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人神经营养素-3全长基因克隆及序列分析
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[ 摘要] 目的:扩增人神经营养素-3( human neurotrophin-3, hNT-3)全长基因并进行序列分析。方法:应用聚合酶链反应技术,

以一个健康成人基因组 DNA 为模板,扩增出编码 hNT-3 的全长基因,并克隆至 pMD18-T 载体中进行基因测序。结果:所得

序列与 Genbank 提供的序列( M61180)对比显示, 除 hNT-3 中第 555 位碱基由 C※T 外,余序列同已知序列完全一致, 改变的

碱基并不影响基因编码的氨基酸序列。结论:成功地获得了 hNT-3 的全长基因,且序列与已知序列高度一致。
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Cloning and sequencing of human neurotrophin-3 intact gene
CHEN Chuan-hao1 , CHEN Chang-jie2 , ZHAO Li1
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[ Abstract] Objective:To amplify and sequence the human neurotrophin-3( hNT-3) intact gene.Methods:hNT-3 intact gene w as

obtained by polymerase chain reaction using human genomic DNA as a template and cloned into pMD18-T vector and sequenced.

Results:DNA sequence comparison of the cloned fragments and the repor ted hNT-3( M61180) demonstrated that the gene sequence

w as identical to that had been repo rted befo re except one base( 555th) changing from C to T , but it had no influence on the encoded

amino acids.Conclusions:hNT-3 intact gene was obtained and its sequence w as highly consistent with ones repor ted.
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　　神经营养素-3( neurot rophin-3, N T-3)是神经营

养素家族中的一个成员, 它对胚胎期神经系统的发

育极为重要[ 1] 。有文献报道[ 2～ 4] , NT-3 通过与神

经元细胞表面受体结合, 对离体培养的脊髓运动神

经元存活有促进作用,可促进感觉神经传导;能改善

因基底前脑胆碱能神经元退变导致学习记忆障碍;

提高纹状体内多巴胺和 5-羟色胺代谢等 。可见,

N T-3在阿尔默病 、帕金森病和外周神经损伤的治疗

中具有很好的临床应用前景。本实验拟用聚合酶链

反应( PCR)方法直接从人基因组 DNA 中扩增并克

隆出 hNT-3全长基因并进行全序列分析,为今后利

用基因工程技术制备 N T-3, 并探讨其在周围神经损

伤治疗的作用奠定实验基础。

1　材料与方法

1.1　材料　pMD-T 载体(大连宝生物工程公司产

品) ,大肠埃希菌 E coli DH5α(本室保存) 。限制性

内切酶 Hind Ⅲ、EcoRⅠ (购自上海生工公司) , X-gal

和 IPTG(购自 Promega公司) ,余试剂为国产分析纯。

1.2　方法
1.2.1　引物设计　根据 Genbank提供的已知序列

( M 61180) ,预扩增出 774bp hNT-3全长基因, 设计

两条引物:
　Primer-F:5′-GGTGATGTCCATCTTGTTTT-ATGTG-3′,

　Primer-R:5′-TCATGTTCTTCCGAT-TTTTCTCGAC-3′,

引物合成由上海申友公司完成。

1.2.2　模板 DNA 制备　( 1)取外周静脉血 5 ml,

加 0.2 ml 0.5 mol/L 的 EDTA 抗凝, 2 000 r/min离

心 2 min,收集细胞成分, 并用 10 ml 0.1 mol/ L 的

PBS 稀释;( 2)将稀释的血细胞铺于淋巴细胞分离液

上, 3 000 r/min离心 20 min;( 3)收集中间的单核细
胞层 8 000 r/min离心 5 min;( 4)用 0.1 mol/L PBS

洗沉淀一次;( 5)加 0.5 ml裂解液( TE 缓冲液 pH

8.0, 0.5%SDS,蛋白酶 K 200μg/ml) 37℃水浴3 h;

( 6)等体积酚 、酚:氯仿 、氯仿各抽提一次;( 7)加50μl

5 mol/L NaCl, 1 m l冰预冷的无水乙醇, 充分混匀

后, 1 200 r/min离心 10 min;( 8)沉淀经70%乙醇洗

一次后,真空干燥;( 9)加 50 μl TE缓冲液( pH 8.0)

溶解, 测 OD 值计算出核酸得率为 0.12 μg/ml,

-20℃保存备用。
1.2.3　PCR法扩增目的基因　( 1)在 0.5 ml的 EP

管内建立如下反应体系:1 μl 30 pmol/μl正向引物,

1 μl 30 pmol/μl 反向引物, 1 μl 0.12 μg/ml 模板

DNA, 1μl 4dN TP( 10 mmol/L) , 0.5 μl Taq DNA聚

合酶 ( 5 u/μl ) , 5 μl 10 ×缓冲液, 3 μl M gCl2 ( 25

mmol/ L) ,最后补消毒去离子水至 50 μl, 上面覆盖

石蜡油。 ( 2) PCR仪扩增目的基因, 条件为 94℃预

9蚌埠医学院学报 2005年 1月第 30卷第 1期

DOI :10.13898/j.cnki.issn.1000-2200.2005.01.004



变性 5 min;94℃50 s, 56℃50 s, 72℃1 min, 35 次

循环后,再 72℃延伸10 min;( 3)取5 μl PCR反应产

物经琼脂糖凝胶电泳鉴定;( 4) PCR反应产物经低

溶点胶电泳回收,常规正丁醇浓缩,酚:氯仿抽提, 无

水乙醇沉淀,将沉淀用适当水溶解,置于-20℃保存

备用 。

1.2.4 　克隆 PCR 产物 　( 1 ) PCR 产物 4 μl,

pMD18-T 载体 1 μl, 连接酶缓冲液 5 μl, 在 16℃孵

育8 h 。( 2)连接产物转化:用 CaCl2 法制备感受态

E coli DH5α细胞, 并将转化菌涂布在表面涂有 X-

gal和 IPTG 的 LB 琼脂平板上( AP +) 进行培养,

37℃倒置过夜,筛选阳性克隆至 3 m l AMP/LB中,

在 37℃恒温振荡器以 250 r/min培养过夜。

1.2.5　克隆基因鉴定及序列分析　( 1)采用碱裂解
法小量提取质粒;( 2)利用 pMD18-T 载体的 Hind Ⅲ

和 EcoRⅠ的酶切位点进行双酶切,琼脂糖凝胶电泳

鉴定克隆基因大小;( 3)克隆基因测序(上海申友公

司检测) 。

2　结果

2.1　PCR产物鉴定　PCR产物经 1%琼脂糖凝胶

电泳,并以标准 DNA分子量作对照,可见 PCR产物

约 780bp一电泳条带(见图 1) ,与预计值相符。

2.2　PCR产物克隆结果　将重组质粒 pMD18-T-

N T-3作双酶切( Hind Ⅲ+EcoRⅠ )后,可获得一个

分子量略大于 PCR产物的 DNA 片段。1%琼脂糖

凝胶电泳结果显示, 实际值与理论值一致(见图 2) 。

2.3　NT-3克隆片段测序结果　对本实验扩增得到

的N T-3基因开放阅读框进行的核苷酸序列测定结

果与 GenBank 收录的 N T-3蛋白编码基因(收录号

为M61180)比较, 两者有 1个碱基不同:除在第 555

位碱基 C※T 突变外(下划线部分为突变碱基) , 余
序列同文献报道完全一致, 改变的碱基并不影响基

因编码的氨基酸序列(见图 3) 。

ATGTCCATCTTGTTT TATGTGATATTTCTCGCTTA

TCTCCGTGGCATCCAAGGTAACAACATGGATCAAAGGA

GTTTGCCAGAAGACTCGCTCAATTCCCTCAT TATTAAG

CTGATCCAGGCAGATATTT TGAAAAACAAGCTCTCCAA

GCAGATGGTGGACGT TAAGGAAAATTACCAGAGCACCC

TGCCCAAAGCTGAGGCTCCCCGAGAGCCGGAGCGGGGA

GGGCCCGCCAAGTCAGCATTCCAGCCAGTGATTGCAAT

GGACACCGAACTGCTGCGACAACAGAGACGCTACAACT

CACCGCGGGTCCTGC TGAGCGACAGCACCCCCTTGGAG

CCCCCGCCCTTGTATCTCATGGAGGATTACGTGGGCAG

CCCCGTGGTGGCGAACAGAACATCACGGCGGAAACGGT

ACGCGGAGCATAAGAGTCACCGAGGGGAGTACTCGGTA

TGTGACAGTGAGAGTCTGTGGGTGACCGACAAGTCATC

GGCCATCGACATTCGGTGACACCAGGTCACGGTGCTGG

GGGAGATCAAAACGGGCAACTCTCCT(C)GTCAAACAA

TATTTTTATGAAACGCGATGTAAGGAAGCCAGGCCGGT

CAAAAACGGT TGCAGGGGTATTGATGATAAACACTGGA

ACTCTCAGTGCAAAACATCCCAAACCTACGTCCGAGCA

CTGACTTCAGAGAACAATAAACTCGTGGGCTGGCGGTG

GATACGGATAGACACGTCCTGTGTGTGTGCCTTGTCGA

GAAAAATCGGAAGAACA TGA

图 3　hNT-3开读框核苷酸序列测序结果

3　讨论

　　hNT-3 全长基因由 774bp组成,其基因位于人

类染色体 12p13,因该基因无内含子,仅有一个外显

子,故理论上既可建立 hN T-3 cDNA 克隆, 也可建

立 hNT-3 DNA 克隆 。Kaisho 等[ 5]从人胶质瘤细胞

cDNA 文库中分离出 hN T-3cDNA 片段, 穆援越

等[ 6]自胎儿脑基因组 DNA中扩增出 hNT-3全长基

因,我们则以健康成人静脉血染色体 DNA为模板,

扩增出 hNT-3全长基因。用此方法克隆 hN T-3基

因,取材方便,省时可行。经序列测定分析比较,除
第 555位碱基发生了改变,余序列跟文献提供完全

一致,而改变的碱基不影响其编码的氨基酸仍为脯

氨酸, 因而不影响 hN T-3 的生物学活性 。张伶俐

等[ 7]研究表明, ATG起始位点上游的几个碱基中,

其中-3位的嘌呤碱基保证了起始密码子有强大的

起始功能,故我们在设计引物时, 在 ATG 上游加上

GGTG。本实验成功地克隆出编码 hN T-3 全长基

因,可为进一步研究 NT-3生物学作用奠定基础,同

时也可为基因治疗周围神经损伤创造前提条件 。
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As2O3诱导人膀胱癌 BIU-87细胞株凋亡及其对细胞周期的影响
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[ 摘要]目的:观察三氧化二砷 ( A s2O3 )对人膀胱癌 BIU-87 细胞株生长抑制作用, 并探讨对细胞周期及凋亡的影响。 方法:

CellTiter 96 Aqueous One 试剂检测 BIU-87 细胞株增殖活力;荧光染色观察凋亡细胞的形态学变化;流式细胞术分析细胞周期

及凋亡。结果:As2O3 与BIU-87 细胞株生长抑制率之间有明显的浓度依赖关系 ( P <0.01) , IC50为28.92μmol/ L;荧光显微镜

下观察到经 As2O3 作用的 BIU-87 细胞核膜消失, 核染色质呈大小不等的小圆形碎片;流式细胞术结果表明 30 μmol/L 的

As2O3 处理 BIU-87 细胞株 48 h 后, G0/ G1 期细胞比例下降, S 期细胞比例增加, 凋亡率为 47.37%。结论:As2O3 能显著抑制

BIU-87细胞株增殖;使细胞阻滞在 S 期, 并进一步诱导细胞凋亡。

[ 关键词] 膀胱肿瘤;三氧化二砷;BIU-87 细胞株;凋亡;细胞周期
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Arsenic trioxide induced apoptosis in human bladder cancer BIU-87 cell line and its influence on

cell cycle
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and Molecular Biology , Dalian Medical University , Liaoning 116027, China)

[ Abstract] Objective:To observe the effects of arsenic trioxide ( As2O3) on the cell grow th, cell cycle and apoptosis of human bladder

cancer BIU-87 cells line.Methods:CellTiter 96 Aqueous One was used to determine the cell proliferation.Morpho logical changes of

BIU-87 cells w ere observed by fluorescence staining of Hoechst 33258.Cell cy cle and apopto sis w ere analyzed by flow cy tometry

( FCM ).Results:There w as obviously a concentration-dependent relationship between As2O3 and the inhibition of BIU-87 cell

proliferation( P <0.01) .IC50 was 28.92 μmol/ L.Morphological observa tion by fluorescence staining indicated tha t As2O3 induced

apoptosis of BIU-87 cells.FCM demonstrated that the number of cells in G0/ G1 phase w as decreased, w hile that in S phase were

increased after treated with As2O3 , and apoptosis rate w as 47.37%.Conclusions:The results suggest that As2O3 can inhibit human

bladder cancer cells BIU-87 g row th by means of cell proliferation inhibition, S phase ar rest and induction of apoptosis.

[ Key words] bladder neoplasms;arsenic trioxide;BIU-87 cell line;apoptosis;cell cycle

　　膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤, 具有晚

期恶性度加重和易复发的特点, 术后化疗是膀胱癌

最重要的辅助治疗措施。由于化疗药物毒副作用及

肿瘤抗药性的增加, 其疗效显著降低。近年来寻找

安全 、有效的防治膀胱癌复发的方法一直是令人关

注的研究方向 。本实验以人膀胱癌 BIU-87细胞株

为工作模型,研究 As2O3对其生长抑制作用,并初步

探讨其作用机制, 为膀胱癌的临床治疗提供新的理

论和实验依据。
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