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摘要  [ 目的] 研究猪NPY- Y1 受体在猪激素分泌及发育生理功能中的调节作用。[ 方法] 从初情期的苏姜猪母猪中提取下丘脑组织总
RNA ,RT- PCR 扩增出NPY- Y1 cDNA, 扩增产物克隆入pGEM-T easy 载体中进行序列测定。[ 结果] 试验扩增产物与GeneBank 公布的猪NPY-
Y1 序列比较 ,其同源性达到100 %。[ 结论] 为下一步研究猪NPY- Y1 基因的生理功能和作用机理奠定了基础。
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Cloning and Sequencing of the cDNA of Neuropeptide Y Receptor Y1 fromPig
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Abstract  [ Objective] The research ai med to study the regulating function of neuropeptide Yreceptor Y1onthe hormone secretion and development physi-
ology in pig .[ Method] Pig NPY- Y1 gene was obtained using reverse transcription polymerase chainreaction amplification ( RT- PCR) of total RNAextract-
ed fromhypothalamus tissue of pituitaryin Su-jiang pig .The RT- PCRproducts was subcloned into pGEM- T easy vector and the correctness of the sequences
was confirmed by sequence analysis . [ Result] The result of sequence analysis showed that its homology with NPY- Y1 cDNA from GenBank was up to
100 % . [ Conclusion] These data indicated that the NPY- Y1 cDNA was cloned correctly ,which woul d play a great role in the research of its physiological
functions and mechanism.
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  神经肽Y( NPY) 是一种36 氨基酸残基的神经递质 , 属含

YY 肽和胰多肽结构的多肽家族[ 1] 。NPY 广泛分布于中枢及

外周神经组织的神经元中[ 2] , 参与血管收缩、摄食、激素分泌

以及情绪等生理功能的调节[ 3 - 4] 。NPY 的生理调节功能主

要通过与其受体相互作用实现[ 5] , 到目前为止, 已发现了

NPY 的6 种受体亚型:Y1 、Y2、Y3 、Y4、Y5 、Y6 , 它们都是7 次跨

膜, 与G 蛋白相偶联的速激肽受体家族成员[ 6] 。该研究采用

RT- PCR 法克隆猪NPY- Y1 基因序列, 以便研究猪 NPY- Y1 受

体在猪激素分泌以及发育生理功能调节中的作用。

1  材料与方法

1 .1 材料及试剂

1 .1.1 试验动物。160 日龄初情期的苏姜猪( 暂定名) 母猪1

头, 体重为80 kg , 由江苏姜曲海种猪场( 江苏泰州) 提供。

1 .1.2 菌种、试剂。DH5α大肠杆菌为扬州大学动物科学与

技术学院繁殖组保存。反转录试剂盒、高保真 Pfu DNA 聚合

酶、Taq DNA 聚合酶、EcoR Ⅰ限制性内切酶、胶回收试剂盒等

购于大连宝生物生物工程有限公司 ;pGEM- T easy 载体购自

北京博大泰克生物工程有限公司 ;RNA 提取试剂盒Trizol Re-

grant 、氨苄青霉素( Amplicillin) 为上海生工生物工程有限公司

产品; 其余试剂均为上海生工生物工程技术服务有限公司的

分析纯试剂。

1 .2 试验方法

1 .2.1 样品的采集。于江苏姜曲海种猪场选取初情期、体

重大约为80 kg 的苏姜猪运至实验室, 颈动脉放血致死后, 迅

速取出下丘脑放入液氮中保存、待用。

1 .2.2 RNA 的提取。按Trizol Regrant 说明书进行猪下丘脑

组织总 RNA 的提取, 用紫外分光光度计测定 RNA 的纯度和

含量。

1 .2.3  RT- PCR 扩增。根据反转录试剂盒说明书进行反转

录, 合成cDNA 第一链。根据 GeneBank 数据库中公布的已知

基因猪 NPY- Y1 受体基因( AF106081) , 采用Pri mer 5 .0 引物设

计软件进行引物设计 , 序列如下:

上游引物F :5′- CTGGAGGCCGAGTAATAGA- 3′( 606 bp- )

下游引物 R:5′- TTCACTGGACCTGTATTTAT -3′( - 975 bp)

50 μl 的PCR 反应体系包括5 μl 10 ×缓冲液、浓度0 .2

mmol/ L dNTP 1 μl 模板( 反转录产物) 、4U Taq DNA 聚合酶、

1U Pfu DNA 聚合酶、15 pmol 正向和反向引物。反应条件如

下: 首先95 ℃预变性5 min ; 然后95 ℃ 变性30 s ,62 ℃退火

30 s ,56 ℃ 延伸30 s , 反应30 个循环 ; 最后72 ℃再延伸10

min。PCR 产物进行常规的琼脂糖凝胶电泳分析后, 用胶回

收试剂盒回收目的片段。

1 .2 .4 RT- PCR 产物的克隆及序列分析。RT- PCR 扩增产物

的克隆按pGEM- T easy 载体说明书进行。将上述回收产物与

pGEM- T easy 载体连接, 反应条件为16 ℃,30 min。取10 μl 连

接产物加入200 μl 感受态大肠杆菌( 氯化钙法制备感受态细

胞) , 混合悬液冰上放置30 min 后,42 ℃水浴中热激45 s , 迅

速置于冰上冷却2 min。然后向管中加入1 ml LB 液体培养

基( 不含氨苄青霉素,Ampr) , 混匀后37 ℃微振荡培养1 h , 将

200 μl 转化菌涂布于预先涂布了40 μl X-gal( 20 mg/ ml) 和4 μl

IPTG( 200 mg/ ml) 的Ampr 平板, 经37 ℃培养14 ～16 h 后 , 挑

取单个白色菌落接种1 ml 含Ampr 的LB 液体培养液,37 ℃振

荡培养过夜, 碱裂解法抽提质粒DNA 。

经 EcoR Ⅰ限制性内切酶单酶切及 PCR 鉴定后, 将含正

确插入片段的重组质粒送上海生工生物工程技术服务有限

公司进行序列测定, 所获序列用Blast 程序与 GeneBank 数据

库中公布的已知基因进行序列同源性比较。

2  结果与分析

2 .1  猪下丘脑组织总 RNA 的提取  将提取的猪下丘脑组

织总 RNA 进行电泳检测( 如图1 所示) , 电泳显示28 S、18 S 、5

S RNA 条带清晰,28 S、18 S 的浓度比约为2∶1 , 用分光光度计

检测RNA 的纯度和含量, 得到 A260/ A280 = 1 .92 , 说明提取总
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RNA 的完整性良好。

2 .2 NPY- Y1 基因的扩增  PCR 扩增经30 个循环后, 取10

μl 扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳分析 , 在溴化乙锭染色后的

凝胶上分别出现大小约为370 bp 左右的单一条带( 图2) , 与

预计结果相符。

图1 猪下丘脑组织总RNA 的琼脂糖凝胶电泳分析

Fig .1  Agarose gel electrophoresis analysis of total RNA from

porcine hypothalamus

 注 :1 ,NPY- Y1 的 RT- PCR 产物 ;M,100 bp DNA Marker 。

Note :1 ,RT- PCR products of NPY- Y1 ; M,100 bp DNA Marker .

图2 RT- PCR 扩增猪NPY- Y1cDNA 的琼脂糖凝胶电泳分析

Fig .2 Agarose gel electrophoresis analysis on RT-PCRamplification

products of porcine NPY- Y1cDNA

2 .3  PCR 扩增 NDY- Y1 cDNA 序列分析 将上述PCR 产物

克隆入pGEM- T easy 载体, 挑取单个菌落进行液体培养和质

粒DNA 制备。根据限制酶单酶切及PCR 鉴定结果, 选择含

正确插入片段的重组质粒进行序列测定, 将所获序列用Blast

程序与已发表的猪 NPY- Y1 序列( AF106081) 的序列相比较 ,

结果显示 PCR 扩增 NPY- Y1 cDNA 与 GeneBank 已发表的猪

NPY- Y1 cDNA 序列的同源性为100 % 。

3  结论与讨论

研究中采用高保真 RT- PCR 方法扩增出猪NPY- Y1 c DNA

序列。所用的高保真 Pfu 聚合酶具有3′→5′外切酶活性, 可

提高PCR 反应的真实性, 而 Taq DNA 聚合酶可在PCR 产物

两端加上1 个 A, 便于用T 载体进行高效率的T- A 克隆。将

获得 的猪 NPY- Y1 c DNA 进 行序 列 测定, 序 列 分析 结 果

与GeneBank 已发表的猪NPY- Y1 序列( AF106081) 同源性为

100 % , 说明使用高保真 Pfu 聚合酶保证了克隆的正确性和

真实性, 所获得的序列可以用于实验室后续表达丰度的

研究。

神经肽Y 是1982 年由 Tatemoto [ 7] 首次从猪脑中分离得

到的, 是由36 个氨基酸组成的活性多肽 , 由于结构中富含酪

氨酸故称为神经肽酪氨酸( NPY) 。它的结构与同是3 个氨基

酸的胰多肽( pp) 和肽 YY( PYY) 极其相似 , 故被认为同属胰多

肽家族。NPY 的作用通过其分布广泛的特异受体介导 , 目前

已被克隆的NPY 受体有Y1 、Y2、Y3 、Y4 和Y5 受体亚型 , 均属

G 蛋白相关联受体超家族[ 6] 。目前研究表明猪 NPY- Y1 基因

起调控作用是通过与 NPY 的 N 端氨基酸结合,Berglund 等在

1999 年研究发现当去除NPY 的 N 端氨基酸时, 其与 NPY- Y1

的亲和力明显下 降[ 8] 。Berglund 等在 1999 年还报道豚鼠

NPY- Y1 基因与其他公布的哺乳动物 NPY- Y1 基因的同源性可

达到92 %～93 %[ 8] , 说明哺乳动物NPY- Y1 基因的进化较慢, 其

基本功能还保持基本相同。该研究结果多方面证实试验所克

隆的序列是正确的, 这为后续研究工作做了可靠的准备。
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