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摘　要:【目的】用 RT-PCR法获得人类神经元性芳香族氨基酸脱羧酶(AADC)基因全序列 , 并建立优化方法。【方法】

从人嗜铬细胞瘤中提取组织总 RNA ,自行设计引物 , 采用两步 RT-PCR法扩增出长约 1 550 bp 的基因片断 , 凝胶回收后与高

效克隆 PCR产物的新型载体 T-载体连接 ,并转化入大肠杆菌 , 通过蓝白斑反应筛选出重组体 , 质粒提取后进行重组体的酶切

鉴定及基因测序。【结果】BamHⅠ和 Hin dⅢ酶切证实了目的基因同克隆载体进行了有效的连接 , 基因测序证实了所克隆的

片断为人 AADC 基因。【结论】本实验通过对引物 , Taq 酶的选择及反应条件的优化 , 保证了扩增的有效性和特异性。新型

的克隆载体明显提高了克隆效率。基因测序证实了 AADC 基因扩增的成功。本研究为 AADC 基因治疗帕金森病等多巴胺能

缺乏疾病的研究打下了基础。
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Abstract:【Objective】To clone human neuronal aromatic-l-amino-acid decarboxy lase (AADC)gene by us-

ing RT-PCR , and establish an optimal reaction condi tion for RT-PCR.【Methods】Total tissue RNA w as ex-

tracted f rom human pheochromocytoma , primers w ere designed by computer and am plified w ith a segment of 1

550 bp by two-steps RT-PC R , the products were purified and then linked with the new clone vecto r , the recom-

binants w ere screened by blue-w hi te plaque test.After ex traction of the recombinant plasmids , enzyme cut ting

reaction and gene sequencing w ere used to ident if ied them.【Results】Enzymes cut by BamH Ⅰ and Hin d Ⅲ

demonstrated the high efficient lig ation betw een target gene and vector , gene sequencing confirmed the former

w as just the human AADC gene.【Conclusion】Optimal primers and reaction conditions , Hi-Fi Taq enzyme

guarantee the fidelity and specif ity of the PCR.New clong vector promotes the ef fiency of cloning and gene se-

quencing demonst rated the success of human AADC gene amplif ication.All these m ake preparat ion fo r gene

therapy for Parkinson' s disease and other dopaminergic deficiency diseases.
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　　芳香族氨基酸脱羧酶(aromatic-l-amino-acid

decarboxylase ,AADC),广泛分布于中枢及外周组

织的单胺能神经元内 ,同时在肝 、肾 、肾上腺等非单

胺能组织中亦有高水平的表达 ,是脑内内源性及外

源性多巴胺合成过程中的限速酶[ 1] ,在脑内主要是

将左旋多巴(l-dopa)脱羧为多巴胺(dopamin ,DA),

故又称为多巴脱羧酶。其功能障碍被认为在神经

变性疾病尤其是帕金森病的发病机理中起了重要

的作用[ 2] 。补充及保持该酶在脑内水平的稳定对

于改善帕金森病病人的症状及延缓帕金森病治疗

过程中“症状波动”出现的时间具有重要的意义。

为此 ,我们通过两步法 RT-PCR 法 ,克隆了人类
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AADC基因 ,为相关基因克隆提供方法学的基础 ,

并为以后基因治疗帕金森病及其它多巴胺功能缺

陷性疾病创造条件。

1　材料和方法

1.1　TRIzol提取组织总 RNA

取新鲜人嗜铬细胞瘤组织 75 mg 左右 ,加入 1

mL TRIzol(GIBCO BRL , Cat No.15596)。以组织

匀浆器打匀 ,制成组织匀浆。室温下放置 5 min ,加

氯仿 0.2 m L ,振摇 15 s ,置室温 2 ～ 3 min ,4 ℃离

心 , 12 000 g ×15 min ,吸取上层水相 ,加入 0.5 mL

异丙醇 , 置室温 10 min。4 ℃离心 , 7 500 g ×5

min。移去上清 ,加 75%DEPC 处理乙醇 1 mL ,振

摇 ,充分洗涤沉淀。4 ℃离心 ,7 500 g ×5 min。弃

上清 ,干燥 ,沉淀重悬于无 RNase水 20 μL 中 , -70

℃保存备用 。紫外分光光度计测得浓度为 3.744

g/L。琼脂糖凝胶电泳可见 28 s和 18 s RNA两条

带 ,强度约为 2∶1 。

1.2　RT-PCR法获得 AADC基因

1.2.1　引物设计　应用引物设计软件 Primer De-

signer 自行设计引物。正义引物:5′ATG AAC

GCA AGT GAA TTC CGA AG 3′,前加酶切位点

5′CG AAGCTT(Hind Ⅲ)。反义引物:5′CAC

AGA CAG C TG AGT TCC ATG AAG 3′,皆由宝生

物工程(大连)有限公司合成 ,稀释浓度 20μmol/L。

1.2.2　RT-PCR　①预变性:模板 RNA <1 μg ,

RNasin 0.5 μL(20 units)(华美生物工程公司 ,

Code No.271191), Reserve Primer 2.5 μL (50

pmol),灭菌去离子水定容至 20 μL。65 ℃于 PCR

仪上反应 15 min。 ②cDNA的合成:取上述反应管

于冰浴中加入下列试剂:5×RAV-2 Buffer 4 μL ,

dNTP Mix ture 4 μL , AMV Reserve Transcriptase

XL 1 μL(5 units)(TaKaRa , Code No.2620 CA)。

42 ℃于 PCR仪上反应1 h , 99 ℃反应 5 min 。所得

产物用于下一步行 PCR反应。 ③PC R反应:反应

液含 LA Taq 1 μL (5 U/μL , TaKaRa , Code No.

Rr002D CAM), 10 ×LA PCR Buffer Ⅱ 10 μL ,

M gCl2 (25 mmol/L)10 μL , dNTP Mix ture (2.5

mmol/L)16μL , cDNA 5μL ,Forw ard Primer 3μL ,

Reserve Primer 3μL ,灭菌去离子水 52μL。按以下

步骤反应:95 ℃预变性 1 min;94 ℃30 s ,64 ℃30

s , 72 ℃1 min ,反应 25个循环;72 ℃延伸 7 min。

取 5μL 行琼脂糖(0.8%)电泳检验扩增结果 。

1.3　AADC基因重组体的构建及筛选

运用胶回收试剂盒(QIAquick Gel Ex traction

Kit ,Code No.28704),按说明回收并纯化 RT-PCR

产物。紫外分光光度仪下测定产物浓度得 0.014 4

g/L。 pMD 18-T Vector 0.5 μL (0.015 pmol ,

TaKaRa, Code No.D504 CA), AADC 4.5 μL

(0.064 8 pmol), Ligation SolutionⅠ 5μL ,16 ℃水

浴反应 1 h。连接产物全量转化感受态细菌(JM

109)100 μL ,冰浴 30 min ,42 ℃90 s ,加入普通 LB

培养基 500 μL , 37 ℃摇床 , 100 ～ 150 r/min , 45

min ,取 250μL 菌液涂布于预先以 X-Gel 40 μL 和

IPTG 4μL 均匀涂布的含氨苄青霉素的 LB培养板

中 ,37 ℃培养箱内培养 20 min , 倒置平板继续于

37 ℃培养箱内培养 12 h ,挑取白色菌落置 5 mL

LB液体培养液中 ,37 ℃摇床 ,100 ～ 150 r/min ,8 ～

12 h 。以质粒提取试剂盒(QIAGEN Plasmid Mini

Kit ,Code No.12123),按说明提取质粒 ,限制性内

切酶分析及基因测序 。

2　结　果

2.1　酶切鉴定

当 AADC 基因以顺方向连接置 pM D 18-T

Vecto r , 以 BamH Ⅰ 酶切则可切出约 400 bp 和

3 850 bp 的两个片段 ,以 Hind Ⅲ酶切则可切出 1

550 bp和 2 700 bp 两个片段(图 1)。通过筛选选

出顺方向连接的质粒 。

图 1　AADC基因重组体限制性酶切图谱分析

Fig.1　Restrictive enzymes digestion of AADC

gene recombinants

Lane 1:Recombinating plasmids of AADC gene;Lane 2:RT-

PCR product of AADC mRNA;Lane 3:Recombinants digested by

Hind Ⅲ;Lane 4:Recombinants digested by BamH Ⅰ ;Lane 5:

Marker λ-Eco T 14 digest DNA
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2.2　基因测序

由宝生物工程(大连)有限公司采用 BAI

PRISM
T M

377XL DNA Sequencer 测序仪进行双向

测序 ,共进行 3 个反应。结果同基因文库中 Ichi-

nose所报道的序列[ 3]一致 ,包含了从起始密码子到

终止密码子的全长为 1 550 bp的AADC cDNA 。

3　讨　论

3.1　克隆 AADC基因的意义

芳香族氨基酸脱羧酶(aromatic-l-amino-acid

decarboxylase , AADC)最先是在 1938 年从哺乳类

动物的肾脏中提取到的 , Sumi-Ichinose[ 4] 于 1992

年成功证实了在人体及其他哺乳动物中仅存在唯

一的一种 AADC 蛋白质 ,而且是由单个基因所编

码的。但 AADCm RNA却存在两种类型 ,目前已证

实是分别由外显子 1和外显子 2 通过与外显子 3

上特异性结合位点形成的不同的拼接所致 ,这两种

不同的 mRNA 分别在神经组织及非神经组织中表

达
[ 5]
。该酶在脑内可分别将 l-dopa和左旋 5-羟色

胺酸(l-5-hydroxyt ryptophan , l-5H TP)脱羧为多巴

胺 (dopamin , DA)和 5-羟 色 胺 (5-hydrox-

y tryptamine ,5-HT)。进一步的研究发现多数芳香

族氨基酸及它们的α-甲基衍生物皆可被 AADC 脱

羧 ,如 l-苯丙氨酸可被脱羧为 2-苯乙胺 , l-酪氨酸

可被脱羧为 p-酪胺 , l-色氨酸可被脱羧为色胺 ,这

些产物皆可作为中枢神经递质的内源性调节因子

在脑内起作用[ 6] 。

目前的研究认为 AADC 在神经退行性疾病

(如帕金森病)及精神疾病(如精神分裂症[ 7])的发

病以及药物(如可卡因)滥用所引起的副作用[ 8] 中

起了重要的作用 。尤其是在帕金森病(Parkinson' s

disease , PD)中 ,由于黑质纹状体通路中的多巴胺

能神经元变性 ,导致 PD病人的脑中 AADC 的活性

较正常人脑明显降低 ,如在尾状核头部 PD病人的

AADC活性较正常对照降低达 63%以上[ 9] 。因

此 ,对于 PD病人补充 AADC 以提高 l-dopa转变为

DA的效率 ,从而改善临床症状 , 则显得极为重

要[ 10] 。研究进一步表明 ,在使用 l-dopa 治疗帕金

森病的过程中 ,由于外源性的补充左旋多巴 ,导致

体内 DA合成增加 ,从而增加了对 DA受体的不断

刺激 ,可启动 cAM P 依赖性蛋白激酶 A 及多种机

制对 AADC 酶活性的调节 ,引起 AADC 酶活性的

下降 ,AADC 酶活性的改变可引起其对于 l-dopa调

节能力的波动 ,故在长期 l-dopa的治疗中 ,病人常

常出现 “症状波动”
[ 11]
。因此 , 补充外源性的

AADC对于保持 AADC 酶活性于稳态水平 ,延迟病

人出现“症状波动”的时间 ,减低“症状波动”的程

度 ,亦具有积极的意义。AADC 基因的克隆在国内

尚未见报道 , 对 AADC 基因的成功克隆将有利于

进一步研究其在神经组织中的表达及调控机制 ,并

为帕金森病及其它多巴胺功能缺乏性疾病的基因

治疗打下基础。

3.2　本研究的特点与可靠性

本试验取材于新鲜人嗜铬细胞瘤组织 ,嗜铬细

胞瘤属于儿茶酚胺能细胞 ,含有丰富的 AADC ,且

其所表达的 AADC 是由神经元性外显子所操纵

的[ 12] ,故从该组织中获得 AADC 基因 ,大大方便了

取材 ,同时又可保证其今后在神经元中的表达 。

由于扩增片段较长 ,且 G +C 含量较高 ,约占

51%,因此在引物设计上适当的增加了引物片段的

长度 ,且两个引物的 Tm 值接近 ,这有助于提高反

应的稳定性及扩增的特异性。同时由于采用了“高

保真”的长链 Taq 酶(LA Taq),该酶具有 3′-5′核

酸外切酶活性 ,在通常的 PCR条件下 ,同普通 Taq

酶相比 ,扩增效率明显提高且错配率极低 ,从而进

一步保证了 PCR扩增反应中的特异度和忠实度。

在 cDNA 的合成及 PCR扩增中亦分别采用了不同

条件的预变性 ,这对于扩增 G+C 含量较高的片段

可取得良好的效果。

在 PCR产物克隆方面选择了新型的克隆载体

pMD 18-T 载体 ,该载体为一种新型高效的线性克

隆载体 ,它利用耐热性 Taq 酶反应时有在 PCR产

物的 3′末端添加一个“A”的特性 ,在该载体两端添

加了“T” ,从而提高了连接效率 ,且连接时间大大

缩短 ,只需 1 h ,该载体的应用大大方便了测序。基

因测序证实了所扩增的片段同基因文库中的报道

相一致 ,充分证明了上述方法的有效性和正确性。

这将为其他相关基因的克隆提供方法学的依据。
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象 ,这与正常眼压相一致 。两组角膜内皮细胞均排

列整齐 ,角膜实质层无水肿 ,未见角膜损伤现象。

这说明 2.5 g/L 胰蛋白酶对眼组织无明显毒副作

用 ,应用 2.5 g/L 胰蛋白酶清除晶状体上皮细胞预

防后囊混浊是安全可靠的 ,但临床应用尚须进一步

的临床研究。

此类研究国外仅有 Nishi等作过尝试性实验 ,

且并没有成熟的方法在临床上应用[ 10 , 11] 。本实验

旨在通过研究酶类对上皮细胞的清除作用 ,探索出

成熟的临床应用方法 ,从根本上解决后囊混浊的问

题 ,在临床上有非常广阔的应用前景。
(本文图 1 ,图 2 见插页 3)
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