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人 C 利钠肽基因的克隆及其真核表达载体的构建 

肖 乐． 赵 渝 ． 时 德 

(重庆医科大学附属第一医院血管外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：为开展C型利钠肽基因治疗，克隆人C型利钠肽基因并构建其真核表达载体。方法：通过 RT—PCR从人胎盘组 

织中克隆人 C型利钠肽基因全长编码区，将该 DNA片段亚克隆至克隆载体 pBS—T中，用 Sma I单酶切筛选出负向插入片段， 

用 HindIll和 BamH I双酶切将目的 DNA片段定向克隆至真核表达质粒 pcDNA3．1(+)中，然后用双酶切、PCR鉴定和 DNA序列 

测定三重鉴定方法对重组质粒进行鉴定。结果：酶切 、PCR及测序鉴定证实 ，人 C型利钠肽基因全长编码区被准确插入至 

pcDNA3．1(+)酶切位点 HindIll和 BamH I之间，并且未发现有碱基突变或移位。结论 ：含人 C型利钠肽基因真核表达质粒的成功 

构建并鉴定，为开展 C型利钠肽基因治疗奠定了物质基础。 
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Cloning of human C-type natriuretic peptide gene and reconstruction of its 

eukaryotic expressive vector． 

XIAo Le．et a1． 

(Department ofVascular Surgery,the First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To clone human C-type natriuretic peptide gene and reconstruct its eukaryotic expressive vector for future investi— 

gation of gene therapy．Methods：The full coding domain sequence of human C-type natriuretic peptide gene was cloned from human pla- 

centa with RT-PCR and was sub-cloned into pBS-T．After screening of negative pBS-T／CNP with restriction enzyme Sma I degestion， 

the targeted DNA fragment，digested with Hind III and BamH I，was directional cloned into eukaryotic expressive plasmid pcDNA3．1(+)． 

Then， the reconstructed plasmid was identified with enzyme digestion， PCR and sequencing． Results：It was demonstrated that the full 

coding domain sequence of human C—type natriuretic peptide gene was accurately cloned into digestion sites between Hind  III and Bam H 

I in pcDNA3．1(+)without mutation and transposition．Conclusion：The successive reconstruction and verifying of eukaryotic expressive 

plasmid containing human C—type natriuretic peptide gene established the foundation of gene therapy of C—type natriuretic peptide． 

【Key words】C-type natriuretic peptide,Eukaryotic expressive vector；Gene therapy 

C型利钠肽 (C—type natriuretic peptide，CNP)是 

SudohII】在 1990年首先从猪脑组织中分离出的一种 

小分子蛋白。作为利钠肽家族中的一员，CNP在短 

短 15年的研究中显示出诱人的应用前景。其生理 

调节作用涉及促进血管内皮细胞修复【21，抑制血管 

平滑肌细胞增殖l 3I，促进血管再生[41，调节血管紧张 

性，作为多极化因子发挥血管舒张作用[51，直接 ／间 

接调节血压同，抑制缺血 ／再灌注损伤 和抑制血管 

炎症反应[81等。CNP的多方位作用靶点使其成为近 
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年血管疾病基因治疗的一个新的热点，受到越来越 

多的关注。将 CNP基因导入真核表达载体中是研究 

基因治疗的重要物质基础。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 质粒和菌株 真核表达质粒 pcDNA3．1(+)和大肠杆菌 

DH5 d为本室保存，克隆载体 pBS—T购 自北京天为时代生 

物技术公司。 

1．1．2 主要试剂和工具酶 限制性内切酶 HindIll、BamH I、 

Sma I、T4DNA连接酶购自日本 TAKARA(大连 )公司；逆转 
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2 结 果 

2 1 人 C型利 钠肤 基因全 长编码 区的克隆 

将PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳，在3851 左 

有的位置可 1条清晰明亮的 的条带，片段大小 

与Genehmak中公布的片段大小相符 而阴性对照 

尤目的条带出现 虬圈 ll 

2．2 pBS—T／hCNP的亚克隆、筛选和鉴定 

用S I对 pBS—T／h{INP进{ 单酶切．禽反向 

插入片段的酶切结果为 3条分子量舒别为 96bp、 

230bp和 3058bp的条带，含正向插入片段的酶切结 

果为3条分子量分别为96bp、10lI 和 3】87bp的 
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图 1 泳道 2为 CNP条带 ，泳道 3-5为阴性对照 

泳道 6为阳性对照 13一actin，片段大小 350bp 

一  
图 2 泳道 2为反 向 pBS-T,"hCNP． 

泳道 3正向 pBS—T／hCNP，泳道 4为空 pBS—T 

一  
图 3 泳道 2为反 向 pBS—WhCNP，泳道 3为空 pBS—T 

划反向 pBS—T／hCNP进行 PCR鉴定，结粜扩增 

出大小约 385hp的[j的条带．而空 pBS一11未扩增出 

目的条带．见罔3 

反 pBS一 Uh( NP的删序鲜i裂如 r，经 Blast对 

比发现．测序结果 J Gent—bank中 Fawaragi 公布的 

序列完全相符 ( n -11)：4880)．而 同的片段被准 

确插人到 pBS—T的TA克隆位 一 插八方向为反 

向(测序公司为[』本 FAKARA【大连 J公iJ，测序编 

号为 cos1429T71 
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1 3 I~I)NA3．1／lI cNP的器定 

用 Ⅲf?ln和 ,mH l刘 重组 l1I·】)NA3．I／h(：NF 

进f 双酶切．结裂得到大小分别为s4(圳” 生右和 

400hP左有的两条片殷．而空I ·-D A3 I仅为 l条 

5400I1”左有的片段 ．见罔 4 

利钠肽家旅 l T1at【．_lJ【 Ii．f州 {P 洲lv，N1])在 

凋节血管自身平衙rlt 有重要作用．包括 A 利钠 

肽 l a tl Jljn l】 rI ．A B 型 利 钠 肽 

c brain n~l[rï c I 1 { ，FN1 l，l 利钠从、尿道舒 

张素 (也称 Ax,P~5一I26 米源于 ANP莉体的变异 

剪接 J和树眼镜蛇利 jI=l=c D ‘I r· latrillret。l·- 

p f̈ ，DNP 米源于蛇毒液，办存在于一砦哺乳动 

物体内 。 其中，A、I 和BNP主要以内分泌的方式 

圈 5 泳道 2为 DNA3 CNI 泳道 3为空 1 DNA3 I 

重组 I JJNA3．I~CSP 删序站 粜如 F，经 Blasl 

埘比．删序结 果与 {；enel~nk tl·公 布的宁列完全相 

调节机体ml容星和』nl厩．而 (： I 和尿道舒张素刚以 

旁分泌方式分别作用于m管和肾毗 

CNP最初在猪岫组织中做发现． 与早前发现 

的 ANP和 R、P县有相似的结丰{J 除脑组织外，CNP 

主要表达于血管内皮细胞⋯I，而 A、P和 I{、P刚分 

别表达于心房和心室 利钠眦与第二信使 __鸟苷 

酸环化酶 g．uanyl~l ·v(-【a、 ．1．(：l偶联的细I胞膜受体 

结合后．通过催化crP转换为 ( MP而发挥其生物 

学效应 r1 i．f 、P选择性激动利钠肽受体B f na— 

triurelic ‘to ·Pp“lr B．IX,PI1一B，也酥 ('HB)．而 

A P和B P选择性激动利钠脯受『奉^f旧l r r 

一 

删 翎 一 

符  ̈
一 

一 

一 
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peptide receptor A，NPR—A，也称 GC—A)。GC—B主 

要分布于血管内皮细胞 、血管平滑肌细胞和炎症细 

胞⋯· I。 

人 CNP基因位于第 2号染色体，包含 2个外显 

子和 1个内含子，全长编码区为38lbp。去除信号肽 

序列后 ，含有 126个氨基酸的前 CNP原 (pre— 

pro—CNP)转变为 CNP前体 (pro—CNP)，在蛋白转 

换酶 furin作用下 CNP前体转变为 CNP一53 (也称 

53一aa CNP)，CNP～53进一步转变为具有生物学活 

性的 CNP_22(12．9KD) 。 

本研究直接通过 RT—PCR方法从人胎盘组织 

中克隆 CNP全长编码区，比以往通过 c DNA文库 

筛选获得 CNP编码区简单ll3I。然而 CNP编码区 GC 

含量高达 69％，尤其在 5’端 GC含量更高，这使得 

稳定的二级结构容易形成而使 PCR反应及测序常 

不能顺利进行。我们在实验中采用提高预变性温度 

和延长变性时间的办法，同时加入甘油和二甲亚砜 

等 PCR增强剂，保证了PCR扩增反应的顺利进行。 

外源 DNA片段与载体连接的方式包括同源粘 

端连接、平端连接和定向克隆，其中定向克隆具有连 

接效率高、定向插入和有效限制自身环化的优点㈣。 

本研究先将 CNP全长编码区亚克隆至克隆载体 

pBS—T中，再通过双酶切使 CNP片段具备与 Pc 

DNA3．1互补的粘端，然后再定向克隆至 pc DNA3．1 

的转录起始位点下游。此方法与直接在引物末端添 

加酶切位点相比，大大提高了酶切和连接效率。 

本研究在国内首次成功构建含人 c型利钠肽 

基因的真核表达质粒，为下一步开展 CNP基因治疗 

打下了重要的物质基础。 
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