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　　肥胖是现代社会的常见病 , 是胰岛素抵抗综合症的组

成部分 , 它的分子发病机制多年来一直不清楚 , 1994 年瘦

素基因(OB 基因)和 1995 年瘦素受体基因(OBR基因)的

克隆成功[ 1 , 2] ,使肥胖症的分子发病机制研究进入了新的

时代。目前已知瘦素是由脂肪细胞分泌 ,具有降低食欲 、增

加能量消耗 、减轻体重作用 , 并参与糖 、脂肪和蛋白质的代

谢调节。体内瘦素受体蛋白存在多种异构体 , 它们的生理

作用和作用机制未完全明确。本实验室通过逆转录多聚酶

链反应技术(RT-PCR)克隆含短胞内段的全长瘦素受体

(OBRa)cDNA , 为进一步探索 OBRa生理作用打下基础。

1　材料与方法

1.1　材　料

正常雄性 SD 大鼠 ,体质量约 250 g(购自中山医科大学

动物实验中心), rneasy mini kit 购自 QIAGEN 公司 , first

strand cDNA synthesis kit fo r RT-PCR(AMV)和 expandTM

high fidelity PCR sy stem 购自 Roche 公司 , pMD18T 和限制

性内切酶 Xba Ⅰ 、 Hind Ⅲ 、 BamHⅠ 、 Xho Ⅰ 、 EcoR Ⅴ 、

Hinc Ⅱ 以及 DNA marker λ-EcoT14 Ⅰ digest (421 , 925 ,

1489 , 1882 , 2690 , 3472 , 4254 , 6223 , 7743)和 DL2000(100 ,

250 , 500 , 750 , 1000 , 2000)购自 TakaRa Biotech 公司 , JM109

由本院林百欣医学实验中心提供。

1.2　引物设计

两对引物包含了全长 OBRa 的细胞外段 、跨膜段和细

胞内段编码区 , 引物序列为:S1(1-25)GGAAGCTTAT-

GACGTGTCAGAAATTCTATGTGG , A1(1279-1255)CGA-

TCACATATAATTCAGCGTAGCG , S2(1094-1117)T TTG-

GTGGATGAATCTAGCCGAGA , A2(2692-2670)CTTCTA-

GAGAGAGACTTCAAAGAGTGTCCGCT , 划 线 分 别 为

HindⅢ的限制性酶切位点和 Xba Ⅰ的限制性酶切位点。

1.3　SD 大鼠肺组织 RNA的制备

腹腔内注射戊巴比妥钠(35 mg/ kg)麻醉大鼠 , 取肺组

织 ,立即置于装有裂解液的试管内 , 用 Rotor stato r匀浆器

把肺组织磨碎并匀浆 ,按 RNeasy mini kit(Qiagen)操作步骤

抽提总 RNA , 测定 A 值 , 琼脂糖凝胶电泳 , 以判断抽提的

RNA 质量。

1.4　RT-PCR

总 RNA 1 μg、10 倍逆转录反应缓冲液 2 μL、0.025

mol/ L MgCl2 4 μL、0.01 mol/ L 的 4 种单核苷酸各 2 μL 、序

列特异性下游引物(2.5×10-5 mol/ L)1μL、RNA 酶抑制剂

50 U、AMV 逆转录酶 20 U ,加无菌水使反应体积达 20 μL ,

42 ℃孵育 1 h 进行 RT-PCR , 99 ℃ 5 min 使酶失活。为了

扩增OBRa基因 cDNA 片段 ,在一个 50μL的反应体系中进

行 PCR ,最终反应体系中包含 10 倍 PCR反应缓冲液 5 μL、

0.01 mol/ L 的 4 种单核苷酸各 1 μL、0.025 mol/ L MgCl2 4

μL、上下游引物各(2.5×10-5 mol/ L)0.7 μL、逆转录反应

产物 1μL、酶混合物 2.6 U , 94 ℃孵育 1 min 后 , 以94 ℃30

s、62 ℃ 45 s、72 ℃ 100 s反应条件扩增 28 个循环(基因扩

增仪:Barnstead Thermolyne , USA)。回收扩增产物 , 并经限

制性内切酶酶切初步鉴定。

1.5　重组质粒的构建及鉴定

将上述回收的扩增产物插入质粒 pMD18T , 通过蓝白

斑筛选出阳性菌落 , 酶切鉴定其连接方向后 , 用 Xbo Ⅰ 、

HindⅢ双酶切 2 个重组质粒 , 将切得的目的片段 S1-A1 与

重组质粒中 S2-A2 定向连接 , 筛选出带有全长 OBRa 基因

cDNA的阳性克隆 , 通过限制性内切酶酶切和核苷酸序列

测定进行鉴定 , 核苷酸序列分析是利用与载体互补的引

物 ,通过双脱氧链终止法进行(ABI373 自动 DNA 测序仪 ,

Perkin-Elmer公司)。

2　结　果

2.1　RT-PCR 产物的酶切分析

RT-PCR产物 S1-A1 为 1 条长 1 279 bp 的双链 DNA ,

经 BamHⅠ酶切得 252 bp 和 1027 bp , 见图 1。 RT-PCR产

物 S2-A2 为 1 条长1 598 bp 的双链 DNA ,经 HincⅡ酶切得

322 bp 和 1276 bp ,见图 2。

2.2　重组质粒酶切分析

含 S1-A1 重组质粒 pMD18TS1-A1 经 Xba Ⅰ 、 HindⅢ

双酶切得 2 692 bp 和 1 279 bp。Hin dⅢ酶切得 3 971 bp。

含 S2-A2 重组质粒 pMD18TS2-A2经 Xba Ⅰ 、HindⅢ双酶
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图 1　RT-PCR产物 S1-A1 的酶切

Fig.1　RT-PCR product S1-A1 cut by endonuclease

(agarose electrophoresis)
Lane 1 DNA marker , lane 2 RT-PCR product BamH Ⅰ cut ,

Lane 3 RT-PCR product

图 2　RT-PCR产物 S2-A2 的酶切

Fig.2　RT-PCR product S2-A2 cut by endonuclease

(agarose electrophoresis)
Lane 1 RT-PCR product Hin cⅡ cut , lane 2 RT-PCR product ,

lane 3 DNA marker

切得 2 692 bp 和 1 598 bp , 部分未完全切断的片段约 4 290

bp。Hin dⅢ酶切得 4 290 bp。含全长 OBRa基因 cDNA 的

重组质粒经 HincⅡ酶切得 1 758 bp 和 3 619 bp , EcoRⅤ酶

切得 5 377 bp 见图 3。

图 3　含全长 OBRa基因 cDNA 的重组质粒酶切

Fig.3　Recombinant with complete OBRa cDNA by restrictive

digest(agarose electrophoresis)

Lane1 DNA marker , lane 2 recombinant cut by Hin cⅡ , lane 3

recombinant cut by EcoRⅤ

2.3　核苷酸序列分析

以起始密码子腺苷酸为 1 开始编码 ,全长2 685 bp。两

次 cDNA 克隆核苷酸序列分析 , 结果均有 228 位 T※C 和

515 位 T※C 的变异(划线处), 前者编码的氨基酸仍为 Gly ,

后者则使编码的氨基酸从 Leu※Ser , 余序列与文献报道的

一致。在 Ⅰ类细胞因子受体(如 gp130)中保存的两个 T rp-

Ser-X-T rp-Ser 主题 , 其编码序列仍存在于本次克隆的 O-

BRacDNA ,如斜体所示。

3　讨　论

瘦素受体为一跨膜蛋白 ,由于 OBR 基因转录后在 C 末

端编码外显子处发生不同接叠 , 故瘦素受体蛋白有多种异

构体 , 它们具有相同的胞外段和跨膜段 , 但胞内段长短不

一。细胞外段长约 816 个氨基酸 ,跨膜段约 34 个氨基酸。

　　 1 ATGACGTGTC AGAAATTCTA TGTGGTTTTG TTACACTGGG AATTTCTGTA TGTGATAACT GCACTTAACC TGGCCTATCC AACCTCTCCC TGGAGATTTA AGCTGTTTTG TGCGCCACCG

　121 AGTACAACTG ATGACTCCTT TCTCTCTCCT GCTGGAGTCC CAAACAATAC TTCGTCTTTG AAGGGGGCTT CTGAAGCACT TGTTGAAGCT AAATTTAATT CAACTGGCAT CTACG TTTCT

　241 GAGTTATCCA AAACCATTTT CCACTGTTGC TTTGGGAATG AGCAAGG TCA AAACTGCTCC GCACTCACAG GCAACACTGA AGGGAAGACG CTGGCTTCAG TGGTGAAGCC TTTAGTTTTC

　361 CGCCAACTAG GTGTAAACTG GGACATAGAG TGCTGGATGA AAGGGGACTT GACATTATTC ATCTG TCATA TGGAACCATT ACTTAAGAAC CCCTTCAAGA ATTATGACTC TAAGG TTCAC

　481 CTTTTATATG ATCTGCCTGA AGTTATAGAT GATTCGCCTC TGCCCCCACT GAAAGACAGC TTTCAGACTG TCCAGTGCAA CTGCAGTGTT CGGGAATGCG AATGTCATGT ACCAGTACCC

　601 AGAGCCAAAG TCAACTACGC TCTTCTGATG TATTTAGAAA TCACATCTGC TGGTG TGAGT TTTCAGTCAC CTCTAATGTC ACTGCAGCCC ATGCTTGTTG TGAAGCCCGA TCCACCGCTG

　721 GGTTTGCG TA TGGAAGTCAC AGATGATGGT AATTTAAAGA TTTCATGGGA CAGCCAAACA AAAGCACCAT TTCCACTTCA ATA TCAGG TG AAATATTTAG AGAATTCTAC AATCG TAAGA

　841 GAGGCTGCTG AAA TCGTCTC GGATACATCT CTGCTGGTAG ACAGCGTGCT TCCTGGGTCT TCATACGAGG TCCAGG TGAG GAGCAAGAGA CTGGATGGCT CAGGAGTC TG GAGTGACTGG

　961 AGTTTACCTC AACTCTTTAC CACACAAGAT GTCATGTA TT TTCCACCCAA AA TTCTGACG AGTGTTGGAT CCAATGCTTC CTTTTGCTGC ATCTACAAAA A TGAGAACCA GACTATCTCC

　1081 TCAAAACAAA TAG TTTGG TG GATGAATCTA GCCGAGAAGA TCCCCGAGAC ACAGTACAAC ACTGTGAGTG ACCACATTAG CAAAGTCACT TTCTCCAACC TGAAAGCCAC CAGACCTCGA

　1201 GGGAAGTTTA CCTATGATGC AGTGTACTGC TGCAATGAGC AGGCATGCCA TCACCGCTAC GCTGAATTAT ATGTGATCGA TGTCAATATC AATATATCAT GTGAAACTGA CGGGTACTTA

　1321 ACTAAAATGA CTTGCAGATG GTCACCCAGC ACAA TCCAAT CACTAGTGGG AAGCACTGTG CAGTTGAGG T ATCACAGGCG CAGCCTGTAC TGTCCCGATA ATCCATCTAT TCGTCCTACA

　1441 TCAGAGCTCA AAAACTGCGT CTTACAGACA GA TGGCTTTT ATGAATG TGT TTTCCAGCCA ATCTTTCTAT TATCTGGCTA TACAATGTGG ATCAGGATCA ACCATTCTTT AGGTTCACTT

　1561 GACTCTCCAC CAACGTGTG T CCTTCCTGAC TCCGTAGTAA AACCACTACC TCCATCTAAT G TAAAAGCAG AGATTACTAT AAACACTGGA TTATTGAAAG TA TCTTGGGA AAAGCCAGTC

　1681 TTTCCAGAGA ATAACCTTCA GTTCCAGATT CGATATGGCT TAAATGGAAA AGAAATACAA TGGAAGACAC ACGAGGTATT CGATGCAAAA TCAAAATCGG CCAGCCTGCC AGTGTCAGAT

　1801 CTCTGTGCGG TCTATGTGGT ACAGGTTCGC TGCCGGCGGT TGGATGGACT AGGGTATTGG AGTAATTGGAGCAGTCCAGC CTACACTCTTG TCATGGATG TAAAAGTTCC TATGAGAGGG

　1921 CCTGAATTCT GGAGAATAAT GGATGGGGAT ATTACTAAAA AGGAGAGAAA TGTCACCTTG CTTTGGAAGC CACTGATGAA AAATGACTCA CTG TGTAGTG TGAGGAGGTA TGTGGTGAAG

　2041 CATCGTACTG CCCACAATGG GACATGGTCA CAAGATGTGG GAAATCAGAC CAATCTCACT TTCCTGTGGG CAGAATCAGC ACACACTGTT ACAGTTCTGG CCATCAATTC CATCGGTGCC

　2161 TCCCTTGTGA A TTTTAACCT TACG TTCTCA TGGCCCATGA G TAAAGTGAA TGCTGTGCAG TCACTCAGTG CTTATCCCCT GAGCAGCAGC TGCGTCATCC TTTCCTGGAC ACTG TCACCT

　2281 AATGATTATA GTCTGTTATA TCTGGTTATT GAATGGAAGA ACCTTAATGA TGATGATGGA ATGAAGTGGC TTAGAATCCC TTCGAATG TT AACAAGTATT ATA TCCATGA TAATTTTATT

　2401 CCTATCGAGA AATATCAGTT TAGTCTTTAC CCAGTATTTA TGGAAGGAGT TGGAAAACCA AAGATAATTA ATGGTTTCAC CAAAGATGAT ATCGCCAAAC AGCAAAATGA TGCAGGGCTG

　2521 TATGTCATTG TACCGATAAT TATTTCCTCT TGTGTCCTGC TGCTCGGAAC ACTGTTAA TT TCACACCAGA GAATGAAAAA GTTGTTTTGG GACGATGTTC CAAACCCCAA GAATTGTTCC

　2641 TGGGCACAAG GACTTAATTT CCAAAAGAGA GCGGACACTC TTTGA
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目前发现 3 种异构体 , OBRa的胞内段有 32～ 34个氨基酸 ,

含长胞内段的异构体 OBRb 细胞内段有 303 个氨基酸 , 一

种缺乏跨膜段的可溶性受体 OBRe仅有 808 个氨基酸[ 2] 。

OBRa在全身各组织细胞均有表达 , 其作用尚未明确。根据

脑脉络膜上表达高水平的 OBRa ,推测 OBRa起着将瘦素从

血液转运入脑脊液的作用[ 3] , 也可能参与调节 OBRb 的功

能[ 4] 。可溶性受体是循环中瘦素结合蛋白之一 , 参与维持

代谢稳定 ,甚至可影响瘦素转运和组织利用。

肥胖症是代谢紊乱综合症中的一种 , 并与遗传相关。

尽管 db/ db 小鼠 、Zucker fa/ fa大鼠和 koletsky f/ f鼠因 OBR

基因突变 , 导致瘦素作用下降 , 使鼠出现肥胖[ 5 ～ 7] , 但人类

绝多数肥胖患者并无 OBR基因突变 ,并且发现多数肥胖患

者体内瘦素水平正常或偏高[ 8] , 说明肥胖患者存在瘦素抵

抗状态 ,其产生的可能环节有:①瘦素与其受体蛋白结合异

常 , ②瘦素通过血脑屏障能力降低 , ③瘦素受体功能不全。

这些都与基因有关 , 因此 ,开展 OBR 基因克隆具有重要意

义。

序列分析结果发现 cDNA 序列 228 位 T※C 和 515 位

T※C变异 ,前者编码的氨基酸仍为 Gly , 后者则使编码的

氨基酸从 Leu※Ser , 余序列与文献报道的一致[ 9] 。为排除

RT-PCR的误读 ,以同一 RNA 为模板 , 再次进行 RT-PCR ,

产物序列分析结果显示 , 在同样位点出现同样的变异 , 因

此 ,该位点的变异不是误读所致 , 可能是基因的多态性 , 但

需证实。OBR属于第一类细胞因子受体家族 , 第一类细胞

因子受体保存有两个 T rp-Ser-X-T rp-Ser 主题 , 本次 O-

BRacDNA 克隆亦存在此两个主题。至于两个位点的碱基

变异是否影响其表达产物的功能 ,需进一步研究。
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years of age be considered as an essential population

to be given the health education , and to be encour-

aged to quit smoking and control the spread of dis-

eases caused by smoking.All officials and govern-

ment in Guangdong province should take serious con-

sideration of this issue , make plans or measures and

implement them to control the spread of smoking , and

should regard it as an important task to deal with.
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