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抗肌萎缩蛋白基因 51 号外显子的筛选

及其两侧内含子的亚克隆
①

张 成② 柴建华 刘掉霖 王 没

(中山医科大学神经病学教研室 ,广州
,

5 1 0 0 8 0 )

提 共 用
c U M D .

探针
,

从人 X 染色体曦菌体文库中筛选并作 D N A 印迹杂文鉴定出含有抗

肌葵缩蛋白荃因 51 号外显子的克隆
.

经限制醉切图谱分析
,

确定 孟冲
” I 和 月玩 J l 为亚克隆位点

,

从而获得了与抗肌葵编蛋白荃因51 号外显子相连的50 和 51 号内含子亚克隆
,

为该区段的核昔酸顺

序分析打下了荃础
。

关健词 抗肌葵缩蛋白荃因 ,
50 和 51 号内含子 , 亚克隆

中图号 R 7 4 6
.

2

抗肌萎缩蛋白基因是迄今发现的人类最

大基因
,

长约 2 3 0 0 k b
,

含有 7 5个外显子 [ , ]
。

该

基因突变导致其蛋白产物— 抗肌萎缩蛋白

( d y s t r o p h i。 )异常
,

在临床上 出现病情严重

的 D u e h e n n e 型 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 较为缓和 的

eB
e k e r

型 肌营养不 良症 ( eB
e k e r m u s e u la r

d y s t r o p h y ,

B M D )
。

6 0 %以上的 D M D / B M D

病人是由于抗肌萎缩蛋白基因部分外显子缺

失所致
,

其中50 %为 44 ~ 53 号外显子之间不

同组合的外显子缺失
,

称之为缺失热 区
〔 2 , ,

其

断裂点多在内含子中
。

在 4 79 例的抗肌萎缩蛋

白基因缺失病例中
,

50 和 51 号内含子共断裂

造成 51 号外显子丢失 28 例 〔2一 `〕
,

提示 50 和 51

号 内含子的核昔酸顺序有某些特征
。

为了了

解抗肌萎缩蛋 白基因 D N A 缺失 的机制
,

我

们用
。 D M D

:

探针
,

从人 X 染色体噬菌体文库

中筛选出含有 51 号外显子的克隆
,

然后亚克

隆 5 0和 51 号内含子
,

为测定其核昔酸顺序
,

探

讨 D M D / B M D 发病机制打下基础
。

1 材料与方法

限制性内切酶和 T
4
D N A 连接酶

,

随机

引物标记试剂 盒 购 自美国 B R L 公司
, 。 D

-

M D .
探针来自 K u n ke l博士

。

人 X 染色体入

C h a r o n 3 5分子克隆库由 L o s A l a m o s N a t i o n -

a l L a b 赠 送
。 a 一 3 2

P
一

A T P 为 N e w E n g l a n g

N u e l e a r
公司产品

。

M
; 3

m p 1 9 R F D N A 为瑞

典 P h a r m a e i a
公司产品

.

菌种 JM
; 。 3

为本实验

室所藏
。

1
.

2 实验方法

基本上按照 C o l d S p r i n g H a r b o r L a b o -

r a t o r y 的方法 [ ,〕
。

1
.

2
.

1 噬 菌斑 原位杂 交 将 已用 a 一 3 ,
P

-

A T P 标记的 0
.

g k b c D M D
:

探针与原位复印

到硝化纤维素滤膜上的噬菌体重组 D N A 杂

交
,

放射 自显影后从平皿中挑选出相应的阳

性噬菌斑进行复筛
,

以获得充分孤立的阳性

噬菌斑
。

1
.

2
.

2 D N A 印迹杂交 制备孤立的复筛阳

性克隆 D N A
,

经 H in d 班完全酶切
, 0

.

8 %琼

脂糖凝胶电泳分离
,

转移到硝化纤维膜上
,

在

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
,

l % S D S
,

5 0拜g / m l

变性蛙鱼精 D N A
, 1 %硫酸葡聚糖

,

10 x D en
-
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.
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T h e e l o n e e o n t a i n i n g e x o n 5 1 o f d y s t r o p h i n g e n e

wa
s s e r e e n e d f r o m H u m a n X C h r o m e -

s o m e P h a g e L ib r a r y a n d id e n t i f i e d b y S o u t h e r n b l o t h y b r i d i z a t io n w i t h t h e P r o b e e D M D卜

T h e s u b e l o n e s i t e s o f e n z y m e

KP
n 1 a n d H i n d , w e r e d e t e r m i n e d b y m e a n s o f t h e f i n e

s e a l e m a p o f d y s t r o p h i n g e n e
·

5 0 t h e s u b e lo n e s e o n t a i n i n g i n t r o n s 5 0 a n d 5 1 w h i e h l i n k e d t o

e x o n 5 1 o f d y s t r o p h i n g e n e w e r e o b t a i n e d
,

w h ie h 15 t h e b a s i s o f t h e D N A s e q u e n e e s o f i n t r o n

5 0 a n d 5 1 w e r e a n a ly s e d
.

K e y w o r d s d y s t r o p h i n g e n e ; i n t r o n s 5 0 a n d 5 1 ; s u b e l o n e
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新成果
.

精液
、

阴道液几种同工酶的研究

课题负贵 伍新尧

(中山医科大学实验中心 ;广州
,
5 1 0 0 8 9 )

精液
、

阴道液分别是男女生殖系统中有重要意义的分泌液
,

其新陈代谢十分活跃
,

因而具有相应的同工

酶
。

作者对精液
、

阴道液
、

血液几种同工酶进行 了系统的研究
,

调查了大批 人群的 P G M
,

亚型
、

E s D
、

E A P
、

少 L以 的分布
,

计算出了 P G M
, 、

E S D
、

E A p 亚型的基因频率
,

证明了精液的 P G M
I

亚型 及 G L O I 表型与血液的

完全相同
,

无精子精液也能测出这些同工酶型
。

阴道液的 P G M
,

亚型
、

E S D
、

G L O I 等表型除部分同工酶活性低

下外
,

大部分与血液的完全相同
,

而刺激会增强某些阴道液的同工酶的活性
。

该研究提高了精液 /阴道液混合

斑的鉴别率
,

在法医学上有创新性和应用价值
,

也为性生理
、

生殖系统疾病及其遗传因素的研究提供基础资

料
。

该成果在全国范围的公检法部门得到推广
,

收到了良好的社会效益
.

对健全和加强我国社会主义法制起了

积极作用
。

1 9 9 2获国家教委科技进步三等奖
,

同获广东省医药卫生科技进步二等奖
.

( 陈丽芳 )


