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人胎盘TRA IL 基因的cD NA 克隆及序列测定
Ξ
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　　[摘　要 ]　根据GeneBank (U 37518) 中TRA IL (肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体) 的 cDNA 序列, 设计扩增

引物。采用R T 2PCR 从人胎盘中扩增出TRA IL 基因的全长cDNA。产物纯化后连至pGEM 2T Easy 载体, 转化大肠

杆菌DH 5Α。筛选阳性克隆菌, 酶切鉴定并进行序列测定。结果表明, 本试验成功地克隆了 TRA IL 基因的1 039 bp

全长cDNA。
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　 　 TRA IL ( TN F2rela ted apop to sis2inducing

ligand, TRA IL ) 也称凋亡素 2 配体 (A PO 2 ligand,

A PO 22L ) , 即与肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配

体[1, 2 ]。它是肿瘤坏死因子 (TN F)超家族的新成员,

1995 年由W iley 等[1 ]首次克隆成功。人TRA IL 基因

全长为 1 769 bp , 分子质量 32. 5 ku, 为Ê 型跨膜蛋

白, 由胞浆区 (14 氨基酸)、跨膜区 (26 氨基酸) 和胞

膜外区 (241 氨基酸) 组成, 胞膜外区有一个糖基化

位点。TRA IL 胞膜外区有蛋白酶作用位点, 可以从

膜上剪切下来形成可溶性分子。TRA IL 可诱导多种

肿瘤细胞凋亡, 而对正常组织细胞无凋亡诱导作用,

且无毒副作用[3 ]。因此, 基于TRA IL 分子安全、无毒

副作用的特点, 其有可能用于基因治疗或成为新的

抗肿瘤药物。本研究利用TR Izo l 试剂从人胎盘中提

取总RNA , 通过R T 2PCR 方法克隆了TRA IL cDNA

全长, 并进行了序列测定, 以期为进一步研究

TRA IL 蛋白的抗肿瘤作用和基因治疗提供新的思

路。

1　材料与方法

1. 1　材料与试剂

　　新鲜人胎盘组织取自陕西杨凌示范区医院, 大

肠杆菌菌株DH 5Α由西北农林科技大学生物工程研

究所保存, TR Izo l 试剂购自G IBCO 公司, D EPC 购

自 AM R ESCO 公 司, R T 2PCR 试 剂 盒

T hermo scriop tTM 为 Invit rogen 公司产品, 凝胶回收

试剂盒为 T aKaR a 公司产品, 质粒抽提试剂盒

( W izard P lu s M in ip rep s DNA Pu rif ica t ion

System )、pGEM 2T Easy 载体、限制性内切酶N otÉ
均购自P rom ega 公司, PCR 引物由北京三博远志生

物技术公司合成。

1. 2　方　法

1. 2. 1　引物设计　根据 W iley 等[1 ] 发表的人

TRA IL cDNA 序列 (Genebank U 37518) 设计上下

游引物。

上游引物:

5′2GGCT GCCT GGCT GA CT TA CA 23′;

下游引物:

5′2GT GGCT GCTCTA CTCA GA T T GC23′。

1. 2. 2　总RNA 的提取　采用TR Izo l 试剂提取人

胎盘总RNA。参考试剂使用说明, 将保存在液氮中

的组织块直接放入研钵中, 在保持研钵中不缺少液

氮的情况下迅速研磨, 研成粉末后转入Eppendo rf

离心管, 加入TR Izo l 试剂裂解5 m in, 再加入氯仿进

行液相分离。转移水相至一新的离心管中, 加异丙醇

沉淀, 立即弃上清液后用体积分数75% 乙醇洗涤, 然

后再用D EPC 水重溶, 55～ 60 ℃温育10 m in 后立即

反转录。剩余RNA 于- 70 ℃保存。

1. 2. 3　RNA 的甲醛变性电泳　取总RNA 10 ΛL

进行甲醛变性琼脂糖凝胶电泳, 电泳结果如图 1 所

示。由图1 可见, 利用TR Izo l 试剂从人胎盘中提取的

总RNA 完整性较好。
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图 1　总RNA 的甲醛变性琼脂糖凝胶电泳

F ig. 1　Fo rm aldehyde denatu ralized electro2
ph rasis of to ta l RNA

1. 2. 4 　 R T 2PCR 　 取 5 ΛL 总 RNA , 按 照

T hermo scriop tTM 试剂盒的操作方法, 以特异性下游

引物合成cDNA。扩增参数为: 反转录 (R T ) , 55 ℃

45 m in, 85 ℃ 5 m in。然后以cDNA 为模板, 拟扩增

1 039 bp 产物。PCR 的条件: 94 ℃变性4 m in, 55 ℃

退火30 s, 72 ℃延伸80 s, 共30 个循环。

1. 2. 5　PCR 产物的纯化、克隆及鉴定　PCR 产物

凝胶电泳后, 按凝胶回收试剂盒的说明操作, 回收目

的片断。将回收产物克隆进pGEM 2T Easy 载体中,

转化DH 5Α, 涂板 (加有X2gal、IPT G、氨苄青霉素的

LB 琼脂平板) , 37 ℃培养 16 h, 筛选白色阳性克隆

菌落, 按质粒抽提试剂盒的操作方法抽提质粒。用限

制性内切酶N otÉ 酶切鉴定。

1. 2. 6　cDNA 的序列测定　取阳性克隆的穿刺菌

交上海生物工程公司进行序列测定。

2　结果与分析
2. 1　人胎盘TRA IL 基因cDNA 的R T 2PCR 结果

　　本试验用TR Izo l 试剂从人胎盘中提取总RNA ,

并以R T 2PCR 方法成功扩增出 TRA IL 基因 1 039

bp 的cDNA 全长。凝胶电泳结果见图2。

图 2　PCR 产物的电泳结果

A. PCR 产物;M. DNA 样标

F ig. 2　E lectropho resis of PCR p roduct

A. PCR p roduct;M. DNA m arker

2. 2　N otÉ 酶切鉴定结果

酶切产物经 0. 7% A garo se 凝胶电泳后, 可见

约1 039 bp 的目的基因条带及约3 015 bp 的载体基

因, 如图3 所示。表明目的片段已插入克隆载体。

图 3　目的片段的酶切分析

A. N otÉ 酶切结果;M. DNA 样标

F ig. 3　R estrict ion endonuclease digest ion

of target fragm ent

A. N otÉ digestion;M. DNA m arker

2. 3　核苷酸序列测定

测序结果经BLA ST 软件分析, 与GeneBank 中

报道的TRA IL 基因有99% 的同源性。其中第268 和

第 621 个核苷酸 ( GeneBank 中的序号) 分别由

G→T ,A →G。

3　讨　论
TRA IL 在肝、肾、小肠等组织以及外周血淋巴

细胞和转化的T、B 淋巴细胞中都有广泛表达[4 ]。本

研究从人胎盘中提取总RNA 获得了cDNA , 而目前

的国内外报道中多从构建好的 cDNA 文库、外周血

细胞、癌细胞系中克隆该基因。本研究结果表明,

TRA IL 基因的mRNA 在胎盘中的丰度较高。

本研究用特异性引物扩增了 TRA IL 基因的

1 039 bp 的全长 cDNA , 为研究TRA IL 蛋白的功能

奠定了基础。而目前许多研究都集中在TRA IL 的可

溶性片断 (约500 bp )的克隆。

TRA IL 诱导细胞凋亡是通过与细胞表面的受

体结合, 通过受体的胞内死亡结构域 ( death

dom ain,BD ) 启动细胞凋亡途径, 从而引起细胞凋

亡。迄今为止, 人们已发现了TRA IL 的5 种特异性

受体: TRA IL 2R 1 (DR 4) [5 ] , TRA IL 2R 2 (DR 5) [6, 7 ] ,

TRA IL 2R 3 (D cR 1 ) [6～ 8 ] , TRA IL 2R 4 (D cR 2 ) [9 ] 和

o steop ro tegerin (O PG) [10 ]。前 4 种受体已定位在染

色体8p 22221 上。其中DR 4 和DR 5 是2 种具有完整

胞质区的受体, 是TRA IL 的功能性受体, 与TRA IL

结合可引起细胞凋亡[4～ 6 ]。而D cR 1 和D cR 2 缺少完

整的胞内死亡结构域, 是2 种缺陷性受体, 同TRA IL

结合后不能传递凋亡信号。O PG 是一种分泌型糖蛋
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白, 是TN F 超家族成员, 在体内具有抑制破骨细胞

发生, 增加骨骼密度的作用。O PG 能够抑制TRA IL

诱导的Ju rkat 细胞凋亡; TRA IL 也能阻断其对破骨

细胞发生的抑制作用。可见,O PG 与TRA IL 是相互

调节的[11 ]。同一种细胞膜上如果既表达DR 4 和

DR 5, 又表达D cR 1 和D cR 2 时, 后者就可竞争性抑

制TRA IL 诱导细胞凋亡的功能。由于肿瘤细胞表面

不表达D cR 1 和D cR 2, 而只表达DR 4 和DR 5; 但在正

常细胞表面, D cR 1 和D cR 2 却有广泛表达。所以,

TRA IL 能够选择性地杀伤肿瘤细胞, 但TRA IL 分

子具体的凋亡信号传导机制尚未完全明了[11 ]。

基于TRA IL 基因能显著引起肿瘤细胞凋亡而

对正常细胞无影响[3 ] , 它将对肿瘤的靶向性和治疗

性集于一体, 有可能成为肿瘤基因治疗中较为理想

的治疗基因和新一代广谱抗癌药物。最近研究还发

现[12 ] , TRA IL 与化疗药物或放疗有协同杀伤肿瘤

细胞的作用。已证明TRA IL 可以杀伤多种肿瘤细

胞, 如白血病细胞、乳腺癌细胞、结直肠肿瘤细胞、黑

色素瘤细胞、恶性胶质瘤细胞及H IV 患者的淋巴细

胞等[13～ 15 ]。但有报道认为[16 ] , TRA IL 虽然对正常大

鼠、小鼠及猕猴的肝细胞无毒副作用, 但对正常人的

肝细胞具有诱导凋亡的作用。但O zo ren 等[17 ]发现,

caspase29 的抑制剂Z2L EHD 2FM K 可以保护正常人

的肝细胞, 而不影响TRA IL 对一些肿瘤细胞的杀伤

作用。因此, TRA IL 基因对治疗肿瘤有着良好的应

用前景。
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C lon ing and sequencing of H um an Bone M o rphogenet ic P ro te in 2

HUA Song1, J IA Zhan - sheng2,W U Hao1, HU Ben -quan 2,YANG Rui-feng1, ZHONG Y ong1

(1 Institue of B io2E ng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S hannx i 712100, Ch ina;

2 T ang d u H osp ita l, the F ou rth M ilita ry M ed ica l U niversity , S haanx i, X iπan 710000, Ch ina)

Abstract: In o rder to clone the hum an bone mo rphogenet ic p ro tein 2 (hBM P22) , a pair of p rim ers w ere

designed based on the coding sequence of hBM P22 derived from the GeneBank s (NM 001200). T he to ta l

RNA w as ex tracted from the t issue of hum an p lacen ta. T he target fragm en t w as amp lif ied by R T 2PCR ,

then in serted in to clon ing vecto r pM D 182T and tran sfo rm ed in to E. co li. st ra in JM 109. T he resu lt of doub le

rest rict ion endonuclease digest ion and the sequencing indica ted that the fragm en t cloned w as co rrect

compared w ith the sequence depo sited in GeneBank s, and the homo logy w as 99. 9%. C lon ing of hBM P22

gene gives a basis fo r fu rher exp ression study.

Key words: hBM P22; R T 2PCR; clon ing
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C lon ing and sequencing of cDNA of TRA IL from hum an p lacen ta

ZHANGM ing-feng, TANG Shuang, SONG Hong-we i, ZHANG Y ong
( Institu te of B io2E ng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: A cco rd ing to the cDNA sequence of TRA IL ( TN F2rela ted apop to sis2inducing ligand,

TRA IL ) derived from the Genebank (U 37518) , a pair of p rim ers w ere designed. R T 2PCR w as app lied to

amp lify the w ho le cDNA of TRA IL gene. T he DNA fragm en t w as cloned in to pGEM 2T Easy vecto r and

tran sfo rm ed in to E. coli DH 5Α ho st bacteria. N ot É endonuclease digest ion and sequencing of selected

po sit ive cloned bacteria w ere conducted. R esu lt show ed the w ho le 1 039 bp cDNA of TRA IL w as

successfu lly cloned.

Key words: TN F2rela ted apop to sis2inducing ligand (TRA IL ) ; R T 2PCR; sequencing; hum an p lacen ta
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