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"摘要#

!

目的
!

克隆小鼠
R>L

基因全长编码区!并原核表达小鼠
R>L

基因全长序列!为从转录水平探讨
R>L

基

因与肿瘤的关系奠定基础$方法
!

取小鼠骨髓细胞!采用逆转录
)

聚合酶链反应"

f:)&Wf

#从细胞中获得
R>L

基因!

构建重组表达质粒
/

<?%U>

(

R>L

'酶切鉴定挑选阳性重组质粒转化大肠埃希菌
f+T

!测序鉴定后经
Z&:N%"i

诱导
!

@

!

TbT)&*N'

电泳判断以包涵体形式存在的带有
aE1

标签的融合蛋白!

M<1?<ACG,;?

鉴定$结果
!

扩增获得的
R>L

基因
WbT

区全长
"9(G

/

!编码
6(%

个氨基酸残基!与
N<CR>CK

中发表的序列完全一致$成功构建了原核表达载体

/

<?%U>

(

R>L

!并在工程菌
f+T

中获得大量表达$结论
!

获得了小鼠
R>L

基因!并成功原核表达和制备出小鼠
R>L

融合蛋白!为进一步研究其生物学功能奠定了基础!并为寻找多种肿瘤性疾病的有效治疗途径提供新思路$

"关键词#
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R>L

基因'

!

bY*

'

!

克隆'

!

聚合酶链反应'

!

原核表达
!
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年#
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等.

6

/发现了一种能与
RD,)%

共沉淀的蛋白

质#命名为
R>L

$

RD,)%>11;DE>?<F2

/

A;?<EC

%#属于
RD,)%

家族#

是重要的促凋亡因子#通过对凋亡的调节干预肿瘤的发生(发

展及预后.

%

/

*本研究应用
f:)&Wf

技术克隆小鼠
R>L

基因并

原核表达#现将结果报道如下*

$

!

材料与方法

$8$

!

材料
!

:AEQ;,

(逆转录试剂盒及质粒提取试剂盒为
ZC)

=E?A;

H

<C<

公司产品#

S*:>

I

bY*

聚合酶(

&AE.<T:*f

:V

aT

bY*&;,

-

.<A>1<

(

FY:&

(

R>.a

'

及
2@;

'

核酸内切酶(

:5

连接酶(

bS%###

(蛋白
.>AK<A

和
/

Vb6():

载体均为
:>K>A>

RE;?<D

公司产品#琼脂糖为上海意图公司产品#

2)

H

>,

和
Z&:N

为默克公司产品#

'WS

试剂购自
*.<A1@>CRE;1DE<CD<1

公司#

>C?E)aE1

抗体(羊抗小鼠
Z

H

N)af&

购自北京中山生物技术有

限公司*原核表达载体
/

<?%U>

(感受态细菌
'8D;,Eba"

&

和

'8D;,Ef+T

由昆山市第三人民医院检验科保存*实验用

R>GD

"

S

小鼠购自扬州大学比较医学中心*

$8/

!

方法

$8/8$

!

引物设计与合成
!

根据
N<CR>CK

中小鼠
R>L

基因

WbT

序列#通过
&AE.<A&A<.E<A"8#

软件设计引物#由上海生

物工程技术有限公司合成*引物序列如下!上游引物
&6

$

R>.a

'

%

"])N*NN*:WW*:NN*WNNN:WWNNNN*)

$]

)下游引物
&%

$

2@;

'

%

"])WNWW:WN*N:W* NWWW*:

W:::W::WW*N*:NN:N)$]

*

$8/8/

!

小鼠骨髓细胞总
fY*

的提取
!

取小鼠骨髓研碎#置

'&

管内#加入
6.S:AEQ;,

#室温放置
".EC

#加入
#8%.S

氯

仿#盖紧
'&

管用力振摇
6"1

#室温放置
6#.EC

)

5i

#

6%###̂

H

离心
6".EC

#取上层水相至清洁
'&

管)加
#8".S

异丙醇#

室温静置
6#.EC

#

5i

#

6%###̂

H

离心
6#.EC

#胶样
fY*

沉于

管底部#弃上清液#加二乙基焦磷酰胺$

b'&W

%水配制的
9"[

乙醇
6.S

涡洗
fY*

两遍)

5i

#

9"##^

H

离心
".EC

#去乙

醇#空气干燥
$

"

".EC

)加入
%#

$

Sb'&W

水溶解
fY*

*

$8/8'

!

f:)&Wf

扩增
R>LDbY*

!

根据逆转录试剂盒操作说

明#将总
fY*

逆转录为
DbY*

#以其为模板进行
&Wf

扩增*

"#

$

S&Wf

反应体系包括
%"

$

S%̂ NWG0BB<A

'

(

!

$

SFY:&

$

%8"..;,

"

S

%(

$

$

SDbY*

(

#8"

$

SS*:>

I

酶$

"4

"

$

S

%(

6

$

S

&6

及
&%

引物(

6$8"

$

Sa

%

+

*

&Wf

反应条件!

(5i

预变性
"

.EC

#

(5i

变性
$#1

#

!#i

退火
$#1

#

9%i

延伸
!#1

#共进行
$#

次循环#再
9%i

延伸
6#.EC

*

&Wf

扩增产物进行
6[

琼脂糖

电泳#

'R

染色分析鉴定*

$8/81

!

R>LDbY*

克隆鉴定及序列分析
!

用胶回收试剂盒对

R>L

基因的
&Wf

扩增产物进行回收#并与
/

Vb6():

载体连

接#转化
ba"

&

感受态细菌#接种含有氨苄西林(

2)

H

>,

和
Z&:N

的
SR

平板#挑取白色菌落增菌#用试剂盒抽提质粒并作

R>.a

'

(

2@;

'

酶切和
&Wf

鉴定*将经过鉴定的阳性重组质

粒#使用
V6$c

"

f

通用引物进行双向反应测序#将测定的核苷

酸序列与
N<CR>CK

中的序列进行同源性分析*

$8'

!

重组质粒的构建
!

将测序正确的
/

Vb6():

"

R>L

质粒经

R>.a

'

和
2@;

'

双酶切#胶回收的产物经克隆到
/

<?%U>

载

体#然后转化大肠杆菌
f+T

#挑取阳性克隆#经酶切鉴定与预

期结果相符#送公司测序*

+
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!
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!

小鼠
R>L

重组蛋白的诱导表达
!

挑取单个菌落接种于
$

.S

氨苄西林
SR

培养基#

$9i

振摇
6%

"

6!@

#第
%

天将此菌

液以
6

"

6##

接种新鲜
SR

培养基中#

$9i

培养至
+b!##

约为

#8!

时#分别加入终浓度为
#8"

(

6

(

68"

(

%..;,

"

S

的
Z&:N

#然

后分别在
%"

(

$#i

和
$9i

继续振荡培养#诱导时间分别为
5

(

!

(

U@

#在各个时间段分别
5i

(

"###^

H

离心
6#.EC

收集细

菌弃上清液#

6

"

6#

体积的冷
&RT

重悬细菌#冰浴超声破菌*

5i

(

6%###̂

H

离心
%#.EC

#各取上清液和沉淀行
TbT)&*N'

电泳#确定合适的
Z&:N

浓度(诱导的温度和时间*

$82

!

M<1?<ACG,;?

鉴定
!

通过
TbT)&*N'

电泳结果发现
R>L

蛋白的最佳诱导条件为
%" i

#

6..;,

"

S

的
Z&:N

#

!@

*用

TbT)&*N'

胶分离蛋白后#将分离胶中的蛋白经电转移至

&Xbc

膜上*将
&Xbc

膜取下后用
"[

的脱脂牛奶封闭
6@

#

:RT

"

:

洗涤一次*按
6j6###

的比例#用
"[

的脱脂牛奶稀

释抗
aE1

抗体#

5i

孵育过夜#

:RT

"

:

洗涤
$

次#每次
".EC

*

按
6j5##

的比例#用
"[

的脱脂牛奶稀释辣根过氧化物酶标

记的羊抗小鼠
Z

H

N

抗体#室温孵育
6@

后#再用
:RT

"

:

洗涤
$

次#每次
".EC

*最后加显色剂
'WS)

/

,01

并曝光观察结果*

/

!

结
!!

果

/8$

!

R>L

基因
f:)&Wf

扩增结果
!

抽提小鼠骨髓细胞总

fY*

#以逆转录产物为模板#采用特异性
R>L

引物#通过
&Wf

扩

增得到目的基因#长度为
"9(G

/

#与目的片段基本一致$图
6

%*

!!

注!

6

为
R>L

基因片段)

%

为
bY*

分子量标准$

bS%###

%*

图
6

!!

f:)&Wf

扩增
R>L

基因的琼脂糖凝胶电泳分析图谱

/8/

!

重组质粒的筛选与鉴定
!

将
&Wf

产物与
/

Vb6():

载体

连接#连接产物转化
ba"

&

菌株#进行蓝白斑筛选随机挑取白

色菌落#抽提其质粒#经单(双酶切#电泳后#阳性克隆条带分别

为
%!(%G

/

和
"9(G

/

左右#结果见图
%

*

!!

注!

6

为
bY*

分子量标准$

bS%###

%)

%

为重组子
/

Vb6():

"

R>L

的
R>.a

'

(

2@;

'

双酶切片段*

图
%

!!/

Vb6():

(

R>L

双酶切鉴定的琼脂糖凝胶电泳图谱

/8'

!

测序结果及分析
!

克隆出的目的基因测序显示#其编码

区为
"9(G

/

#编码
6(%

个氨基酸残基#部分测序结果与
N<C)

R>CK

已收录的序列$

YV

3

##9"%9

%比较#同源性达
6##[

*

/81

!

重组质粒
/

<?%U>

"

R>L

的构建及鉴定
!

将
R>L

亚克隆到

原核表达载体
/

<?%U>

多克隆位点中$

R>.a

'

和
2@;

'

%#重组

克隆经酶切及
&Wf

鉴定#目的片段大小与预期相符#证实表达

载体构建成功*

/82

!

R>L

融合蛋白的诱导表达及
M<1?<ACG,;?

鉴定
!/

<?%U>

"

R>L

阳性菌株经
Z&:N

诱导后
TbT)&*N'

电泳显示!在
%"i

(

6..;,

"

SZ&:N

诱导
!@

条件下#融合蛋白表达达到高峰#蛋

白条带位于约
%%̂ 6#

$ 处$与预期相符%#用抗
)aE1

进行
M<1?)

<ACG,;?

鉴定#证实该蛋白条带为
R>L

融合蛋白$图
$

%*该重

组蛋白主要以包涵体形式存在*

!!

注!

6

为未诱导表达
R>L

蛋白)

%

为
Z&:N

诱导表达
!@

的
R>L

上

清蛋白)

$

为
Z&:N

诱导
!@

的
R>L

沉淀蛋白)

5

为
Z&:N

诱导表达
!@

的融合蛋白)

MR

为利用带
aE1

标签的单克隆抗体经免疫印迹法鉴定

G>L

融合蛋白*

图
$

!!

小鼠
R>L

融合蛋白在
'8D;,Ef+T

中的表达及鉴定

'

!

讨
!!

论

细胞凋亡又称程序性细胞死亡#是由一系列基因控制的细

胞自主性死亡#它在生物体的进化#内环境的稳定以及多个系

统的发育中起着重要作用.

$

/

*在凋亡程序的启动及执行过程

中#

RD,)%

家族蛋白扮演着关键性的角色.

5

/

*

RD,)%

家族蛋白被

分为两类#即抗凋亡蛋白和促凋亡蛋白#

R>L

是重要的促凋亡

因子#在促进细胞凋亡(抑制肿瘤发生中起到了重要作用*

R>L

通过与
RD,)%

家族蛋白成员及其他相关蛋白相互作

用#发挥其抗凋亡功能.

")U

/

*

R>L

通过对线粒体外膜的破坏#促

进死亡诱导信号复合体
bZTW

$

F<>?@)ECF0DEC

H

1E

H

CEC

H

D;.

/

,<L

%

的组装#促进
W>1

/

>1<)$

和
W>1

/

>1<)U

的活性#从而起到促凋亡

作用*

凋亡是多种恶性肿瘤(自身免疫病和退行性疾病发生的重

要辅助性因素#而
R>L

是重要的促凋亡因子#因此#

R>L

的表达

与多种恶性肿瘤的发生(发展密切相关.

(

/

*有学者发现
R>L

基

因突变是结肠癌和胃癌预后不良的重要指示.

6#)66

/

*另外#

R>L

可介导乳腺丝抑蛋白的凋亡敏化效应#为乳腺癌和前列腺癌的

治疗提供了新思路.

6%

/

*通过对
R>L

的研究#探讨其在凋亡过

程中的作用#及与其他
RD,)%

家族成员的相互关系#有利于进

一步了解其与肿瘤的发生及耐药性的关系#为肿瘤的临床治疗

提供了重要的理论依据*

本试验通过
f:)&Wf

从小鼠骨髓细胞中获得
R>L

基因#

通过与
N<CR>CK

中发表的
R>L

基因序列比较#同源性完全一

致#长度为
"9(G

/

#编码
6($

个氨基酸残基)构建了原核表达载

体
/

<?%U>

"

R>L

#并在大肠埃希菌
f+T

中成功表达#获得了
R>L

融合蛋白*小鼠
R>L

基因的成功克隆和表达#$下转第
!!U

页%
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件明显增多*多重耐药鲍曼不动杆菌基因分型显示
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酶

基因为主#同时携带有广谱
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)

内酰胺酶基因及氨基糖苷类修饰

酶基因#基因类型模式相似*通过肠冲肠凝胶电泳发现
%#

株

多重耐药鲍曼不动杆菌酶切后染色体基因条带完全相同#占

(#8([
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%%

%#说明确实存在克隆株流行#表现出除亚胺培南

和头孢哌酮"舒巴坦敏感或中介外的多重耐药性*出现同时携

带
+2*)%$

型碳青霉烯酶基因和
&'f)6

型质粒基因多重耐药

菌株#并表现出对亚胺培南的耐药和对头孢哌酮"舒巴坦中介(

对其他抗菌药均耐受的特点*加强环境检测和消毒有重要

意义*
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疗奠定了重要的基础*
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