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提 要 用 D M D
c
l 〕N A S 探针从假肥大型肌营养不良 ( uD

e h e n n e m u s e u la r d y s t r o p h犷
,

D M D )

基因的 Y A C 克隆的
c o s

m id 亚克隆库中筛选到 9 个阳性
e o s m id 克隆

,

S o u t h e r n 杂交鉴定
e o s m id

c O4 61 含 D M D 基 因的第 51 号外显子
,

将该
c
os m记 亚克隆于 p V C l ls 中

,

获得含 D M D 基因第 50

和 51 号内含子的 3
.

1 k b
一

H动 d l 片段的亚克隆
,

将亚克隆的插入片段分别用 aS u3 A I 完全和部分

酶切克隆于 p U C l ls 中
,

S an ge
r
法双链测序测出质粒克隆的序列并重叠所测出的序列

,

确定该片

段的长度为 3 1 7 9 b p
。

与 S p ee
r
测出的该段序列 ( 3 1 5 9 b )P 比较相差 20 bp

,

有 33 处不同
。

并发现有

重复顺序存在
,

它们之间可能会发生重组并可能导致第 51 号外显子的缺失
。

主题词 基因
;
肌营养不良蛋白

;

外显子
;
内含子

;

碱基序列

中图号 R 7 4 6
·

2

自从 1 9 8 7 年 K o e n i g [`〕等 人 克 隆 了

1 4 k b 的假肥大型肌营养不 良症 ( D u e h e n n e

m u cs u l a r d y s t r o p h y
,

D M D ) 基 因的
e D N A

,

并测出 D M D c D N A 的全顺序后
,

有关 D M D

基因的研究已取得不少突破性进展
。

已有的

研究表明约 60 % ~ 70 %的病人是 由于 D M D

基因部分缺失或重复突变造成的
,

而缺失或

重 复突变主要 集中于 两 个缺失热 区 h( ot

s p o t )
,

即位于 D M D 基因的 5
’

端和 D M D 基

因的中部图
。

虽然已取得了上述成就
,

但仍然

不清楚 D M D 基因的缺 失机制
。

有关 D M D

基因内含子的顺序资料甚少
,

而导致外显子

缺失的断裂点都在内含子中
。

在基因缺失的

病例中第 51 号外显子单独缺失的病例占有

较高的比例
。

我们通过对含 D M D 基因第 50

号和第 51 号 内含子的 3
.

1 k b
一

H in d 班片段

全顺序的测定来研 究 D M D 基 因的缺失机

制
。

该片段包含长 2 3 3 b p 的外显子序列和部

分 第 50 号 和第 51 号 内含子 序 列
,

其 长度 为

3 1 7 9 b p
,

与 S p e e r
测 出 的 该 段 序 列

( 3 1 5 9 b p
,

f r o m G e n b a n k ) 比较相差 Z o b p
,

且

有 33 处不同
,

本文报道该片段的全顺序
,

并对

测序的策略和技术路线进行了讨论
。

1 材料和方法

1
.

1 随机引物同位素标记 D M D 。 D N A S探

针

用 随机 引物标记试剂盒 ( B R L 公司 )进

行同位素标记反应
。

在 1
.

5 m L E p p e n d o r f 管

中加入从低熔点胶 回收的 D M D 。 D N A S探针

2 5 n g
,

再 加 入 d d H
Z
O 1 7 拌L

,

煮 沸 变 性

1 0 m in
,

置 冰 浴 一o m i n
,

随 后 依 次 加 入

z m m o l / L 的 dC T P
,

d G T P
,

d T T P 各 2 仁L
,

随

机引物 1 5 拜L
, a 一 3 2

p
一

d A T p 4拌L
,

K l e n o w 3 U
,

反应总体积为 50 拌L
,

混匀
,

置 37 ℃温育 4 h一
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1 A A G C T T G A G A

5 1 A A C C T T A A二A

1 2 1 A T T C A A T G T C

1 8 1 T C T C C T G飞
.

r G

2 4 1 C C A A T A A丁
.

I
.

r

3 0 1 CT I
,

G A T T A G G

3 6 1 T T 丁A G T A T C A

4 2 1 A C T犷门工 T G A

4 8 1 T C A C C A C A G T

5 4 1 C C T A A CA C T A

6 0 1 G A T G A T T A T G

6 ` 1 CT A C A CA A C T

7 2 1 G A A几月A T G C T

7 8 1 A A C T G A A A C T

8 4 1 A C A G G A T T G T

9 0 1 CT G A C T T A C T

9 6 1 C G T A了r r C A T

1 0 2 1 T G G
.

r r r r r C T

1 0 8 1 A T A八A C T G C T

1 1 4 1 注甲 r C C C T A G G

1 2 0 1 A G八八启舀A T C T

1 2 6 1 A A A T A八G T A A

1 3 2 1 C C A C A A T G T A

1 3 8 1 TG A G八A T G A G

1 4 4 1 A T C了I’ r r C A T

1 5 0 1 T A T A A T G T C A

1 5 6 1 T T G T T A T T G A

1 ` 2 1 T T T T T G C A A A

1 ` 8 1 C T G T G G T T A C

1 7 4 1 A G G T A C C T G C

1 8 0 1 G C 门七 A T C A A

1 8 6 1 A G A T G A T C A T

1 9 2 1 A A A A T G A A G A

1 9 8 1 G C A A C
.

r G了 r T

2 0 4 1 G A T A T A A A T T

2 1 O I A几灿心公J 山满A

2 1 6 1 A C C T G G T A T I
,

2 2 2 1 T丁 A A A C T G T T

2 2 8 1 G G G A A飞叹台
.

r r

2 3 4 1 A G G A T A A T T G

2 4 0 1 A A A A T T A C C C

2 4 6 1 T T A A T A C A A A

2 5 2 1 G T A C A T CA A C

2 5 8 1 A T A T A C T A T A

2 6 4 1 T A C A T T A A A G

2 7 0 1 丁召C T G A A G G T

2 7 6 1 A G A G T A A G G G

2 8 2 1 T G A T A G T A A A

2 8 8 1 T G C C A T T T G C

2 9 4 1 G T A C A G A G C A

3 0 0 1 丫A八A T A T A T G

3 0 6 1 A G T A A T T A T A

3 1 2 1 八A
.

r T C C C A G T

G A C A A G A A A C A T T C T T C C A T

G C A C A G T T A C A T A G C C A T A A

T C A
.

r 犷 r r ln 犷f T T A A T及足丁 C T

A G A T G T C T T T T G C A G C丁 r r C

T G C C A C CA A T C T T C T G G T T A

C A T T C C G G C C C C T C A C CA C T

A r T C A C A C C A G C A A C T丁 C A G

C T G A C T A C T C C C C A A C T A了 r

T G T T C A T C A C T G T G I
.

r l
,

C l
.

1
,

T r G A T C A C C T A C T A T A G T G T

C T G C T C T
l

l
,

C T C C G A T T G T C A

G C C C T T A T G A C A T T T A C C C T

T C C C A C I
.

1
.

I
.

G C C T T G C I . I
,

A C

T A C A G A GG r r A T G T G G C I
.

r T

C T A C C A G A C A T T丁T A A
I

T T C T

C T A C A G T G T C C A A CA C T A T T

G T C T A A A T A G A几
.

八几A C T A C T

T C A C T G C T G G C C A G T T T A C T

C C C A G T A T A A AA T A C A G A G C

G T C C A G C了1
.

C A A A T T A A T T T

A G G A T C T T A T C C C A T C了 r G T

A A T T T A T T T C C C T G G C A A G G

T A T G A T T G T r A C T G A G A A C C

C A A八几T C G丁
.

r T T T T A A A A A A

r T
.

r C T A C C A T G T A r l
.

G C T A A

T G A A T A A G A G T T T G G C T C A A

A A T T G G C T C T T T A G C T T G T G

AA C C C A A几A T A T T T 丁A G C T C

T A A G G A A A C T G C C A T CT C C A

T C T G G C A G A T 飞
.

r C A A C C G G C

G T T A T A A A A T C A C A G A G G C C

C A A G C A G A A G G T A T G A G A A A

丁工
.

1
.

r C C A C C A A T C A C T 丁T A C

C T C T C r C A G C A月A C A C A T T A

A A T G C A几A T A A C A A A A G T A G

A A八A G C A G A A A C C T T A C A A G

T T A A A A A T C T A T T 了T A T A C C

T G r r 欢比;G A C T A C G C A G C C C

A T T A T C C A C T C
l

l
.

r C T A几G T r

A A及C几口A G C T A T 几A C T 丁A A A

T A G A T C T A A A G T T G G C A T T T

T A G T G C A
l

r r r
.

r T C T C G T A CG

T A C A A A C A T T A G A A T A C A T T

T A T U 厂 J
.

I
.

I
.

A T A T I
.

I G T G A A T

了r 门刀工C A C T
l

r G T A A C A G CT

A T T T A GG T A T T A A A G T A C T A

甲透 T 丁丁C
l

l
.

1
.

r G T A A A A T A八A

CA A C C T G C A T T T A A A G G C C T

砧认 T 口A T G A T T G T G C T C乃A G

T A C T G A G T A C A C A T T C A C A T

T A A A T A C T A C A T A T A T G T A C

G C C A T G A C A T
i

r r r r T C A G A A

A A G T A G C A G A A C A A G C A r r C

T C T A C T CA T C T T C
.

r T C T C T A

A A A T T A A T G A T T G G C T A C C T

T A G A A T CG T T C A C T G G T T G T

C T T 口A A A C C T 飞丁C A T T C C A A

T A T T A T G C T C T T G A G T C T G T

C A C C T C TG A T 八A C C C A G C T G

C C C T C T T C A A T C A A T A T A G G

T CA C A T T T T G GA G G C CT T A T

A C T A G C C A GG C G T T T A T A A A

CA G G C G C T G T A A T A A T A T T A

T A C G T G T A T T G C T T G T A C T A

G T T A T T A T T C C T 心飞
.

1
.

r 工A A G

T G C T T A T T口 C T A G T A C T G A A

A C C A A G G T C C C A G A G T T C C T

A G T A CT A T G C A T C T T A A C C A

CA T A T T AA G A T T T A T
.

户I
,

A A T

八及 CT C G C A T T T T T A A G A A A A

及几 CA A T C T G A A
.

A T A A A A A G A

T A A C A C A A G A A C G T G T I
.

r C A

A C
口

r T C T A了 r C A A G G G A A T T T

,1’ 1’ l召 C U I
.

I
.

I召
’

厂 r l
.

r l
.

I
,

C T T G

T C T G八A几A CT 飞
.

I
.

I
.

G I
.

I
”

I
”

I T C

C T T A T T T A A C T T A A G T T A C T

T T G T T A A A T G T A T A T T A A T G

A C A A A G T A T C C A C A T
l

l
.

G T T A

A G T T G T T A CT C T T C A A T T A A

J
.

r r C T A A 丁丁T 丁
N

r C T T ’I T T C T

C T A C T C A G A C T G T T A C T C T G

A A C T A G A八A T

T T G G A C A G A A

T G A T GG T G G G

A A A T G A T A A A

T C T C C T A G A C

C T C T C A C T A T

C C A T A C A T T A

A A T A G T T G T C

A A A T A A G T C A

几
.

A CA T A T T G C

G T CT G T G C C A

A A G A C A A A A G

A T G C A A T G C C

T C CT C A G T G T

G及TG T A A A T A

G A TT A A G A A A

r r C A A G C C飞. 1
1

C C’ 厂门工G A A A

C , r CA C C A A下
TG A G C T TG A A

C C A T C T C T G G

T C A C A A T A T A

已叼钟以 T T T口 T

A A A G T A A C TG

A A A T C C A A G T

G C C A T C T r C C

C T T A C C G A C T

TC A C C T T G A G

G T T G G C A G A A

C A
.

工一工. f C C C A C

T C A G C C T A A G

A T G A G G A G A C

C A G A A T G A A A

C C A G T G T G再 .G

A C T A C A T A G T

T G T C T A T A A A

T G T G T T G C T A

G C C A C A C A G G

C T C C A G’ I飞飞
,

C

A几C A G T A A T A

T T G T G A T G A T

C T C A C T G A A T

G T A A A T A C A T

CA A A T G T T A G

A G C G C A G A G A

T T A C C A T A G G

G A C T T T G A A A

T A丁
.

1
,

G T A T C T

A A及及几A T A T G

T
.

r G G C 飞
.

I . I
.

G A

T A A A T C A GA A

A A T A A A A A几A
.

厂 r r A C C A C I
.

I
.

T G T C C A G G C A

A及八及 G C
l

l
.

I仓A

G A A A A A G A T A

A飞
.

1
.

I
.

G A C ’1’ I
,

A

T C 飞
.

I
.

r l
,

1
.

1
,

C C

G T G A C A C A A C

T T G A T G T T G G

G G C I
.

I
.

I
.

C T C T

G A T A T C A A C G

G
『

f ,-1 -1 1
.

1
,

C r 厂I

C A G丁
.

r C飞
.

1
,

A G

T A T AA T C A A G

A A几A G G A A A T A T A C A A几几几A

T CA G T T A A A T T T A C T A A A C A

C T C A A C T G A G C T A T T丁 A CA T

A G A A T C A A A T A T A A T A G T C T

A T T T G C C T T C T C C A A T G A T A

T A A C A A A A C A T A A C A T A T T T

A T G了r C A A A T G A A C A T G T I
.

r

乃几 T C C A T T T G G T A A A T T A T C

T GG 江
.

r T A C C T A G C T A G A T C A

几二几T A A T G江
.

r G G A A T T G T〕 A

T C T A A A G A A A T A C A A A G T T G

八乃几C A A G A A G T G A G G CA G A C

T C C A T A G A A T A A A A G T A A T T

T A C A G八几G A C C T G A A T T C A G
A T C T r C G , I, e C饮竹 C T G A

G T T A T G G A T A 于 G G A T G T A T A

T T T A C了 r C T G C T T T A及月月砚砚

A G G A G C G C T C A T A G A TG T C A

C C A T
.

r T G A T T C C T A入 G C T T

图 4 D M D 基因第 51 号外显子 3
.

I k b
一

H in d l 片段全顺序图

化
,

对所获的亚克隆进行序列 的测 定
,

由于

S au 3 A I 是 4碱基识别酶
,

平均每 25 6个碱基就

有一个识别位点
,

故可以将待测 D N A 片段消化

为大小适合测序的片段由于用 S a u 3A I 酶切后

产生的是枯性末端
,

可与 B a m H I 酶切的载体进

行连接和转化
;
故克隆的效率较高

。

然后再用
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S a u 3 A I 对待测序 D N A 片段进行不完全酶切
,

不完全酶切后可获得一组相互有重叠的片段
,

再

亚克隆于 p U C 载体中
,

对所获得的亚克隆进行

两端测序
,

最后将序列资料输入计算机重叠各亚

克隆就可获得待测片段的创 l顶序
,

按这种策略来

测序只需要测定待测片段约两倍的序列就可获

得待测片段的全顺序
,

所以这是一省时
、

省力的

方法
。

3
.

3 测序的技术路线

我们 用 D M D 。 D N A S探针 从 D M D 的

Y A C 克隆的
。。 s m id 亚克隆库中筛选到 9个

阳性
c os m id 克隆

,

进 一步鉴 定后确认
。 os

-

m id e o 4 6 1和 e o s m id 。 0 4 9 1含 有第 5 1号外 显

子
,

将
e o s m i d e o 4 6 z D N A 用 万 i , ZJ 皿酶切后

亚克隆于 p U C l ls 中
,

点杂交鉴定后确认 4号

和 46 号亚克隆含有 D M D 基因第 51 号外显子

的 3
.

1 k b
一

H in d l 片段
,

对 4号克隆的插入片

段从 低熔点胶 中回收后用 S a u 3 A I 完全和

不完全酶切后再克隆于 p U C 载体中
,

对所获

得 的亚克隆进行测序
,

将序列资料输入计算

机重叠各克隆后即获得 3
.

1 k b
一

H 动 d l 片段

的全顺序
。

我们所使用的这条从 Y A C~
。 os

-

m id ~ p U C 的技术路线是 目前应用较广泛的

技术路线
,

从 目前 已报道的大规模测序的结

果来看
,

这条技术路线是行之有效的 ;[]
。

3
.

4 测序方法

对 D N A 一 级 结构 的 测 定 仍 然 沿 用

S a n g e r [ ,〕的加减法和 M a x a m
一

G i l b e r t [ , 〕的化

学法
,

但 S a n g e r 法应用最 为广泛
。

S a n g e r 法

测序最初所使用的模板是从重组 M 13 噬菌

体颗粒中分离获得的单链 D N A
,

80 年代中期

有人用经热变性或碱变性的双链模板测序获

得成功
。

时至今 日
,

双链溅序 已得到广泛应

用 l0[ 〕 ,

过 去人们一直 认为 采用 C s CI
一

澳化 乙

锭梯度平衡离心法纯化的质粒 D N A 是双链

测序的最佳模板
,

但 C s CI
一

澳化乙 锭梯度平

衡离心法纯化的质粒 D N A 均需花费大量的

人力和物力
。

并认为双链测序 比单链测序成

功率要低
,

可读出的长度要 比单链测序的短
,

背景也 比单链测序的高
。

我们是用 rP
o m eg

a

公司的 W i z a r d M i n i p r e p s D N A P u r i f i e a t i o n

S y s t e m s
来纯 化双链模板的

,

用该方法纯化

的质粒 D N A 进行双链测序同样可获得满意

的效果
。

从图 3的测序照 片可以看出使用该方

法纯化的模板 D N A 进行的双链测序反应可

读性较强
,

背景较低
,

每个测序反应可读出约

4 0 0 b p 左右的序列
,

所以是一较好的方法
。
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新成果
.

白 内 障 的 防 治 研 究

课题负资人 李绍珍

白内障是当今最主要的致盲眼病
。

本研究分别将人透明和白内障晶体中
r
晶体蛋白

、

糖的含量测定与醛

糖还原酶的活性及黄酮类化合物对其抑制作用研究相结合
,

将丙二醛和超氧化物歧化酶的测定与近紫外线

对胚晶体蛋白的光氧化作用研究相结合
,

将人血清抗晶体蛋白抗体测定与机体对晶体蛋 白的免疫反应研究

相结合
,

从能量代谢
、

细胞呼吸
、

氧化和 自由基防御 以及体液和细胞免疫等方面探索 白内障的发病机理 ,通过

晶体上皮细胞的培养与抑制
,

探索后发性白内障的发生与预防 ;用视诱发电位观察正常婴幼儿与先天性白内

障的视功能发育以探索弱视的预防
。

通过对我国部分地区的流行病学调查
,

证实了白内障是这些地区盲目的

最主要原因
,

找出相关危险因素
.

在我国率先进行复杂性白内障的囊外摘除
、

二期和门诊人工晶体植入术
、

预

先 Y A G 激光前囊膜切开术
、

手术并发症防治的研究
,

提高了术后的视觉质量
。

研究达国际先进水平
,
1 9 9 5年

获卫生部科技进步三等奖
,

1 9 9 6年获国家科技进步二等奖
。

(陈丽芳 )


