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人地中海贫血基因 β654的克隆与序列分析

方小武 , 曾瑞萍 , 胡　彬

(中山医科大学遗传教研室 , 广东 广州　510089)

摘　要:【目的】克隆人地中海贫血基因 β654 , 并进行序列分析 , 为下游转基因小鼠模型的建立奠定工作基础。【方法】

以 PCR法扩增获得人 β654基因 , 将其克隆入卸除了人 β 基因的质粒 pBGT51 中 , 酶切 、反向点杂交及测序法鉴定重组质粒。

【结果】所构建的重组质粒中含人 β654 基因 ,其引入方向正确 ,序列分析结果正确。【结论】构建所得的重组质粒可用于下游

的转基因工作。
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Cloning and Sequencing of the Human Thalassemic Gene β654

FANG Xiao-wu , ZENG Rui-ping , HU Bin

(Depar tment of Medical Gene tics , Sun Yat-sen University of Medical Sciences , Guangzhou 510089 , China)

Abstract:【Objective】In order to establish the foundation for t ransgenic mouse model , the human tha-

lassemic gene(β654)was cloned and sequenced.【Methods】The human β654 gene w as amplified by PCR , and

cloned into the plasmid BGT51 in w hich the human β gene was cut out aforehand.The recombinant plasmid w as

cert if ied by enzyme-digestion , reverse do t hybridization and sequencing.【Results】A recombinant plasmid w as

obtained , which contained the human β654 gene in the co rrect recombinant direction.Sequencing show ed that

the cloned insert w as correct.【Conclusions】The recombinant plasmid const ructed is useful for establishing a

transgenic mouse.
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　　作为遗传性疾病的一种新型治疗模式 ,人类

的基因治疗目前尚处于试验研究阶段。由于社会

伦理道德的限制 ,在进入临床实验以前 ,具体的每

一个基因治疗方案都需要先在离体细胞模型或转

基因动物模型上获得安全性和有效性的验证[ 1] 。

基于此 ,离体细胞模型或转基因动物模型的获得就

成为了实施基因治疗方案的先决条件之一。β珠蛋

白基因第二内含子中第 654 位核苷酸的 C※T 点

突变(β654)是中国人最常见的 β 地中海贫血突变

类型之一 。针对这种剪接缺陷性的基因突变 ,反义

RNA基因治疗途径已在非细胞体系和离体细胞培

养系统中显示出了它的潜在应用价值[ 2 ,3] 。由于

相应的转基因小鼠在国外刚建立不久[ 4] ,而国内又

无现成的转基因动物模型可供利用 ,目前未见反义

RNA基因治疗途径(针对剪接缺陷性基因突变)在

体内应用研究的报道。为建立相应的转基因小鼠

模型 ,我们克隆人地中海贫血基因(β654),并进行

了序列分析 ,为后续的下游工作奠定物质基础 。

1　材料和方法

1.1　材　料

Pyrobest
TM
DNA 聚合酶 、T4 DNA 连接酶 、

EcoRⅠ和 Nae Ⅰ 内切酶购自大连宝生物公司;
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Acc 65 Ⅰ和 Nde Ⅰ 内切酶 、UNIQ-5 柱式 DNA 胶

回收试剂盒购自上海生工公司 。

1.2　基因组 DNA制备

采集 β654纯合子患者外周血 ,按常规法制备

DNA 。

1.3　β654基因的 PCR扩增

引物设计参照 GenBank中正常人 β珠蛋白基

因序列 ,上游引物:5′-GTA CGG CTG TCA TCA

CTT AGA CCT CA-3′, 下游引物:5′-AAG GAA

CAC TTC AGG GGA AAG G-3′。扩增片段长

2 127 bp ,在标准序列 HUMHBB中为从 62 007 bp

到64 134 bp位置。PCR反应参数为:97 ℃变性 10

min后 ,94 ℃20 s 、62 ℃40s 、72 ℃2 min ,共 30个

循环 。从电泳凝胶中回收扩增片段 。

1.4　β654基因的克隆

基础质粒 pBGT51由加拿大多伦多儿童医院

的 James Ellis博士赠送 。质粒含 pUC 基本骨架 ,

另含 3.0 kb的人 βLCR及4.2 kb的正常人 β珠蛋

白基因(β基因),全长约 10 kb。β基因两侧有单一

酶切位点 Asp 718(Acc 65 Ⅰ)和 Nde Ⅰ 。经 Acc

65Ⅰ和 Nde Ⅰ 双酶切后可将 β基因卸下 。以平端

连接方式将 PCR扩增所得 β654基因导入卸除了

β基因的质粒 pBGT51 中 ,转化感受态大肠杆菌

DH5 α,经氨苄青霉素筛选后 ,挑取单菌落小量扩

增 ,以碱裂解法制备质粒[ 5] 。

1.5　重组质粒的鉴定

以 EcoRⅠ和 Nae Ⅰ 次递双酶切 ,确认酶切片

段的大小 。外源插入片段经 PCR扩增后 ,反向点

杂交确认 C※T 点突变的存在。对 β654 基因以

ABI PRISM BigDyeTM Terminato r Cycle Sequencing

Ready Reaction Ki t自动测序。

2　结　果

2.1　重组质粒的酶切

重组质粒长约 7.9 kb ,经 EcoRⅠ和 Nae Ⅰ 次

递双酶切后 ,产生 3种长度片段:4.5 kb 、2.7 kb和

0.7 kb(3.8 kb 产物的出现为酶切不完全的结果 ,

表现为弱条带),说明 β654基因在卸除了 β基因的

质粒 pBGT51中的导入方向为 3′到 5′,与 βLCR的

方向相同(图 1)。

2.2　重组质粒的反向点杂交

反向点杂交显示重组质粒中含有 C※T 点突

变(图 2)。

图 1　重组质粒的 EcoRⅠ和 NaeⅠ双酶切产物

Fig.1　Products of the recombinant plasmid enzyme-

digested by EcoRⅠ and NaeⅠ

M .DNA markers(0.5 kb , 0.75 kb , 1 kb , 1.5 kb , 2 kb , 2.5 kb , 3

kb , 3.5 kb , 4 kb, 5 kb , 6 kb , 8 kb , 10 kb);1.Enzyme-digested prod-

ucts(0.7 kb , 2.7 kb , 3.8 kb and 4.5 kb)

图 2　重组质粒的反向点杂交

Fig.2　Reverse dot hybridization of the recombinant plasmid

N.normal;M.mutation;The arrow show ed mutation C※T

2.3　人 β654基因的测序

测序结果(图 3),与 GenBank 中序列对照 ,第

二内含子中的 C※T 点突变来自患者 ,基因编码区

3′端下游的C※CC 为正常人群中的一种碱基多态

性[ GenBank , 6] 。

3　讨　论

针对剪接缺陷性的基因突变(β654), 反义

RNA基因治疗途径已在非细胞系统及离体细胞培

养体系中显示出了它的潜在应用价值
[ 1 ～ 3]

,进一步

的活体治疗研究需要有相应的动物模型支持 。基

于此 ,我们克隆人 β654基因 ,为建立相应的转基因

小鼠模型进行外源基因准备。

基础质粒 pBG T51为在质粒 Litmus 38(New

England Biolabs)的 EcoRⅤ位点上导入外源转录单

位构建而成 。外源单位包括3.0 kb的 β LCR和
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图 3　重组质粒中人 β654 基因的测序结果

Fig.3　Result of sequencing of the human β654 gene in the recombinant plasmid

Compared wi th GenBank , there w ere two point mutations in the β654 gene.1:M utation C※T;2:Mutation C※CC

4.2 kb的 β基因 。其中的 βLCR区段由 HS4(StuⅠ

560-SpeⅠ1 709)、HS3(SacⅠ4 280-PvuⅡ 5 130)和

HS2(SmaⅠ8 225-StuⅠ9 180)3个核心元件所构成 ,

与 4.2 kb的 β基因一起 ,共 7.2 kb的外源片段导

入转基因小鼠体内后 ,结构基因的表达水平可达

45%(个人通讯 , James Ellis , 1999年 10月)。我们

以PCR法扩增获得人 β654基因 ,在长约2 127 bp

的片段中包含了基因的启动子 、所有内含子及外显

子 ,导入切除了 β 基因的质粒 pBGT51 中 ,取代 β

基因在质粒中的原有位置 , 其目的是借助质粒

pBGT51中的 βLCR区段(为增强子), 以使 β654

基因在转入小鼠体内后尽可能获得较高水平的表

达。 β654基因内含有 EcoRⅠ切点 1个 ,正向连接

(与 βLCR 同向 ,且位于其下游)后 , 重组质粒经

EcoRⅠ和 Nae Ⅰ 双酶切 ,产物将产生 4.5 kb 、2.7

kb和 0.7 kb 3种片段。结果图 1 显示 ,重组质粒

酶切产物的片段大小与预期值相符(3.8 kb片段的

出现为酶切不完全的结果 ,表现为弱条带)。由于

β654基因是以 PCR法扩增所得 ,为排除碱基错误

掺入所造成的突变 ,我们对重组质粒中的 β654 基

因进行了序列分析 ,结果显示 ,除第二内含子中的

C※T 点突变来自患者以外 ,基因编码区 3′端下游

的 C ※CC 为正常人群中 的一种碱基 多态

性[ GenBank , 6] 。鉴定结果说明 ,我们所构建的重组质

粒正确 ,可用于下游的转基因工作 。
(加拿大多伦多儿童医院的 James Ellis 博士惠赠质粒

BGT51 , 特此致谢)
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