薄层扫描显示表达蛋白占总蛋白的 ’"W QX , 结论：获得了

人 6%7! <>RS 基因及其原核表达产物，对研究人 B52! 蛋白的

功能具有重要的意义,
【关键词】>RS，互补；克隆分子；序列分析；基因表达

【中图号】T)&$W !!* * * 【文献标识码】S

GH 引言

凋亡，又称程序性细胞死亡，是机体细胞的一种

不可逆的生理过程, 机体内存在多种影响细胞凋亡过

程的因素, B</#$ 就是机体内最重要的凋亡调节因子

之一, Y4= 等［!］通过 Z</#$ 基因启动子来筛选能调节

Z</#$ 基因表达的细胞分子时获得了 6%7!（ Z</#$ 5=#
I5Z52A@ A: 2@4=G<@5?25A= ! ）基 因, 6%7! 基 因 定 位 于

!%[$)W $，其 3TRS 长约 ! \Z，编码 !%& 44 的蛋白质，

B52! 蛋白 0@ 约 $% """, B52! 蛋白的 R 端为一线粒体

定位序列，P 端为一未知功能结构域 MHL""&&, RA@2I#
.@= 杂交显示 6%7! 基因在前列腺、骨骼肌、肝脏高表

达，而在心脏、脾、结肠低表达, 人胸腺及外周血白细

胞中几乎检测不到它的表达, B52! 存在于线粒体中，

如果释放到胞质中，就和 S0J（435=A#2.@35=4/ .=I4=#
<.@ A: G?/52）［$］结合并促进细胞凋亡, 纤粘连素和细胞

的结合可以抑制这种凋亡, 虽然 B52! 蛋白可以促进

细胞凋亡，但其具体的信号转导通路还不清楚, 我们

拟从人胎盘组织中克隆人 6%7! <>RS 基因，并在大肠

杆菌中进行表达，为进一步研究 6%7! 基因的功能及

其与肿瘤发生的关系奠定基础,

!H 材料和方法

!I !H 材料H -TV]A/（ @）T.4E.=2 为 U5Z<A BT^ 公司产

品；J7?.@G<5?2 !反转录试剂盒购自 5=N52@AE.= 公司；

H:7 >RS 聚合酶为鼎国公司产品；限制性内切酶，

VH-U，;R-H，>^$""" >RS K4@\.@ 购自 -4\4@4 公司；

凝胶 >RS 纯化试剂盒为赛百盛公司产品；TR&84 S
及其他 分 子 生 物 学 常 用 试 剂 均 为 华 美 公 司 产 品,
-A?!" 菌种由第四军医大学病理学实验室保存,
!I JH 方法

!W $W !* 单链 <>RS 模板的制备 * 用 -TV]A/（ @）T.4#
E.=2 从新鲜的胎盘组织中提取总 TRS，提取的 TRS 用

紫外分光光度计进行定量, 按照 J7?.@G<5?2!反转录试

剂盒的说明将提取的总 TRS 反转录为单链 <>RS,
!W $W $* 引物设计* 上游引物：(_UUSS--PUPPP-P#
PSSS-PP--UU--S-U )_，含 9:’TV 识别位点；下游引

物：(_PUUUS-PPUS-UUSUUUU--U--U-PS-S )_，含
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!"#!" 识别位点；

#$ %$ &’ 人 $%&# ()*+ 基因的扩增’ 以单链 ()*+ 为

模板进行人 $%&# ()*+ 基因的扩增, 在 -. !/ 反应体

系中，加入 #. 0 123 缓冲液 - !/，’"( )*+ 聚合酶 #
!/（4#$ 56 789: ; /），<*=1 # !/（#. 77>? ; /）引物各

# !/（%. !7>? ; /），()*+ 模板 # !/，灭菌去离子水

4. !/，混匀并短暂离心后进行循环反应, 反应条件

为：@4 A 4- B，5# A 4- B，C% A 4- B，共 &6 个循环，

末次循环结束后 C% A延伸 - 7DE，4A保存, 123 产

物用 #. F ; / 琼脂糖凝胶电泳观察，回收 )*+ 条带，

用赛百盛试剂盒按说明纯化扩增产物,
#$ %$ 4’ 人 $%&# ()*+ 基因的克隆 ’ 123 扩增产物

与 GH2#@ 载体均用 )*+3" 和 !"#!" &CA双酶切 & I，

酶切产物行 #. F ; / 琼脂糖凝胶电泳及凝胶 )*+ 回

收, 人 $%&# 基因片段与 GH2#@ 载体片段按 -J # 摩尔

比例，在 =4 )*+ 连接酶催化下，于 #5A连接 #% I, 连

接产物转化 =>G#. 感受态细胞，&CA振摇培养 4- 7DE
后涂布于 /K 平板（含氨苄青霉素 #.. 7F ; /），&CA倒

置培养 &5 L 46 I, 随机挑选 5 个白色菌落（ 蓝白筛

选），分别接种于 - 7/ 含氨苄青霉素的 /K 培养液

中，&CA振摇培养过夜，参照文献［&］以碱裂解法小

量提取质粒 )*+，经酶切及序列测定鉴定阳性克隆,
阳性克隆质粒命名为 GH2#@MKD:#,
#$ %$ -’ 人 $%&# ()*+ 基因在大肠杆菌中的表达［4］’
用 )*+3"和 ,"-"两个酶切位点将 GH2#@MKD:# 中的

$%&# 基因片段亚克隆入 GNOPM4=& 载体，阳性克隆质

粒命名为 GNOPM4=&MKD:#, 将含重组表达质粒 GNOPM
4=&MKD:# 的 单 个 菌 落 接 种 于 含 氨 苄 青 霉 素（ #..
7F ; /）的 /K 培养液中，&CA 振摇培养过夜，次日按

%. 7F ; / 转接于 % 7/ /K 培养液中，&C A振摇培养至

.5..E7 Q .$ 4 L .$ 5，加入 "1=N 至终浓度为 % 77>? ; /，

&C A诱导 & I, 取 #$ - 7/ 诱导表达菌液离心，得到菌

体沉淀，以 %P 凝胶加样缓冲液 %. !/ 及灭菌去离子

水 %. !/ 悬浮，煮沸 #. 7DE，离心 #. 7DE 后取 & !/ 上

清在 KD>M39< 电泳仪上进行 #%. F ; / R)RM1+NO，用考

马斯亮蓝染色观察,

!" 结果

!# $" 人 !"#$ %&’( 基因的扩增 " 从新鲜的胎盘组

织中提取总 3*+ 经反转录为单链 ()*+，以此为模

板扩增出人 $%&# ()*+ 基因，#. F ; / 琼脂糖凝胶电泳

证实扩增片段与理论大小（-6- SG）一致（TDF #）,
!# !" 人 !"#$ %&’( 基因的克隆 " 将两端带有 )*+3
"和 !"#!"的人 $%&# 基因片段克隆入载体 GH2#@
中，得到 GH2#@MKD:#，)*+3"和 !"#!"双酶消化可

得到 -@5 SG 的 )*+ 片段（TDF %），经测序证实所获得

的基因片段序列与 NUEK9E8 数据库所收录的 $%&# 基

因序列（登录号为 *VW.#5.CC）完全一致,

V：)*+ 79X8UX )/%...；#：+7G?DYD(9:D>E >Y IZ79E $%&# ()*+ FUEU,

TDF #’ +E9?[BDB >Y 123 GX><Z(:B S[ 9F9X>BU FU? U?U(:X>GI>XUBDB
图 # 123 产物的琼脂糖凝胶电泳分析

V：)*+ 79X8UX )/%...；#：GH2#@MKD:# <DFUB:U< \D:I )*+3"9E< !"#!",

TDF % ’ "<UE:DYD(9:D>E >Y XU(>7SDE9E: G?9B7D< GH2#@MKD:# S[
)*+3" 9E< !"#!" <DFUB:D>E
图 % 重组质粒 GH2#@MKD:# 的酶切鉴定

V：)*+ 79X8UX )/%...；#：GNOPM4=&MKD:# <DFUB:U< \D:I !"#!",

TDF & ’ "<UE:DYD(9:D>E >Y XU(>7SDE9E: G?9B7D< GNOPM4=&MKD:# S[
!"#!" <DFUB:D>E
图 & 重组质粒 GNOPM4=&MKD:# 的酶切鉴定

!# )" 人 !"#$ %&’( 基因在大肠杆菌中的表达 " 利

用 )*+3"和 ,"-"将人 $%&# 基因片段亚克隆入表达

载体 GNOPM4=& 中，用 !"#!" 进行酶切鉴定（TDF &）,
将含重组表达质粒 GNOPM4=&MKD:# 的菌液于 &CA 用

% 77>? ; / "1=N 诱导表达，#%. F ; / R)RM1+NO 电泳，

在 /X 4- ... 左右有一条新的蛋白带（如箭头所示），

而诱导的空载体菌则无此蛋白表达带（TDF 4）, 随着

加入 "1=N 后诱导时间的延长（#，%，& I），蛋白表达

逐渐增高，& I 时达到最高，4 I 后开始下降, 通过激

光薄层扫描分析，表明 "1=N 诱导时间为 & I 时蛋白

表达带占细菌总蛋白量的 4.$ 5] ,
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!："#$ %#&’()&*+ $’,-./ 0+#/’,1 %*+2’+；3 4 5：6*(/’+,* 7’*+,1- 089:;

5<=;6,/3 ,1>)(’> 7? @A<8 B#+ 3，C，= *1> 5 . +’D0’(/,E’&?；F：G#1 ,1;

>)(’> 7*(/’+,* 7’*+,1- 089:;5<=;6,/3；H： @1>)(’> 7*(/’+,* 7’*+,1-

089:;5<=；I：G#1;,1>)(’> 7*(/’+,* 7’*+,1- 089:;5<=J

K,- 5L MNM;AO89 #B .)%*1 6,/3 B)D,#1 0+#/’,1 ’P0+’DD’> ,1 !" #$%&
图 5 在大肠杆菌中诱导表达的人 6,/3 融合蛋白聚丙烯酰胺

凝胶电泳

!" 讨论

从细菌到人，’&(3 基因在生物界中非常保守，并

与凋亡发生有关J 6,/3 从线粒体中释放至胞质中以

后，可以与 O9M 结合，从而引起不依赖于 (*D0*D’ 的

细胞凋亡J ’&(3 基因的发现对于研究凋亡的发生与

调节提供了新的途径J 胞质内 6,/3 浓度的升高可以

明显促进 *1#,2,D 的发生，而其浓度的降低可以降低

*1#,2,D 的发生J O9M 属于 <"9（<+*1D>)(,1;&,2’ ’1.*1;

(’+ #B D0&,/）家族成员，<"93 可以促进细胞存活基因

的转录，而 6,/3 与 O9M 的结合可以关闭这种基因的

转录，因而促进细胞凋亡的发生J <"93 的上调表达已

经作为淋巴瘤的一个诊断标记［F］J 那么，6,/3 和淋巴

瘤或其他肿瘤之间的关系值还需我们进一步研究J
为了研究 ’&(3 基因的功能及在肿瘤中的分布情

况，我们成功地从人胎盘组织中克隆得到了人 ’&(3
(NGO 基因，并在大肠杆菌中得以表达，这为下一步

实验奠定了基础J
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左腋下直切口动脉导管结扎术 C\ 例

蔡 莉 萍3，武 L 艳3，王 L 军3，曹 L 艳3，向 L 英C，
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陕西 西安 I3TTF5，C第四军医大学预防医学系卫生勤务学教研

室，陕西 西安 I3TT==）

【关键词】动脉导管；结扎术；手术配合
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#" 临床资料L 动脉导管未闭（ANO）C\ 例，男 [ 例，女 3[ 例，平

均年龄 I‘ F 岁J 在静吸复合全麻气管插管下，取右侧卧位，采用

左腋下直切口经第 = 肋间开胸，左腋下直切口 F 4 I (%，开胸

后，在降主动脉表面，迷走神经后方，纵向切开纵隔胸膜，钝、锐

交替游离动脉导管，用沾有石蜡油的 3T 号缝线加垫（ 垫用长

3 45 (%，宽 T‘ F 4T‘ I (% 涤纶片卷成）或不加垫双重结扎J 游离

和结扎过程用硝普钠每分钟 = 4 3T - S 2-，控制收缩压在 3C 2A*
以下进行，结扎后使血压降至原水平，检查震颤消失，查对器

械，纱布无误后，置胸腔引流管，逐层关胸J 术后随访，无 3 例

复发J

$" 讨论L 动脉导管未闭的闭合手术方法有：单纯结扎、多重结

扎、钳闭、切断缝合、经导管阻塞和胸腔镜下闭合等［3，C］J 目前外

科闭合 ANO 的方法较统一，效果良好，并发症少死亡率低J 至

今，腋下切口加垫或不加垫结扎术仍是常规手术方法，该手术

的优点是：美观、患者易接受；组织损伤少，对上肢功能影响小；

术中失血少，手术时间短J 在手术过程中必须：操作轻柔，特别

是分离动脉导管后壁组织时，切忌暴力撕脱；游离导管过程均

在收缩压低于 3C 2A* 以下进行；对导管直径 a 3 (% 者一定要

加垫J
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