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摘要 : 本实验从金丝猴肝脏细胞 RNA中反转录得到 cDNA , 利用设计的引物M1和 M2扩增 IGF2Ⅰ基因 , 并将其

克隆到 pGEM - T载体上。经筛选、酶切、PCR鉴定、序列分析 , 证明该片段为金丝猴 IGF2Ⅰ基因的 cDNA克隆。

该片段由 521个核苷酸组成 , 其中包括一个完整的开读框 (ORF) , 编码一个由 153 个氨基酸组成的多肽。与

GenBank中人、猪、鼠、马、牛、兔、山羊等哺乳动物的 IGF2Ⅰ序列比较 , 其编码成熟肽序列的同源性从 9318 %

(马) 到 8816 % (鼠) , 开放框序列的同源性从 9414 % (人) 到 8815 % (鼠)。
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Abstract : The insulin2like growth factor Ⅰ ( IGF2Ⅰ) cDNA of the golden monkey ( Rhinopithecus roxellana) was cloned for the

first time from liver tissue by reverse transcription and amplified by PCR using a set of primers that we designed in this study1 The

amplified cDNA fragment was inserted into the vector pGEM2T1 Through transferring , screening , enzymolysis and sequencing , it

was demonstrated that this fragment was IGF2Ⅰgene cDNA1 It is 521nts in length and contains one open reading frame (ORF) ,

which encodes for a polypeptide containing 153 amino acids1 The golden monkey IGF2Ⅰ gene has a high homology with other

mammal IGF2Ⅰgenes1
Key words : Cloning ; Golden monkey ; IGF2Ⅰgene ; Sequence analysis

　　胰岛素样生长因子Ⅰ ( Insulin2like growth factor ,

IGF2Ⅰ) 成熟肽由 70 个氨基酸残基组成 , 分子量

约为 715 kDa ( Pagetr2Holthuized et al1 , 1986) , 是

一种多功能细胞调控因子 , 其生物学功能主要是调

节细胞代谢 , 促进细胞生长、分化和分裂 , 抑制细

胞死亡 , 促进骨骼生长 , 参与创伤愈合过程 (Co2
hik and Clemmons , 1993 ; Jones and Clemmons ,

1995) , 在动物出生后的生长发育中起重要作用

(Upton et al1 , 1998) 。此外 , IGF2Ⅰ在动物生殖过

程中也起着重要的调节作用 , 能够提高胚胎的发育

率 , 促进胚胎着床 ; 调节卵泡发育及卵母细胞的成

熟 , 提高排卵率 ; 调节黄体的发育与退化及生殖激

素的生成与分泌 ; 提高精子活力及繁育效率 (张巍

等 , 2002) 。IGF2Ⅰ可通过内分泌、自分泌、旁分
泌等多种方式发挥作用 , 对糖尿病、生长迟滞、骨

质疏松等多种疾病均有治疗作用 (Laron , 2001) 。

目前国外已有转 IGF2Ⅰ基因治疗神经损伤、软骨缺
损等疾病的报导 (Rabinovsky et al1 , 2003) 。
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　　IGF2Ⅰ的氨基酸序列在不同的脊椎动物中相当
保守 , 这表明它是一种由共同原型基因进化而来 ,

且具有重要功能的多肽 (奚刚等 , 2000) 。在动物

体各个组织器官中都有该基因的表达产物 , 其中肝

脏是最主要的表达和合成的场所 (Lund et al1 ,

1986) 。

近几年来 , 有关 IGF2Ⅰ基因的研究较多 , 猪、

鼠、马、牛、兔、山羊等物种的 IGF2Ⅰ基因序列都
已逐渐被测定 , 其蛋白产物的生物学作用也越来越

被人们所重视。本实验从金丝猴肝脏细胞 RNA中

反转录了 cDNA , 以设计的特异性引物扩增了 IGF2
Ⅰ基因的 cDNA , 并将其克隆到 p GEM2T载体上 ,

进行了序列分析。通过序列分析 , 与其它哺乳动物

序列对比得出与其同源性最高的物种。为金丝猴的

繁育和保护提供参考。

1　材料与方法

111　材料

11111　实验材料

实验材料为金丝猴肝脏 , 采自陕西省西安动物

园一正常死亡个体。

11112　菌株与质粒

JM109菌株购自 Stratagene ; p GEM2T Easy Vector

购自 Promega。

11113　工具酶与试剂

总 RNA抽提试剂盒 (TRIzol
R

Total RNA Isolation

Reagent) 为 GIBCOBRL公司产品 ; 逆转录试剂盒为

MBI公司产品 ( RevertAidTM H Minus First Strand cD2
NA Synthesis Kit) ; QIAquick 胶回收纯化试剂盒为

QIAGEN公司产品 ; 限制性内切酶 ( NHe I、BamH

I) 为上海华美生物公司产品 ; IPTG、X2gal 为美国

Sigma公司产品 ; DEPC为 Sigma公司产品 ; T4 DNA

连接酶为MBI公司产品 ; Tris碱为上海华美生物有

限公司产品。其它试剂均为国产分析纯。

11114　引物设计与合成

根据 IGF2Ⅰ基因在不同哺乳动物中的高度保守
性 , 利用引物设计软件 Primer 510进行设计。扩增

的上游引物为 : 5’TTGCCTCATTATTT ( C) CTGC2
TA 3’, 下游引物为 : 5’CTTCCTACATT (C) CTG2
TAGTTC 3’, 分别命名为M1和M2。由上海博亚生

物有限公司合成。

112　方法

11211　肝组织处理

将采到的新鲜肝组织在液氮中充分研磨 , 待液

氮挥发完全后 , 加入适量 TRIzol Reagent , 置于

- 80℃冰箱中保存以备提取总 RNA。

11212　总 RNA的提取

用总 RNA 抽提试剂盒 , 按照 GIBCOBRL 公司

总 RNA抽提试剂盒操作手册进行总 RNA的提取。

用紫外分光光度计和甲醛凝胶电泳检测 RNA质量。

- 70℃保存。

11213　反转录

以抽提的总 RNA为模板 , 以Oligo dT为反转录

引物 , 按照 Promega公司逆转录试剂盒操作手册进

行 cDNA第一链的合成。产物 - 20℃保存。

11214　IGF2Ⅰ基因 cDNA的克隆与序列测定

1121411　PCR扩增

反应条件如下 : 10 ×PCR缓冲液 10μl , 1mM

的各种 dNTP混合液 5μl , 25 mM MgCl2 10μl , 上下

游引物各 50 pmol , 上述逆转录产物 5μl , Taq 酶

215μl , 加水至 100μl , 铺盖 20μl 矿物油。94℃预

变性 4 min , 扩增参数 : 94℃变性 1 min、52℃退火

40 s、72℃延伸 50 s , 30个循环 , 最后延伸 5 min。

PCR反应结束后 , 取 10μl 进行 1 %琼脂糖凝胶电

泳 , 以检查扩增结果。

1121412　PCR产物的克隆

采用 QIAquick胶回收纯化试剂盒回收 PCR扩

增出的目的产物 (520 bp 左右) , 将回收纯化的目

的产物直接与 p GEM2T Easy 载体连接后 , 转化

JM109感受态细菌 , 经含有氨苄青霉素和 X2gal 的

平板筛选培养 , 挑取白斑 , 培养于 4 ml LB培养基

中 , 培养 2～4 h后 , 取 1μl 培养的重组克隆的菌

液为模板、M1与M2为引物做 PCR鉴定 , 1 %琼脂

糖凝胶电泳。选取 3个阳性重组克隆。

1121413　重组克隆插入片段的序列测定与分析

将所选的 3个重组克隆 , 小规模扩大培养后 ,

经博亚公司测序 , 所得序列用 Genetool Lite软件进

行开读框 (Open reading frame ORF) 分析及翻译 ,

并与 GenBank中的其它哺乳动物作同源性比较。

2　结果

211　总 RNA的提取

所分离金丝猴肝脏总 RNA经紫外分光光度计

测定 , A260ΠA280 为 210 , 甲醛凝胶电泳后可清晰

见到 18S和 28S两条核糖体 RNA条带 (图 1) , 说

明本试验的肝脏组织在保存和提取过程中无明显

RNA降解发生 , 总 RNA是完整的。

212　IGF2Ⅰ开读框 (ORF) 的克隆与序列分析
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21211　含 IGF2Ⅰ开读框 (ORF) 重组克隆的筛选

及鉴定

电泳结果表明 , 目的条带分子量与预期的大体

一致 (图 2) 。取 3 个经鉴定含有 500 bp 左右插入

片段的重组克隆 , 命名为MIGF2Ⅰ。

图 1　金丝猴肝脏总 RNA 1 %甲醛琼脂糖凝胶电泳分析

M: Marker ; 1 : 总 RNA

Fig1 1　1 %formaldehyde agrarose gelelectrophoresis analysis of

liver RNA from golden monkey　　　　　

M: Marker ; 1 : Total RNA　　　　　　

21212　重组克隆插入片段的序列测定及分析

将鉴定后的MIGF2Ⅰ重组克隆培养后由博亚公
司进行序列测定。测定的结果表明 , MIGF2Ⅰ插入
片段的序列完全相同且与预期大小相同。经 NCBI

数据库 Blast搜索 , 表明测得的序列与 GeneBank中

哺乳动物的 IGF2Ⅰ最为相似 , 与人、猪、马等哺乳

动物的同源性都在 90 %以上 , 表明本试验所克隆

的序列代表金丝猴胰岛素样生长因子 Ⅰ基因序列。

将该序列登录于 GenBank , 登录号为 AY677085。

IGF2Ⅰ核苷酸及其编码的氨基酸序列如图 3 所示 ,

IGF2Ⅰ基因编码 153个氨基酸的前体蛋白 , 包括 48

个氨基酸的信号肽和 70个氨基酸的成熟肽。预测

前体蛋白的分子量为 1619 kDa , 成熟肽为 716 kDa。

　　该序列及其推导编码的氨基酸序列与 GenBank

中猪、兔子、小鼠、人的碱基序列比较 , 表明 IGF2
Ⅰ的编码成熟肽序列和开读框同源性都很高。氨基

酸序列的同源性也很高 , 尤其是成熟肽序列 , 该区

域内金丝猴与人只差两个氨基酸 (表 1) 。进一步

证实了 IGF2Ⅰ基因的高度保守性。

图 2　金丝猴 IGF2ⅠPCR鉴定

M: DL3000 Marker ; 1～6 : PCR产物 ; 7 : 阴性对照

Fig1 2　PCR identification of IGF2Ⅰrecombinant

M:DL3000 Marker ;1 - 6 :PCR products ;7 :nagetive control

表 1　金丝猴与其它物种 IGF2Ⅰ编码区核苷酸及其氨基酸序列的同源性比较

Table 1　Homology comparison of AmIGF2Ⅰwith that of other species in nucleotide and amino acids levels

比较水平

The levels of comparison

人

Human

猪

Pig

鼠

Rat

马

Horse

牛

Cattle

兔

Rabbit

山羊

Goat

编码成熟肽序列 ( %)

The mature peptide coding sequence
9313 9219 8816 9318 9114 9219 9110

开读框序列 ( %)

The sequence of open reading frame
9414 9214 8815 9410 9211 9113 9214

氨基酸 ( %)

Amino Acids
9812 9518 9414 9819 9712 9219 9514

前体蛋白氨基酸数 (个)

The munber of amino acids of IGF2Ⅰprecursor
153 130 127 127 131 137 154
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图 3　金丝猴 IGF2Ⅰ开读框的核苷酸序列 (521 bp) 及其推知的氨基酸序列

下划线表示开读框 (ORF) 序列 (56～514) ; 加粗的黑体部分表示编码信号肽的序列 (56～199) ; 双下画线部分

表示编码成熟肽的序列 (200～409)

Fig1 3　The sequence of open reading frame (521 bp) and the deduced amino acid residues. The sequence of open reading frame (56

- 514) is underlined1 The signal peptide coding sequence is highlighted in bold1 The mature peptide coding sequence is doubly under2

lined

3　讨论

本实验首次成功得到了金丝猴 IGF2Ⅰ基因编码
区的全长 cDNA 克隆。经分子量大小分析、酶切、

PCR和基因序列分析 , 进一步确证为 IGF2Ⅰ基因的
cDNA。IGF2Ⅰ开读框由 459 bp 碱基组成 , 编码由

153个氨基酸组成的多肽。其 cDNA 序列的取得 ,

既进一步证实了 IGF2Ⅰ在哺乳动物中的高度保守
性 , 又为其以后的表达和生物活性研究打下了基

础。从表 1可以看到 , 在比较的几种哺乳动物中 ,

金丝猴与马的 IGF2Ⅰ编码成熟肽序列的同源性
(9318 %) 最高 , 比和人的同源性 (9313 %) 还高。

而在开读框序列的比较中 , 金丝猴和人的同源性

(9414 %) 最高 , 金丝猴和马的同源性为 9410 % ,

从它们间的序列的长度来看 , 金丝猴与人的序列长

度同为 459 bp , 而马的长度是 381 bp。在前体蛋白

的氨基酸水平上 , 金丝猴 IGF2Ⅰ与人的同源性为
9812 % , 仅有两个氨基酸的差异 , 即金丝猴 IGF2Ⅰ
的第 26和第 33 个氨基酸分别为异亮氨酸和亮氨

酸 , 在人 IGF2Ⅰ中分别为苏氨酸和苯丙氨酸 , 由此

可以看出 , 金丝猴和人的亲缘关系比金丝猴和马的

亲缘关系更近。而且金丝猴和人 IGF2Ⅰ的成熟肽系
列是相同的 , 因此在以后的实验中 , 我们可以用人

IGF2Ⅰ代替金丝猴 IGF2Ⅰ。
胰岛素样生长因子Ⅰ ( IGF2Ⅰ) 是一个可对多
种组织细胞发挥多种作用的多肽因子 , 近年来倍受

重视。将胰岛素样生长因子 I促生长和促繁育等作

用应用于与濒临灭绝的国家一级保护动物金丝猴 ,

具有重要意义。

此前 , 国际上用于基因工程表达的 IGF2Ⅰ基因
大多数是化学合成的双链 DNA ( Buell et al1 ,

1985) , 这种方法不仅价格昂贵 , 而且随着合成片

段的增长 , 产率会逐渐下降 , 错误率则会升高 , 往

往突变的手段才能得到完整而正确的基因 (梁东春

等 , 2002) 。我们采用的方法则具有方便、快捷、

成本低等优点。
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