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摘 要 应用 RT-PCR 法从正常成人外周血和胎儿胸腺中分别克隆得到 了四种胸腺素 α 原基

因，经序列分析结果表明，克隆的四种 ProTα 基因的核斗辛酸序列并不一致。 与己报道的胸腺素 α 原
基因进行比较，胎儿胸腺中克隆的胸腺素 α 原基因几乎无变化，而从成人外周血中所克隆的则变化
较大，但变化区域有一定规律 ， 109 - 120 位都有 GGGAATGCT AA T 碱基的缺失 ， 变化较多的氨基
酸集中为天冬氨酸和谷氨酸，而胸腺素 α 原前 28 个氨基酸、 中心酸性区和末端核定位信号区域变
化较小 。 该结果为胸腺素 α 原的结构、功能和演化研究提供了信息。
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人胸腺素 α 原 (ProTα)基因定位于第 2 号染色

体上，编码 109 个氨基酸[ 1 ] 。 在鼠和人的肾、肝、脾 、

T-细胞前体等中，这一蛋白的含量似乎与核的大小

和细胞生长过程相关[2] 0 ProTα 至少有两方面的功

能 :首先它可作为核蛋白参与细胞增殖，因此 ProTα

在肿瘤预测及诊断、 治疗 中有一定应用;其次，

ProTα 具有免疫剌激活性。 ProTα 基因表型复杂，

虽其基因已被克隆[34 ，但它们的核昔酸序列不尽

相同，有的差异很大，比如已在 NCBI 登录的 NM 一

002823 、 BC022433 、 AF257099 等之间存在很大差

异。 为了进一步了解这种差异的分子学基础，我们

从成人外周血和胎儿胸腺中通过 RT-PCR 分别钓

取 ProTα 基因，进行分析和比较。

材料与方法

1.实验取材和主要试剂及仪器

3 份正常成人外周血(22 - 25 岁) ，由大连血站提供。 1

份取自胎儿胸腺，由大连医科大学附属二院提供。 TaKaRa

RNA LA PCRT'M Kit(AMV) Ver.2.1 、DL-2000 DNA Mark町、

限制性内切酶、 DNA 连接酶(购自 TaKaRa) ; TRIZOL'( Re­

agent、焦碳酸乙二脂 (DEPC) (购自 GIB∞ißRL ) ， pMD18-T 

载体、 ]M-109 本室保存;PCR 仪(PE-9700 ) ;高速冷冻离心机

-CF15R( 日立公司) ; Pharmacia Biotch ImazgeMastei⑧ VDS 电

泳成像系统。

2 . 号|物的设计与合成

根据 ProTa 的基因序列[3-5) 设计引物 ProTa-F 和

ProT臼-R，由宝生物有限公司合成。

ProTa-F: 5'-CCGGAτ℃汇ATGTCAGACGCAGCCGT
AGACACCAG-3 ' 

BamH I 
ProTα-R : 5' -CCAAGCTTCTAGTCATCCTCGTCGG 

TC口'CTG -3' 
E丑nd田

3. 提取 total RNA 和 RT-PCR 反应

按照 TRIZOL<ID Reagent 试剂盒上的说明，提取血液及胸

腺组织中的总 RNA。 总 RNA 经紫外分光光度计和琼脂糖

凝胶电泳检测。 以 total RNA 作模板，按反转录试剂盒上的

说明进行逆转录反应。 反应条件 :30'(; 10min , 42'(; 45min , 

99'(; 5min , 5'(; 5min , 4 '(; 保存。 50μ1 PCR 反应体系中，加

5μl 反转 录产 物、 5μ1 10 X PCR Buffer、 4μ1 dNTP (各

2. 5mmo!/L ) 、 0. 5μ1 LA Taq、扩增 ProTa 基因的引物 ProTa-F

( 10pmo!/μ1 ) 和 ProTa-R ( 10pmol!μ1) 各 1μl 和 33 . 5μ1 d世12 0

进行 PCR 扩增 。 PCR 反应条件为:预变性 94'(; 1 min ,98'(; 

30 s、 55 '(; 40 s、 72'(; 1 min，循环 30 次，后延伸 72'(; 5 min , 

4'(;保存。 扩增产物用1. 5 %琼脂糖凝胶电泳检测。

4. ProT，α 基因的测序

PCR 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳，回收并与内1D18-T

载体连接，转化大肠杆菌感受态细胞 ]M-109 ， PCR 筛选阳性

菌落 ，提取的质粒经酶切鉴定后进行测序。

性
-μ 果

1. 分析总 RNA 的质量与目的基因

总即..JA 经琼脂糖凝胶电泳检测，可见明显的

28S、 18S 和 5S 三条带，说明提取的 RNA 较完整，没

有发生降解(图 1 ) 0 PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳可

见有一条 333bp 左右的 DNA 片段，基本符合预计

长度，可能是所钓取的目的基因(图 2) 。

2. 序列分析

分析测序结果可见，来自四种个体的 ProTα 基

因序列并不相同，个别碱基的变化可能是 PCR 扩增

过程中发生的碱基错配。 为了尽量避免该问题，

PCR 反应中使用了具有外切酶活性的 LA Taq 酶，

本文 2002 年 11 月 11 日 收到， 2003 年 3 月 9 日接受。

. 联系人: E-mail: Ljan@mail. dlptt . ln.cn 
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M 234 

2 OOObp 

1 OOObp 
750bp 
500bp 
250bp 

100bp 
5S 

28S 

18S 

图 1 总 RNA琼脂糖j疑胶电泳

1 ， 2 ， 3 为成人血中提取的总 RNA ;
4 为胎儿胸腺中提取的总 RNAM:DNA M缸k;

2 3 4 5 

图 2 RT-PCR 电泳结果
1 ， 2 ， 3:成人样品 ;4:胎儿样品 ;5:对照;

并对多个菌落进行测序，从中分析找到了一些共同

的特征。 与 G∞dall 等(3 ] 发表的 ProTα 基因序列

(NM-002823 ，来源于人脾)相比较，来 自成人血液中

的 1 ， 2 ， 3 号样其 81 、 106 、 138 、 153 、 159 、 166 、 204 、

210 、222 、258 ， 284 位核昔酸都发生了相同的变化即

由 :A→G 、 G→A 、 G→A 、 C→T、 G→C 、A→T、 T

→G 、 G→A 、 G→A 和A→C。 据此推测的氨基酸

M 

变化是Asn36→Asp ， Gln46→Glu ， Glu56• Gln ,Glu68• 
Asp ，Asp70→Glu 和 Glu95→Ala。 可见氨基酸的变化

主要集中在天冬氨酸、天冬田先氨、谷氨酸和谷氨酷氨

等四种氨基酸。 另外 109 一 120 位都有 GGGAAT­

GCTAAT碱基的缺失，与郭藻玉等(6 ] 报道的相比 ，

即为第 37 - 40 位均缺失 (Gl/7 -Asn-Ala-Asn4勺，而

且突变的氨基酸也都集中在 Glu 、 Lys、 Gly，此外郭

藻玉等的研究中另外还有一处缺失 (Glu65 -Glu-Glu­

GIU68
) ，是与我们的结果不同之处，这可能正是由于

ProTα 基因存在个体差异或多态性。 将 1 ， 2 ， 3 号样

2 OOObp 与 G∞dall 等(3 ] 发表的 ProTα 基因的氨基酸序列进
行比较，同源性分别为88. 9 % , 88. 1 %和 88 . 1% 。

1133 胎儿胸腺中克隆得到的 4 号样品与 G∞dall 铲] 发
22: 表的 ProTα 基因序列相比较，只有 221 位的核昔酸
100bp 由 A→T(Glu74→Asp)发生了改变。 另外，虽然 1 ，

2 ， 3 号样的 81 位碱基都由 A→G 发生了改变，但氨

基酸并没有发生变化。 总之，四个样品的 N-端前 28

个氨基酸(除 3 号样) 、 中心酸性区序列 ( 40 - 82 位

氨基酸)、巳末端 102 -105 位核定位氨基酸序列(除

2 号样)都未发生改变(图 3) 0 ProTα 基因在体内是

否确实存在这种特点仍有待于进一步的大量实验加

以验证。

lATG TCA GAC GCA GCC GTA GAC ACC AGC TCC GAA ATC ACC ACC AAG GAC TTA AAG GAG AAGω 

M1 S2 I)l A4 AS y6 D7τ-8 S9 SIO Ell [1 2 T13 T I4 K1S D16 LI7 K18 E19 K20 
1. .. 

2 … 

3. … 
4 . … .. 

"'C … 
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K21 E22 y23 y 24 E25 E26 A27 E28 ~9 G30 R31 I)l2 A33 俨 A35 N36 G37 N38 A39 N40 

1. … G G… *'峰祷 '峙'畴'峰 '峰'峰* '悔'除祷

2 … ...G G.. . '峰'峰提 骨'峙'唔 '昏'峰* 畴'昏'峰

3 … ... GGM ..G G.. . '峰'峰'陪 祷'峙* '峰'峰'峰 '峰'峰'导

4 … . 

121GAG GAA AAT GGG GAG CAG GAG GCT GAC AAT GAG GTA GAC GAA GAA GAG GAA GAA GGT GGGI80 

Q41 r2 N43 G44 r S Q46 E47 A48 D49 NSO ES1 Y古2 ns3 E54 E55 E56 E57 E58 G59 G曲

1 …… …... G-A …… ..….A … T … … c … 

2 …… ……… .A …… ...A ……T …… C" 
.
. 

. .
. 

冽
‘u
a
a
『

…A … .A ……T C" 

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



184 细胞生物 学 杂志 2003 年

181GAG GAA GAG GAG GAG GAA GAA GAA GGT GAT GGT GAG GAA GAG GAT GGA GAT GAA GAT GAG240 
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.... .. .... .... ... 1

A

句
，
今
句3
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241GAA GCT GAG TCA GCT ACG GGC AAG 
E81 A 82 E83 S84 A 85 rs6 G87 K88 
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…A 祷椅祷

111 

'
A

句
'
-

…A … 
... A ... 

…A … 

CGG GCA GCT GAA GAT GAT GAG GAT GAC GAT GTC GAT300 

R89 A回 A91 E92 0 93 0 94 E95 0 96 0 97 0 98 y99 01∞ 

-C-
-C-
-C-‘

霄竹
、u

4 . .. 

301 ACC AAG AAG CAG AAG ACC GAC GAG GAT GAC TAA333 

T lO1 KlO2 KlO3 QI 04 KlO5 T106 0 107 E1回 01回 0110

1.… 

2. … 'C …C ... 
3. .. . 

4. .. . 

图 3 ProT，α 的 cDNA 和氨基酸序列

短横线表示一致，铃号代表缺失，加下横线的是多余的核背酸 ;1 ， 2 ， 3 为成人血液中克隆的 ProTa 基因 ;4 为胎儿胸腺中克

隆的 ProTα 基因 。

讨论

正常成人外周血和胎儿胸腺中克隆的 ProTα

cDNA 序列|间有很大差异，这可能是由于 DNA 上一

些位点的点突变经过连续的选择以及基因剪切的结

果。 虽然目前尚元定论，但基因表达的此种多样性

是存在的[7-9 ) 。 成人血液中的 ProTα 基因序列之间

的差异很小，而且 N 端前 28 个氨基酸、中心酸性区

和巳末端的核定位序列基本未发生改变。 说明虽

然成人中的 ProTα 的基因序列发生了较大改变，但

其主要骨架还都具有保守性(2 ) 。 从 109 一 120 位碱

基的缺失，可能是在胸腺退行性改变及衰变过程中

易受到影响，且该处结构很可能无重要生理功能因
而在进化中废退[ 10 ， 11 ) 。

个体发育是一个高度程序化的过程，在发育的

不同时空，存在着不同组合的特定基因的表达。 这

种程序化的启动与关闭，控制着特定器官的形成与

个体的发育[叫 。 婴儿胸腺在出生后一年左右达到

最大值，此后随年龄增长而逐渐变小[日] 。 目前对胸

腺的功能性退化机制还不太清楚，不过 ProTα 基因

的多样性也许是胸腺退化过程中的微观体现。

胸腺增龄性萎缩机制正成为研究的一大热

点[lUM] ，近年来通过对模式生物酿酒酵母、秀丽线

虫、果蝇等的分子生物学研究，找到一系列与生命周

期及衰老相关的基因[ l7] ，并提出氧化伤害假说，基因

组不稳定假说解释衰老现象的机理，ProTa 基因是否

也如 a 阳基因一样在各个年龄层有不均匀分布现

象[ 18] ，是否亦是与衰老相关的基因?上述研究中体

现出的 ProTa基因变化规律，也将为探索胸腺衰变机

理和抑制其衰变的研究提供分子生物学基础，同时也

为这一基因的家族成员及其生物学活性、免疫原性及

基因工程产品开发的研究等提供分子基础。
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CLONING AND SEQUENCE ANALYSIS OF PROTHYMOSIN ALPHA 

CAO Jun Xia JIN Li Ji LIU Zhe AN Li Jia * 

(Bioengineering De阳rtment ,Dalian University of Technology , Dalian 116012 αina) 

ABSTRACT T he proTa gene was cloned from the adult human peripheral bl∞d and the fetus 

thymus. Four mutitype sequences are found. By analysising , the resul ts show that thymus remodel age­

dependently so the gene type is not only one. Notably , some of them are nearly identical and there is al­

most same in the characteristic structural region of the proT a and the changeable amino is focus on Asp 

and Glu. 

Key words : Thymus Prothymosin alpha Sequence anlysis 

‘ co口esponding author E-mail: Ljan@maildlptt. ln .cn 

独角莲对肝癌细胞 SMMC-7721 细胞

增殖抑制作用机理的研究

王顺启倪虹王娟陈力.

(南开大学生命科学学院天津 300071 )

摘 要 临床上独角莲对包括肝癌在内的 多种肿瘤有一定的治疗作用 。 为揭示其抑癌机理，

我们用独角莲根茎水提物 (the aqueous extract from dried powdered rhizomes of Tyρhonium gigante 

um Engl. ，AEoTGE)作用肝癌细胞株 SMM巳7721 ，研究独角莲对 SMMC-7721 细胞增殖、细胞周
期和细胞凋亡的影响 。 喀哇氮蓝 (MTT) 比色实验和流式细胞仪(flow cytometry , FCM)测定表明 :

AEoTGE 能较强抑制 Sl\岛1C-7721 细胞的生长，SMM巳7721 细胞被阻滞在 S 期 ， 并诱导细胞凋亡。
提示独角莲是一种在肝癌治疗上有前景的 中草药 。

关键词: 独角莲 肝癌细胞周期

我国是肝癌高发区，每年有 11 万人死于肝癌，

占全世界肝癌死亡人数的 45 % ，对我国人民危害极

大[ 1 ] 。 寻找药效好，副作用低的治疗药物，一直是肝
癌研究的一个重要方面[2 ] 。

独角莲在我国传统中医治疗中广泛用于治疗多

种恶性肿瘤疾病，有较好的临床疗效[3 ， 4] ， 同时动物

模型实验也显示独角莲可明显抑制肿瘤生长[ 1 1， 1 2 ] 。

近年来虽然人们对独角莲的抑癌作用研究逐步增

多[川]。 但至今未能揭示其药效作用机制。

本实验采用哇哇氮蓝 (M汀)比色法检测了独

角莲根茎水提物 ( the aqueous extract from dried 

powdered rhizomes of Tyρhoηium giganteum En­

g l . ， AEoTGE)对肝癌细胞株 SI\α4巳7721 的增殖抑

本文 2002 年 10 月 30 日收到， 2003 年 3 月 8 日接受。
基金项 目:天津市科委重点基金(编号 : 003803411 ) 

· 通讯作者。 E-mail : lichen 16@eyou. ∞m 
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