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摘 要：从腹股沟淋巴结或血液中提取总 $%&，根据人的 !"# 基因的 ’(%& 序列设计上、下游引物，通过 $) * +,$
扩增出三种猕猴属动物 !"# 基因的 ’(%& 片段，将片段克隆到 -./0 * ) /123 载体中，筛选阳性克隆并进行序列

测定。恒河猴 !"# 基因编码序列为 !""45-，.678179 收录号为 &:"";4;#；熊猴的编码序列为 <<=5-，.678179 收录

号为 &>?#=#"@；短尾猴的编码序列为 <??5-，.678179 收录号为 &>??#?4;。对五种已知的灵长类动物的 !"# 基因

进行序列比较，结果表明 !"# 基因的保守区域具有高度保守性，而处于编码序列中间的一段低复杂度序列在不同

的物种间具有很高的变异性。
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猕猴属动物在生物医学研究领域起着重要的作

用。我们在研究猴免疫缺陷综合征（2HWH17 1’ONHM6U
HWWN7FU6VH’H67’3 237UMFW6，B&E(B）发病机制以及

细胞凋亡的作用时，采用定量 $) * +,$ 检测猴免

疫缺陷病毒（2HWH17 HWWN7FU6VH’H67’3 ZHMN2，BE[）

感染恒河猴后，不同时期的淋巴结与血液中淋巴细

胞 !"# 基因的表达状况。查询 .678179 后，获知食

蟹猴 !"# 基因已被克隆，而分布于中国的六种猕猴

属动物（恒河猴、平顶猴、熊猴、短尾猴、藏酋猴、台湾

猴）的 !"# 基因还均未被克隆。本实验我们首次克

隆了恒河猴、熊猴和短尾猴的 !"# 基因，不但通过

序列比较验证了 !"# 基因的保守区域和可变区域，

而且将会促进 >12 \ >12G 多种生理功能的研究。
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9 Y9 动物和试剂

恒河猴、熊猴和短尾猴由中国医学科学院实验

动 物研究所猴繁育场 提 供 。)$EK]G总$%&提 取
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试剂盒（!"#$% & #’(），)*+,-).-/+0,-"" 逆转录酶（!"#1
$%& #’(），%2/34（56）78（上海生工生物技术公司），

95:;<0;3, = >? @ A$’ 试剂盒（$24<0,.B），C/D;-5 A$’
A-,+E FG9 纯化系统（A-4H,3;），+!IJ = 6 I;EK 载体

系统（A-4H,3;）。LJ7MN 菌株（A-4H,3;）。引物由北京

奥科 生 物 技 术 公 司 合 成，上 游 引 物：0.000.;.00.31
3;33;003，下游引物：.;;3.;30;000;.;3..;3.。
! O" 基因克隆和序列分析

7 O@ O 7 总 ’G9 的提取 取 PMH3 恒河猴的腹股沟

淋巴结，按 6’"Q%( 总 ’G9 提取试剂盒的操作说

明，匀浆后进行总 ’G9 的提取。取熊猴和短尾猴

的 PH2 新鲜血液，用淋巴细胞分离液分离单核细

胞［7］，各加 7H2 6’"Q%( 试剂提取总 ’G9。

7 O@ O @ 逆转录及 A$’ 扩增 逆转录（@M!2 体系）及

A$’ 扩增（7MM!2 体系）按 )*+,-).-/+0,-"" 逆转录酶

的操作说明进行。A$’ 在 AIRSM 扩增仪上进行，条

件为 NPT预变性 @H/<，NPT RPE、87T 7H/<、U@T
@H/< VM 个循环后，U@T延伸 7MH/<。

7 O@ O V A$’ 产物的纯化与克隆 从低熔点琼脂糖

凝胶上切下 A$’ 产物的目的条带，按 C/D;-5 A$’
A-,+E FG9 纯化系统的操作说明进行纯化。纯化回

收的片段与 +!IJ = 6 I;EK 载体连接，转化 LJ7MN
感受态细菌［@］，VUT培养 78 W @MB。

7 O@ O R 阳性克隆的筛选与序列测定 挑取白色单

菌落于 VH2 含氨苄青霉素的 (# 培养液中，VUT，

7PM- & H/<，振荡过夜。取 7M!2 菌液，NMT 7MH/< 后

用 7!2 菌液进行 A$’（@M!2 常规反应体系），快速筛

选阳性克隆［V］。将每种动物的两个阳性克隆送北

京奥科生物技术公司进行测序。

7 O @ O P 序列分析 利用 #(9)6 程序分析 !,<#;<X
已收录的灵长类动物的 !"# 基因以及它们编码的

蛋白，包括人、食蟹猴、恒河猴、熊猴和短尾猴。

@ 研究结果

" O! 序列测定结果

每种动物的两个阳性克隆的测序结果完全一

致，由于引物部分在扩增过程中可能有碱基的非特

异性结合，我们将去掉引物部分后的 !"# 基因序列

提交 !,<#;<X，恒河猴［R］、熊猴和短尾猴的收录号分

别为 9YMMUPU@、9?V@8@MS、9?VV@VPU；编码序列分

别为 7MMPZ+、NN8Z+ 和 NVVZ+。已报道的人与食蟹

猴的 !"# 基 因 在 !,<#;<X 中 的 收 录 号 分 别 为

J8URPR，9#MV7R@M。

" O" 序列的比较结果

对五种灵长类动物 !"# 基因的比较表明基因

两端的序列高度保守；基因的中部有一段具高度变

异性的低复杂度序列，猕猴属动物与人以及猕猴属

动物之间在碱基的组成和数目方面均有较大的差

别。蛋白序列比较更好地验证了如上所述的基因结

构特征（图 7）。在保守区域，它们之间没有出现连

续两个氨基酸不同的差异；氨基酸的数目方面，人比

猕猴属动物仅多一个氨基酸。在中间的低复杂度序

列，它们之间在氨基酸的组成上有较大差别，几种蛋

白大小的区别就决定于这一段序列的长短，其中短

尾猴比其它三种猴少二十几个氨基酸。

V 讨 论

)"[ 感染的恒河猴是研究 9"F) 的一种理想的

动物模型［P］。?;E & ?;E( 系统具有多种生理功能，与

多种免疫性疾病、血液系统疾病以及肿瘤的发生有

关。?;E 与 ?;E( 结合可以诱导 ?;E 阳性细胞发生凋

亡。克隆恒河猴 !"# 基因对 ?;E 途径诱导凋亡的机

制及这条途径对 9"F) 发病机制的研究具有重要的

作用。克隆其它猕猴属动物的 !"# 基因，并结合

!,<#;<X 已收录的一些同源序列，可以分析 !"# 基

因和蛋白的结构特征，尤其是功能保守区域。’6 =
A$’ 是克隆 .FG9 片段的常用方法。95:;<0;3, =
>? @ 是一种高保真的 FG9 聚合酶，比较两个以上

的阳性克隆的测序结果，能够更进一步确证序列的

准确性。本研究根据人 !"# 基因的 .FG9 序列，设

计的上游引物从起始密码子上游 VM 个碱基处开始，

下游引物从终止密码子下游 SV 个碱基处开始，扩

增、克隆得到恒河猴、熊猴和短尾猴 !"# 基因完整

的编码序列。A$’ 方法具有快速、准确的优点，我

们在研究中经常首选此方法进行阳性克隆的筛选。

!"#（$FNP、9+4 = 7）属于肿瘤坏死因子受体

（6G?’）和神经生长因子受体（G!?’）家族，分布于

多种组织细胞的表面，少量以可溶性形式存在于血

浆中。这个家族的成员属于 " 类膜蛋白，胞外部分

具有与相应因子结合的区域，胞内具有一段传导细

胞凋亡信号所必需的“死亡区”。?;E 和 6G?’ 在介

导细胞凋亡时有相似和不同之处［8］。我们的序列

分析结果表明 ?;E 胞外的 ?;E( 结合区域和胞内“死

亡区”均具有高度的保守性，而中间段的低复杂度序

列（约在第 7UM W @MM 个氨基酸之间）在不同的物种

间具有很高的变异性。
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! "#$%&%##’#(#%)((*##)+,(-./(%01))+$23#*+1(%%13%/-#3$#443$/2,*-’,’’$3*+.*0,%(

56 -303’0,(’,/3$+37%0+$42))+,**,*#,03$4$#3(31-,%*%/-%+,*,+’-22,-).(,34,0’,%+,+

!8! 4$1133,%#%)-%+,+33 ((1++’,*+4*+3-/$’43)%%#-’3%.1-#)0

9:9 (0#)+71%%1.$."%#)/(+02(*+-$()3.+1031+-4-(/0%.3/+(/##*-&7/#4$++0.,0%#1+$#+%.

955 0#,%#.3+14.(1#+01%)0%3-)-2$-31/-#( （短尾猴，!"#"#" "$#%&’()）
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56 -303’0,(’,/3$+37%0+$4#))+,**,*#,03$4$#3(31-,%*%/-%+,*,+’-22,-).(,34,0’*1+,+

!8! 4$1133,%#%)-%+,+33 0)*)0#’&#,##### 1’’1(7((1++. ,*+4*+3-/$’43)%%#-’3%.1-#)0

99; (0#)+71%%1.$."%#)/(+02(*+-$()3.+1031+-0-(/0%.3/+(/’#*-&7/#4$++0.,0%#1+$#+%.

9<= 0#,%#.3+14.(1#+01%)0%3-)-2$-3(/-#( （熊猴，!"#"#" "))"*+,)’)）

! "#$1&%##’#(#%)((*##)+,(-./(%01))+$23#*+1(%%13%/-#3$#443$/2,*-’,’’$3*+.*0,%(

56 -303’0,(’,/3$+37%0+$42))+,**,*#,03$4$#3(31-,%*%/-%+,*,+’-22,-).(,34,0’,%+,3

!8! 4$1133,%#%)-%+,+33 0)*)0#’&#,##### 1’’1(7((1++. ,*+4*+3-/$’43)%%#-’3%.1-#)0

99; (0#)+71%%1.$."%#)/(+02(*+-$()3.+1031+-0-(/0%.3/+(/##*-&7/#4$++0.,0%#1+$#+%.

9<= 0#,%#.3+14.(1#+01%)0%3-)-2*-31/)#( （食蟹猴，!"#"#" -")#’#./"$’)）

! "#$%&%##’#(#%)((*##)+,(1./(%01))+$23#*+1(%%13%/-#3$#443$/2,*-’,’’$3*+.*0,%(

56 -303’0,(’,/3$+37%0+$42))+,**,*#,03$4$#3(31-,%*%/-%*,*,+’-22,-).(,34,0’,%+,+

!8! 4$1133,%#%)-%+,+33 0)*)0##&#,########1’’1(7((1++’ ,*+4*+3-/$’43)%%#-’3%.1-#)0

996 (0#)+71%%1.$."%#)/(+02$*+-$()3.+1031+-0-(/0%.3/+(/##*-&7/’4$++0.,0%#1+$#+%.

;:! 0#,%#.3+14.(1#+01%)0%3-)-2$-31/-#( （恒河猴，!"#"#" *./"%%"）

! "#$1&%##’#(#%)(.*#))+)(-./(%01-)+$#3#*+%(%%(3%/-#3$#440$/2,4+’,’’$3*+.*0,%(

56 -$03’0,(’,/3$+37%0+.42))+,**,*#,03$4$#3(31-,%*%/-%+,*,+’-22,-)%(,34,0’,%+,3

!8! 4$11+3,%#%)-%+,+33 $)*)-#$&#,####’1’#1(&(+*+3(/+% ,*+4*+3-/$)43)’%#-’3%(.1-#)0

995 (0#)+71%%1.$("%#)/(+$2(*+-$(-3.+1031+-0-(/0%.3/+(/##*-&4/#4$++3.70%#1+0#++.

;:9 -#,%#.3+1/%11#+01%)0)3-)-2*-31)#( （人，0&*& )"1’+,)）

图 ! " 种灵长类动物 #$% 蛋白的序列比较

有底纹的区域为具高度变异性的低复杂度序列；人比猕猴属动物在保守区域内多一个氨基酸 (

#&’( ! )*+,*-.*% ./01$2&%/- /3 #$% 12/4*&-% $0/-’ 3&5* 12&0$4* %1*.&*%

)>?@ABC DECAFBG HEDE I>E JFH KFLMJENAIO GEPQEBKEG HAI> >AC> R?DA?SAJAIO；I>EDE AG ?B ENKEGGARE ( AB KFBGEDR?IAFB

DECAFB FT >QL?B 2?G KFLM?DE@ HAI> DECAFBG FT !"#"#" GMEKAEG
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