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人胰岛素样生长因子
一

基因农杆菌工程菌株的构建
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摘 要 采用固相亚磷酸三醋法人工化学合成了人胰岛素样生长因子
一 一

基因的 条寡核昔酸

片段
,

再通过片段
、

与
、

末端互补配对和 酶促补平及酶切连接成为完整的
一

片段
,

用

尸“ 酶切后克隆于
一 ,

经侧序证明所得 序列与设计的序列完全一致 , 选用植物

偏爱密码子校正了启始密码子 下游的 个密码子
,

并在 处增加 序列后
,

插人 的
‘ 位点

,

构建 以 为启动子的植物表达载体 以 从 一 切下
“ 一 一 一 一 ”

插人

之 耐 位点
,

构建成
一

植物表达载体 ,通过 直接转化法将表达载体导人农

杆菌
,

并以菌落原位杂交技术和 对重组农杆菌进行了筛选
,

所获得的重组农杆菌菌

株为培育
一

药用植物莫定了基础
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利用基因工程技术把外源基因导人植物细胞是

现代遗传育种的重要途径
,

根癌农杆菌 质粒基因

转化系统是 目前研究最多
、

理论机理最清楚
、

技术方

法最成熟的基因转化途径
。

人胰岛素样生长因子
一 ,

是一种从血清中发现的具有促进多种细胞生长

功能的活性多肤
,

是由 个氨基酸残基组成的单链

多 肤
,

含 有 对 二 硫 键
,

其 结 构 与胰 岛素原 相

似〔卜 , 。

它通过 自分泌
、

旁分泌
、

内分泌等方式发挥

生物学功能
,

在神经损伤
、

糖尿病
、

生长迟滞
、

骨质

疏松等疾病的治疗中已被证明是有效的
。

国外利用
一

治疗糖尿病
、

肾衰
、

肌萎缩性侧索硬化症及

生 长激素受体缺乏症 已进人
、

期 临床试验
。

一

基因是单拷贝基因
,

定位在 号染色体
一 ,

由 个外显子和 个内含子构成
,

其长

度大于
,

因此用一般的基因克隆技术难以

获得该基因
。

本研究采用化学方法人工半合成 了
一

基因
,

并且利用植物偏爱密码子校正了起

始密码子 下游的 个编码子核昔酸
,

在

处 添加 了有利 于 植物 聚合酶识别结合 的

保守序列
,

构建成了
一

植物表达载体
,

采用 直接转化法将
一

植物表达载体导

人农杆菌
,

构 建成 重组农杆菌菌 株
,

为

一

基因进一步转化葡萄等作物
,

培育药用植

物打下了良好的基础
。

国内外尚未见有关用

基因转化植物培育获得药用植物方面的研究报

道
。

现将本研究结果报道如下
。

材料和方法

材 料

菌株和 质 拉 ‘ 、 、

由热带作物生物技术国家重点实验室保存
,

。。由中科院北京遗传所朱祯教授惠赠

公 司产 品
, , 一

一

载体 购 自 公司
。

酶及 主 要 生 化 试 剂 限 制 性 内切 酶
, , ,

及 酶
、

酶
、 一

连接酶
、 一

试 剂 盒 均 购 自 公 司
, 一

为宝灵曼公司产品
。

试验方法

寡核普酸片段的设计和合成 利用

软件分析并参照文献〔 〕的方法进行设计
,

采用固相亚磷酸三醋法合成
,

由上海生工生物工程
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技术服务公司完成
。

一

基因的合成 采用文献 」的半合成

法
。

一

基因克隆和序列测定 基因克隆采

用常规克隆技术
,

序列测定由中国热带农业科学院

热带作物生物技术国家重点实验室完成 使用

公司生产的 型测序仪
。

一

基因的改造及植物表达载体的构建

利用植物偏爱密码子校正 后 个氨基酸编

码子
,

并在 处添加 保守序列
,

采用

引物突变法进行
,

引物设计依据文献
,

引物由上

海生工生物工程技术服务公司合成
一

植物

表达载体构建按常规方法
。

一 工 基 因植物 表 达 载体 转 化 农杆 菌

及菌落原位杂交 采用文献 」报道 的

直接转化法进行农杆菌转化
,

以文献「」的方

法进行菌落原位杂交和 分析
。

结果与分析
一

基因的 条寡核昔酸片段的设计

与合成

设计了
一

基因的 条寡核昔酸片段
,

长

度分别为
, ,

和
,

在片段 的
‘

端设计

了 位点
,

并添加了 起始密码
,

在片段

的
,

端添加了 位点和 终止密码
。

有研究

报道 〕,

起始密码下游的几组密码子能改善翻译起

始和 的二级结构
,

有利于提高基因的表达
,

因此采用植物偏爱密码子设计片段 后连续

个编码子
。

此外
,

在不改变氨基酸序列 的前提下
,

在片段
、

连接处设计了 酶切位点
。

所有设

计过程 中都使用 软件和文献 「」引物设

计原则
,

对 条片段和引物互补配对及 同源性进行

了分析
,

以确保基因合成和改造的准确性
。

‘ ‘

‘

‘

‘

‘

‘ ‘

为方便构建更有效的植物表达载体
,

重新设计

合成 对引物
,

在引物 的
,

端引人 位点和
“ ’,

保守序列
,

它的存在将有利于

翻译的起始〔川
。

在引物 的
‘

端引人 。 位点
。

‘ ‘

‘ ,

一

的半合成
、

克隆和序列测定

按等比例将合成的片段
、

和
、

分别混合
,

在

型 仪上 ℃保温
,

, 温浴
,

加
拌 酶的作用补平 再用

酶切片段
、

合成的短片段
,

用

酶切片段
、

合成的短片断
,

酶切片断用
一

回收后
,

在
一

连

接酶作用下将两个片断同时插人
一

的 位点
,

转化感受态大肠杆菌

。 ,

在涂布
一

的 拌 的

平板上筛选 白色菌落
,

用 尸 酶切鉴

定
,

能切下约 的 片段
,

则为阳性克隆
,

命名为
一

将测定的阳性克隆 序列

与已发表的序列图 比较
,

结果表明合成的
一

基因正确率为
。

一

基因的改造
、

植物表达载体的构建

以测序验证的质粒 为模板
,

用引物

进行 扩增
,

扩增程序为 ℃
,

一 ℃
,

一 ℃
,

℃
, ,

共进行 个循环
,

回

收约 的 片段 图
,

在
一

连接

酶作用下插人
一

载体
,

将筛选到 的 阳

性克隆 命名为
一

用 刀 酶

切 回收后插人 载体的 。 位点
,

转化感受态 ￡ 。 ,

在含有 拌

的 平板上筛选阳性克隆
,

经 酶

切鉴定
,

能切下约 的 片段
,

则为阳性克
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一

十 月 ” 互

扩增 一

仇

石沦口

一 ,

刀口沉
一

连接酶

一

了了艺扣

‘” 吕

沉 艺‘。

一

一

石花。

一

刀

一

图
一

植物表达载体构建流程图
一
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第 期 周 鹏等 人胰岛素样生长因子
一

基因农杆菌工程菌株的构建

讨 论

人胰岛素样生长 因子
一 一

是一种具

有促细胞分化和增殖活性
,

又具有类似胰岛素代谢

括性的多肤物质
。

近年来
,

重组
一

已作为一

种生物制剂被用于糖尿病
、

综合症
、

骨质疏松

症
、

神经炎等的试验性临床治疗
。

利用微生物表达系

统 如大肠杆菌
、

酿酒酵母 已对
一

进行了表

达研究
,

并得到了具有生物活性的
一

基因工

程产物
,

但表达量不够高且成本昂贵
,

若将其基因转

化植物
,

如果树作物
,

成为药用植物
,

人们通过 口服

途径获得药效
,

这不失为一条经济
、

方便的路子 有

研究报道 〕,

苦瓜中有类似 的物质 称植物

类胰岛素
,

用苦瓜匀浆液给动物静脉注射和灌胃
,

获得了相同的降血糖药用效果
,

通常人们多食苦瓜

得到类似的降血糖效果也证明了这一点 本研究构

建
一

植物表达载体
,

为转化植物培育

药用植物的研究和应用打下基础
。

在众多的植物

基因转化技术中
,

农杆菌 质粒转化系统与其他基

因转化体系如 直接导人
、

基因枪轰击转化等

相 比
,

具有许多 突出的优点
,

因此构建
一

重组农杆菌菌株
,

为通过植物基 因工程技术培育
一

药用植物奠定了物质基础
。
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