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摘要：利用/0,12/方法，首次从大鼠肝脏细胞总/!3中扩增出.#+4/!35的67!3。该67!3被克

隆到89:;$<=（>）质粒上，经酶切电泳鉴定，然后测序。与报道的小鼠和仓鼠.#+4/!35序列进行了

比较研究，并对该分子的结构特点进行了初步分析。
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在真核生物细胞中，近年来陆续发现了除

N/!3、O/!3和U/!3之外的许多小/!3分

子，如核小/!3分子（5ODPPFV6PLDN/!3，5F/,
!3），核仁小/!3分子（5ODPPFV6PL"PL/!3，

5F"/!3）［)，(］，它们广泛存在于各种生物体中。

虽然都是核内小/!3分子，但从结构和执行

的功能上属于不同的两大类，它们的大小一般

从几十到几百个核苷酸，并且都能同特定的蛋

白质相结合，在细胞内稳定存在，并且富集于核

内一定的区域［$］。这类小/!3分子行使与传

统/!3不同的功能，参与许多生命活动的调

控，大部分小/!3分子保留了/!3加工的痕

迹。除少数外，一般无内含子，常有$Z8"PS（3），

两侧有&#()R8的正向重复（有的更短或更

长，或者全然没有），这类/!3几乎都能逆转

录形成其相应的7!3序列。这类逆转位而来
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的序列与它的基因相比，虽有相同编码序列，但

失去了上游启动子，通常不能表达，因此称为逆

假基因（!"#!$%&"’($)"*"）或加工的假基因（%!$+
,"&&"(%&"’($)"*"），在细胞中构成了为数众多

的分散重复序列，近年来将这类序列称为逆转

座子（!"#!$%$&$*）［-］。-./0123&属 于 核 小

123的一种，最早从123肿瘤病毒中发现，随

后在小鼠和仓鼠细胞中分离得到。通过对其功

能的研究发现，这种小123分子与细胞核和

细胞质内的%$45（3）123分子相连，它在%$45
（3）123分子的拼接和运输，成熟6123从核

内进入胞质，6123分子的翻译控制和在%$45
（3）123的保护中可能发挥着重要功能［/，7］。

从小鼠和仓鼠细胞中分离得到的与%$45（3）

123 相 联 结 的 -./0123&，经 纯 化 后 由

128&"9:和128&"3消化，获得了寡聚核苷酸

片段再由电泳后指纹图谱分析，得到了-./0
123的基本序列。-./0123&全序列含有;-
个核 苷 酸，并 且 具 有 很 高 的 < 含 量，达 到

-=>［?］。为证实-./0123&在不同啮齿类细

胞中的存在以及对其结构特点进一步研究，我

们选择大鼠为材料，通过提取肝脏总123，首

次利用19+@A1方法，对大鼠-./0123&的

,B23进行了克隆和序列分析。

! 材料与方法

!C! 材料 大鼠（!"##"$%&’()*+,-$"./-$）为

中国 科 学 院 动 物 研 究 所 饲 养 场 提 供；质 粒

%<DEFGH（I），限制性内切酶0,&1!和1+%(
"购 自@!$6")8公 司；JK)B5"9E 9"!6K*8#$!
A5,4"0"L’"*,K*)1"8(51"8,#K$*MK#购自宝生

物工程公司（大连）；0,&.+BN/#购自华美生物

工程公司。

!C" 方法

!C"C! 大鼠肝细胞总123提取 处死禁食

一天的大鼠取新鲜肝组织，采用异硫氰酸胍方

法制备总123［O］，经紫外分光光度计定量检测

及琼脂糖凝胶电泳分析123质量。

!C"C" 引物设计与-./0123&19+@A1 根

据已报道小鼠等-./0123&［?］，设计并合成上

游引物：/P+<AA<<93<9<<9<<A<A+FP；下游

引物：/P+9<9<93<AAA3<<A9<<+FP。

取O$4123（:.Q$)／$4）样品，加入:$4FP
端引物（:/%6$4／$4）于?=R温育/分钟，然后

冷却至室温，离心。加入/$4/S逆转录酶缓冲

液，=./$4128&K*（-=T／$4），Q./$4(29@混合

物（:=6$4／U），Q./$43EV逆转录酶（:=T／

$4），加水至Q/$4，混匀，于-QR温育:小时，然

后于;/R变性/分钟终止反应。取=./64离

心管并依次加入7;./$4蒸馏水、:=$4:=S扩

增缓冲液、Q$4:=66$4／U(29@、-$4FP端引

物、-$4/P端引物（:/%6$4／$4）、:=$4逆转录产

物，混匀，于;/R变性/分钟。再加入=./$4
2"3聚合酶（/T／$4），混匀。加入:==$4液体

石蜡封口，然后进入@A1循环。;/R变性-/
秒，//R退火:分钟，?QR延伸:分钟，F/个循

环，随后?QR延伸/分钟。@9+@A1产物/>
聚丙烯酰凝胶电泳检测。

!#"#$ ,B23克隆与重组子筛选 19+@A1
产物电泳后采用压碎浸泡法回收B23，补平且

磷酸化，沉淀B23，干燥后溶于9D。取Q$)
%<DEFGH（I）质粒B23，依次加入Q$4:=S缓

冲液W，=./$445"!（Q=T／$4），加水使总体积

达Q=$4，F?R保温Q%-小时，酚／氯仿抽提，冰

浴无水乙醇沉淀，干燥后溶于9D中。补平反

应后同上过程溶于9D。

取酶切%<DEFGH（I）质粒:$4（含Q$)
B23），加@A1产物:$4（含,B23=.:$)），:$4
:=S连接酶缓冲液，:$49-连接酶（7T／$4），加

水至总体积:=$4，:7R连接7%:7小时。取上

述连接产物/$4转化Q==$40,&.+BN/#感受

态细胞，涂平板，F?R培养:7%Q=小时，随机挑

取单克隆培养，碱法小量提取质粒，用0,&1!
和1+%("酶切鉴定，得到%<DEFGH（I）+-./0
克隆子。提取%<DEFGH（I）+-./0重组质粒纯

化后用于测序。

!#"#% -./0123基因序列测定 利用纯化

的质粒%<DEFGH（I）+-./0经宝生物工程有限

公司在3JX@1X0E9EF??B230"L’"*,"!上测

序，定序结果由B230X0软件进行分析。
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图!中的"道酶切的两条带中较大的带为

载体#$%片段，最远端的带其大小为"!&’(，

是)*+,-#$%双酶切时带上部分质粒片段所

形成，与预计结果一致。

鉴定 且 纯 化 的 重 组 体(./0!12（3）4
)*+,经测序，并且与报道的小鼠和仓鼠)*+,
5$%6的-#$%相比较［7］，结果如图)所示。

通过测序波纹图分析，)*+,5$%6的-#$%序

列共包括如图)所示的88个核苷酸，这与设计

引物所应该扩增得到的)*+,-#$%序列长度

完全相符。通过比较可见大鼠的)*+,5$%6

的-#$%序列与报道的小鼠和仓鼠的基本相

似，差异表现在第7位，大鼠与报道小鼠相同为

9，而仓鼠的为%；第8)位和8:位，大鼠分别以

%替代了报道小鼠和仓鼠该两个位置上的9。

全部序列比较分析表明，这种差异仅发生在%
和9之间的替代，并未打破.;<含量；在+=端

开始的第"!">和"7!?+位、第)8!+!和7:
!8!位分别为重复序列可以形成双链区。在

大鼠中与小鼠和仓鼠之间差异的核苷酸均在重

复序列之外，并未因碱基替换的变异而在不同

种间打破这种空间结构的形成。

图! 大鼠与报道小鼠和仓鼠!"#$%&’(的)*&’序列比较

+ 讨 论

迄今知道的逆转座子是散布于基因组中的

中度重复序列，多种动植物的逆转座子在组织

培养条件下其拷贝数增加，说明逆转座子的调

控机制在进化中始终是保守的［&］。大鼠等不

同种类啮齿动物的)*+,5$%6的-#$%其差

异性很小，替代的核苷酸也在重复序列之外，由

此可见)*+,逆转座子结构是相当稳定的，并且

这种 稳 定 性 结 构 保 证 了 其 转 录 产 物)*+,
5$%6二 级 结 构 的 形 成，进 而 才 能 使)*+,
5$%6在细胞生命活动中执行与其结构相适应

的功能。

根据对)*+,#$%中重复序列分析，其结

构特点类似于增强子（@ABCA-@D）的结构。增强

子首先发现于,E)>病毒中，早期启动子+=端

上游约?>>个碱基对的#$%片段连接在其它

基因旁侧，可使该基因转录效率提高">>倍，该

片段可远离基因转录起始点达!>>>’(以上。

,E)>病毒基因增强子区先后有两个7?’(重

复序列，其中的“核心”是..9.9..%%%.，这

与)*+,-#$%序列相比虽不相同但极为相似。

在人的<#8"9细胞特异增强子中，曾发现了一

个%FG单体与增强子中的一个反向%FG形成十

字结构来破坏增强子的作用［">］。在原核生物

中存在通过自身反义5$%来调节靶基因表达

的现象，但在真核生物中尚未发现有如此现象，

而人工构建的反义5$%或反义基因能有效地

抑制细胞内源或外源基因的暂时性或稳定性表

达确是事实［""］。大鼠等动物)*+,5$%6基因

是否也为细胞内一种增强子目前尚缺乏充分的

实验证据，对其行使的生物学功能还需要进一

步的研究。
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摘要："&&&年#!H月，对东昆仑山柯氏鼠兔的分布状况、栖息生境、生存现状及繁殖等内容做了调查，结

合所掌握的资料，首次对该物种的生存现状做了初步的分析。
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