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实验研究
·

人。
一

心钠素基因的串联
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提 要 将 a一心钠素 (a一 A h N F)基因克隆到 U P lc
.

载体上
,

经菌落原位杂交筛选 鉴定出有 a -

h A N F 基因的克隆株
。

用 B a m l 和 B a m H I 消化并分离纯化得 到 含 5 产

端 部 分 a 一 h A N F 基 因 及

P U q . 载体的 F
,

片段
。

用 D N A 合成仪合成 3 了

端部分 a 一 h A N F 基因的 F : 接头
,

在基因 3
了

端加入

谷氨酸的密码子 G A A ,

作为表达产物用内肤酶 G l u 一 C 专一裂解的位置
,

并去掉墓因 3 产

端的终止 信

号 T G A ,

将原 B a m H I接头改为 E co R I接头
。

最后
,

将 F :
和 F : 片段与 a 一

h A N F 基因酶促连

接后进行转化
,

通过双酶切筛选出含有双拷贝 a 一
h A N F 基因的转化子

,

并用双脱氧链终止法进行序列

分析
,
证明核普酸顺序正确

。

关铂词 人 a 一
心钠素 基因 串联

人心钠素 (h u m a n a t r i a l n a t r i u r e t i c f a c t
·

or ) 是由人心房肌细胞产生和分泌出的一 类多

肚激素
,

有
a 、

日
、

Y 3 种
,

均具有明显的利

钠
、

利尿
、

扩张血管和降低血压的作用
〔` ’ 。

人

a 一心钠素由 28 个氨基酸所组成
,

这些氨基酸序

列也是其他两种心钠素的活性成分
。

自1 9 8 4年

以来
,

国外 已有儿个实验室相继完成 了心钠素

基 因的克隆
。 〔“

’ “ 〕 1 9 8 6年我国复旦大学遗传所

和中科院上海药物研究所采用固相亚磷酞胺法

合成了心钠素基因并在大肠杆菌中表达
。

心钠素基因的分子量较小
,

在直接表达时

产物很容易被体系中的蛋白酶水解
。 〔“ ’ 目前

,

解决这一问题的常用方法是将 目的基因与细菌

本身的某一蛋白融合后进行表达
。 〔 6 ’ 7」

但这一

方法由于细胞代谢潜力没有得到充分发挥
,

所

需要的蛋白仅 占很小一部分
。

最近
,

英国科学家将前胰岛素基因串联成

多个拷贝较有效地解决了这一问题
。

为此
,

我

们进行了 a 一h A N F 基因的串联工作
,

以 期获

高效直接表达
。

. 硕士

材 朴 和 试 剂

细菌菌株 和 克 隆载体 噬菌体 M
1 3、 1。 ,

p U C , 8 ,

大肠杆菌 J M
, 。 3 ,

大肠杆菌 M C ; 。 6 ,

为

本实验室保存
。

试荆和酶 合成 D N A 寡聚核昔酸片段 所

用的试剂和溶剂为美国 A p lP ied iB os ys et m 公

司产品
, 丫一 3 2

R A T P 和 a 一“

中
一 d A T P 为 英 国

A m er she m 公司产品
, T 4

D N A 连接酶 和 限制

性内切酶 B an 亚
、

B a m H I
、

E c

OR J 为 美 国

B i o l a b s 公司产品
; X g a l 和 I p T G 为美国5 19

-

m a 公司产品
。

方 法

a 一 h AN F 基因在 P UC , 。 上的克隆

1
.

p U C I:

载体的制备 见文献
〔 8 , 。

2
.

a 一 h A N F基 因的制备 将含有 a 一 h A N F

基因的 M
l 。
菌株抽提 R F D N A后

,

用 E cO R I

与 B a m H I 双酶切低熔点琼脂糖电泳纯化得到
a 一 h A N F 基因

〔“ ’ 。

3
.

基 因与载体的连接和转化 在 已 处理

好的载体中加入 小h A N F 基因
,

在 T `
D N A连
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接酶作用下 1 2℃连接 2 4小时用大肠菌脚 C , 。。 :

作

受体菌转化
,

在加 入 X ga l 的 A p L B 平板上

( 含 A p l o。件g /m l ) 筛选
,

挑 出白色菌落
。

4
.

原位杂交 挑出白色菌落
,

取合成时 A
。

片段作探针
,

按文献方法进 行 原 位 杂交
` 8〕 。

F
,

片段的制备

了
.

含
a 一 h A N F 基 因的 p U C I 。

质 粒的 制

备 将上而原位杂交筛选出的阳性菌落按文献

抽提质粒
〔 “ 工。

2
.

酶切 及 F ,

片段的回收 取上述 已纯化

的 p U C , 。
质粒用 B a n 亚和 B a m H I 双酸切

,

进行低熔点琼脂糖凝胶电泳回收 F :

片段
。

F
:

接头的合成及组装

1
.

化学合成
、

P A G E
、

柱层 析
、

纯 度 鉴

定 按文献进行
〔们

。

2
.

F Z

接 头的组装及磷 酸化 将纯化鉴 定

后的三个寡聚核昔酸片段各约 。
.

2 o D Z 。。
按等摩

尔数比混合
,

再加入 2D 衅 T `

多核昔酸激酶缓

冲液
,

80 ℃退火至室温
。

然后加入 3衅 le mM
-

A T P , T .

多核昔酶激酶 2 单位
,

37 ℃反应 60 分

钟
, 4 ℃保存待用

。

双拷贝 a 一 h AN F 基因的克隆

1
.

F l 、
F Z

与基因的连接与转化 将 F
,

F Z

与
一

单拷贝基因按摩尔比 1
: 5 : 5 进行连接与转

化
,

方法同前
。

2
。

转化子的筛选 采用快速抽提方 法
〔` ’

抽提多个转化子的质粒
,

分别进 行 E co R I 与

B a m H I 双酶切
,

以 BP R 3 2 2 / aH
e l 作分 子量

标准
, 5% P A G E 鉴定

。

3
.

序列分析 将上面双酶切筛选 出 的转

化 因子抽提质粒
,

按文献进 行 序 列 分析
〔。 ’ 。

结 果 与 讨 论

h A N F 双拷贝基因组建的 设 计 由 于 在

h A N F 基 因的 3 2

端有终止信
一

号 T G A ,

不能直

接进行串联
,

所以我们在基因的 3 /

端找到一个

酶切位点 B a n 五
,

用此酶消化后
,

保留 5 产端部

分
,

重新合成基因的 3 /

端部分
,

并去掉终止信

号 T G A
,

将原 B a m H I 接 头 改 为 E co R I 接

头
,

加上了谷氨酸的密码子 G A A
,

作 为 内肤

酶 G lu 一C 专一裂解的位点
。

然后 F尸
:

与原单

拷贝基因连接
,

得到双拷贝 h A N F基因
,

见图

1
。

a 一 hA N F 基因在 P O C
, 8

上的克隆

1
.

转化结果

菌落
; B 板 ( 5 0 0n g

A 板 ( 1 0 0 n g D N A ) 2 0个

D N A ) 52 个 菌落 ; c 板

B a n l } 硬l

图 l a ~ h A N F双拷贝基因的组建



(阳性对照 ) 03 0个菌落
。

2
。

转化子的筛选鉴定 A板和 B板 中 27

个菌落
,

白色菌落 21 个
,

蓝色菌落 5 1个
。

将 21

个自色菌落作原位杂交后
,

结果 n 个为 阳性
。

F
:

接头的合成与组装

F
Z

接头分为 3个寡聚核昔酸合成
,

其序列

见图 2
。

F :

接头包括编码基因 ( B a n l 位点 )

3 `

端一段序列
,

去掉了原来 3 `

端 的 终止信号

T G A
,

但加上 G l u 的密码子 G A G 以及 E c o

R l 的粒性末端
,

但由于图 2 框中碱基对为 A -

喇 . 口卜一-

一
场 ( 37 )

AA知

侧日图一CA GT C T GG T C全TG GT T GC AAC TC T T T CC GT TAC GAG

CC C G AGT C AGAC C A G人A C CA人C G T T GAGAAAGGC A么TGC T C

. . 睁

一
一

.

玩 ( 2 0 ) 一一一一翻 , 一叫十一一一一一一一 蚝 ( 2 5 )

—
5 ,

A A T T C

G

G I U

G A A

C T T

图 Z F : 接头的核普酸顺序

划为 3 个寡 聚核昔酸片段 合成
,

括号内数字代 表各片段长度

S e r L e u A r g A r g S e r S e r

T C T C T T C G T C G T T C T T C T

A G A G A A G C A G C A 人G A A G A

C y s

T G C

A C G

P 五e

T T C

A A G

G l y

G G T

C C A

G l y

G G T

C C A

A r g

C G T

G C A

M C t

A T G

T A C

A s P

G A C

C T G

A r g

C G T

G C A

I l e

A T C

T A G

G l y

G G G

C C C

A l a

G C T

C G A

G l n

C A G

G T C

S e r

T C T

A G A

G l y

G G T

C C A

L e U

C T T

G A A

G l y

G G T

C C A

C yS

T G C

A C G

A S n

A A C

T T G

S er

T C T

A G A

P h e

T T C

A A G

A r g

C G T

G C A

T y r

T A C

A T G

G IU

G A G

C T C

场
s

A A A

T T T

P h e

T T C

A A G

G IU

G A A

C T T

S e l

T C T

A G A

L e U

C T T

G A A

A gr

C G T

G C A

A r g

C G T

G C A

S e r

T C T

A G A

S e r

T C T

A G A

C y s

T G C

A C G

P h C

T T C

A A G

G l y

G G T

C C A

G l y

G G T

C C A

A r g

C G T

G C A

M e t

A T G

T A C

A s p

G A C

C T G

A r g

C G T

G C A

I l e

A T C

T A G

G l y

G G G

C C C

A l a

G C T

C G A

G l n

C A G

G T C

S e r

T C T

A G A

G l y

G G T

C C A

L e U

C T T

G A A

G l y

G G T

C C A

C y s

T G C

A C G

A s n

A A C

T T G

S e r

,

r C T

A G A

hP
e

T T C

A A G

A r g

C G T

G C A

T y r

T A C

A T G

S t o P

T G A G

A C T C C T A G

图 3 a 一 h A N F 双拷贝丛因的核昔酸和氮基酸顺序



·

7
·

T 使该 E co R I 位点在连接后被封闭
。

双拷贝 Q 一 h AN F 基因的克隆

1
。

晦切筛选 从转化因子中 选 出 7 个菌

落
,

抽提从粒 行川 E cO R I 与 B a m H I 双 酶切

后 5% P A G E 界定
,

万协封旧性菌落 1 个
。

2
.

序刘分析 将上而筛选出 }奇含双 拷贝
a 一 h A N 卫旅 囚 ;沛令拉进行序列分析

,

核 昔酸顺

序与原设汁完全相问 ( 图 打 )
。

由 于 在 每个
a 一 h A N F 训引两端加上 了 G lu 的密 码 子

,

在

J志因表达时
,

可用内肤酶 G l u 一 C将产物裂解
,

山 l’. 内从酶 G lu
一 C的专一 性强且价格较便宜

,

对于华 因工程产
,l爪的应用是有价值的

。

另外
,

F l F Z

与双拷贝华囚可继续连接下去
,

得到多拷

贝基 因
。
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