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人乳铁蛋白 !"#$ 的克隆及序列分析

程华 陈秀珠 还连栋"

（中国科学院微生物研究所，北京 !%%%6%）

摘 要 从北京正常人乳腺组织中提取总 D*E，用 D4.FGD 的方法扩增人乳铁蛋白（?H8）的 CI*E，将其克隆到

JK;L.4 载体上并进行 I*E 序列测定。结果表明，所克隆的 ?H8 CI*E 序列全长为 $!/7MJ，其 I*E 序列与 K5@N9@O
中另外 3 个 ?H8 CI*E 序列相比，有 $ 个碱基与这 3 个序列不同：!"#% 位这 3 个序列是 K，本文序列是 G；!"37 位这 3
个序列是 4，本文序列是 G。其中 !"#% 位碱基的变化导致了第 36% 位氨基酸由 K(, 变为 EBJ。
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人乳铁蛋白（Q,<9@ (9CR’S5TT=@，?H8）是一种存在

于乳汁、唾液等分泌物中的铁结合蛋白。其分子由

一条肽链构成，呈双球状结构，分子量约 ""OI［!］。

?H8 可以与多种生物大分子结合，如肝素、细胞菌多

糖、人溶菌酶等［$］。另外，在肝细胞、激活的 4 细胞、

小肠细胞等类型的细胞上都发现有 ?H8 的受体［/］。

对 ?H8 的研究涉及到生命科学和医学的诸多领域：

?H8 可与特异的 I*E 序列结合并激活其下游报告

基因的转录［#］；增强自然杀伤细胞的活力及单核细

胞的细胞毒性，并有调节炎症反应的作用［3］；以及在

细胞周期 K! 到 U 的过渡期阻断乳腺癌细胞培养物

的生长［7］。这些都暗示 ?H8 有广泛的生物学功能。

由于 ?H8 在众多生命活动中的重要作用，对它

的研究一直受到各国学者的广泛关注。为了深入了

解 ?H8 的功能及作用机制，并探索其在食品工业和

医疗、保健方面的应用，本文以中国人的正常乳腺组

织为材料，克隆了 ?H8 的 CI*E，对其进行了 I*E 序

列测定，并与已发表的 ?H8 CI*E 序列及其编码的

氨基酸序列进行了比较。

% 材料与方法

%&% 人乳腺组织、菌株及质粒

人乳 腺 组 织 由 北 京 大 兴 医 院 提 供。 3 ) 0(,#
+L!%2 为本实验室保存。JK;L.4 载体购自 FT’<5V9
公司。

%&’ 工具酶与试剂

所用限制酶购自 4909D9 公司或华美公司。4#
I*E (=V9B5 购 自 FT’<5V9 公 司。总 D*E 提 取 试 剂

4DWXYH D59V5@R、逆转录试剂盒 4?5T<’BCT=JR D4.FGD
U-BR5< 及 F(9R=@,< 4+5 I*E F’(-<5T9B5 Q=V? 8=>5(=R-
均购自 KWNGY.NDH 公司。

%&( 人乳腺组织总 )#$ 的提取

取 %Z!V [ "%\ 冻 存 的 人 乳 腺 组 织，按 照

4DWXYH#的产品说明书提取总 D*E。

%&* )+,-.) 合成 /01 !"#$
根据 D5- 等发表的 ?H8 CI*E 序列［"］设计 FGD

引物。上 游 引 物 F!：3] KEGE4KEEEG44 K4G44G.
G4GK4GG4K/]，下 游 引 物 F$：3] GK4G4EKE KG4.
KKKGGE4G44G44GKK/]。为了以后工作方便，在 F$
的 3]端引入了 67+!位点。引物由上海博亚生物技

术公司合成。

按照 4?5T<’BCT=JR D4.FGD U-BR5< 试 剂 盒 说 明

书，以 Y(=V’（>4）$%为引物合成 CI*E 第一链。取 $"H
D4 反应产物，按照 F(9R=@,< 4+5 I*E F’(-<5T9B5 的

说明书进行 FGD 反应。其反应参数为：2#\预变性

$<=@，2#\变性 !<=@，3"\退火 $<=@，76\延伸 /<=@，

/% 个循环，76\再延伸 !%<=@。

%&2 /01 !"#$ 的克隆

由于本实验使用的 4+5 酶是高保真的，因此

FGD 产物必须先用普通的 4+5 酶进行 E.R9=(=@V，然



后与 !"#$%& 载 体 连 接。连 接 产 物 转 化 ! ’ "#$%
($)*+，利用!%互补作用筛选阳性克隆。

!"# $%& 序列分析

将酶切验 证 正 确 的 克 隆 送 &,-,., 公 司 进 行

/01 序列测定。测序结果借助 /01 序列分析软件

/01232 进行分析。

’ 结 果

’"! ()*+,( 合成 -./ 0$%&
以人乳腺组织总 .01 为模板，用 4)、45 引物，

通过 .&%46. 的方法扩增 789 :/01。为了排除 46.
过程中 &’( 酶可能出现的错误，我们选用高保真的

&’) 酶，并进行两个独立的 46. 反应。电泳检测

46. 产物，可见一条 5;)<= 左右的条带，与预期产物

的大小相符（图 )）。

图 ) 789 :/01 46. 产物琼脂糖凝胶电泳

9>?’) 1?,@ABC ?CD CDC:E@A!7A@CB>B AF 789 :/01 46. !@AGH:EB
) ’ /01 IADC:HD,@ JC>?7E I,@<C@（"/01K*%+G333）；

5 ’ .&%46. !@AGH:EB

’"’ -./ 0$%& 的克隆及阳性克隆的筛选与鉴定

将 1%E,>D>L? 后的 46. 产 物 与 !"#$%& 载 体 连

接，转化 ! ’ "#$% ($)*+。挑取白色菌落，小提质粒进

行 ,-. 3 酶切分析，结果如图 5。重组质粒 !6M)*) 上

有 N 个 ,-.3 位点，其中 5 个在 789 基因内部，一个在

!"#$%& 载体上。789 :/01 以正向方式插入 & 载体

（!6M)*)%)），酶切 后 应 该 得 到 大 小 分 别 为 O;N<=，

*;P<=，*;5<= 的 N 个片段；789 :/01 以反向方式插

入 & 载体（!6M)*)%5），酶切后应该得到大小分别为

N;P<=，);N<=，*;5<= 的 N 个片段。图 5 与预期相符。

’"1 -./ 0$%& 的 $%& 序列分析

选取一个正向插入的克隆进行 /01 序列测定，

图 5 重组质粒的酶切分析

9>?’5 .CBE@>:E>AL CLQRIC ,L,DRB>B AF @C:AI=>L,LE !D,BI>GB
) ’ /01 IADC:HD,@ JC>?7E I,@<C@（"/01K*%+G333）；

5，S ’ !6M)*)%)K,-.3；N，O’ !6M)*)%5K,-.3

并用 /01232 序列分析软件将所得到的 789 :/01
序列与 "CLT,L< 中其它 S 个 789 :/01 序列进行比

较。本文报道序列与这 S 个序列均高度同源（同源

性达 ++U），只有两个碱基与这 S 个序列不同。由

表 ) 可以看出：)PO* 位其它 S 个序列是 "，本文序列

为 6；)PSV 位其它 S 个为 &，本文序列为 6。其中

表 ! -./ 0$%& 序列的同源比较

)2345 ! 6787479: 078;2<=>7? 7@ -./ 0$%& >5AB5?05>

WW )ON )V5V )PO* )PSV )W+P
6ALLCDR’ BCX 1 " & " & 6
.,GA’ BCX " 1 & " & 6
4AJCDD ’ BCX " 1 6 " & &
.CR’ BCX " 1 6 " & 6
8>,L?’ BCX " 1 6 " & &
67CL?’ BCX 1 " & 6 6 &

)PO* 位的变化导致了第 SW* 位氨基酸由 "DH 改变为

1B!。另外，第 WW 位和 )ON 位碱基只有本文序列和

6ALLCCDR 的序列为 1 和 "，其它 O 个序列均为 " 和

1。这两处碱基的变化导致本文和 6ALLCCDR 序列中

第 N* 位（&7@）和 OW 位（1@?）的氨基酸不同于其它 O
个序列（N* 位 1D,，OW 位 8RB）。此外，第 )V5V 位碱基

在 6ALLCCDR、.,GA 和本文的序列中均为 &，而另外 N
个序列为 6；第 )W+P 位碱基在 4AJCDD、8>,L? 和本文

的序列中为 &，而其它 N 个序列则为 6。这两处差异

未导致氨基酸的改变。本文序列已在 "CLT,L< 登

录，登录号为 19NN5)VW。
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由于获得天然的 !"# 非常困难，利用 $%& 重组

技术实现 !"# 的异源表达，廉价获取 !"# 一直是各

国学者努力追求的一个目标。本工作为在合适的宿

主中表达 !"#，以便进一步研究 !"# 的功能、作用机

制及探索 !"# 在食品、医疗和保健方面的应用潜力

提供了必要的基础。!"# ’$%& 在原核生物中表达

的研究工作目前正在进行。

! 讨 论

本工作以采自北京大兴县的中国人正常乳腺组

织为材料，用 ()*+,( 扩增人乳铁蛋白的 ’$%&，并

进行 $%& 序列测定。为了排除测序过程中可能出

现的错误，我们对与其它序列相比差异比较集中的

区域进行了双向测序。另外，为了排除 +,( 过程中

!"# 酶可能出现的错误，我们还随机挑选了从另一

个独立的 +,( 反应体系中得到的阳性克隆，并对其

进行部分测序。以上所有结果都显示我们得到的

!"# ’$%& 序列确实反映了 (%& 模板的序列。

关于本文的序列与国外文献报道序列的差异，

我们不认为其反映了中国人 !"# 基因的特殊性，因

为中国科学院上海植物生理研究所得到的中国人

!"# ’$%& 序列与 (-./ 等的序列其编码区是一致的

（洪孟民教授，个人通讯）。另外，我们也不认为这些

差异反映了器官的特异性。表 0 中 ,/112234 序列来

源于前列腺，+/5233、(24、"6-17 和本文的序列来源于

乳腺，(-./ 的序列则来源于骨髓。由此可见，序列

的差异与来源并无必然联系。我们倾向于认为这些

差异是由 !"# 8(%& 本身的多态性引起的。表 0 中

9 个 !"# ’$%& 序列，每一个都与其它 : 个不完全相

同，由此也可以看出 !"# 8(%& 天然存在的多态性。
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