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摘 要 〕 通过
一

技术从人乳腺癌组织 中扩增 出长度 为 的人乳铁蛋白
,

产物经凝

胶 回收纯化后
,

克隆在
一

载体的 位点
。

测序结果和序列分析显示
,

与 中收录 的人
、

小 鼠
、

奶牛

和 山羊的乳铁蛋 白 序列 的同源性分别为
, ,

和
。

其中与人乳铁蛋 白

序列相 比
,

发现有 个碱基因等位基 因间的突变而发生变异
,

个碱基发生 了未知的突变
,

表明 已 成功 的扩增
、

克隆

了人乳铁蛋 白基因 序列
,

此基因序列 的 登录号为 氏

〔关键词 〕 人乳铁蛋 白基 因
一

克隆 乳腺癌

厂中图分类号澳 「文献标识码口 文章编 号口
一 一 一

人乳铁蛋白
,

是一种分

子质量为 的铁结合蛋 白
,

主要存在于乳

汁
、

唾液等分泌物中
,

其中乳汁中含量最高
。

乳铁蛋

白具有多种重要的生理功能
,

可促进铁的吸收
,

对胰

蛋 白酶及其类似 的蛋 白酶具有抗 降解 能力
,

因而在

肠道 内能 以完整 的形式被 吸收
,

可满足胎儿在发育

时期对铁 的需求 此外
,

乳铁蛋 白还可抑制细菌
、

肿

瘤细胞的生长
,

抵抗病毒的侵入
,

调节机体的免疫能

力
,

刺激免疫应答而增强抗病能力川
。

人乳铁蛋 白基

因 全长
,

其 中编码框
,

目前

已在小 鼠闭
、

奶 牛川
、

烟草川等动
、

植物体 内表 达 了

重组 的人乳铁蛋 白
。

本研究从人乳腺癌组织 中克隆

人乳铁蛋 白
,

并对其进行 了测序
、

分析
,

为利

用转基因动物乳腺生物反应器生产
,

以及研究

在抗菌和抗病毒 中的作用奠定 了基础
。

材料和方法

组织来源和主要试剂

人乳腺癌组织取 自山东潍坊人 民 医院
,

癌组织

从患者体内取出后
,

立 即用 溶液冲洗掉表面血

污并与周 围脂肪组织分离
,

剪成 的小块放人

冻存管
,

液氮中保存备用 宿 主菌 为西北农

林科技大学生物工程研究所分子实验室保存 质粒

一

购 自大连宝生物工程有限公司

限制性 内切酶
、

连接酶
、 、

和 均 购 自

公 司 试 剂
、 。

、

聚 合 酶 购 自

公司 为
一

公司产品
。

总 的提取及完整性检测

采用 法提取人乳腺癌组织 的总
,

具体方法参考试剂使用说明书
。

取总 越
才

点

样进行 甲醛变性琼脂糖凝胶 电泳
,

在凝胶成像分析

系统 中观察结果并记录
,

检查所提取总 的完

整性
。

特异性引物 的设计及合成

参考 等仁 〕
、

等仁 〕发表在 , 中

的人乳铁蛋 白 序列
,

利用

软件设计 对引物
。

上游引物 ’

’ 下 游 引 物
‘

‘ ,

由上海生物工程服务

公司合成
。

一

反应

在 水处理过 的 反应管 中依次加人

一 拼 肛 ,

下游引物 拼

越 和 处理 的水 拜 ,

孵育 后立

收稿 日期 〕
一 一
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即放于冰上
,

使 和引物充分变性并解除

的二级结构
。

冰上操作依次加人 只

拼 一 , 拼 ,

扭 拜 ,

处理的水 拜 、 ,

拜 矛 肛 ,

华 拜 ,

反转录体系总体积 川
。

轻轻摇匀瞬时离心后
,

反应
,

反应
,

时加人 扭 “ 了

并反应
,

反应结束后取 拼 进行 扩增
,

其余于

一 冰箱保存备用
。

在 水处理过 的

反应管中依次加人 只

拌 , , 拼 一 ,

拼 肛 ,

上游引物 拼 才 扛 ,

下游弓

物 拼 浏 ,
了

’

小 拜 一 , 拌 一 ,

处 理 水

川
一 ,

扩增总反应体积为 川
。

混匀瞬间离心

后进行热循环
,

反应
,

然后 以 变性
,

退 火 、 ,

〔
、

延伸
,

为 个循

环
,

循环 次
,

〔
、

再延伸
。

产物的琼脂糖凝胶 电泳

制 备 的琼 脂糖 凝 胶
,

加 人 澳 化 乙 锭

至 其 终 质 量 浓 度 为
。

取

扩增产物 阿
廿

与 又 凝胶 电泳 上样缓 冲液

越
一

混匀后
,

点样 电泳
,

电压
,

后在凝

胶成像分析系统 中观察结果并记录
。

目的片段的克隆
、

鉴定和序列测定

利用 从琼脂糖凝胶上

回收并纯化 产物后
,

克隆在
一

的 位点
,

并转化感受态大肠杆菌
,

蓝 白斑法

筛选 阳性克隆
,

具体方法参考文献
。

用 记

提取质粒后
,

酶切 鉴定重组 质

粒
,

并对 阳性克隆进行序列测定
。

结果与分析

人乳腺癌组织总 的完整性

甲醛变性琼脂糖凝胶电泳检查提取 的总

的完整性
,

结果如图
。

从 图 可 以清晰地看到
,

两条主带 以及较弱 的 带
,

这表 明所提取 的人乳腺癌组织 总 纯度较高
,

完整性较好
,

无明显降解
,

可用于
一

反应
。

图 飞 人乳腺癌组 织总 的 甲醛变性

琼脂糖凝胶电泳

、

人乳铁蛋 白基因 的扩增
一

反应 的电泳结果显示
,

得到 了 条特

异性 条带 图
,

与预 扩增 的片段 大 小一致
,

约为
,

而且无非特异性条带的干扰
,

扩增的特异

性较强
。

一 习掀韶 一

一

图 人乳铁蛋 白基因 产物的 电泳结果

八 产物

一

图 重组质粒酶切鉴定结果

样标 重组质粒 尸“ 酶切分析
、

万 工
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王

兰 — 即 困 口 , 了
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重组质粒酶切鉴定结果

利用蓝 白斑法筛选 阳性克隆菌落
,

并酶切鉴定

重组质粒
。

由于人乳铁蛋 白基因 序列和
一

载 体 都 有 单 一 的 尸 酶 切 位 点
,

故 采 用

尸 工做酶切鉴定
,

预计将得 到两条特异性条带
,

电

泳结果显示 图 与预计 的结果一致
,

片段大小分

别为 和
,

表 明 目的片段 已成功 的

克隆在
一

的 位点
,

而且是反方向

插人
一

载体 中
。

人乳铁蛋 白基因 核昔酸序列分析结果

对 阳 性 克 隆 进 行 序 列 测 定 图
,

并 利 用

软件进行 同源性分析
。

结果表 明
,

与

中收录的人
、

小鼠
、

奶牛 和 山羊 的乳铁蛋 白基

因 序列 的同源性分别为
, ,

和
。

经序列分析发现
,

与

中收录的人乳铁蛋 白 序列相 比
,

有 个碱基

因等位基 因间 的突变而发生变异
,

个变异碱基发

生了未知的突变
,

分别为第 位 一
,

导致第

位氨基酸 一 第 位 一
,

导致第 位

氨基酸 第 位 一
,

导致第 位氨

基酸 一 第 位 一
,

未导致氨基酸发

生变 化 第 位 一
,

导 致第 位氨 基 酸

第 位发生 了未知的突变
,

氨

基酸未发生变化
,

此基因序列 的 登录号为
。

讨 论

人乳铁蛋 白不仅是一种载铁蛋 白
,

促进铁 的吸

收
,

而且还是人体非特异性免疫系统 中的重要成员

之一
,

具有调节人体免疫功能
,

促进细胞增殖
,

刺激

免疫应答而增强机体抗病能力的功能
。

利用乳腺生

物反应器大规模生产人类所急需 的外源活性蛋 白
,

己 引起广大科研工作者和生物制药公 司的瞩 目
,

并

投入了大量的精力和财力研究外源基因在乳腺细胞

中高水平表达和分泌 的条件
,

同时也成功 的研究 出

了 一 批 高 水 平 表 达 目的基 因 的转 基 因 动 物
。

如

少 』制作的转 。 一

抗胰蛋 白酶基 因的转基 因绵

羊
,

外 源 基 因在 乳 中 的 表达 量 高 达

等川制作 的转人乳铁蛋 白基 因的转基 因小 鼠
,

在乳

中人乳铁蛋 白最高表达量为
。

在国内
,

人乳

铁蛋 白基 因在烟草川和小 鼠乳腺癌细胞中闭实现 了

表达
,

克隆出了小 白鼠乳铁蛋 白基 因 二 ,

此类报道

已经很多
,

但 尚未见到转人乳铁蛋 白基 因的动物乳

腺生物反应器的报道
。

为制备转基 因动物乳腺生物反应器
、

研究人乳

铁蛋 白在抗菌和抗病毒 中的作用
,

本研究从人乳腺

癌组织 中克隆了人乳铁蛋 白 序列
,

片段全长
,

包含完整的编码框序列
。

本研究采用一步

扩 增 法
,

选 择 热 稳 定 的 反 转 录 酶
一

,

提 高 了反 转 录反应 温度 一
,

减 少 了

二级结构对反转录反应 的影响
,

而且对引物进

行层层筛选
,

选用 值相接近
、

含量 较高
、

引

物间二聚体较少 的 对引物
,

从而优化 了反转录反

应体系
,

简化了实验步骤
,

高效率地扩增出人乳铁蛋

白
。

因此
,

当克隆某些较长基因时
,

应着重考

虑反转录酶
、

反应温度和引物对
一

反应体系

的影 响
,

而不应该一味的采用多步扩增法比
,

因为

这样不仅费时费力而且还会增加试验设计的难度和

误差
,

如果反转录反应体系能够得到优化
,

采用一步

扩增法会得到满意的结果
。

同源性分析和序列分析结果表 明
,

所获的人乳

铁 蛋 白 与 二 中收 录 的人 乳 铁 蛋 白

序列的同源性为
,

发现共有 个差异

碱基
,

分别为第
, , , ,

和

位
,

前 个变异碱基是 由于等位基 因间的突变造成

的
,

第 位为未知突变
。

第 位突变位点没有导致编

码氨基酸的改变
,

它是否为等位基因间的突变
,

是否

是一新的基因编码框 区 的 单链核营酸多态

位点
,

以及人乳铁蛋 白等位基 因间 的突变是否处在

关键氨基酸位点
,

对蛋 白质的功能是否存在影响
,

这

些还有待于进一步的研究和证实
。
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