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大鼠肌细胞生成素基因的克隆

姜浩 徐建光 刘靖波 顾玉东 李继峰 胡韶楠

【摘要】 目的 设计特异引物克隆大鼠肌细胞生成素（!"#$%&’&）的 ()*+。方法 用逆转录聚合酶
链反应（,%-%,.% /,0&.(,’1/’#& 1#2"!%,0.% (30’& ,%0(/’#&，456784）合成 !"#$%&’& ()*+；经提纯后，连接到克隆载
体 19:;65，形成重组的克隆载体 19:;56!"#$%&’&。19:;56!"#$%&’&转化大肠杆菌 :(#2’<)=>!内扩增；提
取、纯化的 19:;56!"#$%&’&，经酶切、784鉴定及 )*+测序，来判断所克隆 !"#$%&’& ()*+的正确性。结果

456784产物经凝胶电泳鉴定，含有大小正确的 )*+ 片段；提取、纯化的 19:;56!"#$%&’&质粒经限制性
内切酶酶切、784鉴定，含有大小正确的 )*+片段，且该片段含有所设计的酶切位点。)*+测序结果证
实所克隆的 !"#$%&’& ()*+序列正确。结论 该研究成功地克隆了 !"#$%&’& ()*+。
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肌细胞生成素（!"#$%&’&）是成肌调节因子
（!"#$%&’( ,%$G20/#," D0(/#,.，;4S.）;"#) 家族中最重要
的成员之一。它在骨骼肌的胚胎发育、骨骼肌的成熟、

损伤后的修复以及骨骼肌失神经萎缩的病理过程中均

起到了极为重要的作用。一些神经生长因子如 T9S亦
是通过该因子的中介作用而发挥其促进骨骼肌损伤的

修复作用。PMUM年，V,’$3/等［P］首先报道该基因，随后
该基因及其产物的研究在国际上广泛发展，而目前国

内对该基因的研究不多，对 !"#$%&’&基因的克隆尚未
见报道。

资料与方法

P E 材料：成年雄性 I)大鼠，体重 ?>@ W O@@ $，由
复旦大学上海医学院动物实验中心提供。5,’X#2购自
9TY8Z公司。456784、784系统（7,#!%$0 公司生产）。

=’&C "和 R3## 限制性内切酶购自英国 *E :E YE公
司。19:;65 (2#&’&$ ."./%!购自美国 7,#!%$0公司。大
肠杆菌 :(#2’ E )=>!感受态由中科院上海植生所国家
重点分子遗传实验室制备、冻存。)*+回收试剂盒为
上海华舜生物工程公司产品。特异寡聚核苷酸引物由

上海 I0&$#&公司合成。)*+测序分别由上海 9%&%8#,%
和上海 9%&%5%(3公司完成。

? E 失神经骨骼肌萎缩动物模型的建立：无菌条件
下，切取 I)大鼠长约 P<@ W P E> (!的坐骨神经一段，
神经近端反折缝合于坐骨神经外膜，造成坐骨神经所

支配的远端骨骼肌失神经支配。

O E 特异寡聚核苷酸引物的设计：根据 9%&%Y0&L上

!"#$%&’& ()*+的碱基序列，设计了 !"#$%&’& ()*+的
特异寡聚核苷酸引物。考虑进一步要进行的基因治

疗，特别在引物的 >’和 O’端分别设计了 =’&C " 和
R3##两个限制性酶切位点；正向引物为 >’6(((6++98
55 0/$$0$(/$/0/$ O’，反向引物为 >’6(($68 5 8 9 + 9
/(0$//000//(((//$( O’；>’端6(((6和6(($6为保护碱基，++98
55为 =’&C "酶切位点，8589+9 为 R3##酶切位点。
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由上海 !"#$%#公司合成。
& ’ ()%$*#+# ,-./的 012340克隆：分 &步进行。
（5）取材：无菌条件下，用组织剪（器械均先用

-634预处理）取失神经支配的大鼠腓肠肌肌肉组织
78 9 :8 $，立即投入 5 ’ 8 (; 1<+=%;中，用眼科剪剪碎，
高速匀浆机匀浆至无明显肉眼可见的组织块为止。

（7）抽提肌肉组织总 0./：一步法抽提总 0./（详
细方法参见 >?@4A操作手册）。
（:）逆转录（<*B*<C* D<"#C,<+ED F%< 01）：取上一步抽
提的 0./ G!;于 HGI 温度下放置 58 (+#后，置冰上
迅速冷却。随后再加入逆转录反应体系（/JK 01"C*
8 ’G!;，浓度为 58 ((%; L M 的 N.13 7’ 8!;，A;+$%N（1）
5G8 ’G!;，加双蒸水补足体系至 :8!;，于 &7I反应 5 O
后，PGI灭活G (+#，&I冷却。
（&）340扩增：总体系 G8!;：58 Q RSFF*< G’ 8!;，浓
度为 7G ((%; L M 的 J$,;7 G’ 8!;，浓度为 58 ((%; L M 的
N.13 5’G!;，-./ G’8!;，()%$*#+#2E<+(*<2F%<T"<N 5’8!;，
()%$*#+#2E<+(*<2<*B*<C* 5’8!;，1"U -./ E%;)(*<"C* 8’ G

!;，加双蒸水补足体系，于 P&I温度下置 G8 C，GGI下置
G8 C，V7I下置 G8 C，共反应 :8个循环。用琼脂糖凝胶电
泳鉴定 340产物的大小。

G ’ 340产物的回收和纯化：割取上一步电泳中目
的片段所在的琼脂糖凝胶，用小量 -./回收试剂盒对
目的片段进行纯化、回收（具体操作见试剂盒所附之操

作指南）。

H ’ 重组克隆载体 E>6J12()%$*#+#的构建：分 :步
进行。

（5）连接反应：将纯化后的目的 -./片段与克隆
载体 E>6J21在连接系统中进行连接反应。连接系统
体系 58!;：7 Q RSFF*< G ’8!;，B*,D%< 5 ’8!;，340 E<%NS,D
: ’ 8!;，1& -./ M+$"C*（:W L!;）5 ’8!;。反应条件：&I连
接过夜。

（7）转化反应：取连接产物 G ’8!;，热激转化法（方
法参见 3<%(*$" 操作手册）转化至感受态大肠杆菌
6,%;+’ -XG"中进行扩增后；分别取 588!;、788!;菌液
均匀涂布于含氨苄青霉素和 Y2$";、?31>（Y2$"; L ?31>
Z &8!; L &!; ）的 M@培养板，置于 :VI恒温箱中过夜。
57 O后，随机挑取 [个白色的阳性克隆，于 M@培养液
中，:VI 下以 7H8 < L (+#转速摇菌过夜。
（:）E>6J12()%$*#+# 重组质粒的抽提：碱裂解法

（方法参见《分子克隆实验指南》）。

V ’ E>6J12()%$*#+#重组克隆载体的鉴定：提取之
质粒分别用凝胶电泳法、限制性酶切法和 -./ 测序
法，即用 :种方法检验所克隆基因的正确性。

结 果

5 ’ ()%$*#+# ,-./的 012340克隆：以大鼠骨骼肌
肌细胞总 (0./为模板，用人工合成的 ()$*#+# ,-./
之 G’和 :’端的特异寡聚核苷酸作引物进行 340扩增，
反应产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定显示，扩增出的一条

带，位于 [:5 RE 和 P&V RE 之间，其大小与预期的
（()%$*#+# ,-./）大小一致（图 5）。

7 ’ E>6J12()%$*#+#重组体的克隆筛选：连接产物
转化大肠杆菌 6,%;+ ’ -XG"并在 M@板培养 57 O，经过
抗生素筛选和蓝白斑筛选后，可见两个 M@ 培养板上
各有数十个白色的阳性克隆，且克隆形状、大小较为均

匀一致。

: ’ E>6J12()%$*#+#重组体的鉴定：: 种方法鉴定
的结果如下述。

（5）凝胶电泳鉴定结果（图 7）：随机挑选 [个从阳
性克隆所提取的质粒进行琼脂糖凝胶电泳，以 M"(RN"
-./ L X+#N ??? \ 6,%0 ?为 ("<]*<，E>6J21空载体为对
照。电泳结果显示，[个质粒大小均为 & ’8 ]R左右，而
E>6J21空载体大小为 : ’ 8 ]R。这说明重组体中插入
了约 P88 RE 多的片段，该插入片段大小与预期
()%$*#+# ,-./的大小一致
（7）酶切鉴定的结果（图 :）：酶切 E>6J12()%$*#+#
重组体的电泳图显示，同时用限制性内切酶 X+#N #
和 YO%$酶切 E>6J12()%$*#+#，可以见到 7个片段，分
别约为: ’ 8]R和8 ’ P]R。: ’ 8 ]R的片段与 E>6J21空

图 ! J：("<]*< M"(RN" -./ L X+#N

# \ 6,%0 5

5：012340 3<%NS,D

图 " J：("<]*< M"(RN" -./ L X+#N # \ 6,%0 5
5 9 [：E>6J12()%$*#+# B*,D%<； P：E>6J21 B*,D%<
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图 ! !："#$%&$ ’#"()# *+, -

./0) ! 1 2345 6；

6：782!9:";4<&0/0 - ./0)

! 1 =>4 6

?：782!9:";4<&0/0

@：782!:9 A&3B4$

载体的大小一致，C DE %(的片段与 ";4<&0/0 3*+,的大
小一致。这说明，782!:9 克隆载体中插入了 C D E %(
的片段，且插入片段中包含了预先设计的 ./0) ! 和
=>4"酶切位点。
（?）*+,测序的结果：用 !6@通用引物，分别在 ?
家公司进行双向测序。结果显示，本实验所克隆的

";4<&0/0 3*+,之碱基序列与 6EFE年 G$/<>B等［6］报道
的序列完全一致。

讨 论

";4<&0/0是成肌调节因子 !;4* 家族的成员之
一［6］。成肌调节因子 !;4* 家族由 !;4*、!5HI、
";4<&0/0和 ";JK组成［?］，前两者在骨骼肌的胚胎发育
中与成肌先驱细胞（";4<&0/3 7$&3L$M4$ 3&NN）分化方向的
决定和细胞的增殖相关；后两者与成肌细胞的分化、肌

管形成、肌纤维的成熟等相关［@］。该家族的 I个因子
之间存在遗传冗余现象，即它们之间在一定程度上具

有相似性，可以相互替代；但是，唯独 ";4<&0/0是无法
取代的。因为，单独敲除 ";4<&0/0基因后，出生的小鼠
会由于严重的骨骼肌发育缺陷而死亡［I］；单独敲除其

它 @个基因都可以出现正常、成熟的骨骼肌［K］。这说
明在骨骼肌的胚胎发育中，";4<&0/0 所具有的地位极
其重要。";4<&0/0基因的体外转染实验说明该因子可
使成纤维细胞、成软骨细胞等转化成为具有成肌细胞

特性的细胞，并能够稳定传代；这些具有成肌特性的细

胞可以分裂、增殖，而且可以融合成肌管、发育成为横

纹肌［O］。此外，";4<&0/0 可以与许多骨骼肌的特异性
基因上游的启动子和增强子的 P,++98序列（2盒子）
结合，产生反式激活作用，从而促进骨骼肌发育及肌特

异性基因，如肌肉肌酸激酶（"LM3N& 3$&#B/0& %/0#M&，
!PQ）、烟碱样乙酰胆碱受体（ 0/34B/0/3 #3&B;N3>4N/0&
$&3&7B4$，0,P>5）等基因的表达［R，F］。
骨骼肌损伤或失神经支配后，";4<&0/0 在 "5+,

及蛋白水平的表达上升几十或几百倍［E］，但在失神经

的后期，其表达水平却大大下降。本实验结果证明

";4<&0/0 "5+,在人体骨骼肌失神经支配后的早期迅
速上升，晚期却降至较低水平；并由此推测，骨骼肌在

失神经晚期纤维化严重及神经再支配后骨骼肌功能恢

复较差，可能与此相关［6C，66］。

本实验室克隆了该基因的编码序列。大鼠

";4<&0/0 3*+,全长 6 IIR (7，其中编码序列全长 FOI
(7，共编码 ?FR 个氨基酸。本实验中，在设计引物时，
加入 ./0) ! 和 =>4"? 个酶切位点及两侧各 @ 个保
护碱基，故目的片段全长共 E6I (7。本实验用凝胶电
泳、双酶切及 *+,测序 @ 种方法鉴定，结果证实了所
克隆的 ";4<&0/0 3*+,编码序列大小及序列的正确性。
另外，由于在所克隆的 ";4<&0/0 3*+,的编码框两端各
加了 6个酶切位点，为进一步构建用于基因治疗的真
核表达载体创造了良好的条件。

总之，本实验室采用分子生物学方法，构建了

782!9:";4<&0/0 克隆载体，成功地克隆了 ";4<&0/0
3*+,。为进一步研究其在失神经骨骼肌萎缩，骨骼肌
损伤及横纹肌肉瘤等方面的作用奠定了基础；也为进

一步的基因治疗提供了可能性。另外，本实验室正在

构建 ";4<&0/0基因的真核表达载体，希望在分子水平
上，为失神经骨骼肌萎缩的防治探索出一条新的道路。
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·临床经验·

指尖离断血运重建的方式

潘希贵 田万成 卢全中 管同勋

!BBF年 !月 I EFF!年 !E月，我们以不同的血运重建方式
对 DCE例 <F!指施行了指尖离断再植术，成功率达 BCJ。选择
指尖离断的血运重建方式主要是根据指尖离断时的受伤机制

和血管受损的程度。

一、资料与方法

!1 一般资料：本组共 DCE例 <F!指，男 EH!指，女 !<F指；年
龄 < I C<岁，平均 E<岁。刀砍伤 KG指，电锯伤 GB指，挤切伤

!E<指，机器绞伤 !FC指，人或动物咬伤 C指。全组均为完全性
指尖离断，其中拇指 !FC 指，示指 !DD 指，中指 HE 指，环指 K!
指，小指 DF指。按田万成指尖离断!型分类："型 !CD指，#型

HK指，$型 BF指，%型 EH指，&型 CB指，!型 H指。

E1 指尖离断血运重建的方式以下述 <种方式进行。
（!）吻合指动脉与静脉，维持生理性血循环：根据指动脉的
损伤情况有三种吻合方式：’ 远端存在指动脉及指动脉弓或
指动脉弓向远端发出的分支者，可直接修复指动脉。( 相对
侧的指动脉作交叉吻合。) 指动脉缺损不能直接吻合者，取
腕部掌侧浅静脉移植。本组共 E<K 指，存活 E<E 指，存活率为

BK1BGJ。
（E）动>静脉转流断指再植：用于远断端无可供吻合的浅静
脉，但有 E条指固有动脉分支者。先吻合 !条指动脉，将另 !条
指动脉与近端的掌侧浅静脉吻合，主要解决静脉回流的问题。

本组再植 G!指，存活 KK指，存活率为 BC1FHJ。
（D）只吻合指动脉的断指再植：用于#型断指、断端未找到
静脉者应用。本组再植 HE指，其中 DF指为切割性断指，断面较
整齐，指体损伤轻，再植术后顺利存活 EG指，存活率达BD1DDJ。
指尖有挫伤者（有瘀斑及针尖样出血点）DE指，再植术后均出现
不同程度的静脉危象，经保守及手术探查等方法处理后，只有

!F指顺利存活，!H指表皮坏死或部分坏死。!H指于术后 H I
!F周结痂的组织才逐渐脱落，结果 H 指全部存活，< 指部分坏
死，H指完全坏死。指尖挫伤 DE指的存活率为G!1ECJ。
（<）静脉动脉化的再植方式：适用于指腹撕脱性离断或指
腹单纯切割性离断，离断的指体内无动脉或动脉干已撕脱，只

存在掌侧浅静脉者。修复方式有二：’ 远端一侧的浅静脉与

近端指动脉吻合，另一侧浅静脉与近端浅静脉吻合，建立一种

非生理性血液循环途径。共再植 H指，存活 C指。( 远端只找
到 !条掌侧浅静脉，将此浅静脉与近端的指动脉吻合。共再植

C指，存活 D指。

D1 结果：本组 <F!指，存活 DG!指，存活率 BCJ。再植后随
访 H I E<个月，手指外形和长度与健指相似，二点分辨觉在 E
至 H %%范围内，指甲生长良好。病人均恢复原工作，对治疗效
果满意。

二、讨论

指尖离断后，虽对手指的主要功能影响不大，但对手指的

外形、感觉及触摸有一定的影响，会给患者造成心理创伤。指

尖再植的成功率较低，故基层医院对指尖再植重视不够，常放

弃再植。我们根据指尖离断时受伤机制，和在手术显微镜下清

创后离断指体动静脉的损伤情况，采用上述 < 种血运重建方
式，成功率达 BCJ。分别吻合指动脉与静脉是常规的断指再植
方法，但动静脉损伤时受限制。其它 D种方式是建立了一种非
生理性血液循环途径，如操作熟练仍有较高的存活率，这主要

与下列因素有关：（!）指尖细小，需血量少，对缺血缺氧耐受性
强，易成活。（E）指尖部血管丰富，动脉>动脉、静脉>静脉、动脉>
静脉之间存在广泛的网状交通支交织成球状，而且指尖部小静

脉无瓣膜，血液无论从动脉或从静脉均能到达指尖远端血管

网。（D）指尖断指的端面与离断指体积比例大，断面渗血多，弥
补了静脉回流不足，同时由于断端接触面积大，有利于静脉侧

枝的建立，重新建立静脉回流。

血运重建的注意事项：（!）吻合指动脉之前应放松止血带，
在指动脉近端呈喷射样出血时，才能确保吻合口的通畅。如出

血不足经采取保温、解痉等处理后出血仍不活跃时，应向近端

游离直至指动脉出现喷射样出血时，才能进行指动脉吻合。

（E）血管吻合时，应先吻合优势侧的指动脉和指静脉。指动脉
或静脉有缺损需桥接血管时，应首选手腕掌侧部浅静脉，因该

浅静脉具有分支少、血管外径与指端血管外径相仿、切取容易

等优点。
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