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　　提　要　目的: 分离编码人嗜酸性细胞趋化素 ( h Eo t)的基因 cDN A,并将它克隆至质粒 p UC18中进行核

苷酸序列分析。方法:采用 TNFα刺激人肺上皮细胞提取总 RN A,利用 RT-PCR方法获得了 h Eo t的 cDN A,

并将其定向插入 pUC18载体中进行核苷酸序列。结果: DN A序列分析表明分离的 h Eo t cDN A的序列与文献

报道的完全一致。结论:本研究获得了序列正确的 h Eo t基因 cDNA,为下一步的研究打下基础。
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　　 1993年在致敏原刺激的豚鼠支气管肺泡灌洗液中

鉴定出一种嗜酸性细胞趋化物 ,命名为嗜酸性细胞趋

化素 ( Eo taxin, Eo t ) [ 1]。1996年人嗜酸性细胞趋化素

( h Eo t )也得到克隆
[2～ 4 ]。Eo t是一种高度特异性的嗜

酸性细胞趋化因子 ,它主要存在于呼吸道上皮细胞及

肠道上皮细胞中 [2, 5 ]。Eo t的存在有助于解释一些炎症

部位嗜酸性细胞的高度选择性聚集 ,进一步解释哮喘

及其它疾病的发生机制。目前国内尚未见到对 Eo t的

研究报道 ,我们利用逆转录 PCR获得了 hEo t cDN A,

并构建载体对其序列测定 ,测序结果与文献报道的完

全一致。这将有利于进一步详尽研究其生物学活性。

1　材料与方法

1. 1　质粒和菌株
　　质粒 pUC18购自华美公司 ; E . coli DH5α系由军事医学科

学院三所三室保存。

1. 2　细胞及培养基
　　人肺上皮细胞 A549由军科院五所苑锡同老师惠赠。 RPM I

1640培养基购自 GIBCO公司 ,小牛血清为北京军区军马所产

品。LB培养基按文献配制。

1. 3　工具酶及试剂
　　 EcoRI、 Bam HI购自华美 , T4连接酶购自 Promega公司。

DN A分子量标准 pBR322 /M spⅠ 、λDNA /HindⅢ购自华美生

物工程公司。 TN F-α为北京邦定公司产品。DEPC为 Sigma公

司产品。RT-PCR试剂盒购自 Promega公司。DNA快速回收试

剂盒购自北京原平公司。

1. 4　细胞培养
　　参照文献 [ 6]稍做改进。培养基为 RPM I 1640,当细胞密度

达到 1× 105 /ml,用 TNF-α刺激 ,终浓度为 20μg /ml。刺激后 4 h

收获细胞。
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1. 5　细胞总 RN A提取

　　按改进的 RNA提取法 [7 ]提取细胞总 RNA。

1. 6　引物的合成
　　根据文献报道的 h Eo t cDNA序列 ,设计一对特异性引物 ,

在上游引物加 EcoR I的酶切位点 ,下游引物加 Bam HI的酶切

位点。为以后的表达工作 ,又在两者 5′端分别加有起始密码子

ATG和终止密码子 TAA,并且为了保持 SD序列与 ATG的距

离以及提高引物的 AT含量 ,在 P1中 ATG和 SD之间又加入

了两个 A,为了使两引物的 Tm值相似 ,将 P1中第一位的密码

子 GGG换成 GGA。

　　 P1: 5′-GGAATTCAAATGGGACCAGCT TC TGTCCC

　　 AACC-3′;

　　 P2: 5′-CGGGATCCT TATGGCTT TGGAGTTGGAG

　　 ATT T-3′

　　引物由上海生工生物工程公司合成 , PAGE纯化。

1. 7　目的基因的分离
　　取 2μg总 RNA扩增 h Eo t基因的编码区片段。反应混合物

首先于 48℃反应 45 min进行逆转录 ,然后 94℃变性 2 min,接着

进入循环 , 94℃变性 30 s、 52℃退火 30 s、 68℃延伸 40 s,共循环

35次 ,最后一次循环 68℃再延伸 5 min。反应完毕取 5μl反应产

物用 2%琼脂糖凝胶进行电泳分析。PCR产物经酚、酚 /氯仿、氯

仿抽提 ,乙醇沉淀 , TE溶解 ,紫外鉴定及定量 , - 20℃保存备用。

1. 8　重组测序载体的构建
　　载体 pUC18和 RT-PCR产物均用 EcoR I、 Bam HI酶切 ,然

后用 DNA快速回收试剂盒从琼脂糖凝胶快速纯化回收 DN A

片段 ,将回收后的 p UC18 /EcoRI+ BamHI 和 PCR产物 /

EcoR I+ BamH I进行 14℃过夜连接 ;二者的比例依回收后的浓

度而定 ,原则是 PCR产物 pUC18(摩尔比 )= 3 1。

1. 9　连接产物的转化及重组子的筛选和鉴定
　　取 5μl连接产物转化受体菌 E . coli DH5α的感受态细胞 ,

挑取具有氨苄青霉素 ( AP)抗性的菌落于 5 ml含 AP的 LB培

养基中 37℃振摇过夜培养。碱裂解法小量快速提取质粒 DN A

进行双酶切鉴定。

1. 10　 DN A序列分析

　　碱裂解法大量抽提经双酶切鉴定的重组克隆的质粒 ,通过
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自动测序仪进行序列分析。

2　结果

2. 1　h Eo t cDN A的扩增
　　逆转录 PCR的结果进行琼脂糖凝胶电泳分析发现在 245

bp左右有一条带 ,位于 pBR322 /M spI第 5条带处 ,大小与预计

相符 ,见图 1。

2. 2　重组质粒的构建及酶切鉴定
　　重组质粒的构建 ,见图 2。将 RT-PCR产物经 EcoRI /

BamH I双酶切后 ,定向插入经同样双酶切的 pUC18载体中 ,获

得的重组质粒命名为 pUC-hEot。经 EcoR I /Bam HI双酶切后

的重组质粒酶切电泳图谱 ,见图 3。双酶切后产生的片段为大小

约定的 240 bp的片段。

2. 3　h Eo t基因片段的序列分析

　　把从人肺上皮细胞 A549中扩增得到的 hEot基因片段克

隆至 pUC18中 ,大量抽提重组质粒 pUC-hEot ,全自动测序仪进

行序列分析 ,结果表明基因序列与文献报道的完全一致。图 4为

目的基因的序列分析结果。

图 2　重组质粒 pUC-hEot的构建示意图

Fig 2　 The scheme for construction of the recombinant

plasmid pUC-hEot

图 1　琼脂糖凝胶电泳分析 RT-PCR反应产物

Fig 1　 Identif ication of the RT-PCR product by DNA

agarose gel electrophoresis

1. pBR322 /M sp I　　 2. RT-PCR product

图 3　重组质粒 pUC-hEot的双酶切鉴定图谱

Fig 3　 Double restriction map of recombinant

plasmid pUC-hEot

1. pBR322 /M sp I　　 2. pUC-hEot /EcoR I+ BamH I

3. p UC18 /EcoRI+ Bam HI　　 4. λDNA / HindⅢ

　　 h Eo t基因 cDN A编码区的核苷酸序列和氨基酸序列如下:

GGG CCA GCT TC T GTC CCA ACC ACC TGC TGC TT T AAC CTG GCC AAT AGG AAG

G P A S V P T T C C F N L A N R K

ATA CCC CTT CAG CGA CT A GAG AGC TAC AGG AGA ATC ACC AGT GGC AAA TGT

I P L Q R L E S Y R R I T S G K C

CCC CAG AAA GC T GTG ATC TTC AAG ACC AAA CTG GCC AAG GAT ATC TGT GCC

P Q K A V I F K T K L A K D I C A

GAC CCC AAG AAG AAG TGG GTG CAG GAT TCC ATG AAG TAT CTG GAC CAA AAA

D P K K K W V Q D S M K Y L D Q K

TCT CCA ACT CCA AAG CCA T AA

S P T P K P *
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图 4　 hEot基因 cDNA的序列分析

Fig 4　 The DNA sequence of hEot gene cDNA without the leading peptide sequence

3　讨论

　　嗜酸性细胞趋化素 ( Eo t )是一种高度选择性趋化

嗜酸性细胞的趋化因子 ,属于 β或 CC趋化因子
[2 ]
。

1996年 hEo t基因被克隆 ,人成熟 Eot分子量为 8. 4×

103u,由 74个氨基酸残基组成 [2～ 4 ]。迄今对它的功能及

在疾病中的作用尚不完全清楚。对 Eo t的受体的研究

发现它是 CC趋化因子受体家族中的第三个受体即

CCR3[3, 8, 9 ] ,只在嗜酸性细胞表达。而 Eot是唯一的一

个只与一个受体结合的 CC趋化因子 ,即只与 CCR3结

合 ,而此受体在配体结合上明显地缺少选择性。由于

Eo t受体表达的限制 , Eo t的活性就局限于嗜酸性细

胞 ,因此 , Eo t具有高度特异性地趋化嗜酸性细胞的作

用。推测人 Eo t是变态反应性哮喘、肠道蠕虫感染等疾

病的重要炎性介质 ,对疾病的发生、发展可能起重要作

用。因此 ,对 Eo t结构和功能的深入研究将进一步阐明

一些疾病的发生机制 ,为预防和治疗奠定基础。

　　国外对 Eo t结构和功能的研究也才刚刚起步 ,国

内尚无文献报道。本研究根据国外报道的人 Eo t基因

序列 ,设计并合成了特异性引物 P1和 P2,在两者 5′端

分别加有起始密码子 ATG和终止密码子 T AA以及

EcoR I、 Bam HI限制性酶切位点 ,并且为了保持 SD

序列与 ATG的距离以及提高引物的 AT含量 ,在 P1

中 A TG和 SD之间又加入了两个 A,为了使两引物的

Tm值相似 ,将 P1中第一位的密码子 GGG换成

GGA。由于上述在引物设计方面的优化 ,使 PCR反应

更特异、更灵敏 ,并使目的基因的鉴别变得较简便 ,也

为下一步的研究工作打下基础。

　　趋化因子是高度诱导型基因 [ 3]。采用 RT-PC R技

术 ,经过细胞因子 TN Fα刺激从人肺上皮细胞 A549中

获得特异的 h Eo t cDN A,并进行序列分析得到证实。

为以后 h Eot cDN A高效表达载体的构建和高效表达

奠定基础。以上工作对 Eo t蛋白功能的研究将进一步

揭示它的生物学活性 ,并有可能成为一种重要的细胞

因子而应用于临床。
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Isolation and sequencing of human eotaxin gene cDNA
Shi Feng li , Zou Minji , Wang Jiaxi, Fu W eiling ( Depa rtment o f Labo ra to ry technolog y , Southw est Hospital, Third M ili-

tar y M edical Univ ersity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objective: To isolate and sequence the human eo ta xin gene cDNA. Methods: h Eo t cDN A was

amplified by RT-PCR from to tal RNA ex trac ted from TN Fα-activ ated human lung epithelial cells A549. The

cDN A encoding h Eo t wa s inse rted into the plasmid pUC18 and sequenced. Resul ts: DNA sequence analysis

show ed that the sequence o f h Eo t cDN A w as the same as tha t o f r epo r ted. Conclusion: A confirmed h Eo t

g ene cDN A is obtained.

　　 Key words　 human eo ta xin; RT-PCR; RN A; gene; sequence
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2　结果

　　两组疗效比较见表 1,实验组成功率均优于对照组 (P <

0. 05)。

表 1　实验组与对照组疗效比较

牙髓炎组 尖周炎组

实验组 对照组 实验组 对照组

成功 85( 94. 4% )* 69( 84. 1% ) 71( 91. 0% )* 41( 78. 8% )

失败 5( 5. 6% ) 13( 15. 9% ) 7( 9. 0% ) 11( 21. 2% )

* : P < 0. 05与对照组比较

3　讨论

　　儿童乳牙髓角高 ,髓腔大 ,极易因龋坏发展成牙髓炎甚至

尖周炎。因儿童处于生长发育阶段 ,随恒牙的萌出 ,乳牙牙根不

断吸收。倘若进行根管治疗 ,器械易通过根尖刺伤牙胚 ,影响恒

牙的萌出。因此乳牙牙髓炎一般采用干髓治疗 ,而尖周炎则采

用变异干髓治疗。在干髓治疗中 ,根髓未能完全失活 ,干髓剂不

能使其固化 ,往往是干髓治疗失败的主要原因。同时由于干髓

剂主要含砷和醛 ,具有刺激性和毒性。据免疫学观点 ,干髓剂可

作为抗原 ,引起尖周组织的免疫反应 [1]。此外 ,药物有效含量的

降低 ,也可能导致治疗失败。据报道 ,在普通条件下不易保存干

髓剂 ,在患牙内 ,甲醛含量一周后为 2 /3～ 4 /5, 3周后只有一半 ,

两月后仅存 1 /5。因此其作用的持久性值得怀疑。

　　在感染牙髓及尖周组织中 ,需氧菌、兼性厌氧菌和专性厌

氧菌共存 ,而以厌氧菌占多数 [2]。而碘仿对厌氧菌和需氧菌均

有效 ,还有防腐镇痛刺激性小的特点 ,同时作用持久 ,特别适用

于脓性分泌物多 ,严重感染根管的消毒。据报道 ,碘仿在髓腔中

存放 10年后有效率仅丧失 20%。以碘灭糊剂作空管药物放于乳

磨牙根管口治疗牙髓炎 ,尖周炎 ,作用缓和 ,无刺激性 ,通过药

物的扩散和毛吸作用 ,达到控制根尖周组织感染的目的。

　　本结果表明 ,碘灭糊剂空管治疗乳磨牙牙髓炎、尖周炎疗

效优于传统干髓术 ,值得推广应用。

　　关键词　碘灭糊剂 ;空管 ;乳磨牙

　　中图法分类号　 R781. 4
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