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人胸腺素α原ｃＤＮＡ序列多态性分析

弓雪莲，郭葆玉，郭满盈，吕　岩
第二军医大学药学院生化药学教研室，上海２００４３３

［摘要］　目的：通过对人胸腺素α原（ｐｒｏｔｈｙｍｏｓｉｎα，ＰｒｏＴα）ｃＤＮＡ测序来分析人胸腺素α原的序列多态性。方法：应用

ＲＴＰＣＲ技术从健康人外周血及健康新生儿脐带血中扩增胸腺素α原ｃＤＮＡ，纯化后与克隆载体ｐＭＤ１８Ｔ连接，进行克隆测

序，并与标准序列比对，分析其多态性。结果：序列分析结果表明，克隆的ＰｒｏＴα基因的核苷酸序列并不一致。与已报道的胸

腺素α原基因（ＮＭ００２８２３）进行比较，发现存在２种变异：Ⅰ类变异包括１０７位单核苷酸突变（Ａ→Ｇ）、１１０～１２１位和１９１～

２０５位的核苷酸片段缺失；Ⅱ类变异为３０６位单核苷酸（Ｇ）缺失，多见于年龄６０～８０岁者。结论：本研究中ＰｒｏＴαｃＤＮＡ序列

存在２种变异，但并未影响其Ｎ端前２８个氨基酸。
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　　人胸腺素α原（ｐｒｏｔｈｙｍｏｓｉｎα，ＰｒｏＴα）是一种
在体内广泛表达的强酸性蛋白质，进化上高度保守，
分布极其广泛，淋巴组织及非淋巴组织中均可找到，

其相对分子质量为１．２５×１０４，基因定位于第２号染

色体上，编码１０９个氨基酸［１］。ＰｒｏＴα基因家族包

括６个成员，其中只有１个功能基因，其余均为假基
因［２］。ＰｒｏＴα至少有两方面的功能：（１）作为核蛋白

调节细胞增殖，参与细胞凋亡和癌变有关的调控；
（２）作为胸腺肽调节机体免疫功能，具有免疫刺激活
性，能够促进ＮＫ细胞产生ＩＬ２、ＩＦＮα、ＩＦＮγ等细
胞因子，促进正常有丝分裂原刺激的 Ｔ细胞产生，

对ＩＬ２受体的表达具有上调作用。ＰｒｏＴα具有广
泛的生物学活性，在细胞增殖、免疫调控和生殖活性

等多方面起重要作用［２３］。作为一类有效的免疫增

强药物，ＰｒｏＴα对各种免疫缺陷病毒、病毒感染以及

肿瘤都具有一定的作用［４６］。对细胞增殖及基因转

录的调控是ＰｒｏＴα行使其多种功能的基础。也有

研究［７］报道ＰｒｏＴα在体外可以诱导细胞恶性转化，

可能有潜在的致癌作用。

　　ＰｒｏＴα基因表型复杂，虽其基因已被克隆，但它
们的核苷酸序列不尽相同，有的差异很大。比如已在

ＮＣＢＩ登录的 ＮＭ００２８２３［８］、ＢＣ０２２４３３、ＡＦ２５７０９９等
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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，本研究从外周血和脐带血细胞中通过ＲＴ
ＰＣＲ克隆ＰｒｏＴα基因，进行分析和比较。

１　材料和方法

１．１　样品及试剂　健康新生儿脐带血标本１１例，

０～２０岁健康者外周血９例，２０～４０岁健康者外周
血１０例，４０～６０岁健康者外周血１５例，６０～８０岁
健康者外周血８例，由第二军医大学长海医院提供。

　　大肠杆菌ＤＥ３由我室保存。ＴａＫａＲａＲＮＡＬＡ
ＰＣＲＴＭＫｉｔ（ＡＭＶ）Ｖｅｒ．２．１、ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、

ｐＭＤ１８Ｔ载体、Ｔ４ＤＮＡ 连接酶、ｒＴａｑＤＮＡ聚合
酶均购自ＴａＫａＲａ公司，ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ、焦碳酸乙
二脂（ＤＥＰＣ）购自 ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司，胶回收试剂盒
购自上海申能博彩公司。ＰＣＲ仪（ＰＥ９７００）；高速
冷冻离心机ＣＦ１５Ｒ（日立公司）；ＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｃｈ
ＩｍａｚｇｅＭａｓｔｅｒ○ＲＶＤＳ电泳成像系统。

１．２　引物设计与合成　引物主要参照的序列编码
区，上游引物 Ｐ１：５′ＧＧＧ ＧＡＡ ＴＴＣＡＴＧ ＴＣＡ
ＧＡＴＧＣＡＧＣＣＧＴＡＧＡＣＣＡＧ３′，引入ＥｃｏＲⅠ
酶切位点；下游引物Ｐ２：５′ＧＧＧＧＴＣＧＡＣＣＴＡ
ＧＴＣＡＴＣ ＣＴＣ ＧＴＣ ＧＡＴ ＣＴＴ ＣＴＧ３′，引入

ＳａｌⅠ酶切位点。引物由上海基康公司合成。

１．３　ＰｒｏＴα基因的ＲＴＰＣＲ扩增　常规分离外周
血以及脐带血中的血细胞，按照 ＴＲＩｚｏｌ○Ｒ Ｒｅａｇｅｎｔ
试剂盒上的说明提取血细胞中的总 ＲＮＡ。以总

ＲＮＡ作模板，按逆转录试剂盒上的说明进行逆转录
反应。反应条件：７２℃１０ｍｉｎ，冰浴２ｍｉｎ，３７℃９０
ｍｉｎ，４℃保存。ＰＣＲ反应体系１００μｌ：１０μｌ逆转录
产物，引物 Ｐ１、Ｐ２各５０ｐｍｏｌ，４种ｄＮＴＰ各０．４
ｍｍｏｌ／Ｌ、ｒＴａｑＤＮＡ聚合酶５Ｕ。扩增条件：９４℃
变性５ｍｉｎ，９４℃４５ｓ、６０℃４５ｓ、７２℃１ｍｉｎ，共３５个
循环，最后７２℃延伸８ｍｉｎ，４℃保存。扩增产物用

１．５％琼脂糖凝胶电泳检测。

１．４　基因测序　ＰＣＲ扩增产物经 ＴａＫａＲａ公司

ＰＣＲ产物纯化试剂盒纯化，回收产物并与克隆载体

ｐＭＤ１８Ｔ连接，转化大肠杆菌 ＤＥ３感受态细胞，

ＰＣＲ筛选阳性菌落，经ＴａＫａＲａ公司质粒抽提试剂
盒提取的质粒经酶切鉴定后进行测序。

２　结　果

２．１　ＲＴＰＣＲ扩增ＰｒｏＴα序列的电泳结果　分析
总ＲＮＡ的质量与目的基因总ＲＮＡ经琼脂糖凝胶
电泳检测，可见明显的２８Ｓ、１８Ｓ和５Ｓ３条带，说明
提取的ＲＮＡ较完整，没有发生降解。ＰＣＲ产物经

琼脂糖凝胶电泳可见有１条３３３ｂｐ左右的ＤＮＡ片
段，基本符合预期长度，可能是所克隆的目的基因片
段（图１）。

图１　ＰｒｏＴαＲＴＰＣＲ扩增产物琼脂糖凝胶电泳图

Ｆｉｇ１　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆ

ＰｒｏＴαＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ
１：ＰｒｏＴαＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ；Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

２．２　序列分析　分析测序结果发现，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，本实验
对多个样本反复检测，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Ｇｏｏｄａｌｌ等［８］发表

的ＰｒｏＴα基因序列（ＮＭ００２８２３，来源于人脾）相比
较，变异分２种。（１）Ⅰ类变异组脐带血标本３例，

０～２０岁健康者外周血２例，２０～４０岁健康者外周
血１例，４０～６０岁健康者外周血２例，６０～８０岁健
康者外周血１例。其变异为在１０７位发生变异，即

Ａ→Ｇ，据此推测的氨基酸变化是 Ａｓｐ３６→Ｓｅｒ；

１１０～１２１位都有ＧＧＡＡＴＧＣＴＡＡＴＧ碱基缺失，
即为第３７～４１位氨基酸均缺失（Ｇｌｙ３７ＡｓｎＡｌａ
ＡｓｎＧｌｕ４１）；１９１～２０５ 位都有 ＡＧＧ ＡＧＧ ＡＡＧ
ＡＡＧＡＡＧ碱基缺失，即为第６４～６９位氨基酸均缺
失（Ｇｌｕ６４ＧｌｕＧｌｕＧｌｕＧｌｕＧｌｙ６９）。（２）Ⅱ类变异组
脐带血标本２例，０～２０岁健康者外周血２例，

２０～４０岁健康者外周血２例，４０～６０岁健康者外周
血３例，６０～８０岁健康者外周血５例。其变异为在

３０６位发生核苷酸（Ｇ）缺失。Ⅱ类变异多见于６０～
８０年龄组，而Ⅰ类变异与年龄因素无特异相关。

３　讨　论

　　基因序列出现变异是基因的遗传基本特征之
一，它是人类进化和适应环境的必然结果，基因序列
变异导致了“基因多态性”。基因序列变异可以有不
同的表现形式，如突变、插入、缺失和不同数目串联
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重复等，其中以单核苷酸多态性（ＳＮＰｓ）的发生频率
最高，平均每１０００个碱基就会出现１个ＳＮＰｓ。基
因组序列出现变异就有可能导致其功能上的变化，
并因此而造成人类在生理特征上（身材、体形、肤色
等）以及在病理条件下（对疾病的易感性、对环境、毒
素、药物的耐受性和反应性等）的千差万别。

　　Ｐａｎｎｅｅｒｓｅｌｖａｍ等［９］发现胸腺素α原的前２８个
氨基酸（ｔｈｙｍｏｓｉｎα１，Ｔα１）是一种免疫激素［９］，有
促进淋巴细胞的成熟与分化的作用。Ｔα１对促进
正常有丝分裂原刺激的Ｔ细胞产生及ＩＬ２受体的
表达具有上调作用；Ｔα１还具有刺激血管内皮细胞
迁移，促进血管生成和伤口愈合等作用；可提高机体
免疫力，抗机会感染，甚至发现它对肿瘤也有一定治
疗作用。胸腺素α原Ｎ端前２８个氨基酸、中心酸性
区序列（４０～８２位氨基酸）、Ｃ末端１０２～１０５位核定
位氨基酸序列为其主要骨架结构，具有一定的保守
性［２，１０］。本研究中发现的２种基因变异并未涉及到

Ｎ端前２８个氨基酸以及Ｃ端的２０个氨基酸，与国
外报道的序列相比，具有相似的螺旋和转角，故我们
认为基因的变异并未影响到胸腺素α原的功能，也
就是说遗传过程中，功能序列部分是最具保守性的，
因而最不易发生变异。

　　Ⅰ类变异中有２处重大的基因缺失，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；也有可能是在将目的序列转化至

ＤＥ３菌株中时，细菌对这两段序列发生特异剪切修
饰所致；还有可能是由于两端序列可发生空间构象
的改变，生成二级结构的发夹状异构，而导致测序的
误差所致。Ⅱ类变异为在３０６位发生单核苷酸缺
失，且多见于６０～８０岁年龄组，可能是由于该碱基
序列在胸腺退行性改变过程中易受到影响。

　　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。婴儿胸腺在出生后１年左右达到最大

值，此后随年龄增长而逐渐变小。目前对胸腺的功
能性退化机制还不太清楚，不过ＰｒｏＴα基因的多态
性也许是胸腺退化过程中的微观体现。
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