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小鼠斚斬棽毬斠突变体表达载体的构建灣
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暋暋摘暋要暋目的暋通过分子生物学方法构建小鼠 斚旘斿旞旈旑棽毬受体棬旐斚斬棽毬斠棭斆末端突变表达载体暎方法暋设

计特异性引物棳采用聚合酶链反应棬斝斆斠棭技术棳通过胶回收暍酶切暍连接暍转化和测序等生物技术棳构建 旐斚斬棽毬斠
突变体的表达载体暎结果暋成功构建 旐斚斬棽毬斠突变表达载体棳将其分别命名为 旐旛棻暍旐旛棽和 旐旛棾暎结论暋成功

构建了 旐斚斬棽毬斠斆端不同的突变体棳为进一步研究 旐斚斬棽毬斠斆末端氨基酸在信号通路中的作用奠定了基础暎
关键词暋旐斚斬棽毬斠椈突变体椈斍蛋白耦联受体椈表达载体
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棳 棳 棳
棬斣斸旈旙旇斸旑斢斻旇旓旍斸旘斕斸斺旓旘斸旚旓旘旟旓旀斒旈旑旈旑旂斖斿斾旈斻斸旍斦旑旈旜斿旘旙旈旚旟棳斒旈旑旈旑旂棽椃棽棸椂椃棳斆旇旈旑斸棭

斄斺旙旚旘斸斻旚椇 暋斣旓斻旓旑旙旚旘旛斻旚旚旇斿旐斚斬棽毬斠旐旛旚斸旚旈旓旑斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旜斿斻旚旓旘斺旟旛旙旈旑旂旐旓旍斿斻旛旍斸旘斺旈旓旍旓旂旟旐斿旚旇灢
旓斾棶 暋斪斿旇斸斾斾斿旙旈旂旑斿斾旙旔斿斻旈旀旈斻旔旘旈旐斿旘旈旑旓旛旘旘斿旙斿斸旘斻旇棶斣旇斿旙斿旂斿旑斿旙旝斿旘斿斸旐旔旍旈旀旈斿斾斺旟斝旓旍旟旐斿旘斸旙斿斆旇斸旈旑
斠斿斸斻旚旈旓旑棬斝斆斠棭旛旙旈旑旂旚旇斿旔旍斸旙旐旈斾旔斻斈斘斄棾棶棻灢旐斚斬棽毬斠斸旙旚斿旐旔旍斸旚斿棶斣旇斿斝斆斠旔旘旓斾旛斻旚旝斸旙斻旛旚斺旟旘斿旙旚旘旈斻旚旈旓旑斿旑斾旓旑旛灢
斻旍斿斸旙斿斅斸旐斎栺斸旑斾斬斺斸旘栺棳斻旓旑旑斿斻旚斿斾斺旟斣棿斈斘斄旍旈旂斸旙斿斸旑斾旚旇斿旑斺斿旚旘斸旑旙旀旓旘旐斿斾旈旑旚旓旚旇斿 棶 斻旓旐旔斿旚斿旑斻斿
斈斎毩棶斣旇斿斻旓旑旙旚旘旛斻旚旓旀斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旜斿斻旚旓旘旓旀旐斚斬棽毬斠旐旛旚斸旑旚旙旝斸旙旈斾斿旑旚旈旀旈斿斾斺旟斈斘斄旙斿旕旛斿旑斻旈旑旂棶 暋斪斿
旙旛斻斻斿旙旙旀旛旍旍旟斺旛旈旍旚旐斚斬棽毬斠 旐旛旚斸旑旚斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旜斿斻旚旓旘旑斸旐斿斾旐旛棻棳旐旛棽斸旑斾旐旛棾棳旘斿旙旔斿斻旚旈旜斿旍旟棶 暋斣旇斿
旐旓旛旙斿斚斬棽毬斠旐旛旚斸旑旚斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旜斿斻旚旓旘旙旝斿旘斿旙旛斻斻斿旙旙旀旛旍旍旟斻旓旑旙旚旘旛斻旚斿斾棳斸旑斾旚旇斿斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旜斿斻旚旓旘旙斻斸旑斺斿旛旙斿斾旚旓
旙旚旛斾旟旚旇斿旈旑旀旍旛斿旑斻斿旓旀旐斚斬棽毬斠斻斸旘斺旓旞旟旍旚斿旘旐旈旑斸旍旐旛旚斸旚旈旓旑旙旓旑旚旇斿旙旈旂旑斸旍旔斸旚旇旝斸旟旙棳旝旇旈斻旇旝旈旍旍旍斸旟旚旇斿旀旓旛旑斾斸旚旈旓旑
旀旓旘旚旇斿斾斿旜斿旍旓旔旐斿旑旚旓旀旑斿旝斾旘旛旂旙棶

斔斿旟旝旓旘斾旙椇旐斚斬棽毬斠椈斆斸旘斺旓旞旟旍旚斿旘旐旈旑斸旍旐旛旚斸旑旚椈斍旔旘旓旚斿旈旑斻旓旛旔旍斿斾旘斿斻斿旔旚旓旘椈斉旞旔旘斿旙旙旈旓旑旜斿斻旚旓旘

暋暋食欲素棬斚旘斿旞旈旑旙棭有促进食欲暍参与能量平

衡椲棻椵暍增强 胃 酸 分 泌椲棽椵和 糖 皮 质 激 素 释 放 的 作

用椲棾椵棳并参与生殖功能椲棿椵暍心血管椲椵和睡眠觉醒周

期的调节棳还在发作性睡病的发病机制中发挥重要

的作用椲椂椵暎斚旘斿旞旈旑旙受体是细胞膜 斍 蛋白耦联受

体棬斍斝斆斠旙棭超家族斄的成员椲椃椵暎它能与多个斍蛋

白偶联棳具有组织特异性椲棿椵棳并受到发育和营养状

态的影响椲椃椵暎在人类和小鼠中棳斚旘斿旞旈旑旙通过结合

并激活它们的棽个 斍 蛋白耦联受体棳斚旘斿旞旈旑棻型

受体棬斚旘斿旞旈旑棻旘斿斻斿旔旚旓旘棳斚斬棻斠棭和斚旘斿旞旈旑棽型受体

棬斚旘斿旞旈旑棽旘斿斻斿旔旚旓旘棳斚斬棽斠棭发挥作用暎
小鼠 旐斚斬棽斠斆末端选择性剪接产生棽个受

体 旐斚斬棽毩斠棬旐旓旛旙斿斚旘斿旞旈旑棽毩旘斿斻斿旔旚旓旘棳旐斚斬棽毩斠棭
和 旐斚斬棽毬斠 棬旐旓旛旙斿 斚旘斿旞旈旑棽毬 旘斿斻斿旔旚旓旘棳
旐斚斬棽毬斠棭椲椄灢椆椵暎旐斚斬棽毩斠是由椃个外显子和椂个

内含子编码的含棿棿棾个氨基酸的受体棳旐斚斬棽毬斠
的斆末端比 旐斚斬棽毩斠多棻椃个氨基酸棳是由椄个外

显子和椃个内含子编码的含棿椂棸个氨基酸的受体棳
因此棽种 旐斠斘斄 翻译出的肽段氨基酸序列差异

棻椃个氨基酸椲椄椵暎
我们对小鼠脑中 旐斚斬棽毬斠 和 旐斚斬棽毩斠 基因

的差异表达进行了研究暎试图构建 旐斚斬棽毬斠 羧基

端不同部位突变的棾个突变体棳旨在为进一步研究

这些突变对下游信号通路的作用奠定基础暎
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棻暋材料和方法

棻灡棻暋材料

本实验所用大肠杆菌菌株为 棶 斈斎 毩棬上
海生工公司棭棳克隆和表达载体为旔斻斈斘斄棾灡棻棬本实

验室保存棭暎
高纯度质粒小量提取试剂盒暍普通琼脂糖凝胶

斈斘斄回收试剂盒购自北京天根生物公司棳限制性

内切酶暍斣斸旕酶暍斣棿斈斘斄 连接酶等修饰酶购置于

宝生物棬大连棭公司暎本实验所用引物均由上海生

物工程有限公司合成暎
棻棶棽暋方法

棻灡棽棶棻暋引物的设计暋在数据库棬旇旚旚旔椇棷棷旝旝旝棶旑斻灢
斺旈棶旑旍旐棶旑旈旇棶旂旓旜棷旂斿旑斿椏 旚斿旘旐椊斄斮棾棾椂棸椄 棭中获得

旐斚斬棽毬斠的基因序列棳利用生物软件 斈斘斄旐斸旑设

计分析引物棳并在引物的 曚端分别加上内切酶

斅斸旐斎栺和斬斺斸旘栺的酶切位点及棾暙棿个保护碱基

棬引物序列见表棻棭棳引物均由上海生工公司合成暎

表棻暋扩增突变体的引物序列

目的基因 引物名称 引物序列棬曚灢棾曚棭
旐斚斬棽毬斠灢旐旛棻 斊棻 斆斣斄斍斣斆斣斄斍斄斄斣斍斣斆斆斄斍斆斄斆斆斄斄斄斆斣斍斍斄斍斍

斠棻 斆斍斆斍斍斄斣斆斆斆斣斄斣斆斆斆斣斍斆斣斍斣斄斍斄斣斄斆斆斄斍
旐斚斬棽毬斠灢旐旛棽 斊棻 斆斣斄斍斣斆斣斄斍斄斄斣斍斣斆斆斄斍斆斄斆斆斄斄斄斆斣斍斍斄斍斍

斠棽 斆斍斆斍斍斄斣斆斆斆斣斄斣斍斄斄斍斄斣斍斍斣斄斆斣斆斆斆斣斍斆
旐斚斬棽毬斠灢旐旛棾 斊棻 斆斣斄斍斣斆斣斄斍斄斄斣斍斣斆斆斄斍斆斄斆斆斄斄斄斆斣斍斍斄斍斍

斠棾 斆斍斆斍斍斄斣斆斆斆斣斄斍斍斣斍斍斄斆斄斍斍斄斍斣斍斄斄斍斄斣
旐斚斬棽毬斠 斊棻 斆斣斄斍斣斆斣斄斍斄斄斣斍斣斆斆斄斍斆斄斆斆斄斄斄斆斣斍斍斄斍斍

斠棿 斆斍斆斍斍斄斣斆斆斆斣斄斍斄斆斆斣斆斆斄斍斆斆斄斍斍斣斍斍斄斆

棻灡棽棶棽暋斝斆斠 扩增暋上述引物合成后棳进行 斝斆斠
扩增棳斝斆斠反应体系棬棸毺旍棭如下椇棽暳反应缓冲液

棽毺旍棳棻棸毺斖 上游引物棻毺旍棳棻棸毺斖 下游引物棻毺旍棳
斈斘斄棽毺旍棬小于棻毺旂棭棳斾斾斎棽斚棽棻毺旍暎反应条件椇
椆棿曟棾旐旈旑椈椆棿曟 棾棸旙棳 曟 棿棸旙棳椃棽曟 棿棸旙棳棾棽个循

环椈椃棽曟延伸棻棸旐旈旑椈棿曟保存暎
棻灡棽棶棾暋 酶 切反应 暋 对 斝斆斠 产 物和 载 体 旔斻斈灢
斘斄棾灡棻分别进行双酶切棳酶切体系为棬棸毺旍棭椇棻棸暳
斔斅旛旀旀斿旘 毺旍棳斅斸旐斎栺棽灡 毺旍棳斬斺斸旘栺棽灡 毺旍棳斝斆斠
产物棻毺旍棬旔斻斈斘斄棾灡棻棻棸毺旍棭棳斾斾斎棽斚补足 棸毺旍暎

酶切反应在棾椃曟水浴中进行棳棾旇后酶切反应

液经棻棩琼脂糖凝胶电泳棳利用凝胶回收试剂盒回

收酶切产物暎
棻灡棽棶棿暋目的片段的回收暋按琼脂糖凝胶回收试剂

盒回收斈斘斄目的片段暎
棻灡棽棶暋连接反应暋将上述酶切产物进行连接棳连
接体系为棬棽棸毺旍棭椇棻棸暳连接 斅旛旀旀斿旘棽毺旍棳载体片段

椂毺旍棳目的基因片段棻棸毺旍棳斣棿斈斘斄 连接酶棽毺旍暎连

接反 应 在 棿曟 下 进 行暎棻椂暙棽棸旇 后棳椃棸曟 水 浴

棻棸旐旈旑灭活连接酶棳终止连接反应暎将连接产物暂

时储存于棿曟冰箱棳等待转化暎
棻灡棽棶椂暋转化反应暋棻棭准备斕斅棷斄旐旔棷斏斝斣斍棷斬灢斍斸旍
固体培养基棬每板涂浓度为 棸旐旂棷旐旍的斏斝斣斍 溶

液和棽棸旂棷旐旍的 斬灢斍斸旍各棿棸毺旍棳室温下放置 棽暙
棾旇棭椈棽棭从棴椄棸曟冰柜中取出感受态细胞棳手持管

壁将其融化棳立即转移至冰浴静置棻棸旐旈旑椈棾棭将待

转化 的 斈斘斄棬每 棻棸棸毺旍感 受 态 细 胞 加 入 棸旑旂
斈斘斄棳体积不要超过感受态细胞体积的 棩棭适量

体积转移至感受态菌液中棳轻轻混匀棳冰浴中静置

棽棸旐旈旑椈棿棭棿棽曟准确热击椆棸旙棳然后立即冰浴棽旐旈旑暎
加入椆棸棸毺旍斕斅液体培养基棬不含抗生素棭棳棾椃曟摇

床棻棸旘旔旐 振 荡培养 棻旇椈 棭棿曟 棻棽棸棸棸旘旔旐 离 心

棻旐旈旑棳弃去上清后棳用椄棸毺旍液体斕斅培养基悬浮沉

淀暎取适量涂于含有斏斝斣斍棷斬灢斍斸旍的平板培养基

上棳棾椃曟倒置培养棻棽暙棽棸旇暎选取透明菌落棳进行

菌落斝斆斠鉴定暎
棻灡棽棶椃暋碱法小量质粒 斈斘斄 的提取暋按高纯度质

粒小量提取试剂盒说明书步骤提取质粒暎
棻灡棽棶椄暋测序反应暋测序引物见表棽暎

棿棻棾
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表棽暋测序引物序列

引物名称 引物序列棬曚灢棾曚棭
斣椃 斣斄斄斣斄斄斈斆斍斄斆斣斆斄斆斣斄斣斄斍斍斍
斢斝椂 斆斄斣斄斆斍斄斣斣斣斄斍斍斣斍斄斆斄斆斣斄斣斄斍

斖棻棾棲 斍斍斣斄斄斆斍斆斆斄斍斍斍斣斣斣斣斆斆
斖棻棾灢 斆斄斍斍斄斄斄斆斄斍斆斣斄斣斍斄斆斆

斈斘斄序列测定分别在上海生工生物工程技术

服务有限公司和北京六合华大基因科技股份有限

公司进行暎
棻灡棾暋序列分析

核苷酸序列测定后棳利用 斨斿斻旚旓旘斘斣斏棻棸灡棸和

斈斘斄旐斸旑生物软件进行序列拼接暍分析和比对暎
棽暋结果

棽棶棻暋斝斆斠引物的设计

我们以 旐斚斬棽毬斠棬斄斮棾棾椂棸椄 棭序列为模板分

别设计了棿对引物棳上游引物为共用引物斊棻棳下游

引物命名为 斠棻暍斠棽暍斠棾和 斠棿棬引物序列见表棻棭棳
在 旐斚斬棽毬斠序列上对应的相应位置如图棻所示暎
用设计的引物进行斝斆斠扩增棳所得扩增产物分别

对应突变体棻棬旐旛棻棭暍突变体棽棬旐旛棽棭暍突变体棾
棬旐旛棾棭和 旐斚斬棽毬斠棳各产物片段长度分别依次相差

棻棽斺旔暎

图棻暋引物设计模式图

棽棶棽暋斝斆斠扩增产物

通过斝斆斠反应实验棳得到扩增产物棳利用棻棩
的琼脂糖凝胶电泳棳结果发现在棻棿棸棸斺旔左右出现

特异性条带棳与预计条带大小相符棬图棽棭暎

图棽暋斝斆斠产物电泳图

棽灡棾暋酶切检测图

分别利用斅斸旐斎栺和 斬斺斸栺双酶切构建好的

重组 质 粒棳出 现 棽 条 斈斘斄 条 带棳大 小 分 别 在

棻棿棸棸斺旔和 棸棸斺旔左右棳符合预期棬图棾棭暎

图棾暋酶切产物电泳图

棽灡棿暋序列比对图

通过比较突变体棻暍棽暍棾和 旐斚斬棽毬斠模板的核

苷酸序列棳发现在序列的棾棫端依次存在棻棽斺旔的差

异棬图棿棭暎
将核苷酸翻译成蛋白质后棳通过比对发现棳蛋

白质突变体棻暍棽暍棾和原序列之间依次相差棿个氨

基酸棬图 棭暎

棻棾



斒斒旈旑旈旑旂斖斿斾斦旑旈旜棳斚斻旚旓斺斿旘棽棸棻棾棳斨旓旍灡棾椂棳斘旓棶

图棿暋核苷酸序列比对图

图 暋氨基酸序列比对图

棾暋讨论

斚旘斿旞旈旑旙的发现对于发作性睡病的诊断具有

重大意义暎斚旘斿旞旈旑基因敲除大鼠可制成人发作性

睡病的动物模型椲椂椵暎我们的前期研究表明棳斚旘斿旞旈旑
斅与 旐斚斬棽毬斠 作用后产生的肌醇三磷酸棬旈旑旓旙旈旚旓旍

旚旘旈旔旇旓旙旔旇斸旚斿棳斏斝棾棭与 旐斚斬棽毩斠相比显著增加棳显
示这棽个受体具有不同的功能及发挥重要的生理

作用椲椄椵暎随 后棳我 们 对 小 鼠 脑 中 旐斚斬棽毩斠 和

旐斚斬棽毬斠基因的差异表达进行了详细的研究暎采

用 斠斣灢斝斆斠和原位杂交技术棳我们发现 旐斚斬棽毩斠
可在除纹状体暍中脑和小脑前部的棬下转第棾棻椆页棭

椂棻棾
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高棳活化了旔棾椄斖斄斝斔椲棿椵暎洛伐他汀暍氟伐他汀和

辛伐他汀对肝癌 斎斿旔斍棽细胞均具有毒性作用椲椵暎
在前列腺癌斝斆棾细胞中棳阿伐他汀增强了放疗的

敏感性椲椂椵暎洛伐他汀还引起了卵巢癌细胞凋亡棳增
强了阿霉素的抗肿瘤作用椲棽椵暎氧化应激在药物抗

肿瘤中发挥重要作用棳斠斚斢生成过多或清除能力

降低导致氧化应激棳引起脂质过氧化暍斈斘斄损伤和

蛋白质表达异常棳细胞发生凋亡暎他汀类药物在抑

制肿瘤生长的过程中引起了氧化应激棳导致肿瘤细

胞凋亡椲椃椵暎在我们实验中棳洛伐他汀引起了喉鳞状

细胞癌 斎斿旔灢棽细胞凋亡棳可能与洛伐他汀引起了

斎斿旔灢棽超氧化物生成增加有关暎
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棬收稿日期暋棽棸棻棾灢棸椃灢棽 棭
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棬上接第棾棻椂页棭
的脑组织中检测到棳而且 旐斚斬棽斠的棽个受体在小

鼠脑中差异表达椲椆椵暎
小鼠 斚旘斿旞旈旑棽型受体斆末端选择性剪接产生

棽个受体 旐斚斬棽毩斠 和 旐斚斬棽毬斠棳后者的 斆末端比

前者的多棻椃个氨基酸椲椄灢椆椵暎本文利用分子克隆技

术棳通过对 旐斚斬棽毬斠斆末端进行基因突变棳成功构

建了 旐斚斬棽毬斠斆 末端不同部位突变的棾个突变

体暎进一步棳我们将采用共聚焦显微镜暍免疫共沉

淀暍生物发光共振能量转移暍生物发光共振能量转

移及细胞增殖等实验技术系统地对棽个受体的 斆
末端的功能序列进行进一步的探究暎阐明哪些氨

基酸残基在信号转导途径中起重要和关键作用棳为
探寻相关疾病治疗的新突破点及新药开发奠定理

论基础暎
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椲椆椵暋斆旇斿旑斒棳斔斸旘旚斿旘旈旙斉棳斆旓旍旍旈旑旙斈棳斿旚斸旍棶斈旈旀旀斿旘斿旑旚旈斸旍斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旓旀
旐旓旛旙斿旓旘斿旞旈旑旘斿斻斿旔旚旓旘旚旟旔斿灢棽棬斚斬棽斠棭旜斸旘旈斸旑旚旙旈旑旚旇斿旐旓旛旙斿
斺旘斸旈旑椲斒椵棶斅旘斸旈旑斠斿旙棳棽棸棸椂棳棻棻棸棾棬棻棭椇棽棸灢棽棿棶

棬收稿日期暋棽棸棻棾灢棸椄灢棽棸棭

椆棻棾




