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提 要 从人胎肝组织提取总 R N A 并纯化出 m R N A
,

经反转录合成第一
、

二链
。 D N A

,

去除小于 2。。 b p

的
c D N A 片段后

,

连接 E co R I 人工接头
,

与去磷酸化的 久g t l l 噬菌体长
、

短臂连接
,

体外包装后感染 E
.

co h

Y I Og 。 ,

成功构建含 4
.

2 又 1 05 重组子的人胎肝
c D N A 表达文库

,

重组子平均外源插入片段约 1
.

5 k b
,

适合用

于筛选低丰度 m R N A 的
c D N A 克隆

。

关键词 人胎肝
; c D N A 文库

中图法分类号 Q 75

人胚胎肝脏含有 多种可促进肝细胞增殖的生物活

性因子
,

如肝脏刺激物质
[ , 〕 ( H e p a t i e S t im u l a t o r S u b

-

s t a n e e ,

H S S )
、

肝 细胞 生 长 因子 ( H e p a t o e y t e G r o w t h

F a o ot
r ,

H G F )等
,

这类 因子在治疗严重肝病 中有一定

疗效
。

虽然近年对其生物学活性
、

理化性质有了较多的

了解
,

但 由于多种原因
,

有关分子生物学研究一直未有

突破性进展
,

分离并克隆这类基 因对评价它们在治疗

重型肝炎中的作用
,

阐明肝再生调控机理及 最终进行

基因工程产品的研制具有重要意义
。

克隆新 型细胞 因子 最有效 的方法是构 建
。 D N A

文库
,

进而进行筛选
、

分离
、

亚克隆
、

测序
。

为分离并克

隆 H S S 等
。 D N A 克隆

,

我们以 入g t l l D N A 为载体
,

构

建了人胎肝
c D N A 表达文库

。

1 材料与方法

1
.

1 菌株 和载体

E
. 。 0 11 Y l o g o h

s
d R 株

,
入g t x l 噬菌体 去磷酸化 长

、

短臂

D N A 购自 P r o rn e g a

公司
。

1
.

2 工具酶及试 剂

总 R N A 提取
、

m R N A 纯化
、 c D N A 合成所有试剂及工具

酶
;

cE
o
R I 人工接头

,

T
.

多核昔酸激酶
,

噬 菌体体外包装系统
,

eS p h a e r y l 一 5 4 0 0 层析柱
、
入 噬菌体 吸附剂 均购 自 P r o

m
e g a 公

司
。

a 一 32 P d C T P 购 自福瑞公司 (比活性 > 3 0 0 0 e i /m m
o ! )

。

1
.

3 人 胎肝组织总 R N A 提取及 m R N A 纯化

取新鲜 4 月龄水囊引产胎 儿肝脏约 1 9
,

置异硫氰酸胚变

性溶液
,

冰浴匀称 20
5 ,

加 2 m ol /L 醋酸钠
,

等量酚 一氯仿
,

混

匀后置冰上 5 而 n 抽提
,

等量异丙醇沉淀
,

重新溶于变性溶液
,

等量异丙醇沉淀
,

离心去上液
,

沉淀即为总 R N A
。

取总 R N A S 产g 溶于无 R N A 酶的去离心水
,

65 ℃保温 10

m in
,

加生物素标记的
0
119

0 ( d T )探针和 2 0 丫 S SC 溶液
,

加入 已

洗涤的可结合生物素的球形磁珠 (S A 一 P M sP )
,

室温保温 10

m i n
,

用磁力架收集 p o l y ( A ) + m R N A 一 0
119

0 ( dT ) 一 生物素一亲

和素一 磁珠
, 。

.

l x S CS 溶液洗三次
,

用不含 R N A 酶水洗脱
,

无

水乙醇沉淀
,

离心
,

沉淀即为 p o l y ( A ) + m R N A
.

1
.

4 第一
、

二链 。 D N A 合成

5 产9 m R N A 加
0 119 0 ( d T ) 2

.

5 严 g
,
7 0 ,C保温 s m in

,

加 5又 第

一链缓冲液
,

40 m m ol / L 焦磷酸钠和 AM V 逆转录酶
,

总反应

体积 5 5 拜l
,

混 匀后取 5 拜l 至 另管
,

加
a 一

3 2
p 一 d C T p 4 拜e i 作为

示踪管
.

两管 42 ℃保温 12 0 m in
,

加 E D T A 终示踪管
。

第一链合成反应体系中加入 10 只 第二链缓冲液
,
E

.

c

iol

D N A 聚合酶 I
,

E
. 。 0

11 R N A 酶 H
,

总反应体积 2 5 0 拜 1
。

取 1 0 拜 l

加
。 一 ’ Z P 一 dC T P 作为 示 踪管

,

两管于 14 ℃保温 3 h
,

反应管

7 0 ℃ 一0 m in 后
,

加 T
.
D N A 多聚酶

,

3 7℃ 保温后用 T E 溶液平

衡过的酚一 氯仿抽提
,

无水乙醇沉淀
,

70 % 乙醇液洗二次
,

沉淀

溶于 4马闪 T E 溶液
。

两示踪管按文献 [ 3〕进行掺入量测定
,

并按

公式 ( 1) 计算掺入率
。

掺入率一 掺入 印m 值 /总
c p m 值计数 x 10 。% (1 )

1
.

5 连接 E co R I 人工接 头
、

克隆 入g t l l 噬 菌体载体
、

体外包装及效价 .ml 定

用经无菌去离子水洗涤 5次的 S eP h ac yr l 一 5 4 00 柱去柱小

于 2 0 0 b p 的合成
e
D N A 片段

,

取
e
D N A 5 0 0 n g 加连接缓冲液

,

牛血清白蛋白
,
E co R I 人工接头和 T

`
D N A 连接酶

,

巧℃保温

过夜
,

然后用 T
`

多核普酸激酶对人工接头磷酸化
,

酚一 氯仿抽

提
,
S e p h a e r y l一 5 4 0 0柱去除未连接上的 E e o R I 人工接头

,

连接

上 E co R I 接头的
c D N A 重组到 已去磷酸化的 入g t l l 噬菌体长

、

短臂
,

取 5 川加入噬菌体体外包装系统
,

22 ℃保温 Z h
,

混合多份

包装体系
,

加 S M 溶液 1 m l
,

氯仿 30 川
,

4 ℃保存
,

并进行文库效

价测定
.

结果与讨论

第一链 ( 5 5
一
)

、

第二链 (d s 一 ) 。 D N A

物鉴定

从 1 9 人胎肝组织中提取总 R N A

的合成量及产

7 50 0 拼g
,

从 中

国家 8 6 3计划资助课题 ( 5 6 3 一 1 0 2一 1 9一 4 )

北京军事医学科学院放射医学研究所
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65 ℃保温 10

m in
,

加生物素标记的
0
119

0 ( d T )探针和 2 0 丫 S SC 溶液
,

加入 已

洗涤的可结合生物素的球形磁珠 (S A 一 P M sP )
,

室温保温 10

m i n
,

用磁力架收集 p o l y ( A ) + m R N A 一 0
119

0 ( dT ) 一 生物素一亲

和素一 磁珠
, 。

.

l x S CS 溶液洗三次
,

用不含 R N A 酶水洗脱
,

无

水乙醇沉淀
,

离心
,

沉淀即为 p o l y ( A ) + m R N A
.

1
.

4 第一
、

二链 。 D N A 合成

5 产9 m R N A 加
0 119 0 ( d T ) 2

.

5 严 g
,
7 0 ,C保温 s m in

,

加 5又 第

一链缓冲液
,

40 m m ol / L 焦磷酸钠和 AM V 逆转录酶
,

总反应

体积 5 5 拜l
,

混 匀后取 5 拜l 至 另管
,

加
a 一

3 2
p 一 d C T p 4 拜e i 作为

示踪管
.

两管 42 ℃保温 12 0 m in
,

加 E D T A 终示踪管
。

第一链合成反应体系中加入 10 只 第二链缓冲液
,
E

.

c

iol

D N A 聚合酶 I
,

E
. 。 0

11 R N A 酶 H
,

总反应体积 2 5 0 拜 1
。

取 1 0 拜 l

加
。 一 ’ Z P 一 dC T P 作为 示 踪管

,

两管于 14 ℃保温 3 h
,

反应管

7 0 ℃ 一0 m in 后
,

加 T
.
D N A 多聚酶

,

3 7℃ 保温后用 T E 溶液平

衡过的酚一 氯仿抽提
,

无水乙醇沉淀
,

70 % 乙醇液洗二次
,

沉淀

溶于 4马闪 T E 溶液
。

两示踪管按文献 [ 3〕进行掺入量测定
,

并按

公式 ( 1) 计算掺入率
。

掺入率一 掺入 印m 值 /总
c p m 值计数 x 10 。% (1 )

1
.

5 连接 E co R I 人工接 头
、

克隆 入g t l l 噬 菌体载体
、

体外包装及效价 .ml 定

用经无菌去离子水洗涤 5次的 S eP h ac yr l 一 5 4 00 柱去柱小

于 2 0 0 b p 的合成
e
D N A 片段

,

取
e
D N A 5 0 0 n g 加连接缓冲液

,

牛血清白蛋白
,
E co R I 人工接头和 T

`
D N A 连接酶

,

巧℃保温

过夜
,

然后用 T
`

多核普酸激酶对人工接头磷酸化
,

酚一 氯仿抽

提
,
S e p h a e r y l一 5 4 0 0柱去除未连接上的 E e o R I 人工接头

,

连接

上 E co R I 接头的
c D N A 重组到 已去磷酸化的 入g t l l 噬菌体长

、

短臂
,

取 5 川加入噬菌体体外包装系统
,

22 ℃保温 Z h
,

混合多份

包装体系
,

加 S M 溶液 1 m l
,

氯仿 30 川
,

4 ℃保存
,

并进行文库效

价测定
.

结果与讨论

第一链 ( 5 5
一
)

、

第二链 (d s 一 ) 。 D N A

物鉴定

从 1 9 人胎肝组织中提取总 R N A

的合成量及产

7 50 0 拼g
,

从 中

国家 8 6 3计划资助课题 ( 5 6 3 一 1 0 2一 1 9一 4 )
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