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G d( 一 )台湾
一
客家型部分基因

克 隆化 分离 和 鉴 定
许卫明

器

华小云 陈路明 杜传书

( 医学遗传学教研 室 )

提 要 从两例葡糖
一 6一磷酸脱氢酶变异型— 台湾客家型 〔 G d ( 一 ) T al w a n 一 H ak ka ] 患者 基因组

D N A 中
,

回收经 E co R I完全酶解的 3 ~ 5 k b 片段
,

与载体 入gt l 。 插入重组
,

用 S M R I。
一

单菌种 系统

制备包装提取物
,

对重组的 入g t 1 0 进行体外包装
,

构建成两个基 因组垫因文库
。

用 “ P 标记 的 G 6 P D

c D N A 成功地从文库中初选出 12 个阳性克隆
,

挑选其中 4 个 阳性克隆再次杂交予 以证实
,

提取其 中 2

个克隆 D N A
,

经限制酶酶切电泳及斑点杂交鉴定
,

分离到该变异型墓因的插入片段
,

并将其克隆到 M

13 m p l 。 噬菌体
,

完成 G d( 一 ) T a iw a n 一 H a k k a 型部份基因克隆化分离与鉴定
,

为 D N A 序列 分析寻找

突变部位打下基础
。

关键词 葡糖
一 6一磷 酸 脱氛酶变异型 , 载体 入gt l 。 ; S M R I。 系统 , 体外包装 ; 基因克隆

;
基因亚

克隆

中图号 Q 3续3 ; Q5 5

葡 糖
一

6一磷 酸 脱 氢 酶 ( 简 称 G 6 PD ) 缺

乏症为我国华南地区一种最常见的遗传病
,

发

病率高
,

广东省为 5 %一 10 %
,

是 导 致 蚕 豆

病
,

药物性溶血
,

新生儿黄疽
,

慢性非球形细

胞溶血性贫血的主要原因之一
。

G 6 p D 存 在多

种变异型
,

目前全世界已报道 G 6 PD 变异型超

过 4 00 种
。

国内杜传书共报道 1 4 种新变异型
,

据查广东省有变异型达 3 1 种
,

其中 G d( 一 ) T ia
-

w a n 一 H a k k a 型发生率最高
, :片2 1

.

3% 〔” ” ,

华

小云
t 3 ’
曾报道广东兴梅地区该变异型与蚕豆病

有关
。

1 9 8 6 年 p e r s i c o 和 T a k i z a w a
相继分离到

G 6p D c D N A 克隆
,

G 6 PD 缺乏症 的研究从 生

化鉴定水平进入到基因水平
,

一些变异型基因

突变的性质被阐明
。

如 G 6 PD A
一

为 G
, 。 2

、 A ,

A
` 7 6

、 G 〔` 〕 ; G 6p D M比 i t t e r ar n e a n C
6 6 ,

、 T [ 6 ’ “ ] 。

目前
,

国内 G 6 P D 变异型基因研究尚属空白
,

而众多变异型为了解中国人 G 6P D 基因突变提

供良好的条件
。

因此
,

作者选择广东地区常见

的 G d ( 一 ) T a iw a n 一H a k k a 型
,

在国内首次构建

2 例该变异型纂因部份克隆
,

分离到墓因插入

的片段
,

为研究该变异型基因的改 变 打 下 琴

材 料 与 方 法

病例来源

两例男性 G 6 P D 缺乏症患者 ( 何 x X ,

时

x x ) 来自中山医科大学附属第一医院产科遗

传咨询门诊
,

经本室生化鉴定均为 G d ( 一 )T ia
-

w a n 一H a k k a 型
。

材 料

噬菌体 地 t 10 由中山大学生物工程中心提

供
; S M R 1 0 [ E

. e o l i c 一 l a ( 久C O S Z△ B x i s l

r e d 3 g a m m a 2 2 0 e l t s 5 5 7 n i n 5 S a m 7 ) /入〕由广

东省微生物研究所提供 ; M 13 m p 19 R F D N A

由华美生物公 司 提 供
;

--a
, ’

R d C T P , a 一 3’

卜
d A T P 由北京 福 瑞 公 司 提 供

; G 6 P D c D N A

( p G d一 T ` S B )由英国皇家研究生院 L u z z a t t o 教

授惠赠 ; 限制酶
, T 。 D N A 连接酶由华美生物

势
博士研究生
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公司提供; 硝酸纤维膜
。

实验方法

. 1G P 6D变异型生化 鉴定 取外周 静 脉

血 1 0m l,

肝素抗凝
,

溶血后离心
,

沉淀的 白

细胞抽提 D N A
,

溶血液按 W H O 标准方法
〔 7“
进

行 G 6 PD 部份纯化
,

最后得到的酶液经透析后

进行变异型鉴定
,

鉴定指标为酶 活性
,

电泳迁

移率
,

脱氧葡 糖
一 6一磷 酸 钠 盐 ( dZ G 6D P ) 利

用率
,

脱氨基辅酶 l ( --D N A D P )利用率
,

半乳

糖 6磷酸利用率 ( G a卜 6一 P )
,

热稳定性
,

G 6 P

米 氏常数 ( K m G 6 p )
。

2
.

G d ( 一 ) T a i w a n 一H a k k a型部份基 因克 隆

构建 ①基因组 D N A 酶解片段组分制 备
:

从

白细胞常规提取 D N A
,

每例 患 者 各 取 5 0 林g

D N A ,

E co R I 完全酶解
,

酚 /氯仿抽提 1 次
,

乙醇沉淀
,

抽干
,

溶于 5 00 衅 T E 溶液
。

然后

置入含 1 m o l / L N a C I , 1 0 m m o l / L T r i s H C I ,

p H 8
.

0
, 1 m m ol / L E D T A 的功% 一 功%蔗糖

梯度顶部
,

B e e km a n 离心机 3 2 0 0 0 r P m
, 1 5 ℃ ,

16 小时
,

分部收集
,

每管约 o
.

s m l ,

乙 醇 沉

淀
,

溶于 50 川 T E 溶液
,

琼脂糖电泳检查
,

取

3 一 s k b 片段备用
。

②入g t 1 0 D N A 制备
:

平

板扩增抽提法收集噬菌体
, C “ lC 密度梯 度 离

心
, B e e k m a n 离心机 3 0 0 0 0 r p m

, 1 5 ℃ , 1 小

时
,

收集噬菌 体 带
,

透 析
,

透 析 后 加 入 20

m m o l / L E D T A ,

蛋白酶 k ( 5 0 林g / m l )
, 0

.

5 %

s D s ,

65 ℃ , 1 小时
,

等体积酚
,

酚 /氯仿
,

氯

仿各抽提 1 次
,

乙醇沉淀
,

抽干
,

溶于 T E 溶

液
。

取 1 0 卜g 入g t 1 0 D N A
、

E e o R I 消化 约 1

小时
,

取 1 协g 标本琼脂糖电泳检查酶解是否完

全
。

③基因组 D N A E c

OR I 片段与载体 臂 连

接
:

取基因组 D N A E co R 1 3 ~ 5 k b 片 段 与

载体臂按 9 : 1 , 3 : 1 , 3 : 2 比例 连 接
,

加

T 4 D N A 连接酶 2 单位
,

反应体积控制在 1 5旧
,

14 ℃过夜
,

电泳检查连接效果
。

④包装蛋白制

备
:

按 R o , e nb
e r g 推荐的方法

` e ’制备 s M R l o单

菌种系统包装蛋白并进行滴度测定
。

确定包装

物效价后进行重组体进行包装
。

⑤阳性克隆的

筛选与鉴定
:

原位转移基因文库 D N A 至硝酸

纤维膜
,

变性中和处理后
,

置 80 ℃烘烤 2 小

时
,

预杂交 4 小时
,

用 a 一 3 2

R d C T p标记G 6p D

S D N A ( p G d 一 T一 SB ) 杂 交
,

杂交 液 成 份
:

2 5

m m o l / L k H p o ; , s x S S C , 5 义 D e n h a r d
,

t
,

s s D N A ( 5 0 林g /m l )
,

5 0 % F o r m a m i d e , 4 2℃ ,

杂交过夜
,

次 日洗膜
, Z x S S C + 0

.

1 % DS S 30

分钟 2 次
, 0

.

1 S S C
一

卜 0
.

1% S D S % ( 5 5 ℃ ) 3 0

分钟 2 次
,

白显影
,

取杂交阳性克隆平板扩增

法收集噬菌体
, C s

CI 密度梯度离心纯化
,

提取

D N A
,

斑点杂交证实 D N A 中含 G 6 P D 基因
,

E co R I 酶解重组 D N A ,

回收插入片 段
。

⑥M

13 次级克隆
:

将电泳分离回收的插入片段
,

与

E e 0 R I 酶解的 M 1 3 m P 1 9 R F D N A 连接
,

转

染 E
·

c o l i J M 1 0 3 ,

挑 取无色噬菌斑
,

制备成

单链模板 D N A
,

斑点杂交和琼脂糖电泳 鉴 定

是否有插入片段
。

结 果

两例 G d ( 一 ) T a fw a n一 H a kk a型生化鉴定

G d ( 一 ) T a i w a n 一 H a k k a
型 是 M e C u r d y

( 1 9 7。 ) 〔夕’
对台湾省籍旅美华侨检查 后 报 告

的
。

该变异型酶动力学特征为酶活 性 严 重 缺

乏
,

电泳快速
,

D 一N A D p 利用率增加
, K m G 6 p

降低
,

热稳定性正常或轻度不稳定
。

本实验 2

例 G 6 P D 缺乏症生化指标鉴定结果见表 1
,

各

项测定指标均 与 G d (
一 ) T a iw a n一 H a k k a 型 相

符
。

G d ( 一 ) T a iw a n一 H a k k a型部份基因文库构

建

1
.

基因组 D N A E co R I 酶 解 片 段 分 离

与载体鉴 定 分部收集超速离心分离后的基因

组 D N A E co R I 酶解片段
,

经琼脂糖电泳检查

E co R I 完全酶解的基 因组 D N A 呈梯度分布
,

取 3 一 5 k b D N A 与载体连接
,

载体 入g t 1 0 则

用 E e o R I
, B a m H I

,

H i n d l
,

X ho l 等限制

性内切酶作酶谱分析
,

结果表明载体 入gt 10 酶

切位点献与文报道一致
。

2
.

包装物效价与重组体 包装 采用 S m R

1 0 单菌种系统自行制备包装提取物
,

包装反应

后
,

未加 D N A 空包装组包装滴度为 零
,

加入

未经酶切的野生型 入乎 10 D N A , 反复测 定包







许卫明
,

等
.

G d ( 一 ) 台湾一客家型部分基因克隆化分 离和鉴定 1 9

体在 C 6 0 0 hf L A 宿主菌中清亮斑达 功
3 。

除 包

装物效价外
, D N A 勺载体连接比例也是 影 响

包装效率的一个亚耍因素
,

理论上
,

载体片段

与待接片段的摩尔比应为 2 : 1
,

由于某些 D N A

分子可能缺少粘端
,

参予连接反应的末端有效

浓度低于理论价
。

因而
,

按照 D N A 与载体之

比
,

设计 9 : 1 , 3 : 1 , 3 : 2 三种比例 进 行

连接
。

结果最适合的连接比例是 3 : 1 一 3
, 2

。

本实验由于未用碱性磷酸醋酶处理载体 D N A
,

致使载体片段 自身连接而出现较多非重组体
。

本实验结果表明用 久gt 10 为 载体
,

S M R 10

单菌种制备包装蛋白来构建 G 6 P D 变异型基因

克隆
,

具有方便
,

快捷 和易于构建等特点
,

为

研究 G 6 P D 变异型基因序列和表达提供必要的

前提
。
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T H E C L O N IN G I S O L A T I O N A N D I D E N T I F I C A T I O N

O F P A R T IA L G E N E F R O M G L U C O S E 一 6一

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

V A R IA N T S

—
T A IW

.

A N 一H A K K A

X u
W

e im i n g H u a X i a o y u n C h e n L u m i n g

D U C h U a n sh U

( D e P a r tm e n t o f M e d i e a l G e n e t i e s )

T h e g e n o m i e D N A w a s P r e p a r e d f r o m t w o e a s e s o f g l u e o s e一 6一 P h o s P h a t e d e h y d r o g e n
-

a s e v a r ia n t s

—
G d ( 一 ) T a iw a n 一H a k k a s u b j

e e t s
.

F r a e t i o n s o f g e n o m i e D N A c o m P l e t e d i g e s -

t e d w i t h E e o R 1 a n d l i g a t e d i n t o 入g t 1 0 E e o R 1 s i t e
.

T h e r e e o m b i n a n t P h a g e s w e r e P a e k a -

g e d i n v i t r o t o g e n e r a t e t w o g e n o m i c l i b r a r i e s
·

T W e l v e P o s i t i v e e l o n e s w e r e o b t a i n e d b y

s cr e e
in gn

o f l i b r a r i e s w i t h
3 ’ p r a d i o l a b e l e d G 6 p D e D N A

.

F o u r o f t h e m w e r e v e r i f i e d b y

f u r t h e r h y b r id i z a t i o n w i t h t h e P r o b e
·

P ha g e D N A w a s P r e P a r e d f r o m t w o e l o n e s
.

T h e i n s -

e r t ed D N A fr a g m e n t s o r i g i n a l l y ft o m l i b r a r i e s w e er i s o l a t e d
,

i d e n t i丘ed
, a n d s u b e l o n e d i n t o

M 1 3 v e e t o r s f o r s e q u e n e i n g
.

T h i s 15 t h e f i r s t t im e t o f i n i s h g e n e l i b r a r i e s e o n s t r u e t i o n o f

G d ( 一 ) T a iw a --n H a k k a i n C h i n a ,

w h i e h 15 n e e e s s a r y f o r i d e n t i f i e a t i o n o f m u t a t i o n i n G 6 p D

d ef i e i en
e y

.

K e y w o r d s G 6 p D v a r i a n t s : v e e t o r 入g t 1 0: S M R 1 0 s y s t e m : i n v i t r o p a e k a g i n g ;

g e n e e l o n i n g ; g e n e s u b e l o n i n g

·

简 报
·

烫伤应激小鼠 N K 活性血浆 M D A水平及

红细胞 S O D 含量变化的初步观察
.

吴伟康 袁海风 罗汉川 潘伟雄 沈剑刚 侯 灿

( 病理生理学教研室 )

关锐词 天然杀伤细胞 , 应激 ; 丙二醛 ( M D A ) , 超氧化物歧化酶 ( S O D ) ,

中圈号 R 3 6 3
·

1 2 3

为探讨应激对免疫机能的影响
,

本工 作从自由基 s on 含量 ( 林g / m l R B C ) ,

对照 组 1 20
.

77 土 6 6
.

5 8
,

角度观察了烫伤应激小鼠 NK 活性 的 变化
。

CB A /N 应激组 25 2
·

62 士 4 7
·
9 0

,
t = 4

.

176
,

P < 。 .

0 1
。

上述结

小鼠体重 23 ~ 25 9 ,

配对设计
,

分 应 激组 扎 二 6
,

对 果表明
:
烫伤应激引起 M D A 显著增加

,

M D A 具有

照组 羚 一 6
,

I
。

烫伤作为应 激 源
。

结 果 ( 无 士 s) 如 非特异性免疫抑制作用
,

本实验 N K 活性的受抑可能

下
:

① N K 活 性 ( ’ 邹 I一 U d R 释 放 率 % )
:

对 照 组 与此有关
。

红细胞 s 0 D 含量的增加可能是针对血浆

38
·
3月

·
8

,

应激组 2 .3 1士 1
·

8
,
t 二 1 4

·

6 6, p < .0 0似
。

M D A 增加的一种保护性代 偿 反应
,

它与 NK 之问

②血浆 M D A 浓度 ( n m ol / m l)
:

对照组 7
.

42 士 3
.

7
,

的关系有待进一步探讨
。

应激组 8
·

7 0 士 3
·
0

,
艺二 2

·
9 8 8

,

p < 0
.

0 5
。

③红 细 胸

梦中山军科大学科研攀拿资助项目


