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摘 要
: 【目的 ] 构建人肝豆状核变性病 A Tp 7 B 基因野生型及常见突变型的小鼠肝脏特异性表达载体

A BL
一

A PT 7B
,

为制备转基因小鼠及相关基因治疗作准备
。

【方法】定点突变法获取人群中常见的 A gr 778 玩
u
及

IH
S
1069 lG

n
两种 AT 7P B 基因突变体

,

定向克隆将小鼠白蛋白启动子 A LB 序列及野生和突变的 A T I
〕
7 B 基因亚克

隆至真核表达载体 kbaP al 上
,

得到可在小鼠肝脏特异性表达的人 A l
,

7P B 基因正常及突变型真核表达载体

A LB
一
A T7P B

。

【结果 1 经测序及酶切鉴定证实
,

真核表达载体 AL B
一
AT即 B 构建成功

。

【结论 1人类正常及突变

A T 7P B 基因真核表达载体 AL B
一

A Tp 7B 的构建初步奠定了转基因小鼠制备的基础
。
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肝豆状核变性病
,

也称 w ils on 病 ( w D )
,

是一

种我国较常见的常染色体隐性遗传的铜代谢障碍

疾病
。

其病变基础在肝脏
。

已发现致病基因 AT 7P B

的突变超过 200 种
,

其中较为确定的东方人群的突

变热点主要是 rA g 778 Leu ’ ` ]
,

而西方人群的突变热

点为 IH
S 106 9 iG ln

“ 〕。 目前国际上广泛应用的动物模

型如 L E C 大鼠及 xt 小鼠均不能正确模拟人类肝豆

状核 变性 病 的病 理生 理 过程
。

因 此
,

制 备
A gr 77 8L

e u 、

IH
S 106 9 lG n

转基因动物模型在当前对

研究其发病机制和临床治疗具有很大的指导意

义
。

转基因动物模型的制备需特定的表达载体
,

故

寻找和构建 AT 7P B 肝脏特异性表达载体是制备转

基因动物模型的基础
,

以往的研究证明
,

白蛋白启

动子可有效引导下游基因的肝脏特异性表达
「, ’ 。
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文报道小鼠肝细胞白蛋白启动子 A LB

一

A T7P B表达 心 1 m in
,

将所得液体于
一
20 ℃保存

。

载体的成功构建
。

1
.

2
.

2 定 点突变 按 Q
u ik C h an g e TM

S i t e
一

D i r e c t e d

M ut ag en es is itK 要求设计含有预期突变的引物
。

1 材料与方法 rA g 77 8L eu 突变体的引物
:
正向引物

,

弘竹C

姗GC
C C T G G G C C TGT G G C TG G A A

一

3
` ;反向引物

,

5
’ -

G
口

仃C

1
.

1 主要试剂 C AG C C A C AG G C C C A GG G CA A
r

YGA A
一

3
, 。

H i s 1 0 6 9

野生型人 AT 7P B 基因克隆 p R C / C MV
一

A T7P B lG n
突变体的引物

:
正 向引物

,

5
` 一

C A GCA GT
-

由 日本 uS ig ya m a
教授赠送

。

小 鼠白蛋白启动子 GA A c A G C C C竹 GG G CGT G Gc A
一

3
’
; 反 向引物

,

5
’

B l u e s e ir p t / A l b u m i n
、

真核表达载体 kb p al a
由中 IJJ

一

e T G e e A C Ge e C A A G GG e T G I T C A e T G e GT
一

3 ’ 。

大学附属第一医院神经科徐评议教授惠赠
。

定点突 1
.

2
.

3 P CR 扩 增 反应体系为 50 匹
: p R C /

变试剂 Q
u ik e h a n g e T M s i t e

一

D i er e t e d M u t a g e n e s i s K i t CM v
一

A TP 7 B 模板 5 一 5 0 n g
,

两个引物各 1 2 5 n g
,

l

购 自 M E R e K 公司
。

科 DN A l i g a s e
购自枷m e g a

公 林 L dN T P o i x
,

z 协L
肠 uT br

o DN A p o l ym e ar s e o

反应

司
。

S u b e l o n in g E iff e i e n e y T M
D H 5 a TM

e h e m i e a zl y 条件为 9 6 ℃ 4 m in ; 9 5 ℃ 3 0 5 ,

5 5 ℃ r m i n
,

6 8 ℃

e o m p e te n t 丑 。 0 21购 自 I n v i t or g e n
公司

。

DN A E x 一 2 0 m in 2 4 5 ,

共循环 1 8 次
。

然后将反应产物置于冰

atr ict on iK t 购 自 eF mr en at s
公司

。

小量质粒快速抽 上
,

加人 1 林L 如
n
限制性内切酶

,

混匀后 37 ℃孵

提纯化试剂盒购自上海华舜生物工程有限公司
。

限 育 l h 消化模板 D NA
。

将 2 协L 反应产物加人 50 林L

制性内切酶购 自 N e w E n g l a n d B i o la b 公司
。

操作按 X L
一

B l u e
感受态细胞

,

混匀后冰浴 3 0 m i n
,

4 2 ℃热

试剂盒说明书进行
,

除非特别说明
,

所使用的离心 休克 20
5 ,

将反应产物迅速置于冰上 2 m in
,

加人预

机均为台式低温高速离心机 l(
.

5 m L
,

M eg a fu g e
热至 42 ℃ 的 0

.

5 m L Nz Y + 培养基
,

37 ℃ 温和震

1
.

o R
,

H e ar eu s
)

,

其他试剂为市售分析纯
,

所有溶 荡 ( Zoo
r / m in) 孵育 l h

,

各取 巧。 林L 菌液涂至含

剂使用前需经高压蒸汽灭菌
。

文中所有电泳图均为 氨节西林的 LB 平板上
,

37 ℃过夜培养
,

次日每个

10 9 / L 琼脂糖凝胶电泳
,

M a政 e :
均为 M BI eF

r一

突变体挑取 3 个单菌落培养
、

质粒提取后进行模板

m en at s
的 1 k b D N A la d d er

,

片段的分子量 由大到 测序 鉴定
。

测序 引物 分别 为
: A gr 7 78 eL

u ,

5
’

小分别是
: 10 kb

、
8 k b

、

6 k b
、

5 k b
、
4 k b

、

3
.

5 k b
、

3
一

GA C TGT C C A竹C T A AA T C T C
一

3
`
; H I S l o 6 9 lG n ,

5
’ 一

C

k b
、
2

.

5 k b
、

2 k b
、

1
.

5 k b
、
1 k b

、

7 5 0 b p
、
5 0 0 b p

、

2 5 0 T G GA G A T G G C G C A C A A G
一

3 ’ 。

b p
,

其中 3 kb 的片段浓度最高
。

1
.

3 小鼠白蛋白启动子的定 向亚克隆

1
.

2 人 A T脚B 基 因 A r g 7 7 s L e u 及 m
s i 0 6 , G l n B l u e s e五 p t / A lb 在白蛋白启动子序列的两端分

两种突变体的制备 别含有 No lt 和 B a m hl 两个单酶切位点
,

与 k b aP al

1
.

2
.

1 质粒抽提 首先提取 p R c / c M v
一

A PT 7B 的相应多克隆位点相匹配
,

故可通过双粘端定向连

质粒 DN A 作为模板
:
将 3 一 5 o L 过夜培养的菌液 接将白蛋白启动子亚克隆至 k b p al a

上
。

反应如

以 8 0 0 : / m in (
: 二 4 c m )离心 5 im

n
收集至 1

.

5 m L 下 :
在 40 林L 的酶切反应体系中

,

加人约 2 此 质

离心管
,

彻底去除上清
,

加人 250 协L IP (细菌悬浮 粒
、

No lt 和 B a m H I 两种酶各 1 卜L
,

4 卜L 10 X 酶

液 )
,

震荡至彻底悬浮 ;加人 2 50 卜L ZP (碱裂解液 )
,

切缓冲液
,

0
.

4 卜 L 1 0 K B s A
,

余体积用 dd H
Z
o 补

立即温和颠倒离心管 5 一 10 次以混匀
,

室温静置 4 足
,

混匀后
,

37 ℃孵育 Z h
,

10 9 / L 琼脂糖凝胶电泳

m in ; 加入 3 50 卜L P 3( 中和液 )
,

立即温和颠倒离心 分离 目的片段
。

用手术刀切下含有所需 D N A 的凝

管 5 一 2 0 次以混匀 ; 22 0 0 0 : / m i n 离心 1 2 m i n
,

将 胶块放人 一 5 m L 离心管
,

每 x 倍体积凝胶加人 3

上清液小心移人吸附柱
,

离心 巧 s ,

倒掉收集管中 倍体积结合液 ib( dn ign
S

olu iot n)
,

至 55 ℃水浴 5

的液体 ;在吸附柱中加人 500 协 L B l( 清洗液 )
,

离心 m in 使 之 完 全 溶 解 ; 加 人 混 匀 的 重 悬 液

15 5 ,

倒掉收集管中的液体 ; 在吸附柱中加人 5 0 0 (
r e s u s p e n d e d 。 il i e a

) 5 林 L
,

颠倒棍匀后至 5 5 ℃水

卜L w l (洗涤液 )
,

离心 一5 5 ,

倒掉收集管中的液体
,

浴 5 一 0 m i n
,

12 o o o r / m i n (
: 二 4 c m )离心 5 5

后
,

重复两次后
,

离心 1 m in
,

彻底去除吸附柱中的液 彻底除去上清
,

加入 5 00 林 L 预冷的洗涤液 ( w as h

体
,

将吸附柱放人一个新的离心管中
,

在吸附柱膜 bu ffe r)
,

震荡重悬后离心 5 5
倒掉上清

,

反复重复 3

中央加人 50 林L T I (洗脱液 )
,

5 5 ℃水浴 s m i n
,

离 次
,

彻底去除上清
,

加人 1 0 一 2 0 林 L d dH
Z
o 于 5 5℃
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水浴中溶解洗脱D NA
,

进行连接反应
: 10 林L 反应

体系中含有插人片段约 0
.

2 此
,

载体约 0
.

1 此
,

4T

D N A 连接酶 l 林L
,

x o x l i g at ion b l l f企 : l 林L
,

余体积

用 d d H
Z
O 补足

,

混匀后 18 ℃孵育 Z h
,

于 6 5 ℃ 5 m i n

灭活后取 5 卜 L 连接产物转化感受态细菌
。

37 ℃过

夜培养后挑选单克隆菌落
,

提质粒后 No lt 和 B a

hm
I双酶切鉴定

。

1
.

4 小鼠白蛋白启动子 lA b
一

AT 7P B 基因表达载

体的构建

p R C / C M V
一

AT P 7 B 质粒中的 A T7P B 基因是通

过前后两个 h kn er 连接至 p RC / c M V 载体上的
,

其

5
`

及 3 `

端分别含有 B a m H I 及 Xb
a l 的酶切位

点
,

而 kb p al a 一 al b 上具有 B a m H I及 助
:

n 的酶切

位点
,

Xb
a l 与 A。 : n 酶切所得的粘末端相匹配

,

故可通过双酶切定向连接将 AT 7P B 正常及突变基

因亚克隆至 k baP la
一

al b 载体上
。

在整个 kb p al a 一 al b

序列上
,

B a m H I 及 A vr ll 均为单酶切位点
,

酶切

后可的到 5
.

6 kb 及 670 b p 两个片段
,

5
.

6 kb 为目

的载体片段 ;而在整个 p R C / c M v
一

A T7P B 序列上
,

共有 2 个 X ba l 及 4 个 B a m H I 酶切位点
,

酶切后

可得到 6 个片段
,

分别为 4
.

6 k b
、

3
.

2 kb
、
2 k b

、

3 0 0

b p
·

76 b p
、

6 b p
,

.4 6 kb 的片段为目的插人片段
。

将

目的片段与载体片段以 3 一 10 : 1 的物质的量比进

行连接后转化感受态细菌
,

次日挑选单克隆提质粒

B a m H I/ A二 11 双酶切鉴定
。

图 2 iH s 1 0 69 G I n 及 A r g 7 7 8 L e u 突变体测序图谱

凡 9
.

2 S e

qu en e e of H i s 1 0砂 lG n a n d A r g 7 7 8 L e u m ut a nt

ia le le

T h e

叩 per 15 H i s l 0 6 9 G l n a n d t h e l ,
e r 15 A r g 7 7 8 1o u

(图 2 )
。

2
.

Z B一ue
s e ir p t / A l bum i n 及 k b p a l a 质粒酶切及

连接后重组质粒的酶切鉴定

oN t 1/ aB m H I双酶消化 k b p al a 电泳后可见两

条大小为 .3 9 k b及 20 b p片段
,

其中目的载体片段

为 3
.

9 k b ; B l u e s e r i p t / A l b u m i n 双酶消化后可见 2
.

3

kb 及约 3 kb 两个片段
,

目的插人片段为 2
.

3 kh( 图

3 )
。

将 k b p al a
酶切所得 3

,

g k b 载体片段与 B l u e -

cs ir tP / lA bum in 酶切片段 2
.

3 kb 连接后转化单克

隆菌落
,

质粒提取后分别用 B a m H 1/ No t n 双酶

切鉴定
。

电泳后可见载体及插人片段分别为 3
.

g kb

2 结 果

2一 A r g 7 7 8 L e u 及 H i s 10 6 9G in 定点突变

定点突变反应后将 P CR 产物进行电泳
,

在凝

胶上显示分子量为 10
.

19 kb 的电泳带 (图 1 )
。

电泳

片段大小与克隆的目的基因长度相同
,

D N A 测序

也证实 rA g7 78 eL u 及 iH o 10 69 lG n
突变体构建成功

图 3 B hi e s c r i p t / A lb咖 in 和 kb p a l a 载体 B a m H I
、

No
t l

酶切电泳分析

iF g
.

3 F ar g n l e n t o f b l u e s e ir P t
· a lb a n d kb P a l a b y B am H

I
、
刃沙t l 山ge s it o n

M : I k b lad de r : la n e l
、

2 : d ig e s it o n

四d u e t o f k b p a l a ( 3
.

g k b ) ;

l a n e 3
、
4 ; d ig e s t i o n o f B lu e s e ir p t / A lbu m i n v e e t or

kb.10熟乳主矛丫

图 l 定点突变的 P C R 结果

iF g
.

1 p C R Pr o du e t o f is et
·

id r e c t e d mu
t a ti o n

M : I k b l ad d e r : l a n e l : A g7T 7 8玩 u : 1习 r l e Z: H i s l 06 9 lG n

及 2
.

3 k b (图 4 )
。

2
.

3 p R C / CM v
一

A T 7P B 及 kb p al a / alb 的酶切
、
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徐 琳

,

等
.

小鼠肝脏特异性表达载体 A L B
一

AT 7P B 的构建

质粒后进行 B a o H I/ vA
r
ll 酶切分析

,

阳性克隆被

切为 9
.

3 k b
、

0
.

8 8 k b 两个片段
,

其中 0
.

88 k b 的片

段来自 AT P 7 B (图 6 )
。

3 讨 论

图 4 重组质粒 k b p al a / ia b 的 aB m H L No
t l 酶切分析

F i g
.

1 Id e
int n e a it o n o f r

ec o m b in a nt k bP a la / al b

M : I k b l a d d e r ; l a n e l : di罗 s t e d k b p al a / a l b

连接及重组质粒的鉴定

将 p R C / C M v
一

AT p 7 B 野 生 型 及 A笔7 7 s L e u 、

H I S 10 6 9 lG n
突变 型分别用 B a m H I/ Xb

a
l 双酶

切
,

可获目的片段 4
.

6 kb 电泳带 ; k b aP la / al b 用

B a m H I/ 加
:
11 双酶切后得到的载体片段则为 5

.

6

kb (图 5)
。

将上述 目的基因酶切片段 4
.

6 kb 与

kb aP la / a lb 载体片段 5
.

6 kb 连接后转染细胞
,

提取

图 5 p R C / c M V
一
A T I叮 B 和 k b p a l a / al b 的酶切 电泳图

F i g
.

5 E nz ym e a n a l y s i s o f PR C / CM V
一

A T P 7 B a n d k b
·

p a l a / a l b

M: I k b lad d er ; l an e l : n o

mr al A T刃 B : l二 e Z : A rg7 7 8 Le
u : l a n e

3 : H i s 1 0 6 9 G ln ; la n e 4 : k bP al a / al b

10 kb

图 6

F i g
.

6

kb aP -la al -b A T p , B正常及突变克隆酶切分析

E n z y n l e a n al y s i s o f n o

mr
a l a s w el l a s m u at n t k b

·

P a l a / ia b
一
A T I叮 B

M: I kb la d d e代 l a n e l : n o

mr 习 A TP’7 B ; l a n e Z: Agr 77 8 L e u ; l a n

: Hi s l 0 6 9 Gl n

AT 7P B基因是 W ils on 病的致病基因
,

主要在

肝脏表达
。

基因突变使肝脏合成铜蓝蛋白及胆道排

铜障碍
,

导致金属铜在机体器官沉积
。

据报道
,

中国

人 AT 7P B 突变热点主要是 A r
妇 78 eL

u 〔̀ l
,

而西方人

群的突变热点为 iH
s l0 69 lG n 「2 ’ ,

但基因突变后的具

体发病途径并不清楚
。

因此
,

构建这两种突变的转

基 因动物模型进行铜代谢观察
,

对阐明本病的发病

机制非常重要
。

目前还没有特定突变的转基因动

物
,

国际上常见的动物模型为
: L E C 鼠 ( oL gn

一

vE an
s

e inn
a m o n ar t s ) 或 t x 鼠 ( t

o x i C m i l k m u t a n t m i e e
)

。

我课题组已从澳大利亚引进了 xt 小鼠并进行了胚

肝细胞移植及细胞转基因研究
,

取得了初步的成

效
`4

,

5 ’ ,

然而
,

这两种模型均存在与人类 w D 患者显

著不同的特征
〔6 , : LE C 鼠易发生肝癌且很少出现神

经系统症状 ; xt 小鼠若吸食正常含铜乳汁则可较好

的生长发育并不表现神经系统症状 ; 这些情况均与

w D 的临床表现很不一致
。

上述两种模型都具有与

人类 APT 同源基因的突变
,

如 L E C 鼠 ATP 7B 同源

基因定位于 1 6 号染色体 ( 1 6 q l 2
.

2
一

q l 2
.

4 )
,

其 3
’

端 A TP 结合 区及其 下游的基 因序列在 内至少

90 o b p 的缺失
〔, 〕 ,

饮 鼠同源基因则定位于 8 号染色

体
,

下游 4 0 66 核昔酸位点错义突变
,

导致第 8 个

跨膜区域的氨基酸编码改变而致病
`8 ’ ,

与人 A T 7P B

基因突变热点不同
,

不能完全反映 W il s
on 病人的分

子发病机制
。

19 9 9 年
,

B u i a k o v a
等

〔, J
制备了 AT P 7 B

基因 2 号外显子缺失的 W il s
on 病小鼠动物模型

,

结

果发现转基因动物表现为铜在肝
、

肾
、

脑等组织的

沉积
,

并进一步发生肝硬化 ; 而突变鼠分泌的乳汁

则是乏铜的
,

其子代出生时肝脏明显乏铜
,

若吸食

母鼠乳汁
,

则生长迟缓
,

神经系统发育异常
,

多于 3

周内夭折
。

这些表现均与 xt 鼠极为相似
,

没有取得

突破
。

因此
,

构建在肝脏等特定器官进行人 A T 7P B

热点突变表达的转基因动物模型
,

在基因水平上真

正模拟该病
,

对探讨本病基因热区突变后的分子发

病机制具有重要意义
。

白蛋白是肝脏合成的血清蛋白
,

基因表达在肝

脏较其他组织高 1 000 倍
,

其组织特异性表达的基

础在于白蛋白基因存在特异性调控序列如启动子
、
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增强 子
,

可 与肝脏富含的转 录 因子如 HN F
一

1

(h
e p a t o e y t e n u e l e a r fa e t o r 一 1 )

、

C / E B p ( C C AA T / e n -

h a n c e r b i n d i n g p or t e in )及
e H

一

T F 等特异性结合
,

刺

激基因高效转录
「’ “ 〕

。
1 9 8 9 年 Ibz an 〔川克隆并提交

了小鼠白蛋白调控序列
,

在白蛋白启动子引导下

的转基因动物
,

其外源基因亦表现为肝脏特异性

表达
,

为肝脏相关疾病的研究提供了极有价值的

动物模型
。

近年的研究还发现
,

与其它启动子如

C M V
、

P GK 相比
,

白蛋白启动子引导的外源基因

表达所引起的体液免疫及细胞免疫反应均较轻
,

基因治疗的重复性好
’̀

气 并可克服因启动子失活

而导致的转基因沉默现象
,

使基因治疗的有效期

增加
【̀ , 〕 ,

显示了极具潜力的临床应用价值
。

W il s
on

病发病的首要靶器官是肝脏
,

因此
,

利用白蛋白基

因特异性调控序列如启动子
、

增强子实现 AT 7P B

基因的肝脏特异性表达
,

对模拟该病的肝脏病理

生理机制具有非常重要的意义
。

故本研究构建的

小鼠白蛋白启动子 A LB
一

AT 7P B 表达载体对下一

步制备转基因 W il s on 病小鼠模型奠定了初步基

础
,

并具有较大的临床研究和应用价值
。
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