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摘要 从小鼠胸腺细胞克隆的新基因 R2S 1
一

C 6 的
c D N A 64 8 饰 与人表达序列标签

( E ST )数据库进行 同源性比较
,

得到 71 个 E ST 片段
,

通过 E ST 拼接获得 一致性序列
,

经设计引物
,

并采用 R Y
~

CP R 方法
,

从人新生儿脐带血单个核细胞
、

肝脏
、

淋巴结及

uJ kr at 细胞系
c D N A 中扩增出一 700 bp 的片段

,

利用 快速扩增
c D N A 末端 ( RA C E )方

法
,

扩增其 5
’

和 3
`

端序列
,

得到此基 因的全长序列 ( 1 1 18 饰 )
,

其中包含一个 51 3 坤 的

开放阅读框
,

编码 17 0 个氨基酸
.

该基因在核酸水平 与小鼠基因的同源性为 83 %
,

其

演绎 蛋 白水 平 的一 致 性 为 75 %
,

相 似 性为 83 %
.

此 基 因的 eG
n B an k 登 录 号为

A几 104 30
.

此外
,

已成功表达此基 因的谷胧甘肤琉基转移酶 ( G S T )
~

RS2 1
一

C6 融合蛋

白
,

其表达量 占总菌体蛋 白的 32
.

5 %
.

关健词 E S T F S 2 1
·

肠 基因克隆 表达

胸腺前体细胞从骨髓迁至胸腺
,

在胸腺内与胸腺基质细胞相互作用
,

经历阳性 和阴性选

择
,

才能发育成熟为功能成熟的具有 自身限制性的 T 细胞
.

我们多年来一直致力于研究胸腺

基质 细胞在 胸腺 细胞发育成熟 中的作 用
,

在 以往 的研究 中发 现
:
小 鼠胸 腺早 期 T 细胞株

c3 20 川在与小 鼠胸腺 基质细胞 系 M TE cl 圈共育前
,

表型为 c D 3
一

cT R
一

; 与基 质细胞共育后
,

71
.

49 %表 型分化 为 C D 3
+ T C R

十 ,

6
.

36 % 转变 为 CD 3
+

CT R一 抗 胸腺 基质 细胞单克隆抗体

(
n认bL ) RS 2 1

一

c 6 能显著抑制基质细胞诱导 的 c 3 20 细胞株表达 T c R
,

c D 3 分子川
.

通过建立

3C 20
,

M T E CI 细胞
。 D N A 文库

,

并利用 R S ZI
一

6C
n l A I〕筛选出的小 鼠 R S ZI

一

C6 n 1 Ab 识别分子的编

码基因为 RS Z I
一

c6 基因
’
)( C e l l Ban k 登录号 : A IF or 7 64 )

,

其编码蛋 白与诱导 Tc柑 c D 3 表达相关
.

本研究在上述研究基础上
,

通过生物信息学和分子克隆技术克隆了包括全部编码区在 内

的与小 鼠略21
一

C 6 基因同源的人类基因
,

并在原核体系中成功地表达了其融合蛋 白
,

为进一步

阐明此分子的功能打下基础
.

1 材料和方法

1
.

1 材料

人急性淋巴性 白血病细胞系 uJ kr at 购 自美国 A Tc c
.

A vd an t

age R T
一

for
一

cP R 枯 t
,

S l l l
art RA c E

2 X() 1一 1
一

or 收稿
,

2 00 1
一

03
一

20 收修改稿

二 国家重点基础研究发展规划 资助项 目 (自99 9 05 3驯料 )

“ 联系人
,
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e n @ p l l

b l i o
.

bt a
.

n以
.

。 n

l) 王 宏
.

小鼠胸腺细胞发育相关分 子特性研究 及编码基 因克隆
.
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,
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人 F 5 21
一

6 C基因的克隆及其原核表达 1 1 1 1

eN D A为 npl ifi ea ti o n ki t购 自 Cl o n te e h公 司
,

pG E M
一

T E脚 克隆载体购 自 P or n l e邵公 司
,

p既 x
一

4 -T 2

表达载体由美国 N IH 的田兰博士惠赠
.

1
.

2 SE T 拼接及 R T
.

P C R

在 N C BI G滋n B an k 数据库中
,

利用 lB as t N 检索 db E ST 数据库
.

将 E ST 数据库检索到的与小

鼠 RS 2 1
一

C 6 基因具有高度同源性的人 E S T 序列拼接成人同源基 因序列
.

根据拼接的人同源基

因相对保守序列区合成引物
,

上游 引物序列为
: 5

`
A G C GG T GGG C GG CA TGI ℃ TG T G 3

’
;下游引物

为
: 5

`

TGGG A G AAc A A A c A c C A GG AGG CTA C c TT C 3
` .

利用 irT olz t

耐 R N A sI o
lat ion sys et m 试剂

盒
,

提取人新生儿脐带血单个核细胞
、

肝脏
、

淋巴结及 uJ kr at 细胞系总 NR
A

,

再经 A vd ant age
R T

~

肠r ~

CP R 儿 t逆转录合成
。 D N A

,

进行 CP R 扩增
,

CP R 反应条件为 94 ℃ 变性 5 5 ,

印℃退火 45
5 ,

72 ℃延伸 1 而 n ,

进行 so 个循环
.

扩增产物克隆到 p G EM
一

T E asy 载体中
,

通过 及
。 R 工酶切

,

得

到阳性克隆片断
,

利用 A BI 公 司的 3 77 全 自动测序仪
,

进行 DN A 序列分析
.

所测得的全长序

列通过声OR r l l 服务器 ( ht tP
: / / p so rt

.

in .bL
.

ac
.

jp )进行编码蛋 白的定位预测
,

通过 eG en uR ~
r

软件
,

Ex p韶y 服务器 ( h ttP
: / /

~
.

e x pas y
.

C h )上蛋白分析软件对编码蛋 白的性质进行初步预测
.

1
.

3 5
`
R AC E 和 3

`

R A C E

按照 Clon
t ec h 公 司 说 明书

,

合 成 高质 量 的
c DN A 模板

.

5
,

』A C E 特 异 性 引 物 为

5
’

GC] 毛 (G汀 A G CG T C GC C GG n U A TG TC 3
` ,

3
, 一

R A C E 特 异 性 引 物 为 5
’

C代 GG A A T C代 CT C
-

(知以芜C r R芜丁代毛 3
` .

CP R 条件为
:
94 飞: 5 5 ,

7 2 ℃ 3 而 n ,

5 个循环 ; 94 ℃ 5 5 ,

7 0℃ 10 5 ,

7 2℃ 3

而 n ,

5 个循环 ; 94 ℃ 5 5 ,

68 ℃ or s ,

72 ℃ 3 m in
,

25 个循环
.

扩增所得的片段同上进行克隆测

序
.

1
.

4 沁 E x
.

4 -T 2/ 刊昭 2 -1 6C 融合蛋 白表达质粒的构建及诱导表达

为构建表达载体的需 要
,

设计了 P C R 引物 5
`

C G GG A T C C A T GT C TG T《男C C G 3
`

和 5
`

C G
-

C AA叨陀 CTA GG TTG A (G汀C TGG C 3
` .

在上游引物 5
’

端引人了 刀助 I H 工酶切位点
,

在下游引物 5’

端引人 及。 R l 酶切位点
,

以人新生儿脐带血单个核细胞
。 D N A 为模板

,

利用此对引物进行扩

增
,

将扩增产物以 召。机 H 工
,

coE R 工双酶切后
,

与以同样双酶切并经胶回收的 p GE x
一

-4T 2 载体

连接并转化细菌 ! 4〕
.

融合蛋白的表达按文献〔5〕的方法进行
,

表达蛋白的分析采用 s sD
一

PA GE
.

2 结果和讨论

2
.

1 人 F5 2 1
·

伪 基因全长序列的获得

根据我室克隆并公布的小鼠 R SZ I
一

C6 基 因的
c D N A 序列

,

在国际互联 网 ( hi tP :
// ~

.

cn ib
.

山
1

.

in h
.

go v/ lB as t) 上利用 lB as t N 检索 nr 数据库
,

未发现人的同源序列 ;再检索 db E ST 数据库
,

发现有 71 个长度不一的与小鼠 R 2S 1
一

6C 基 因高度 同源的人 SE T 序列
,

经 E S T 拼接
,

得到 1个

一致性的片段
.

设计此序列的特异性 代 R 引物
,

以人新生儿脐带血单个核细胞
、

肝脏
、

及 J
u -

永 a t 细胞系
。 DNA 为模板进行扩增

,

扩增产物约为 7印 b p (图 1 )
,

将该片段进行 D N A 序列分析
,

测序结果与预期的序列完全一致 ; 又经 5’
一

RA C E 扩增 出 1 个约 500 b p 片段 (图 2 ( a) )
,

经 3
` -

R A CE 扩增出 1个约 I kb 片段 (图 2 ( b) )
,

测序后将序列拼接获得人 R S2 1
一

C 6 基 因的全长核昔

酸序列 (图 3 )
,

通过 eG
n B田正 B a kn it 登录并被接受

,

登录号为 A凡 104 30
.

通过 eG ne R L l l l n e r ,

Ex pas y
,

SP ORT n 等工具对人 RS2 1
一

6C 基因进行分析
,

其全长 1 1 18 如
,

包

含一 5 13 b p 开放阅读框
,

编码 170 个氨基酸
.

编码蛋白 p l : 4
.

85
,

理论分子量为 18
.

5 ku
.

在编
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图 I RT
`

PC R 扩增结果 图 Z RA C E结果

M 示 1 kb lun
s

州 A标志 ; l 示 uJ kr at 细胞系 ; 2 示人脐带血 (
a

) 5
,

RA C E ; ( b ) 3
`

-BA C E

单个核细胞 ;3 示肝脏 ;4 示淋巴结

码区上游即第 19 位有一框内的终止密码子 TC A
,

在序列的第 1
067 位有 op l帅 加尾信号

.

编码

蛋白无信号肮
,

无跨膜区
,

无糖基化位点
.

M iot f 分析其具有 2 个豆寇酸化位点
,

3 个 KP C 磷酸

化位点和 5个 c KZ 磷酸化位点
,

1个 C A M P 磷酸化位点
,

通过 p SO R’ r II分析其最大可能为胞浆

蛋 白
.

该基 因在核酸水平与小 鼠基因同源性为 83 % (图 4)
,

在演绎蛋白水平一致性为 75 %
,

相

似性为 83 %
.

2
.

2 人 SR 21
·

6C 基因编码蛋白的原核表达

经双酶切鉴定的阳性克隆用 p G Ex
一

4 T
一

2 载体通用引物测序证实完全无误后
,

诱导表达
.

SD S
一

PA GE 电泳显示 (图 5 ) p G E X
一

4 T
一

2 空载体经 Ip l丫; 诱导后表达 29 ku 的 G S T
,

pG E X
一

4 -T 2/

H R S2 1
一

6C 经 IPT C 诱导后表达分子量与理论值相符 (约 47
.

5 ku )的融合蛋 白
,

融合蛋 白随诱导

时间延长表达量增加
,

光密度扫描显示融合蛋 白在 6 h 表达量 占总菌体蛋白的 32
.

5 %
.

.2 3 讨论

CT R 基 因的重排和分子表达后与 CD 3分子以复合体的形式表达于细胞表面是早期 NT 细

胞分化发育的关键步骤
.

目前
,

介导早期 T 细胞 CT R 及 C D 3 基因活化及分子表达的机理还不

清楚
.

I L 7 曾被认为有这种作用
,

但又有人提 出其作用仅在于维持 NT ( C 4D
一

C D S
一

C 3D
一

)胸腺

细胞的存活和增殖困
.

NT 阶段细胞分化表达 T c形c D 3 的过程只限于在胸腺 内完成
,

即可能

是在与胸腺微环境基质细胞相互作用下诱导完成 的
.

经研究两类细胞相互作用 的生物学效

应
,

进而分析诱导 NT 细胞分化 的相关分子
,

是研究 T 细胞发育的重要课题 v[,
“ 〕

.
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人 RS2 1

一

C6 基因的克隆及其原核表达 1 1 1 3

1 一G GGCT CGTGGGTT T TCCO T GAA GT弱CG盯GC AG叨GTGGGCG GCA TG TC T GTG GC CGGT G 0e G八G八TT C ~ 7 0

一 目 S V 人 住 O E 口

7 1 一 GTG G GG 八以CGGG GG G朋加G八以CT GC TGCT CO CG GCOGGTT C八GCT TC八加C CG G加C即八印C TOG A 一 140

由 G D T 0 G E D T 人 A P 0 R F 5 F 5 P E p T L E

14 1 一 口口八C人TC印C翻CC TC以TG C T以GT TT创功佣山认佣决以心了韶口从以口TT C以祀八口C CTC GG八决T 一 2 10

一 D R R L H !人 E F A 人 E R D 份 E 0 F H Q P R N

2 1 1 一 OT即T CC TG G沈T TGO TT G口GGM GT GG的e AG CT GGCA G从CT CT TT CA GT GG内U 诀CCGA TGGGGAA C 一 2 80
一 L L L 八 L V G E V 0 E L 人 E L F Q 份 K T D G E P

28 1 一 C T此优CCC M GGC TGGT CC C以认 GGGAA CG的CAG 沈CT TC M G八GGAG CTT八GT G加GT阅T以下CT 人一 3 50

一 G P Q G 份 5 P R E R A A L Q E E L 5 D V L I y

35 1 一 CC TGGT GO CA竹八G CAOC C C GC m C CG TG TGG八T CT GC CG CT八GC朋TGCT CT CC内U 以TGG八OA TC八八C 一 4 2 0

一 L V 八 L 人 A R C R V D L P L A V L 5 K M D !N

42 1 一 CGGC G八CGCT八C CG八GC( 犯ATC TGGCC CG以GCT CT TC叱GCAA G认T八CA田认T TGCCC 以TG GGG沈A 一 49 0

一 R R R Y P 人 H L 八 R 5 5 5 R K Y T E L P H G A

49 1 一 TC TC TG八八G八沈八GOC TO T GG GGCC TG C6G A C八T T以笑 TGT6 A CT沈八C八GGC CA GA田TC从沈T六GM 一 56 0

一】 5 E D Q A V G P A D !p 0 D 5 T G Q T S T *

56 1 一 人以下阶CC八C加G人CT TGC八ACT CAGGGTGGT GT CT GAA GAG C八G AG八G TG GCC TGGC CC TG G A6 C C TT T 一 6 30

63 1 一 T T CT朋TU l l 百I CAG从T朋ATC AT GGG伪几AG 韶CT CCACT TC 竹GAG GTC TGA G义C C八GCAG叱T C 一 70 0

70 1 一 T A山认GGT人G CC TC CT GGTGT Tr GT TC T印C朋T M M TGG T T T T GG C C GATM C TTC T八G八T T八下下CC T 一 77 0

77 1 一 GG八T GGCC AG GGAG右C TCT CT GT CTC八GC八GG TG八T O八C GGGGGT加C八GGGGT GC CT CT G八G八CC C八T T 一 8 40

84 1 一 C TC GTG TTT O留T GTT G仆的T T T TG C OTG CA GG O以OAG 脸A TC TG 心TT祀认GC幻认T TC C CA G TAG G 一 9 10

9 11 一 AT GT以TGT为叨Tr 叨TT叱C沈T盯T加加盯下田认右GCTG T AA GA GTC C人G八TGGT GG加叨八G GC拍 一 9 80

9 8 1 一 T C TGGG TT C月认TGCC灯C TT TQA C八C T佑CM GCT月认 TG AC决T T八C T自U该T TAA TC GT TCT GC A CT T 10 50

10 5 1 一 C八G C Tr C CTr GTC TA TC习认T灿肉肠CM TAGT A田TG C CC刀俄M 司认月认M人林习认月叭灿 一 1 1 1 8

人 B S2 1
一

C6 基因全长核昔酸序列及其编码氨基酸序列
二
代表终止密码子 ;下划线部分为加尾信号

.砚秘愁抒小 鼠

人

1 珍书 T

1

耽
V

D G E

G E l
姗
励

T v 肠 Q 娜 S
珊

D T 好 。
娜

丁
郑

A R P

P G R

R 巍豁脚姗满
s

麟撼侧砂

黔瘾撇

3 1

称嘿黔豁巍藻藻澹麟蘸曦澳凑赚瀚黝瞰黔潺巍黝翼翼黝娜澳滩沁
3 1
梦耀麒缨黝爵滴肇哪恻舞卿潍蒸举缪耀濒{耀撮黔酬默黔馨{撇鸿沁

61 睡硼撇缴黝擎撇罄爆歉镶耀推舞
S 真T 嚎{撇赣鬃

A 囊P 募K

姗舞61 难嘿蒸暴薰髓彝鳍卿黝麟雄卿堪 T 玲G 接耀维缪淤G 篆s 婿R

以恤

9 1

确翼黝蘸瘾娜蜘淤瓣酬麟姗嘛翰翰 H 攀嘿麒 Q 砂
I 昌

9 1

州群黝狮鞠哪脚确洲卿种瞩撇铆戳 R 夔姗粼 L
翩

L 台

12 1 叫鞠阵滋恤 Q 旋幼净 v

叭
s 旋G 5 A c 盆峰馏D

睽
R G T l 台

毅N 扮鑫爆玲A G 办P ^ 5 E L R D 令A
转

农D 落娜岑清P A p 1 P e D 5 T e 白T
扑

l5lI5l

图 4 小鼠 RS 21
一

C6 基因与人 RS 2 1
一

C 6 基因编码蛋白氨基酸序列比较

阴影表示氨基酸序列完全一致
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图 5 人 R S2 1
一

C 6 基因编码蛋白的原核表达

1 一 3示 p GI 张 4 T
~

2/ 闭怒 2 1
一

“ 诱导后 6
,

4
,

Z h表达的蛋

白 ; 4 示 p G EX井 T
.

万 H R5 2 1
一

6C 诱导前 ;5 示分子量标志 ;

6
,

7 示 p GE X礴
r

-r 2 经 正CT 诱导后 4
,

Z h 表达的 G盯 ; 8

示 p G EX 4 T
`
2 诱导前

我们通 过 RS 2 1
一

C 6 n 1 A』〕 筛选 文库得 到小 鼠

R S2 1
一

C6 xn Ab 识别分子 编码基因
,

经 C七n B田 Ik 查

寻
,

未发现其任何同源基因
,

证实其可能为参与诱

导早期 T 细胞系表达 CT 柑 C 3D 复合物 的新分子
,

与 C七n Ba l lk 人 E ST 库比较
,

意外地发现 了大量 同

源 EST
.

EST 拼接为近年来因生物信息学不断发

展而产生的新基 因克隆的一种快速方法
.

但其拼

接结果需要实验证实
.

本研究 即利用 E ST 拼接和

分子克隆技术快速获得了小 鼠 BS 2 1
一

C6 m A b 识别

分子人同源基因
,

同时我们还通过了此方法得到

了大鼠同源基因 (另文发表 )
,

这进一步提示此基

因在生物长期进化中的保守性及其生物功能的重

要性
.

因小 鼠 R S2 1
一

C 6 基因编码蛋 白参与诱导早

期 T 细胞株的代形 CD 3 分子表达
,

人 RS 2 1
一

6C 基因编码蛋 白也有可能发挥同样的作用
,

通过

原核表达体系成功表达的编码蛋白为进一步研究其功能提供了工具
.
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