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人凝血因子 V ll l基因c D N A的部分分离的初步研究
△

谭 胶 邱信芳
.

粱 江 薛京伦二 (第三军医大学训练部 医学遗传教研组 ) 6 300 8 3

提 要 我们用血友病 F砚基因探针 p l l4
.

12从人肝细胞 c D N A文 库中分离到 3个有杂交信号

的克隆
。

迸一步鉴定
,

其中 1个 ( F恤 h o t ) 的克隆片段比所用的探针 p l l 4
.

1 2 (0
.

6 5 k b) 增大0
.

45

k b
。

通过 F姗 h e a部分顺序分析及微机搜索
,

F城 h e 一有 Z i o b p与F而 o D N A ( 5 5 5。 一
5 7 6 9 )完全同源

,

提示 F姗 h e 一从F恤基因 e D N A z 7号外显子向下游延伸了 5 0 0一 g o o b p
。

关幼词 人凝血因子恤 ; D N A ,

克隆

甲型皿友病是最为常见的遗传性凝血疾病
,

在男性中的发病率为万分之一 l()
,

是由于凝

血因子现 ( F 现 ) 基因缺陷所致
,

为X染色体连锁隐性遗传
。

临床上主要表现为关节 及 软 组

织出血
。

目前唯一的治疗措施为替代疗法
,

尚不能根治
。

近年来
,

由于本病的分子生物学研

究迅速发展
,

其基因治疗已成为可能
。

但是
,

进行这项工作的先决条件是获得有表达活性的

F珊基因 cI ) N A
。

本 文 就这方面工作的基础性研究作了初步尝试
,

为 后 续 工 作打 下 了 基

础
。

1 材 料 和 方 法

1
.

1 制备探针和 筛选人奸脏细 胞
c D N A 文库

我们从A T C C (A m e r ie a n T y p e C u t u r e C o l l e e t i o n )公司购回植因子基因的一 个片 段 p i i 4
.

z Z (2 )
,

用限制性内切酶 ( N e w E n g la n d产品 ) B a m H I / S
a 。 I酶切

,

采 用 从 低 融 点琼脂糖电泳回收D N A 的方

法a()
,

回收 p l l吐
.

12 的。
.

6 5 k b片段
。

该片段为单拷贝序列
,

可作为探针筛选人肝细胞 c D N A文库
。

此文库由

aS
`
10 L

.

C
.

W 。 。 博士所赠送
。

文库以噬菌体入gt l l作为截体
,

筛选时再用它们去转染 10 90 于
一

宿主细胞 (弓 )( “ )
。

见图 1
。

图 l 人g t 1 1物理图谱

F 19
.

1 R e s t : i e t i o n
M

a p o f 入g t l l

筛选人仟脏细胞 c D N A文库的方法基本上按照 T
.

M a成 at is 的噬菌斑原位杂交法进行〔 . )
。

1
.

2 噬菌体 D N A 的制备及 S o u t h e r B l o t 鉴 定

参照快速抽提噬菌体D N A K o w k a() 等方法
。

阳性重组的噬菌体 D N A经 E c O R I 消化
,

琼脂搪电泳分

离
,

S o u t h e r 印迹以 及用 3 2P
一 a 一

d A T P标记 p i z 召
.

2 2探针 (比活性 l
.

s x z o 7 e p m /协 g ) 进行分子杂交
。

1
.

3 F租 片段的 亚克隆

克隆的 F瓜片段亚克隆于质粒 p U C g
。

经 E e o R I酶切和 C l p ( e a l f i n t e s t i n a l a l k a l i n e p h o s p h a t a s )

处理p U C g后
,

与从低融点琼脂糖胶中回收F恤cb l E c o R I片段连接
、

转化
,

采用快速细胞破碎法 ( C er a -

k i n g G e l ) 选择阳性克隆
。

△复旦大学国家重点基因工程开放实验室资助项 目
。
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1
.

4 F珊 c h
,

克隆片段的 部分顺 序分析

克隆载休为M 13 tn 1P 8
,

受体菌为大肠杆菌 J M 10 9 , 顺序分析所用试刊为 l〕 h a r m ac ia 广品
。

2
.

峨
.

1 用 M z 3m p 1 8亚克隆 F皿 h e z H i
n d 111/ E

e o R I片段

用 H i
n d l / E

e o R I
.

酶将 F植 h e 一从 p U C 。切出
.

克 隆 歹1协̀ 1 3m p l s 事交休
一

仁
,

用X
一

G a l ( 。 一

b r o n l o
一

、
-

e h l o r o 一
3
一

i n d o l y l
一

p
一

D
一

g a l a e t o s id 。 ) 选择
。

2
.

纽
.

2 单链提取及D o t B l o t鉴定

将数个 X
一

G al 选择阳性重组子分别接种 于 3 m l含 有 ] / l 。。体积 JM I 。创少味许j的 ZY T j音养液中
,

37 ℃培

养 6 h
.

离心 5 m i
n .

留上清液
,

以每毫升加 2 0 0一 2 5 0协1 2 0% P E G / 2
.

s m o l / L N a C I
.

置于冰浴中3 o m i n ,

1 5。。。 rP m离心 15 m i n ,

沉淀用 10 。口 T E溶解
,

常规方法提取 D N A
。

电泳鉴定后
,

取。
.

1件g 点在硝酸纤维脱

上
,

以 F植 h c : 克隆片段为探针进行分子杂交
。

1
.

4
.

3 D N A 顺序分析

按 p h a r m a e i a公司 T , 21
可歹IJ酶方法

。

取单链 D N A 。 卜 l (约 2
.

` ; : g )
、

; “ 1引物 ( z o n g )
、

2 拼 I `})万工荞分 衬
-

缓冲液及 1 、 l水混匀后
·

置于 6 0 ℃ l o m i n ,

室温 i o m i n ,

加标记混合液 ( L a b e l l i
n g 入叹i

x t u r e ) 3 0 1
、 a 一 , ’ p

一

d A T p l 件 l ( l o u C i ) 不[1稀释后的 T , D N A聚合酶 2 终l ( 3 u n i t s ) 室温置放 。 m i n ,

反应液4竿分分别 !I日

到4 协 I预热过的A
、

T
、

C
、

G混合液中
,

3 7 ℃ 5 m i n 。

各加 2 0林 l终止液
.

8 0 ℃ 2 m i 。
,

取 2 卜 l 上样电泳
。 I包

泳胶为6 %聚丙烯酞胺
,

内含有 8
.

3 m ol / L月尿素
,

在制胶前协 10 o m l聚丙烯酞胺溶液中加入 。
.

0 89 过硫酸咬和

8邸 1 T E M D (四甲基乙二胺 ) 溶液
。

用滑动技术制成上薄下厚的梯度胶
。

预热至 55 ℃
,

加样后
.

从( 2 5 0 0 V

的电压电泳 h6
。

电泳系统为L K B 20 10 M a or
o p h or s

ys t e m
。

电泳后将胶转移到普通 i心矛氏上
.

真空抽干
,

压上X光片
.

室温放置 4 h8 后冲片
。

2 结 果 和 讨 论

2
.

1 F Vlll 基因
c D N A 的分离

2
.

1
.

1 用噬菌斑 原位杂交的方法筛选人肝脏
c D N A 文库

( 1 ) 初筛
:

用 2 0个 1 5 0 m m 细菌培养皿 , 共筛选 2 0 x 2 0 0 0 0 = 4 x 一0“ 个
e D N A文库重组

子
。

见图 2 一 1
。

( 2 ) 复筛
:

在细菌培养皿上生长的噬斑数目与分子杂交后 X光片上 的黑点数相等
。

见

图 2 2
。

共得到 3个阳件噬苗斑即 3个阳性重组
一

子定名 为 F理 h 。 : 、

F珊 hc 和 F珊 h c

黯 备

曝

柔认纂争幼黝

摹介豪才
羲
工

令
典

娜翻

图 2
一

1 噬菌斑 原位杂 交 (初 筛 )
i 所指为方向标记
2 所指为阳性

习寸且广饮刚箭

F 19
.

2
一

1 I n S z t u H y b r i d

q u e s ( F i r s t )

斑
i Z a t i o n o f P l a -

a r f o 、 V

之洛 r r o 、、

s h o w s d i r e e t i o n m a r
k

,

s h o w 、 p o s i t i v e p l a q u e
.

图 2
一

2 噬菌体 原位 余 交 ( 复筛 )

箭头 1 所指为方向标记
箭头 2 所指为阳性斑

F 19
.

2
一

2 I n S i t u H y b r i d i: a t i o n o f 尸l a
-

q u e s ( S e e o n d )
1 a r r o w s ! l o w s d i

r e e t i o n n i a r
k

;

忿 : 一r r o w 、 t一。 w 、 p o 、 i t iv o p l a
甲

: 。 .
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2
.

1
.

2 {; }11注三吸组子 I )N
·

\so u t ho r B lo t鉴定
:

杠退据 人 g t 11 }
’

肉酶切图 i汗
, 1

1又含以子 I了 v皿h e l

用 1: e 〔 ,

I之 l酶切
、

r红泳
、

注护(照
、

并用 p l i 4
.

12探针进

行S o u t ll e ,
,

〔}J迹分子杂交
。

结果见图 2
一

3
。

分离日的从因是进行坡因工程
,

研 究甚因结构功能乃至旅因治疗的首要环节
。

鉴于核酸

分子杂交识另11日的
一

收因灵敏
、

专一性高
,

故已成为当今分离目的基因的主要方法
。

因为我们

试图得到 I了珊从因完整的 c D N 八
,

所以采用了人肝脏细胞
c D N 入库

。

此文库 是 19 8 3年 美 国 斯

坦福大学尺
.

Y o u o g和 R
.

D a v is 为用蛋白质抗体直接筛选基因而构建的 (载体为入g lt l) (’)
,

因

此术经 衬!:化
.

文库中了f相当数 墩的野
’

}毛型入g H I
。

假如改用枝酸杂交的方法筛选此库
,

则必须

~ ~ 一

一一一
一

-
口

-

一
}一 }

, ’ 、
一

。 ; ;

CcCC人心召宁甲人C全CC台母人C了.鑫口口赞公梦盆召盛盛鑫A戈

.裁徽ù一ù

产 绷晚

蓦

图 2
一

3 用 p l l 4
.

l 之刁本针进 仃 匕 o u Lll e r n l , l o t

分 子杂 交

a :

入D N A 卜 H i n d 11 1

b : F恤 h e x + E e o l之 I

b
’ :

川巨 娜 {J] 分 子杂交结果

F 19
.

2
一

3 八 n a l y s i s o f S o u t h e r n B l o t

( P r o b e p l l 4
.

1 2 )

a :

入D N A
一

卜 H 一n d 11 1

b
:

F班 h e l + E e o R I

b ’ : r e s u l t o f S o u t h e r n B l o t
, e o r r e s P o n -

d i n g t o b

图 2

F 19

扩大筛选 量
。

一般认为从哺乳类动物基因组

文库中分离基因
,

需筛选 30 万个重组子
“̀ ’ ,

若从。 D N A 文库 中筛选
,

则需 3万~ 5万个重组子 `’ ) ;

一

4 F珊 h c ,

克隆 邢分核 普 酸 顺序分析

箭头所指为 F姐基因 c D N A 17 号外显子核

普酸顺序
.

2一 4 A n a l y s i s o f p a r t i a 1 D N A s e -

q u e n e e o f F现 h e :
D N A s e -

q u e n e e o f 1 7 e x o n ( F皿 g e -

n e ) 15 d e n o t e d b y a r r o w

而我们从未经纯化的人肝脏细胞
c D N A

文库中分离到 F皿 hc
, 、

F 珊 hc
:

和 F租 h c 3

三个片段
,

共筛了 40 万个重组子
。

整个实验过程所用的硝酸纤维滤膜均为国产 ( 浙江黄岩人民化工厂生产 )
,

由于采用延

长重组噬菌体 D N A 转 移时间以及三氯甲烷处理滤膜等手段
,

我们认为用核酸杂交的方法分

离基因
,

选用国产硝酸纤维滤膜优于进 口产 品
。

2
.

2 F珊 h c ,
顺序分析
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丫
8 55 9

6 l

56 1,

9 1

巧6月9

12 1

56 79

生5 1

570 ,

18 1

5739

〔 1 i( 引 ( r l ! 曰 曰 f T〔 1 6 八 l(
. l l (八 仁 L 4哎 ,

如 、

申 中 脚 今 中 中 申 申 中 中 甲 甲 冲 本 申 由 中 幽 如 卑 中 琢晰 幸 申 牢 . 自 由 中

f l〔砚 j (汇 I一 I 入门 T C 1f 1( 扒 ! G l l 匕八 ( t 1 L钱泊

人入人 A 6 A I U ! 〔试了A〔 I C 入 (关玉f C I又, \ T l t i〔八 t 义

咐 由 电 咖 幽 . 叫 卒 卒 中 甲 , 市 市 申 今 申 中 卑 冲 巾 申 幸 率 中 巾 如 中 脚 甲

八A八入 G A T G 】《 洲 A C T C入《 洲 C C T G入 T 「( 议 i AC C

C 〔
一 f l〔 1 ( K二丁C l丈义 C A C A C I 人八〔 八C A C I U A A

中 中 幽 , 申 用 日 中 巾 中 巾 章 巾 市 称中 中 中 电 市 巾 幸今 中 巾 率 幸 甲 巾 巾

C〔刁 〕 f T叹洲 T C T6 〔 C A C A C T A A C人 C 入 C l巧 A A

C C C「( 试 J C A T C ( 御 A G A C A八G l( i A C A G r A C A

中巾 巾 甲 中 审 呻 . 中 申 甲 中 中 巾 幽 甲 甲 申 甲 巾 幸 今 中 甲 户 响 闷 今 幸 卒

〔
、

C C 丁乙厂丁C A J
,

C试只 j 气6 八(
一

人八G J石 A C 八G l人 f 八

〔K 3A A l l l ( 训 1〔 「G 〕 1 . 「T〔 、C C 八飞〔 1 「I G A

中 咋中 中 中巾 . 卒幽 审 冲 中 中 巾 中 幸 电 中 今 诊 牵 幽 今 今水 申 脚 水 自 牢

( 洲 A A 下
~

1丁C弓 丁C T G T T I 「 1右 、 C f 入 TC I T r G 八

1石 A 丁八 C C ^ A A A G ( 1《 沁 I 、C ll C 飞C ! 6 八八 A A

. * . 白中 中与 申 * * . * . * * * * 甲 ` , * * * * * * . 中 一 甲

1石 A T A C C A A A A G C「《试 T A C l l C 八 C T G A A A 八

T A飞石 G A A A G A A A C T G ( A〔 试洲j 〔 T C C C I巧 C A A

巾申南 方 如 巾 中 巾 率 串 申

二
布 . 中 中 本 甲 电 户 中 冲 吟 中 如 市 率 冲 冲

T A T《 创 iA A A〔 ; A A A ( T 《 K : A G (玉C C TC 〔 C 「《汇 A A

电泳 6 h可以清楚读出2 1 Ob p核 昔 酸
,

见

图 2
一

4
。

经微 机搜 索
,

与 F现基因 c D N A 序

列进行同源性 比 较
,

F 翅 hc
,

有 2 1 o b p 与 F 他

基因 e D N A 5 5 5 9
一

5 7 6 9完全同 源
,

见图 2
一

5
。

提示 F 栅 h 。 ,

从 F 珊基因 c D N A 17 号外 显子 向

前延 长了 8 0 0 ~ g o o b p
。

图 2
一

5 微机搜 索F 现 h 。 :

与F 恤 基因 c D
一

N A

序 列同源性比较

F i g
.

2一 5 H
o m o

l
o g y e o m p a r i s o n 15 e a r -
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e D N A o f F a e t o r 孤 g e n e b y
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