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#是与细胞凋亡以及癌症发生密切相关的重要功能基因!为了在个体水平研究其生

物学功能!我们进行了
./0/**

基因突变体"

./0/**.

#转基因小鼠的构建&本研究通过原核注射法进行转基

因操作!将获得的
'"#

个受精卵移植到
"'

只代孕母鼠中!运用
/01

'

23456789:;355<9

=

对出生的小鼠进行转基因

鉴定!对于转基因阳性小鼠通过传代试验研究外源基因是否稳定整合!并通过反向
/01

方法研究外源基因的整

合方式&结果显示在出生的
>>

只小鼠中有
*

只为转基因阳性!其中
'

只转基因小鼠可以稳定传代!表明这些小鼠

中外源基因发生了稳定整合&反向
/01

检测结果发现外源片段是以串联重复的方式整合到转基因小鼠的基因组

中&本研究成功构建了
./0/**

基因突变体转基因小鼠!为进一步研究
./0/**

基因的功能奠定了基础&

关键词!

./0/**

基因%跨膜蛋白%转基因小鼠
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膜蛋白是一类重要的功能蛋白!它们构成了多

种离子的跨膜通道以及多种信号分子的受体!参与

调节细胞间物质和信息的交换!在机体中执行代谢

调节'生长调控'免疫应答等多种生物学功能&据估

计!膜蛋白约占所有编码蛋白的
'%̂

&在目前的药

物开发中!有近
)%̂

的药物靶点为膜蛋白(

"

)

&跨膜

蛋 白
**

基 因 "

58I9NH7H:8I97

Z

8357<9 **

!

./0/**

#是一个新的功能基因!目前该基因的专

门研究报道还很缺乏&研究发现人长期接触致癌物

质苯其外周血单核细胞中该基因表达下调
#

倍以

上(

#

)

&

U-Y#&'+

细胞中过表达
./0/**

基因!细

胞凋亡增加约
#

倍(

'

)

&酵母双杂交研究发现

+,-,**

蛋白与
P_P+>

蛋白"

<9578F7839!<9G4L7G

Z

8357<9E<565758I58<L3
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Z

5<G787
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7I5N>

#发生相互

作用(

(

)

&我们通过对
./0/**

基因表达规律分析

发现!人
./0/**

基因在发育过程中呈现明显的

上调表达模式%对比分析正常与癌 变 组 织 中

./0/**

基因的表达水平!发现癌变组织中该基因

呈下调表达&另外!芯片杂交数据显示
./0/**

基因在分化成熟的免疫细胞中高表达!而在白血病

细胞'恶性淋巴瘤等未分化成熟的免疫细胞中低表

达"

655

Z

$**

=

793H7$4LNL$7G4

*#&以上研究表明

./0/**

基因可能是和细胞凋亡'癌症发生相关的

重要功能基因&我们对人
+,-,**

蛋白结构进行

了分析!结果显示人
+,-,**

蛋白包括
''&II

!属

于三跨膜蛋白!含有
"

个
]X_""@'

功能域!目前此

功能域的功能未知&为了研究
./0/**

基因的生

物学功能!我们构建了鼠
./0/**

基因突变体

"

./0/**.

#转基因小鼠&

+,-,**.

蛋白是鼠

的
+,-,**

蛋白缺失掉第一跨膜域与第一膜内域

的突变体!我们分析认为它可以通过与
+,-,**

竞争上游信号分子进而抑制
+,-,**

蛋白功能&

./0/**.

转基因小鼠的构建为
./0/**

基因功

能研究奠定了基础&

%

!

材料与方法

%$%

!

试验动物

试验所用
2/_

级
0>)CO

*

*

和
P01

小鼠"

/=98=9J

"=:=9

#由中国医学科学院实验动物研究所提供&

%$!

!

试剂

试验所用
0,.!/AA.

载体质粒为本实验室

保存&胚胎培养
,"*

'操作液
,#

及其他用于胚胎

操作的分子生物学试剂均购自
2<

=

HI

公司"美国#&

23456789:;355<9

=

检测所用的
]PT

试剂盒购自

13L67

公司"德国#&

]SA

聚合酶'

+(

连接酶'限制

性内切酶购自宝生物工程有限公司"大连#&质粒提

取和凝胶纯化试剂盒购自
?<I

=

79

公司"德国#&引

物合成'

]SA

测序由上海英骏公司提供服务&

%$&

!

方法

"$'$"

!

人
./0/**

基因表达谱'蛋白质结构分析

!!

利用
S0CP

数据库中人
./0/**X9<

=

797

信

息"
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X9<T797

*

-2!
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#对其表

达特征进行分析&运用
-K

Z

IN

D

网站中的蛋白功能

域分析程序
2,A1+

"

655

Z

$**

NHI85$7H:;!67<G7;!

:78

=

$G7

*#以及
S0CP

中蛋白质结构域数据库信息

"
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#对人
+,-,**

蛋白的功能域进行分

析&运用转膜蛋白分析工具"
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Z

$**

EEE$L:N$

G54$GM

*

N78[<L7N

*

+,U,,!#$%

*#对人
+,-,**

蛋白进行跨膜结构分析&

"$'$#

!

/AA.!./0/**.

载体构建
!!

./0/**.

片段
/01

扩增所用的左引物为
>a!AAT0++A+T+0!

0+T+TT0+++A++A00A++T0!'a

!包含起始密码子

A+T

%右引物为
>a!T+0TA0++A00T+0++0+TT+!

T00A0!'a

!包含终止密码子
+AA

以及限制性内切

酶
-$:P

"

T+0TA0

#位点&

/01

扩增条件为
&>b>

H<9

%

&(b'%N

!

*%b'%N

!

)#b'%N

!循环
'(

次&

./0/**.

片段长度为
>"&:

Z

!克隆在
+

载体中&

由于
+

载体上存在
"

个
-$:P

位点!因此用
-$:P

单

酶切即可回收
./0/**.

片段!进而克隆到
-$:P

酶 切 的
/AA.!,02

载 体 中 构 建
/AA.!

./0/**.

重组质粒!菌液
/01

筛选出阳性克隆

子并进行测序验证&

"$'$'

!

显微注射用
]SA

片段制备及原核注射
!

!

大量提取
/AA.!./0/**.

重组质粒!用
K+#P

('
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酶切线性化质粒!回收
##&%:

Z

]SA

片段!溶于

+-

溶液中!调整浓度到
'9

=

,

"

O

!"

!经
%$##

"

H

的

滤器 过 滤 后!用 于 显 微 注 射&显 微 注 射 前

"#%%%8

,

H<9

!"离心
'%H<9

!吸取上清进行显微注

射&将浓度为
'9

=

,

"

O

!"的
]SA

注入到雄原核!见

到原核膨大后!迅速退针!注射下一个&挑选注射后

状态良好的受精卵移植到假孕的
P01

鼠双侧输卵

管中!每只鼠约移植
#>

个受精卵&

"$'$(

!

鼠尾
]SA

提取及
/01

鉴定转基因阳性鼠
!

!

鼠尾
]SA

采用常规的酚*氯仿法进行抽提!

+-

溶

解鼠
]SA

!

c#% b

保存备用&转基因阳性检测时

/01

扩增所用左引物为
>a!0++A+0++00+000A!

0AT0+0!'a

%右 引 物 为
>a!0A0ATTTA+T00A0!

00T+AT!'a

!预期扩增片段长度为
*&&:

Z

&

"$'$>

!

23456789:;355<9

=

鉴定转基因阳性鼠
!!

将转基因小鼠
]SA

用
0"+1P

内切酶酶切!同时酶

切
/AA.!./0/**.

质粒作为阳性对照!酶切非

转基因鼠
]SA

作为阴性对照&测定
]SA

浓度!每

只鼠取
#%

"

=

]SA

样品用于转膜'杂交&杂交探针

的制备'杂交操作以及显色检测均按照罗氏
]PT

U<

=

6/8<H7 ]SA OI:<9

=

I9G ]757L5<39N5I8578

Y<5P

说明书进行&

]PT

探针引物合成所用左引物

为
>a!0A+ATAATA0A00TTTA00TA+0!'a

%右

引物为
>a!0AT0A0A0ATA00AT0A0T+!'a

!探

针长度为
>%(:

Z

&

"$'$*

!

反向
/01

"

P9[78N7/01

#检测转基因整合

方式
!!

转基因鼠基因组
]SA

用
0"+1P

单酶切

后!

]SA

纯化试剂盒纯化回收
]SA

&取纯化后的

]SA#

"

=

于
#%%

"

O

的
-/

管中!加入
+(

连接酶

"

"

O

!

"%d

缓冲液
"

"

O

!然后加入双蒸水至
"%

"

O

&

(b

过夜连接使基因组
]SA

环化&以环化后的

]SA

为模板进行
/01

扩增&扩增采用了一套反向

/01

引 物 分 别 为
P.O"

$

>a!TT+A+TTAT!

0AATTTT0AAT!'a

%

P.1"

$

>a!0A0ATTTA+T0!

0A000T+AT!'a

&

P.O#

$

>a!+TT0A0AA+0++!

TT0+0A0+T!'a

%

P.1#

$

>a!00+0+TATAT+!

T0+0+TAT+A+T!'a

&

P.O#

与
P.1#

是一对嵌套

引物!它以
P.O"

和
O.1"

的扩增产物为模板进行第

二轮
/01

扩增&反向
/01

扩增条件为$

&>b>H<9

%

&(b'%N

!

*%b'%N

!

)#b@%N

!循环
'(

次&

!

!

结
!

果

!B%

!

!"#"((

基因表达谱分析

根据人
./0/**X9<

=

797

"

UN$>#"(@)

#信息分

析发现在达到成年以前该基因随着生长发育呈上调

表达趋势"图
"

#!在青少年时期达到高峰!到成年时期

又有所下降&对比分析肾上腺'子宫颈'结肠'食管'

肝'胰腺'前列腺'皮肤'膀胱'子宫的正常组织与癌变

组织中
./0/**

表达变化!发现在癌变组织中

./0/**

基因表达都呈现下调表达趋势"图
#

#&

图
%

!

生长发育不同时期人
!"#"((

基因表达变化
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>

D%

!

=E88F

G

.866*+,

G

0118.,+-E;/0,!"#"((

>

8,801

9*--8.8,198H84+

G

/8,1610

>

86

白色是正常组织%黑色是癌变组织

V

Z

797G:I8N87

Z

87N795938HI;5<NN47N

%

23;<G:I8N87

Z

87!

N795HI;<

=

9I955<NN47N

图
!

!

人
!"#"((

在正常与癌变组织中表达水平比较

C*

>

D!

!

=E88F

G

.866*+,48H84+-E;/0,!"#"((

>

8,8*,

,+./041*66;860,91E8*.2+;,18.

G

0.120,28.6

!B!

!

人
=<I<((

蛋白质结构分析

人
+,-,**

蛋白包含
''&

个氨基酸残基!分

子量为
'*$&@M4

!等电点为
)$>

"

655

Z

$**

EEE$7K!

Z

IN

D

$L6

*

533;N

*

Z

<

-

533;$65H;

#&功能域分析结果表

明
+,-,**

蛋白包含
"

个
]X_""@'

功能域!该功

能域功能尚且未知&人
+,-,**

是
"

个三跨膜蛋

白!具有
'

个跨膜结构"

"%

#

'#

'

")#

#

"&(

和
#*%

#

#)&

#!

"

个主要的膜外域"

"&>

#

#>&

#和
#

个膜内域

"

''

#

")"

和
#@%

#

''&

#"图
'

#&

>'
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A$

代表跨膜域%

C$

代表膜内域%

0$

代表膜外域

A$+8I9NH7H:8I97G3HI<9

%

C$P9N<G7G3HI<9

%

0$V45N<G7G3HI<9

图
&

!

人
=<I<((

蛋白跨膜域分析

C*

>

D&

!

3,04

5

6*6+-1.0,6/8/?.0,89+/0*,6*,E;/0,=<I<((

G

.+18*,

!$&

!

转基因片段特征

K+#P

酶切
/AA.!./0/**.

表达载体回收

##&%:

Z

的转基因片段!该片段从左至右依次为

0,.

启动子'珠蛋白内含子'

./0/**.

片段以及

/3;

D

A

加尾信号&限制性内切酶位点'转基因检测

所用的引物'探针的位置见图
(

&

图
$

!

转基因片段限制性酶切图谱及引物$探针所在位置

C*

>

D$

!

=E8.861.*21*H88,J

5

/8/0

G

+-1.0,6

>

8,*2KL3-.0

>

M

/8,10,91E82+..86

G

+,9*,

>

6*18+-1E8

G

.+?80,9

G

.*/8.6

!B$

!

C

"

代转基因小鼠产生

本研究共注射
(#)

个卵!移植
'"#

个卵到
"'

只

代孕母鼠!出生
>>

只小鼠!

/01

检测出阳性鼠
)

只!分别为
""

号'

"#

号'

#@

号'

(>

号'

(&

号'

>#

号和

>>

号!.

c

/为阴性对照%.

e

/为阳性对照"图
>

#&

进一步对转基因小鼠进行
23456789:;355<9

=

验证

发现有
*

只为转基因阳性鼠!分别为
""

'

"#

'

#@

'

(&

'

>#

和
>>

号"图
*

#&

!BN

!

反向
O:P

扩增

通过嵌套引物进行反向
/01

扩增!结果得到

"*((:

Z

片段"图
)

#!测序结果发现这个片段是转

基因片段首尾相联的结果!包括
#@@:

Z

的尾部!

"'>*:

Z

的头部&利用
P.O#

和
P.1#

反向引物直接

""

!

"#

!

"@

!

#@

!

(>

!

(&

!

>#

!

>>$

分别为各转基因小鼠的

]SA

%

c$

为非转基因小鼠
]SA

作为阴性对照%

e$

为

带有转基因片段的质粒
]SA

作为阳性对照%

,$,I8M78

""

!

"#

!

"@

!

#@

!

(>

!

(&

!

>#

!

>>$17

Z

87N795NG<FF78795

58I9N

=

79<LH<L7]SANIH

Z

;7N

!

87N

Z

7L5<[7;

D

%

c$+6797

=

!

I5<[7L39583;

%

e$+67

Z

3N<5<[7L39583;

%

,$,I8M78

图
N

!

转基因小鼠
O:P

检测结果

C*

>

DN

!

=E8O:P.86;416+-1.0,6

>

8,*2/*28

""

!

"#

!

"@

!

#@

!

(>

!

(&

!

>#

!

>>$

分别为各转基因小鼠的

]SA

%

/$

为带有转基因片段的质粒
]SA

作为阳性对

照%

S$

为非转基因小鼠
]SA

作为阴性对照

""

!

"#

!

"@

!

#@

!

(>

!

(&

!

>#

!

>>$17

Z

87N795NG<FF78795

58I9N

=

79<LH<L7]SANIH

Z

;7

!

87N

Z

7L5<[7;

D

%

/$+67

Z

3N<!

5<[7L39583;

%

S$+6797

=

I5<[7L39583;

图
(

!

转基因小鼠
Q+;1E8.,?4+11*,

>

检测

C*

>

D(

!

=E8Q+;1E8.,?4+11*,

>

.86;416+-1.0,6

>

8,*2/*28

扩增转基因小鼠的
]SA

!结果发现各个转基因小鼠

中转基因片段都存在串联重复的整合方式"图
@

#&

*'
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期 李新云等$跨膜蛋白
**

生物信息学分析及其突变体转基因小鼠构建

,$]SA,I8M78

%

"

!

#$

利用第一对反向
/01

引物扩增后电

泳结果%

'

!

($

利用第二对反向
/01

引物扩增后电泳结果

,$]SA ,I8M78

%

"

!

#$+67/0187N4;54N<9

=

567F<8N5

Z

I<83F

Z

8<H78N3F<9[78N7/01

%

'

!

($+67/0187N4;54!

N<9

=

97N5

Z

8<H783F567<9[78N7/01

图
R

!

反向
O:P

结果

C*

>

DR

!

=E8.86;41+-*,H8.68O:P

""

!

"#

!

"@

!

#@

!

(>

!

(&

!

>#

!

>>$

分别为各转基因小鼠的
]SA

%

c$

为非转基因小鼠
]SA

作为阴性对照%

e$

为带有转基

因片段的质粒
]SA

作为阳性对照%

,$]SA,I8M78

""

!

"#

!

"@

!

#@

!

(>

!

(&

!

>#

!

>>$17

Z

87N795NG<FF78795

58I9N

=

79<LH<L7]SANIH

Z

;7

!

87N

Z

7L5<[7;

D

%

c$+6797

=

I!

5<[7L39583;

%

e$+67

Z

3N<5<[7L39583;

图
'

!

反向
O:P

嵌套引物扩增转基因小鼠
KL3

电泳结果

C*

>

D'

!

=E8O:P.86;41;6*,

>

,861

G

.*/8.+-1E8*,H8.68O:P

!$(

!

转基因小鼠传代研究

转基因阳性鼠传代结果如表
"

所示!在
_

%

代转

基因鼠
>#

号'

(&

号'

>>

号'

""

号的后代中检测到了转

基因阳性小鼠!其中
""

号鼠的后代中只有
"

只是阳

性!阳性率为
)$*&̂

%而在
>#

号'

(&

号'

>>

号的后代

中检测到多只阳性鼠!阳性率范围为
'%̂

#

@*̂

!

"#

号'

#@

号转基因小鼠后代中没有检测到阳性鼠&

表
%

!

转基因小鼠传代研究结果

=0?48%

!

=E81.0,6/*66*+,.86;416+-1.0,6

>

8,*2/*28

首建鼠

_349G78

胎次

/I8<5

D

S3$

_

"

代*只

_

"

S3$

阳性鼠*只

/3N<5<[7S3$

阳性率*
^

/3N<5<[78I57

>#

" ) * @>$)"

# "% ' '%

(&

" )

死亡

# "* & >*$#>

>>

" "( @ >)$"(

# "* & >*$#>

""

" "' " )$*&

# &

"# " )

#@ " "%

&

!

讨
!

论

&B%

!

关于
!"#"((

基因的突变体

我们 扩 增 了 鼠
./0/**

基 因 的 突 变 体

./0/**.

片段!该片段包括
./0/**

基因第二

跨膜域及以后的部分!缺失掉了第一跨膜域和第一

膜内域&对
+,-,**

蛋白中保守氨基酸及功能域

分析发现!第一膜内域在不同物种间非常保守!包含

部分
]X_""@'

功能域和重要的活性位点&因此!突

变体很可能是没有活性的&但是其膜外域完整!这

表明其具有结合上游信号分子的能力&因此!推测

+,-,**.

蛋白只具有结合上游信号分子的能力!

但不能向下传递信号&这样!通过对上游信号分子

的竞争结合!就可以抑制
+,-,**

蛋白的功能&

前人的研究已经证实了这种调控机制的存在!即缺

失的膜蛋白受体通过对上游信号分子的竞争性结合

来调节信号的传递&

+8I<;

"

+S_!87;I57GI

Z

3

Z

53N<N

<9G4L<9

=

;<

=

I9G

#是
+S_

"肿瘤坏死因子#超家族成

员!主要诱导细胞凋亡&目前已经鉴定出
>

种
+8I<;

受体"

+8I<;1"

#

1(

!

V/T

#!

+8I<;

受体
1"

和
1#

具

有完整的膜内域和膜外域!当结合
+8I<;

时!可诱导

细胞凋亡%而受体
1'

和
1(

只具有完整的膜外域!

膜内域缺失!可以结合
+8I<;

但后不诱导细胞凋亡%

V/T

"

3N573

Z

8357

=

78<9

#是可溶形式的受体与
+8I<;

给合也不诱导细胞凋亡&

+8I<;

受体
1'

'

1(

和

V/T

通过与
1"

'

1#

竞争
+8I<;

来抑制细胞凋

亡(

>!)

)

&在 人 中 我 们 发 现
./0/**

基 因 存 在

./0/**.

的转录本!并且
./0/**.

在肺癌组

织中的表达量比正常肺组织中表达量高&为了研究

./0/**

基因的功能及调节机制&本研究在鼠中

构建第一跨膜域与第一膜内域缺失的
./0/**.

转基因小鼠&

&$!

!

转基因效率分析

显微注射法制作转基因小鼠效率较低!一般为

>̂

#

"%̂

&转基因效率低的主要原因有两个!一是

注射后的受精卵发育过程中死亡率较高!二是受精

卵原核内核酸酶对外源基因的降解(

@

)

&本研究共注

射
(#)

个卵!移植
'"#

个卵!出生
>>

只小鼠!杂交检

测阳性鼠为
*

只!其中
"#

号'

#@

号
#

只转基因阳性

鼠不能传代!因此它们可能为嵌合体小鼠%在另外
(

只转基因鼠"

""

号'

(&

号'

>#

号'

>>

号#的后代中检

测到了阳性个体!其中
""

号转基因鼠的后代中仅检

测到了
"

只阳性!可能是假阳性!其余
'

只转基因鼠

)'
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的后代中阳性率为
'%̂

#

@%̂

!符合孟德尔遗传规

律!初步说明外源基因稳定整合到了鼠的基因组中&

&$&

!

外源基因片段整合方式以及位点分析

前人研究表明!显微注射法制作转基因小鼠!外

源基因片段多以串联重复的方式整合到基因组

中(

&!""

)

&本研究中!用
0"+1P

单酶切基因组后!杂

交出现了一条与外源基因片段大小相等的主带!提

示外源基因片段可能是以串联重复的方式整合到小

鼠基因组中的&我们通过反向
/01

克隆出了首尾

相接的外源基因片段!证实了外源基因片段是以串

联重复的方式整合到小鼠的基因组中!任红艳等(

"#

)

制备的转基因小鼠中外源基因同样是以串联重复的

方式整合&至于外源基因整合位点!多数学者认为

是随机整合!但也有证据表明整合位点序列可能具

有某些共同特征&

,IMI83[I

等(

"'

)研究发现外源基

因的整合位点处有一些正向和反向重叠序列%

UIHIGI

等(

"%

)研究发现外源基因整合位点与拓扑

异构酶
cP

识别位点相关%

B38I

f

<

等(

"(

)研究发现外

源基因整合位点与拓扑异构酶
c

$

识别位点相关%

T45<7887J!AGI9

等(

">

)将
;LM

接上
,A1

元件后显

微注射转到小鼠受精卵中!结果发现
;LM

基因整

合的时间提前!效率提高&所以外源基因可能是有

限的随机整合!整合位点多发生在重复区段'拓扑异

构酶识别位点或一些特定结构域
,A1

等附近(

"*

)

&

本次试验所构建的转基因小鼠中外源基因整合位点

还有待于进一步的研究&

$

!

结
!

论

本研究通过原核注射法成功构建了
*

只

./0/**

突变体转基因小鼠!其中
'

只可以稳定

传代!表明外源基因稳定整合到了鼠基因组中&反

向
/01

结果表明外源片段是以串联重复的方式整

合到小鼠的基因组中&研究结果为进一步研究

./0/**

基因的功能奠定了重要基础&
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