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抗肌萎缩蛋白基因 Y A C 克隆的筛选和鉴定
①

张 成② 柴建华 刘烨霖 顾杨洪

(中山医科大学神经病学教研室 ;广州
,
5 1 0 0 80)

提 要 应用完整的 D M D 。
D N A 探针

,

从人 Y A C 基因文库 中筛选并 oS ut h er n 杂交鉴定 5

个 Y A C
一

D M D 克隆
,

其分子量分别为 g o o k b
,
s o o k b

,
6 5 o kb

,
4 5 o k b 和 4 5 o kb

。

这些克隆是抗肌萎缩

蛋白基因特定区域 D N A 用之不竭的源泉
,

为抗肌萎缩蛋白基因结构和发病机制的研究创造了条

件
。
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2

抗肌萎缩蛋 白 [̀ ] ( d y s t r o p h i n )基因是迄

今发现的人类最大基因
,

长约 2 3 o o k b[ 幻
。

该

基因异常导致蛋白产物抗肌萎缩蛋白异常的

一种致死性遗传病— 杜兴肌营养不 良症

( D u e h e n n e m u s e u l a r d y s t r o p h y
,

D M D ) 和

一种较 D M D 病情缓和的贝克肌营养不 良症

( B e e k e r m u s e u l a r d y s t r o p h y
,

B M D )
。

虽然

抗肌萎缩蛋 白基因 已被定位在 x p Z3I[ 〕并得

到 了其 1 4 k b 。 D N A 全顺序 [ 4 ] ,

发现 6 0%以

上的 D M D / BM D 是 由于该基 因部分外显子

缺失所致
〔 5〕 ,

但缺失机制不清
,

其主要原因为

该基因组的内部结构尚不明了
。

尽管可用科

斯体和噬菌体克隆进行染色体移步及缺失断

裂点的分析
,

但 由于二者的载体容量相对较

小
,

速度太慢
,

现 已分析 的 d y s t r o p h in 基 因

组结构还不足全长的 1 4/
,

且相互之间缺乏

连贯性
。

因此
,

科学家们致 力寻找一种理想的

大容量克隆载体
。

酵母 人工染色体 e[] ( Y e a s t

a r t i f i e i a l e h r o m o s o m e ,

Y A C ) 是 1 9 8 7 年 发

展起来的一种大容量克隆载体
,

一次可克 隆

成百乃至上千 k b 的 D N A 大片段
,

其容量 为

科斯体克隆容量的 10 一 20 倍
,

故对巨大基因

的克隆和大尺度物理的绘制具有显著的优越

性
。

为了弄清抗肌萎缩蛋白基因组的结构
,

阐

明 D M D 的发病机制
,

我们用 完整 的 D M D

c D N A 探 针
,

从 人 Y A C 文库 中筛选 Y A C
-

D M D 克隆
,

脉冲电泳分离
,

S o u t h e r n
印迹杂

交鉴定克隆的正确性
,

为进一步分析提供了

取之不尽的 D N A 源泉
。

1 材料和方法

1
.

1 材 料

限制性 内切酶 E co R I
,

H l’n d l 等及 随

机 引物 标 记 试 剂 盒 购 自美 国 B R L 公 司
,

D M D e D N A 探针来自 K u n k e l 博士
。

人基因

组 Y A C 文库及 22 c m x 22 c m 的高密度列阵

布点膜由复旦大学遗传所柴建华实验室构建

及制备
。 a 一 ’ Z

p
一

d A T p 为 N e w E n g l a n d N u -

e l e a r
公司产品

。

C H E F
一

D R I 脉冲电泳系统

和杂交仪为美国 iB 。 一

R a d 公司产品
。

A B 97 2

菌株为本实验室所藏
。

1
.

2 方 法

L 2
.

1 原位杂 交及 放射 自显影 由载体

Y A C
`

构建的 Y A C 文库保存在数百个 96 孔

培养板中
,

抽提 Y A C 文库中每个克隆 D N A

按 照 9 6 X 9 6 点阵格式布点在 2 2 e m X 2 2e m

的 H y b o n d N + 尼龙膜上
,

称为高密度列 阵布

言
国家自然科学基 金和部分 8 63 高技术基金资助

;

第一作者
,

35 岁
,

男
,

副教授
,

第二及第四作者单位在复旦大学遗传学研究所 (2 0 04 3 3)
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点膜 (另文发表 )
。

将该膜置于尼龙网上
,

卷成

圆筒状 放入 杂 交管
。

加入 15 m l 预杂 交 液

( 5 0%甲 酞胺
,

4 X S S C
,

l m m o l / L E D T A
,

s o m m o l / L 磷酸 钠 p H 7
.

2
,

1% S D S
,

5 0拌g /

m l 蛙精 D N A
,

1 0 x D e n h a r d t 溶液
,

l %硫酸

萄聚糖 )
,

于杂交仪中 42 ℃预杂交 h3
,

然后加

入 同位素
。 一

32 P
一

d A T P 标记 的变性 的
。 D

-

M D I
一

1`

探针
,

4 2 ℃杂交 2 0 h
,

用 2 X S S C
,

0
.

1%

SD S 4 2℃洗膜 2 次
,

每次 1 s m i n
。

室温下待膜

上水份消退
,

立即用保鲜膜将其包被
,

一 70 ℃

借增感屏放射 自显影 2 ~ 4d
,

根据杂交信号

在膜上的坐标
,

从 % 孔培养板上挑出与之相

对应的 Y A C 克隆
。

1
.

2
.

2 Y A C 克隆 D N A 样品 的制备 把从

Y A C 克 隆板 上 挑 出 的 克隆 在 含 有 A M P

( 3 0拌g /m l ) 的 Y p D ( z %
·

y e a s t e x t r a e t
,

2%

d e x t r o s e ,

2% b a e t o p e p t o n ) 平板上划单菌

落
,

3 0℃培养 2一 d3
,

然后挑取单菌落接种于

s o m l Y P n ( A M P 3 0拼g /m l ) 液体培养 基 中
。

3 0 ℃振荡培养 36 一 48 h
,

将培养液 4 ℃离心
,

3

x l o , r / m i n
,

l o m i n
。

弃上清
,

用 1
.

5 倍于沉淀

细胞体积的 0
.

o s m o l / L E D T A ( p H 8
.

0 )悬

浮酵母菌
。

每 3 0 0拜 l 菌液加入 1 0 0” 1 l y t ie a s e

( Zm g /m l ) 破 细 胞
,

5 7℃
,

Zo m i n
,

取 0
.

sm l

5 0 oC 1
.

6 % 的低熔点胶 (用 0
.

1 2 5 rn o l / L E D
-

T A 溶液配制 )与 0
.

s m l 经 l y t i e a s e
处理的酵

母菌悬液混匀
,

加入在冰上预冷的模具中 (容

积为 Z o m m x g m m x 1
.

Zm m = Z x o 拼l )
,

注意

不留气泡
,

置于 4 o m l L E T ( 0
.

s m m o l / L E D
-

T A
,

0
.

0 1m o l / L T r i s p H 7
.

5
,

7 5纬各m e r -

e a p t o e t h a n o l )缓冲液 中 3 7 oC 保温 1 6 ~ 2 4 h
,

弃去 L E T 缓冲液
,

加入 10 m l N D S 缓冲液

( 1 % l a n r y l s a r e o s i n e ,

l m g /m l p r o t e i n a s e

K
,

0
.

0 1m o l / L T r i s p H 7
.

5 , 0
.

s m o l / L E D
-

T A p H S
.

o ) 置于 5 0℃ 16一 2 4 h
,

弃去 N D S

液
,

加 入
·

l o m l 0
.

o s m o l / L E D T A
,

室 温

1 5m i n ,

换 0
.

0 5m o l / L E D T A 10 m l 置于 5 0 ℃

1 6一 2 4 h
。

连续 2 次
,

置换 0
.

0 5 m o l / L E D
-

T A
,

将凝胶块置 4℃备用
。

分子量标准酵母

A B 97 2制作方法同上
。

1
.

2
.

3 脉 冲 电泳 条件 ①制胶
:

用 1 2 0一

14 0 m l 0
.

5 X T B E ( 4 5m m o l / L T r i s b a s e ,

4 5m m o l / L B o r i。 a e id
,

l m m o l / L E D T A ) 电

泳缓冲液制备 1%琼脂糖凝胶
,

厚 k m
。

②上

样
:

将 1
.

2
.

2 制备的样品塞进凝胶上样孔
,

使

样品紧贴上样孔的前壁
,

不留气泡
,

用 0
.

8%

低溶点琼脂糖凝胶填充间隙
,

固定样品块
。

③

电泳
:

新配制 Z Q00 m l o
.

s x T B E 于脉冲电

泳槽中
,

用循环水冷却器使其温度预 冷至

14 ℃
,

把已上样的凝胶固定于电泳槽中
,

电泳

缓冲液高于胶 Zm m
。

电压 2 00 V
,

起始脉冲

6 0 5 ,

终止脉冲 9 0 5 ,

电泳 2 4 h
。

1
.

2
.

4 S o ut h er
n 转移 和杂 交 电泳毕

,

凝

胶 在 0
.

5拼g /m l 的 E B 溶液 中染色 2 0 一

30 m in
,

双蒸水脱色 1一 h3
,

短波紫外灯上拍

照
,

常规变性
,

中和
、

转移
、

用
3 2 P 标记的完整

D M D 。 D N A 探针杂交
,

放射自显影
。

2 结 果

.2 1 Y A C
一

D M D 克隆的筛选

高密度列阵布点膜上 的每个克隆 D N A

的坐标
,

与 96 孔培养板的克隆编号相对应
。

b
-

a . C .

1 0 15 20
c 口

图 1 Y A C
一

D M D 克隆原位杂交

放射自显影结果

探针
e D M D 卜 ,`

阳性克隆坐标为
a ( 9

.

6 ,

5
.

2 )
,

b ( 14
.

2 , 5
.

6 )
,

。 ( 1 4
.

2 ,

5
.

2 ) (单位为
e m )
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D N A 的 用 之不 竭 的 源泉
,

为 进 一 步 分析 4

D M D 基因结构和发病机制打下了基础
。

参 考 文 献
5

1 张 成
,

刘掉霖
,

梁秀龄
.

关于 dys t or p h in 中文译

名的商讨
.

中华医学遗传杂志
,

19 92
,
9 ( 4 ) , 2 32

飞 又狡 n 〔陌 n n e n JT
,

G
r o o t s e h o l t o n P M

,

aB kk e r
E

,

e t a l
.

T
o p呀

r a p h y o f th e

uD
e h e n n e m u s e u la r

,

~
、 ,

~
、 一 , ~ 一

,

~
、 , ` ,

6
dy s t r o p h y ( D M D ) g e n e : F L G E a n d e

D N A a n a
l
-

” 1
5 o f 1 94 e a s e s r e v e a l s 1 1 5 d

e le t io n s a n d 1 3 d u -

P li c a t io
n s

.

A m J H
u m G e n e t ,

1 9 8 9
,

4 5 , 8 3 5

3 M o an
e o A P

,

K
u n k e

l LM
.

A gl
a n t lco u s f o r

uD
e h e

nn
e a

dn eB
e k e r m u s e u l a r d y s t r o p h y g e n e

.

T IG
,

1 9 8 7 移 3 , 3 3

K oe n i g M
,

M
o n a e o A P

,

K
u n k e l L M

, e t a l
.

T h
e e o m P l e t e s e q u e

cn
e o f d y s t r o Ph in P r e d ie t s a

r o
d
一 s h a P e s e yt o s k e le t a l P r o t e i n

.

eC l l
,

1 9 8 8
,

5 3

盆 2 1 9

K o e n i g M
,

B
e g g s A H

,

M o y e r
M

, e t a l
.

T h e

m o l e e u l a r b a s
i
s fo r

D
u e

h
e n n e v e r s u s

eB
e k e r

m u s e u la r d y s t r o Ph y
:

C o r r e l a t i
o n o f s e v e r

it y

w i t h t y P e o f d e l e t i o n
.

A m J H u m G e n e t ,
1 9 8 9

,

4 5 . 4 9 8

B u r k e D T
,

C a r l e G F
,

o l s o n M V
.

C o lo n
in g o f

la r g e s e g m e n t s o
f

e x o g e n o u s D N A i n t o ” a s t b y

m e a n s o f
a r t i if e ia l e h r o m o s o m e v e e t o r s

.

反 i
-

e n e e ,
1 9 8 7

,
2 3 6 : 8 0 6

( 1 9 9 3
一
0 4

一
2 8 收稿 1 9 9 4

一
0 9

一
2 1 修回 )

T H E S C R E E N I N G A N D I D E N T I F Y I N G O F

T H E Y E A S T A R T I F I C I A L C H R O M O S O M E C L O N E

C O N T A I N I N G D Y S T R O P H I N G E N E

Z h a n g C h e n g
,

C h a i J i
a n h u a Z L i u Z h u o l i n

`
G u Y a n g h o n g ,

( 1 eD p a r t m e n t o f N e u r o l o g y
,

S
u n

y
a t一 eS n U n i

v e r s it y o f M
e d ie a 1 S e

i
e n e e s ,

G
u a n g z h o u ,

5 1 0 0 8 0

2 T h e G e n e t i
e

I n
s t i t u t e o f F

u d a n U n ive
r s

i t y )

T h e f i v e Y A C
一

D M D e l o n e s w e r e s e r e e n e d f r o m h u m a n Y A C g e n e lib r a r y a n d id e n t i f i e d

iw t h S o u t h e r n h y b r id i z a t i o n u s i n g t h e e o m p l e t e p r o b e s o f D M D e D N A
.

T h e m o l e e u l a r

w e ig h t w a s 9 0 0 k b
,

8 0 0 k b
,

6 5 0 k b
, 4 5 0 k b

, a n d 4 50 k b
, r e s P e e t i v e l y

.

T h e s e Y A C
一

D M D

e l o n e s w il l b e t h e s o u r e e o f s u p p l y i n g t h e s p e e i f i e r e g i o n D N A i n d y s t r o p h i n g e n e ,

w h i e h 15

t h e b a s is o f s t u d y in g t h e d y s t r o p h i n g e n e s t r u e t u r e a n d D M D p a t h o g e n e s i s
.

K e y w o r d s d y s t r o p h i n g e n e ; Y A C e l o n e ; P u l s f i e l d e l e 亡 t r o p h o r e s i s ; P r o b e D M D e D N A


