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人基质细胞中新基因的获得及 目的基因的克隆
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摘 要 : 取连续培养的骨髓基质细胞并提取其 m R N A
,

合成
。

D NA 后
,

收集 >

姗bP 的片段
,

连接到真核表

达载体 pe D NA3
.

0 上
,

构建人胎儿骨髓基质细胞真核
CD NA 质粒文库

,

并以 cP R 的方法从文库中扩增出编码

人 n 。 6
、

S C F 的基因序列
,

随机对文库克隆进行测序
,

得到了 3 个新基因 正5 1
, ,

其中 2 个在 eC nB an k 的登录

号分别为 A下2科 99 8 及 A I佗44 望为
.
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造血基质细胞在造血细胞的生长
、

分化过程

中的支持
、

调控作角是近年来血液学研究的一个

热点问题
.

骨髓基质细胞是体内造血微环境的重

要组成部分
.

研究表明基质细胞对造血细胞的增

殖及分化有支持
、

诱导和调控的作用
,

除了通过

细胞与细胞间的影响外
,

它们产生的多种造血因

子也发挥了明显的作用
,

原始造血细胞的增殖与

分化严格依赖于支持层细胞的发育 [ `
一 4 〕

,

19 77

年 D ex et :
等建立的骨髓基质细胞体外长期培养体

系 ( IJ BM )C 为人们提供了研究造血基质细胞功

能的体外模型「’ ]
,

近期的研究发现脐血浆对正常

人的骨髓 CftU
一

G M 的生长有极明显 的刺激作用
,

比正常人血清和 CS F 的刺激作用有比较明显差

异
,

因此在脐血浆应该有某种新的造血活性物质

刺激造血干细胞的增生
,

而且
.

可能来源于胚胎骨

髓的基质细胞
.

本研究建立了长期培养的正常人

胎 ) L骨髓中基质细胞的
c D N A 文库

,

对其中的基

因克隆进行 了序列分析
,

得到了 3 个新基 因

EST
,

为分离与造血有关的新基因提供了研究基

础
.

1 材料与方法

1
.

1 材 料

1
.

1
.

1 质粒 哺乳动物高效表达载体质粒 ep D
-

N A 3
.

0
,

购自 I n v i t or 罗 n
公司

.

1
.

1
.

2 细胞 骨髓基质细胞由本室分离
、

培养
、

并鉴定 (结果待发表 )
.

1
.

1
.

3 酶及主要试剂 No t l
、

及
口R I 购自 N EB

公司
,

D N A 胶回收试剂盒购自 iQ
a罗 n

公司
,

mR
-

N A 提取试剂盒
、 。 D N A 合成试剂盒及 几 DNA 连

接酶购自 A me o h o hP ~ ac ia
公司

,

R卫M l l 64 O培

养基购 自 iG bc 。
公司

,

胎牛血清购 自场d on e
公

司
,

其他试剂均为国产分析纯试剂
.

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 载体的构建 质粒 D N A 的提取
、

酶切参

考 ((分子克隆》 (第 2 版 )
,

酶切片段的回收按

iQ age
n
公司的 D N A 胶回收试剂盒的说明书操作

.

1
.

2
.

2 感受态细胞的制备 参考 nI on e
等 s[] 19 90

的方法
.

1
.

2
.

3 骨髓基质 细胞 m R N A 的提取 按 A n l e r -

s h am hP

aacmr
i a
公司的 Q

u ie k p enr M i e or n讯N A uP
-

iifr
c iat on 儿 t 的操作说明进行

.

1
.

2
.

4 骨髓 基质 细胞
C D N A 文库的构 建 按

A m e sr h aln hP

~
ia
公司的 iT m es va

e

洲
C D N A Syn

-

ht ies
s 凡 t 的操作说明进行

.

将加工后的
C DN A 定

向连接到经 No t 工和 coE R I 酶切的 pe D NA3
.

0

上
,

转化大肠杆菌 DSH
。
感受态细胞

,

将转化产

物分成两部分
,

一部分经过扩增后
,

保存于 沪 二

25 %甘油中
,

得到
C D N A 表达文库总库

,

保存于
一

80 ℃
.

另外一部分等分为 100 个亚文库
,

经

分别扩增后
,

沪 = 25 % 甘油保存
,

用于下一步的

序列测定和功能筛选
.

1
.

2
.

5 序列测定及分析 随机挑选亚文库克隆
,

PE G 纯化法提取质粒 D N A
.

以 竹 和 S巧 为测序

引物
,

采用 A B I37 7 D N A s e q u e n e e : DM 自动序列

仪 (由大连宝生物工程有限公司提供 )
,

正反向

,
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随机挑选克隆子进行部分序列测定
,

并获得大量

正在表达的遗传信息
,

不仅可以检测到许多已知

基因
,

更可以发现许多新的未知基因 ) 正 日渐受

到人们的关注
.

而这项技术的关键是高质量的
c DNA 文库的构建

.

本实验利用高效的质粒转化

方法
,

建立了人胎儿骨髓基质细胞的表达
c

ND A

文库
.

文库的容量基本达到要求
.

随机挑选
c D N戌文库的克隆子进行 代R 鉴定及酶切鉴定

,

文库的重组率达 95 %
,

插人片段从 s oo bP 到 3 -

4 kb 不等
,

平均长度为 1
.

4 kb
,

说明所建文库的

质量高
.

同时本研究对文库中的克隆进行了随机

的测序
,

共测了 10 个克隆
,

发现了 3 个新的基

因片段
,

与 eG
n Ban k 中其他序列相比

,

相似性很

低
,

其中 2个在 eG
n Ban k 中的登录号为 A几44 99 8

及 A刀44 望珍
,

表明从
。 DNA 文库中得到新基因的

几率高
.

但序列分析表明
,

这 2 个基因并不完

整
,

5
’

端应该还有一段序列
,

以后的研究应着重

于基因全长的获取
,

包括
。 D NA 末端快速扩增法

一 5
`

奴C E
、

文库的杂交筛选及计算机杂交等方

法得到完整的基因以及进行基因功能的研究
,

包

括 ge en kn oc k
一

ou t 等
.
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