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摘　要:【目的】构建人瘦素基因 cDNA 克隆 , 并进行序列分析。【方法】用逆转录聚合酶链反应扩增人瘦素基因 cDNA ,

获得片段(640 bp)连接至 pUC19 载体 , 并转化大肠杆菌 DH5α。以末端终止法进行序列测定。【结果】所克隆的人瘦素 cDNA

含全长的人瘦素基因编码区 ,仅 287 位的腺苷酸被鸟苷酸代替 , 导致 96 位编码谷氨酰胺的密码子 CAA 改变为编码精氨酸的

CGA , 其意义尚待阐明。【结论】以逆转录聚合酶链反应方法成功地构建了人瘦素基因 cDNA克隆。
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Abstract:【Objective】To const ruct the cDNA clone and analy ze the sequence of human leptin gene.【Meth-

ods】The full human lept in cDNA fragment w as amplified by reverse t ranscription polymerase chain reaction

(RT-PCR).The obtained fragment of 640 bp w as inserted into pUC19 vector and transformed to E .Coli

DH5α.The recombinant plasmid pUC19-ob w as sequenced by dideoxy nucleo tide chain termination method.

【Results】A full human leptin cDNA fragment w as obtained , and a base substitution(A to G)of coding region

at the position 287 was detected leading to a replacement of glutamin by arginine.Its phy siological signif icance

need further studying.【Conclusions】The human leptin gene cDNA clone w as const ructed by RT-PCR.
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　　瘦素(leptin , Lep)是近年发现的一种由脂肪细

胞分泌的激素 ,研究表明其具有减少摄食 、增强代

谢从而调节体重的生物效应
[ 1 ,2]

。为进一步探讨

瘦素基因(leptin gene , 旧称肥胖基因 , ob gene)的

分子生物学特性 , 我们用逆转录聚合酶链反应

(RT-PCR)技术从一名正常体重的中国汉族人脂肪

组织中克隆获得了人 Lep cDNA ,进行了序列测定。

1　材料与方法

1.1　标本来源

来自广东省汉族 55 岁女性右腹股沟斜疝患

者 ,体质量(体重)指数:21.7 kg/m2 ,手术时取出腹

部皮下脂肪 ,即冻存于液氮中 。

1.2　主要试剂

限制性内切酶 、T4DNA 连接酶 、cDNA 第一链

合成试剂盒 、ExpendTM High Fidelity PCR System

购自 Boehringer M annheim 公司 , T7 DNA 多聚酶

测序试剂盒购自 Promega公司。

1.3　实验方法

1.3.1　引物设计　根据已报道的 Lep 基因 cDNA

序列[ 3] ,设计合成 5 条引物 ,其中 Lep1和 Lep2 用

104 中山医科大学学报(Acad J SUMS), 2000 , 21(2):104～ 107

DOI :10.13471/j.cnki.j.sun.yat -sen.univ(med.sci).2000.0041



于PCR扩增 Lep基因 cDNA 序列 ,预期扩增片段

634 bp ,包括全部编码序列;Lep3 、Lep4 和 Lep5 用

于序列测定及克隆鉴定 。引物序列在 GenBank 的

D49487号序列中位置。

1.3.2　脂肪组织总 RNA 制备　参照异硫氰酸胍

一步法进行[ 4] 。

1.3.3　逆转录和 PCR扩增　以脂肪组织总 RNA

为模板 ,加入引物 Lep2 ,以 AMV 逆转录酶进行逆

转录 。其后采用 ExpendTM High Fideli ty PCR Sys-

tem 进行 PCR扩增;反应参数为 94 ℃,50 s;55 ℃,

1 min;72 ℃, 1 min 20 s;30循环。

1.3.4　扩增片段的克隆及鉴定[ 5] 　扩增片段用低

熔点琼脂糖电泳回收 ,质粒载体 pUC19 以限制性

内切酶 Sma Ⅰ酶切 , T4 连接酶作用下使其连接 ,

转化感受态大肠杆菌 DH5α,经氨苄青霉素蓝白斑

筛选后 ,挑取白色菌落 ,小量扩增 ,以碱裂解法提取

质粒 DNA进行酶切 、PCR鉴定 。

1.3.5　重组体 DNA 序列测定　用 pUC/M13 正

反向通用引物及特异引物 Lep3 、Lep4和 Lep5 ,以

[ α-32P] dATP 标记 ,采用末端终止法进行获得片

段的序列测定。

2　结　果

2.1　Lep基因 cDNA的 RT-PCR结果

RT-PCR扩增产物在 1 g/mL 琼脂糖凝胶上电

泳 ,紫外灯下见一清晰的特异扩增带 ,与标准 DNA

分子量对照 ,大小与理论预期(634 bp)相符(图 1)。

图 1　Leptin cDNA的 PCR扩增产物

Fig.1　Amplified product of Leptin cDNA by PCR

M.DNA marker(pBR322/ Hin f Ⅰ);1.RT-PCR product

2.2　pUC19-Lep重组体的鉴定

　　图 2示重组体的 PCR鉴定结果 ,证实有目的

基因片段插入。BamH Ⅰ 酶切后的重组质粒

pUC19-Lep(3324bp)电泳位置较线性化pUC19载

图 2　重组质粒 pUC19-Lep的 PCR 鉴定

Fig.2　Identification of recombined pUC19-Lep

plasmid with PCR

(A)Amplif ied products f rom pUC19-Lep plasmid by PCR:M.

DNA marker(pBR322/ Msp Ⅰ);1.PCR product primed w ith Lep1

+Lep3(437 bp);2.PCR product primed wi th Lep2+Lep5(570

bp);3.PCR product primed w ith Lep1+Lep2(634 bp).

(B)Show ing the locat ion of PCR primes and the length of ampli-

f ied products

体(2 690 bp)后移。内切酶 Hin d Ⅲ在目的基因

422 bp 、载体 pUC19 2 236 bp处各有一个切点。内

切酶 Pvu Ⅱ在目的基因第 494 bp 、载体 2 057 bp

和2 379 bp处有切点 。内切酶 Pst Ⅰ在目的基因

467 bp和 479 bp 处 、载体 2 252 bp 处有切点 。分

别以 Hind Ⅲ 、 Pvu Ⅱ 、 Pst Ⅰ 酶切重组质粒

pUC19-Lep ,与目的基因反向插入载体的预期结果

相符(图 3)。

2.3　序列测定结果

用不同引物进行正反向序列测定的结果完全

一致 。证明获得的人基因 Lep cDNA长 640 bp ,含

有全长的人 Lep 基因编码区(存编码 49 位谷氨酰

胺的密码子 CAG)。检索 GenBank 核苷酸资料库 ,

其编码区与多个已报道的人 Lep基因 cDNA 克隆

序列基本相同 ,相符率达 99.4%,仅 287位的腺苷

酸被鸟苷酸代替 ,导致 96位编码谷氨酰胺的密码

子 CAA改变为编码精氨酸的 CGA(图 4 、5)。

3　讨　论

人类 Lep 基因位于染色体 7q31.3 ,长 20 kb ,

含一个高度保守的编码 166/167 个氨基酸的开放

读码框架[ 1] 。大量事实表明Lep及以其为中心的

105第 2期　徐明彤 ,等.人瘦素基因克隆与序列测定



图 3　重组质粒 pUC-Lep的酶切鉴定

Fig.3　Identification of recombined pUC19-Lep

plasmid with restriction endonuclerase

M1.DNA marker(pBR322/ Hin f Ⅰ);M2.DNA marker(Spp

Ⅰ DNA/ EcoR Ⅰ);1.pUC19-Lep plasmid digested w ith Hind Ⅲ;

2.pUC19-Lep plasmid digested w ith BamH Ⅰ ;3.pUC19-Lep plas-

mid digested w ith BamH Ⅰ ;4.pUC 19-Lep plasmid digested w ith Pst

Ⅰ ;5.pUC 19-Lep plasmid digested with Pv u Ⅱ

信号系统在体质量调节中起有重要作用
[ 1～ 4]

,因而

成为目前研究肥胖症的一个热点。遗传性肥胖小

鼠C57BL/6Job/ob Lep基因 105位密码子 CGA 发

生无义突变 ,导致极度肥胖和类似人类的 Ⅱ型糖尿

病。在人类多数肥胖者中没有发现 Lep 基因的突

变 ,而表现为脂肪组织中 Lep基因 mRNA 表达增

强 ,血浆 Lep水平升高 ,提示存在 Lep抵抗现象[ 6] 。

仅 Montague
[ 7]
报道在同一家系中两个肥胖儿童的

Lep基因 133位密码子缺失了 1个鸟苷酸 ,而发生

了移码突变 ,血浆 Lep水平极低。另外 Strobel[ 8]也

在 3个肥胖者中发现瘦素基因 105位密码子 C→A

突变 ,导致血浆 Lep水平极低。

我们克隆获得的中国人 Lep 基因 cDNA 长

640 bp ,含有全长的人 Lep基因编码区 ,存 49位编

码谷氨酰胺的密码子 CAG 。据报道此密码子在正

常体质量个体可因为转录时 mRNA 剪接的滑移而

缺失 。该谷氨酰胺位于翻译肽链的高保守区 ,此多

态性的意义还不清楚[ 1 ,3] 。与报道序列比较[ 3] ,本

研究克隆的 Lep cDNA 在编码序列 287 位由鸟苷

酸代替了腺苷酸 ,96位密码子发生改变 ,编码的谷

氨酰胺由精氨酸代替。由于测序中进行了正反链

多次测定 ,结果完全一致;另外 PCR过程采用了具

有校正功能的聚合酶(Expend
TM

High Fidelity PCR

System 含 Pw o DNA 聚合酶[ 9] ,兼具5′-3′聚合活性

及 3′-5′核苷酸外切酶的校正活性),可以认为此差

异是来自 Lep基因本身的变异。96位密码子发生

改变的分子生物学意义有待进一步研究 。

图 4　以引物 Lep5 对 leptin cDNA进行序列测定的

放射自显影图

Fig.4　Sequence analysis of human Lep cDNA by

the dideoxy chain termination method

The arrow head indicated a base subst itut ion (A to G)of coding

region at the posit ion 287

人 Lep基因 cDNA克隆的获得 ,为进一步在原

核或真核系统中表达 Lep ,研究人类 Lep基因的表

达调节 ,研究人 Lep的生物特性 ,探讨 Lep 信号系

统在人类体质量调节中的作用机制提供了物质基

础。
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图 5　人 Leptin cDNA序列及推导的氨基酸序列

Fig.5　Nucleotide and deduced amino acid sequence of human Lep cDNA

The arrow head indicated a base substitution(A to G)of coding region at the posi tion 287
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