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［摘要］ 采用 /01扩增技术首次克隆毛冠鹿 2$,34’+基因第二外显子，546杂交和序列分析发现，在 -"#个碱

基的第二外显子中仅有 %个碱基的差异，同源性达 &* .+7 . 2$,34’+基因的第二外显子是高度保守的区域，在其功

能中起重要作用 .
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( 引言

2$,34’+基因是一种重要的多种肿瘤抑癌基因（9:;$）. $&&-年以来研究者围绕该基因的基
因序列、调控及在肿瘤发生中的作用与机制做了大量的研究，人 2$,34’+基因组由 !个内含子和
-个外显子组成，外显子分别由 $!,<2、-"#<2和 $$<2构成，编码 +++氨基酸，第二外显子是 2$,
蛋白的主要部分［$ = -］.研究资料表明 2$,34’+基因表达产物直接参与细胞周期的调控及凋亡［+］.
$&&%年，8>?@@? 5 A等克隆了鼠的 2$,34’+基因和 2$%34’+基因，并定位 2$,34’+基因于鼠 +号染色
体［%］，在鼠肺腺癌中，2$,34’+基因存在着高频率的纯合缺失，在所研究的人类和动物肿瘤中第
二外显子是多种肿瘤突变的热点［,］. 2$,34’+基因在其它物种中的情况，还未见报道 .毛冠鹿属
于鹿科，为我国特有种，是国家二级野生保护动物 .本研究分析毛冠鹿 2$,34’+基因第二外显子
基因序列，比较不同物种的 2$,34’+基因的同源性，有助于了解 2$,34’+基因及其蛋白的结构与其
功能的关系，有助于了解动物细胞周期调控、生长与发育及分子进化机制 .

" 材料与方法

")" *%+提取
雌性毛冠鹿因外伤死亡，发现有胎儿，取毛冠鹿胎儿肌肉组织，按常规方法提取基因组

546［#］.
"), 毛冠鹿第二外显子的扩增
根据文献设计 2$,34’+基因 ?BCD !外侧引物（上海生工生物工程公司合成），以人 546为模

板可扩增 +!# <2546片段［*］.
%E0:06F0:::FF66F0:0:06 -E %EFF0:0:606066F0::00:: -E .&%G预变性 %HID，然

后 &%G+" J，%-G," J，#!G ," J，-%个循环扩增，然后 #!G延伸 # HID. $ . !7琼脂糖凝胶（含 " . %
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!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

—

第 !+卷第 -期
!""$年

南京师大学报（自然科学版）

(KL146M KN 464(34F 4K196M L43OA1;3:P（4QR>SQ@ ;TI?DT?）
OC@.!+ 4C.-

!""$

  万方数据



!! " #$ %&）电泳分析扩增产物 ’
!"# $%&’()*+ ,-%’

()*+,-.(/0123)质粒（本室保存）经酶切（456*" " +789），分离出 (/093:; 123)片段，用随
机引物 29<标记试剂盒（&=>?@56!>@ ,866?>5#公司）标记 (/093:; 123)探针，毛细管转移 23)至
尼龙膜（<>6>公司），在分子杂交炉中（美国 A=BB56C D15>6E5F51公司）进行 D=GE?>@6杂交［H］，碱性
磷酸酶（3&I " &+9J）暗处显色，杂交带呈蓝色 ’
!". /01序列测定及分析
切割 ;KH B(凝胶带，按试剂盒（J@=#>!8公司）说明进行 J+A产物的纯化，送上海生工生物

工程公司进行序列测定 ’利用 17GCE8L7软件进行比较人和毛冠鹿的 (/093:;基因序列 ’

2 结果

/：毛冠鹿基因组 23)；

K：人基因组 23)；

M：相对分子量标记 ’

图 ! 人和毛冠鹿 3!4506.基因 789扩增

（:）及 $%&’()*+ ,-%’（;）

2"! 789及 $%&’()*+ ;-%’分析
采用人 (/0基因第二外显子二侧引物对毛冠鹿

基因组 23)进行扩增 ’琼脂糖凝胶电泳分析 J+A产
物，可以从毛冠鹿基因组 23)扩增出约 ;KN B(左右
的 (/093:;基因片段，与人的第二外显子扩增产物大
小基本一致（图 /：8）’ 进一步将电泳产物进行
D=GE?>@6转移，用 29<标记的人 (/093:; 123)进行杂
交，出现很强的杂交带（图 /：B），证明从毛冠鹿基因
组 23)中扩增的片段为 (/093:;基因 ’
2"2 序列分析结果
对毛冠鹿的 (/093:;基因第二外显子扩增片段测

序分析，得到 ;/; B(核苷酸序列，下划线为第二外显
子部分，并与人的 (/093:;基因第二外显子序列对位
排列（图 K）’在人 (/093:;基因中第二外显子从编码区
的第 /KH B(开始，共 MNH B(（从第 ;M 88开始）’序列分析表明在人和毛冠鹿 (/093:;第二外显子
中只有 O个碱基的差异，同源性为 PQ ’;R ’

# 讨论

(/093:;基因是细胞周期调控中重要一员，在动物细胞生长、分化发育及遗传机制中起关键
作用 ’本研究利用人 (/093:;基因第二外显子二侧引物能够与毛冠鹿基因组 23)很好地复性
（OMS），进行毛冠鹿 (/093:;基因的第二外显子的扩增，但低于人 (/093:;基因扩增的复性条件
（OOS），说明在毛冠鹿和人整个 (/093:;基因组间都存在较高的同源性，J+A产物 D=GE?>@6杂交
结果也证明这一点 ’序列分析表明，在第二外显子的 MNH B(中，只有 O个碱基的差异，与人之间
有 PQ ’;R的碱基顺序完全相同 ’这比鼠与人的第二外显子的同源性还要高［O］’因此，(/0基因
进化是很保守的 ’
人 (/093:;基因第二外显子（MNH B(）是 (/093:;基因的主要组成，是编码其蛋白质的主要区

段，也是多种肿瘤中变异的集中区域［K］，包含与 +2:;结合而发挥抑制细胞周期作用的区域 ’
这些氨基酸的位点在 (/093:;基因蛋白家族中是保守的，位于 )6TU@56 @>(>8EC区间内［P］’本研究
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结果通过人与毛冠鹿!"#$%&’基因同源序列的比较，进一步说明第二外显子区域的保守性和重
要性 ( )*+,-等人报道，!"#$%&’基因及其家族在鼠的发育和衰老过程中起限制点的角色［".］(因
此，对毛冠鹿 !"#$%&’基因的研究，可以帮助人们探讨 !"#$%&’基因的结构与其功能的关系及麂亚
科动物细胞生长与发育的调控机制，有利于开展动物保护生物学研究 (

!"#：毛冠鹿；$%&：人；下划线表示 /01+2区域；!表示差异性

图 ! 毛冠鹿与人的 "#$%&’( )*+, !序列的比较分析
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