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摘!要!应用672896方法从中国人胎脑组织中扩增出神经珠蛋白"*45#特异性编码基因片段!
构建了-:;.3272<*45克隆质粒!并与5=>?,@A,>*45序列进行了比较)结果表明!获得的中国

人*45编码基因序列与5=>?,@A,>序列的同源性为%3B)
关键词!神经珠蛋白#基因#人胎脑

中图分类号!C03 文献标识码!D

4’"%-%2"(41-%.5.6.#$"2’"7-%#68/$8.%.

EFDGF=H.%!*IJKHLM2E<LMN
.%!OIDGPHLMN26=.%!%!7ID*PHL.

#.)9’((,N,’QOHQ,+RH,MR,%F,S,HJMHT,>@HAU%5L’VHMN$0.$$!%9<HML"!)WV=RLAH’ML(:HMH@A>UX,UOLS’QIMV=@A>H2

L(5H’A,R<M’(’NU%+R<’’(’Q5H’A,R<M’(’NU%+’=A<,>MYLMNAZ,JMHT,>@HAU%[=\H!."$1/%9<HML$

9750$&,0!672896]L@=AH(HZ,VA’L?-(HQUM,=>’N(’SHM#*45$N,M,@,N?,MAQ>’?A<,S>LHMAH@@=,
’Q<=?LMQ,A=@%7<,*45N,M,]L@R(’M,VA’-:;.327 &,RA’>)7<,N,M,@,N?,MA]L@
@,̂=,MR,VLMVR’?-L>,V]HA<*45@,̂=,MR,>,-’>A,VSU5=>?,@A,>,AL()7<,>,@=(A@HMVHRLA,V
A<LAA<,<’?’N,M,HAUS,A],,M9<HM,@,*45LMV5=>?,@A,>*45H@%3B)
:.3;"$*5!M,=>’N(’SHM#*45$"N,M,"<=?LMQ,A=@S>LHM

!!珠蛋白是具有可逆性结合&储存和运输氧的蛋

白’.(%广泛存在于不同生物中’!()其中%脊椎动物珠

蛋白又可分为血红蛋白#FS$和肌红蛋白#:S$’1()
神经珠蛋白#*45$是新近 发 现 的 一 种 截 短 型 氧 结

合血红素蛋白%在人类和其他脊椎动物脑组织中表

达%是珠蛋白 家 族 中 的 一 名 新 成 员’"!/()*45相 对

分子质量小&容易透过血脑屏障&携氧能力强%在神

经组织氧 的 运 输&贮 存’"!0(过 程 中 具 有 重 要 作 用)
作为药物可 以 防 治 大 脑 局 部 短 暂 缺 氧 所 导 致 神 经

细胞死亡和部分神经功能的丧失%帮助维持神经功

能’3()还可开发 成 保 健 品%用 于 脑 中 风 和 早 老 性 痴

呆症等脑血管疾病的治疗和预防)作者以人胎脑组

织为材料%扩增得到了中国人*45基因%并进行了

序列分析)为*45基因表达研究提供了基础)

<!材料与方法

<=<!材料

冻存于_0$‘的胎儿脑组织)
<=>!主要试剂

异硫 氰 酸 胍%I874%P2NL(等 主 要 化 学 试 剂 均
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为美国+HN?L公司产品)琼脂糖凝胶;*D纯化试

剂 盒 !7LXL6L "9’V,;& 3$#7#"5RL5W+77:

6*D 896 试 剂 盒 &,>).).!7LXL6L"9’V,
;66$!1#"896扩增试剂盒为7LXL6L公司产品"

-:;.327&,RA’>质粒!7LXL6L"9’V,;#$"D#和

大肠杆菌!!"#$%&#K:.$%菌株!7LXL6L;%$#!#均

为日本7LXL6L公司产品)以上试剂均严格按照说

明书操作"在有效期内使用)
<=?!引物设计与合成

引 物 设 计 与 合 成 引 物 设 计 参 考 5=>?,@A,>
等$"%报道的序列"采用->H?,>#)$软件 设 计)正 向

引物#&端设计了WR’6"酶切位点"反向引物#&端
设计了*’A"酶切位点)引物由日本7LXL6L公司

合成"其正 向 引 物 序 列 为 #&! 44DD779D7
44D49499944D49!1&!!1S-#"反向引物

序列 为#&! D7D D4D D74 944 994 977
D979499D7999D4!1&!1!S-#)
<=@!主要仪器

基 因 扩 增 仪’5H’?,A>L7246D;IW*77<,>2
?’S(’Ra为德国产品(;*D序列仪’D5I86I+:7:

100PO;*D+,̂=,MR,>(;’R!$$$凝胶成像分析系

统为美国5H’26LV公司产品)
<=A!实验方法

<)A)<!6*D提取!人胎脑总6*D提取采用异硫

氰酸胍2酚)氯仿一步法$%%)
<)A)>!896扩增及鉴 定!反 转 录 反 应 及896扩

增按7LXL6L公司的672896试剂盒说明进行)反
应终 体 积!$#O"其 中 含 有’:N+G"#??’()O"

V*78$)#??’()O"6ML@HM!$J"5RL5W+7多 聚

酶!!J"正向和反向引物各!$-?’("6*D模板.

#O"无6ML@,重蒸水.)##O"!b5RL.
@A5=QQ,>.$

#O)反应过程为/#‘.?HM(1$‘#?HM(逐步 升

温到/#‘!.#!1$?HM"平均.?HM升.‘#(/#‘
保温1$?HM"%3‘#?HM"#‘#?HM)在第一轮!$

#O的896产物中加入3$#O反应液"反应终体积

为.$$#O"其是含有’:N+G".)#??’()O"正向和

反向引物各!$-?’("#b5RL!MV5=QQ,>./#O"5RL2
G-AH?HZ,V7L̂ !)#J"重 蒸 水##)##O)扩 增 条 件

为’第一轮反应%"‘.?HM(%"‘1$@("#‘1$@(

0!‘.?HM(进行#个循环)第二轮反应为%"‘1$
@(/$‘1$@(0!‘.?HM(进行!#个循环)最后0!
‘延伸0?HM)加入产物及标准相对 分 子 质 量 样 品

各##O"进行琼脂糖凝胶电泳!.)!B琼脂糖#"溴乙

锭染色"用;’R!$$$凝胶成像分析系统观察结果并

拍照)

<)A)?!克隆质粒的构建!选用日本7LXL6L公司

生产的;*D连接试剂盒"严格按说明书操作)
<)A)@!蓝白斑筛选!将连接好的质粒转化K:.$%
大肠杆 菌 感 受 态 细 胞 中$.$"..%)转 化 细 胞 涂 在 含 有

P2NL(和I874!$)#??’()OI874""$#N)?OP2

NL(#的O5琼 脂 固 体 培 养 基!D?-c#上)培 养.!<
后"得到蓝白斑菌落)其中含有*45基因片段质粒

的细胞长 出 的 菌 落 为 白 色"而 未 转 化 的 菌 落 为 蓝

色)
<)A)A!896鉴 定 方 法!挑 选 白 斑 和 蓝 斑 菌 落 在

O5液体培 养 基 中 培 养.!<$.1%"提 纯 质 粒 后 进 行

896扩增)反应 终 体 积 为#$#O"其 中 含 有 以 下 成

份’"V*78@!$$#?’()O"7L̂ 酶.)!#J".$b
5=QQ,>##O"正向和反向引物各!$-?’("质粒模板

.#O)反应条件’%"‘%$@(%"‘1$@(#1‘1$@(

0!‘ .?HM"进 行1$个 循 环)最 后 延 伸0! ‘ 0
?HM)用.)!B琼脂糖凝胶电泳进行结果鉴定)
<)A)B!原 核 表 达!用 碱 裂 解 法 提 取-5&!!.质

粒)将获得的-5&!!.质粒和-:;.3272<*45质

粒分别进行WR’6"和*’A"双酶切";*D凝胶回

收试剂盒 纯 化 后 用;*D连 接 试 剂 盒 进 行 定 向 连

接)用构建的重组质粒转化K:.$%大肠杆菌"将抗

D?-阳性重组子接种于含.$$?N)?OD?-的O5
液体培养基中10‘振荡过夜培养)以.d.$$接种

于新鲜O5液体培养基中"1$‘振荡培养至D值为

$e/"取出.?O未 诱 导 的 发 酵 液 作 为 对 照"其余的

迅速放入"!‘振荡热诱导"<)各取.?O发酵液收集

菌体)+;+28D4W!分离胶.#B"浓缩胶"B#电泳分析)

>!结!果

>=<!人胎脑组织总C69的提取

通过紫外分 光 光 度 法 和 变 性 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳

法鉴定"确认 纯 化 的 人 胎 脑 组 织 总6*D含 有!3+
与.3+的!个6*D条带!见图.#"经 扫 描 分 析 两

者条带面积比 约 为!d."说 明 总6*D完 整 性 好(

D!/$)D!3$比值为.)%"说 明 纯 度 较 高)因 此"所 提 总

6*D可用于进一步实验)

图<!人胎脑组织总C69电泳图

)-2=<!D’.,0$"E1"$.5-5*-&2$&F"(0"0&’C69E#$-(-.*

($"F1#F&%(.0#57$&-%0-55#.
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>=>!68/基因CGHI4C扩增

经672896可 以 从 提 取 的 总 6*D中 扩 增 得

到大小约#$$S-的;*D片段!见图!"#与预期的

*45基因大小相符合#表明人胎 脑 组 织 中 可 能 有

*45基因的表达)

.)样品.$!)样品!$:)标准相对分子质量

图>!68/基因CGHI4C扩增结果电泳图!<=>J琼脂糖"

)-2=>!K-&2$&F($"F&2&$"5.2.’.’.,0$"E1"$.5-5"(CGH

I4C$.5#’0"(68/

>=?!ELK<MHGH168/质粒构建

-:;.327载体是由-J9.3载体改建而成的)
在-J9.3载体的多克隆位点处的\SL"和+L("识

别位点之间插入了!#$’$识别位点#用!#$’$酶

切后#再在两个1%端添加&(’而成)因大部分耐 热

;*D聚合酶反应时均有在896产 物 的1%末 端 添

加一个&)’的特性#所以利用-:;.327 载体能大

大提高896产物的连接和克隆效率)将*45特异

性片段克隆到-:;.327&,RA’>质粒构建成-:;
.3272<*45质粒#转化K:.$%大肠杆菌#通过蓝白

斑筛选得到阳性菌株#经电泳鉴定白斑菌落中提取

的质粒迁移率 慢 于 蓝 斑 菌 落#表 明 有 *45基 因 片

段插入!见图1")

.)蓝斑克隆$!)白斑克隆$:)%;*DFHMV&酶切片段标准

相对分子质量

图?!ELK<MHGH168/克隆质粒电泳图

)-2=?!G1.&2&$"5.2.’.’.,0$"E1"$.5-5*-&2$&F"(ELK

<MHGH168/E’&5F-*5

!!利 用 设 计 的 672896 引 物#用 896 方 法 对

-:;.3272<*45质粒进行特异性扩增#也能得到

大小约#$$S-的;*D片段!见图""#所得片段与

预期大小一致)

.)896产物.$!)896产物!$:)标准相对分子质量

图@!ELK<MHGH168/I4C产物电泳图

)-2=@!G1.&2&$"5.2.’.’.,0$"E1"$.5-5*-&%2$&F"(I4C

E$"*#,05"(ELK<MHGH168/

>=@!68/基因序列分析

*45基因片段测序结果如图#所示#此 *45
的;*D片段的长度为"0!S-)是为毕赤酵母9%X
质粒设计#该质粒已有)(*起始密码子#所以引物

设计时缺失了*45结构基因中的)(*密码子)人
胎脑*45与5=>?,@A,>7)(")报 导 的 序 列 同 源 性

为%3B)尽管1%/位的为(但编码的氨基酸未变)
1f端虽然有差异#但此区域为非编码区)
>=A!68/基因的原核表达

在热 激 诱 导 后#大 肠 杆 菌 蛋 白 质+;+28D4W
图谱如图/所示)说明"#/两个细胞系有.0$$$的

蛋白质表达#相对分子质量约.0$$$#可能是*45
蛋白)

?!讨!论

!$$$年#德国学者5=>?>@A,>等参考人和小鼠

的基因序列数 据 库#对 鼠 和 人 的 *45编 码 区 进 行

了克隆与序列 分 析)用 分 光 光 度 法 分 析 了 *45重

组蛋白的 氧 结 合 活 性)此 后#国 内 外 学 者 对 人(.!)*
鼠(0)和鱼类(.1)的 *45进 行 了 研 究);,]H(V,等(.")

和KLM等(.#)对*45的配基结合特性和重组蛋白的

动力学进行了 深 入 的 研 究)这 些 结 果 证 实#人 类 和

鼠类神经珠蛋白?6*D全序列长为00!0S-#其中

含..个重复序列#"个外显子和1个内含子(3)#均

编码.#.个氨基酸!大约.0$$$"$人类和鼠类神经

珠蛋白有%"B的同源性#高于本物种其它种类珠蛋

// 食!品!与!生!物!技!术!学!报!!!!!!!!!!!!第!"卷!
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白如血红蛋白和肌红蛋白的保守性!00B!3#B同

源性")本文测得的*45序列与5=>?>@A,>等#"$的

序列相比较%同源性达%3B%属于高度同源%但仍有

一定差别)
人胎脑*45 . D744D49499 944D49994D 4974D79944 9D4D497449 4449D474D9
5=>?,@A,>*45 . D744D49499 944D49994D 4974D79944 9D4D497449 4449D474D9

人胎脑*45 #. 9949D49994 9744D49D94 49D9947997 4777499D44 9747774999
5=?,@A,>*45 #. 9949D49994 9744D49D94 49D9947997 4777499D44 9747774999

人胎脑*45 .$. 744D49974D 9974974999 9797799D47 D9DD974994 99D4779799
5=?,@A,>*45 .$. 744D49974D 9974974999 9797799D47 D9DD974994 99D4779799

人胎脑*45 !$. 4474D74979 474D774D74 9749D474D9 9DD74744DD 4D99747997
5=?,@A,>*45 .$. 4474D74979 474D774D74 9749D474D9 9DD74744DD 4D99747997

人胎脑*45 1$. 474DD4979D 4979977979 4D9D474447 4D47979749 797D9D7497
5=?,@A,>*45 1$. 474DD4979D 4979977979 4D9D474447 4D47979749 797D9D7497

人胎脑*45 1#. 44D4DD4747 9744499974 99779D9D99 D499D9D944 497497744D
5=?,@A,>*45 1#. 44D4DD4747 9744499974 99779D9D99 D499D9D944 497497744D

人胎脑*45 "$. 499DD9797D 944449947D 474D4499D 74D4794D44 97444D7449
5=?,@A,>*45 "$. 499DD9797D 944449947D 474D4499D 74D4794D44 97444D7449

人胎脑*45 "#. 4D47DD4944 9949D77977 D7
5=?,@A,>*45 "#. 4D47DD4D44 94D9999499 94

图A!中国人胎脑68/基因K69序列

)-2=A!G1.5.N#.%,."(68/2.%.($"F41-%.5.1#F&%(.0#57$&-%0-55#.!/#$F.50.$689"5..C.(#@$%

.)标准相对分子质量&!!/)阳性克隆&0)对照

图B!大肠杆菌蛋白质+K+电泳图谱

)-2=B!+K+I98D*-&2$&F"(!"#$%&

!!+=M等#3$对*45可能的药用效果和机制进行

了研究%发现 缺 血 半 球 神 经 细 胞 内 的 *45蛋 白 的

表达量升高%推 测 *45可 能 参 与 缺 氧 的 识 别 和 引

发%保护细胞反应%能在缺氧的环境下保护神经元)
国 内 外 专 家 对 这 些 研 究 结 果 十 分 欣 慰%认 为

*45可能为阿尔茨海默氏症和脑中风等脑血管疾

病病人带来福音)本实验的结果初步证明得到了人

胎 脑 *45 基 因%但 还 需 经 [W+7W6* 5OG72
7I*4的最 后 证 实)要 在 医 药 研 究 和 临 床 中 使 用

*45也还待其大量的表达%还应在发酵条件优化’
基因表达调控等方面进行深入研究)

谨以此文献给牛建章教授!并致深切哀悼！
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!!从表.可以看出薰衣草的超临界萃取 和 水 蒸

气蒸馏精油成分的主要区别有二点!一是乙酸薰衣

草酯和乙酸芳樟酯的相对质量分数"前者在超临界

中的相对质 量 分 数 低 于 水 蒸 气 蒸 馏 法 中 的 相 对 质

量分数"而后者在超临界中的相对质量分数则远远

高于水蒸气蒸 馏 法 中 的 相 对 质 量 分 数"文 献#!$报

道乙酸芳樟酯通过水蒸气蒸馏法易分解"实验结果

与其一致%二是第五个主成分不同"前者为异丁酸
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