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猪肿瘤抑制基因候选 5的克隆与序列分析
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摘要:基于电子延伸序列 ,克隆了仔猪肿瘤抑制基因候选 5(TUSC5),并初步分析其组织分布情

况;获得了 TUSC5 基因的全长序列 636 bp ,包括开放阅读框架(ORF)534 bp ,编码 177 个氨基酸。

克隆的仔猪 TUSC5 基因与人 、小鼠 、大鼠的 TUSC5 基因序列的同源性分别为 83.5%, 82.4%,

82.6%,推测的氨基酸序列同源性分别为 71.2%,77.5%,78%,成功克隆了猪 TUSC5 基因。
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Abstract:In this study , the coding sequence of po rcine tumo r suppressor candidate 5(TUSC5)
were amplified based on the in si lico sequence informa tion.The result show ed that the full leng th

of TUSC5 was 636 bp and the open reading f rame w as 534 bp long .The predicted pro tein-coding
sequence w as 177 amino acid residues.Identity analy sis show ed that the nucleo tide sequence of

po rcine TUSC5 shares 83.5%, 82.4% and 82.6%w ith that of human , mouse and rat , respec-
tively.The deduced pro tein sequence shares 71.2%, 77.5%, and 78% homo logy w ith that of

human , mouse and rat , respectively.All of these data indicates that the porcine TUSC5 gene w as

succe ssfully cloned in the present study.
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　　根据最新的人类基因命名数据库的更新 ,人染

色体 17-p-3.3(LOST1)被命名为肿瘤抑制基因候

选 5(tumo r suppresso r candidate 5 , TUSC5),但其

生物学功能尚未被完全弄清[ 1] 。最近有研究提出 ,

在大鼠体内克隆出 1个新的脑上皮细胞衍生因子 1

(BEC-1),它不同于大鼠 ES T 数据库的基因和已知

基因 ,它与小鼠 TUSC5 和人染色体 17-p-3.3均有很

高的同源性 ,被认定为大鼠的 TUSC5 基因
[ 1 , 2]

。它

在脂肪组织中有显著表达 ,涉及脂肪组织分化 、脂

肪组织的功能调控[ 3] 。本试验利用猪 EST s拼接

序列设计引物 ,通过 RT-PCR克隆了猪 TUSC5 基

因 ,并初步检测了该基因在猪体内的分布情况 ,为

进一步深入探索其在猪体内表达水平和规律奠定

了基础。

1　材料和方法

1.1　酶与试剂

试验所用通用引物 、反转录酶 、RNA 酶抑制剂 、

pMD19-T 载体 、dNTP-mix 、Takara agaose gel DNA

purification kit ver.2.0 , Takara miniBEST plasmid
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purification kit ver.2.0均购于大连宝生物工程有限公

司。动物 RNAout 购于天泽基因工程有限公司。2×

Taq PCRMasterMix (含染料)购于 TIANGEN公司。

1.2　基因克隆

1.2.1 　引物设计与合成 　以报道的哺乳动物

TUSC5 基因序列对猪 ES Ts库和 UniGene 进行搜

索 ,利用搜索的 ESTs 拼接序列设计引物 ,克隆引物

序列为 F1:5′-CTGAGGAATGGTGCGCTGAGCT -3′

(5′-UTR),R1:5′-TGCTAGCAGCTCCCT CTAG TT

AGT-3′(3′-UTR);鉴定引物序列为F2:5′-GAGGAAT-

GGTGCGCTGAGCT -3′,R2:5′-CATCGTCAT -

GGGAATCGTCA-3′。选定 18S RNA 作为内标 ,长度

为 195bp。上游:5′-GCGGCTTTGGTGACTCTA -3′;

下游:5′-CTGCCTCCTTGGATGTG -3′。引物由大连

宝生物工程有限公司合成。

1.2.2　脂肪组织总 RNA的提取　取大约 0.1 g 猪

脂肪组织 , 采用 RNAout 提取总 RNA , 溶解于

15μL RNase-f ree ddH 2O 中备用。

1.2.3 　RT-PCR 扩增 反转录体系 　RNase-f ree

ddH2 O 6μL , dNTP Mixture(10mmol/L)4μL , 5×

AMV Buffer 4μL , o ligo (dT)18 (50 pmo l/μL)

1μL ,AMV Reverse transcriptase (5U/μL)2μL ,

Ribonuclease inhibito r(40U/μL)1μL , Total RNA

2μL。RT 反应程序为:olig o(dT)18与 Total RNA

混合 , 70℃水浴 10min ,立即冰浴 2min;全体系于

30℃10min ,42℃60min ,72℃15min后 ,立即冰浴

2min ,得到 cDNA;以此为模板扩增目的基因 。

PCR反应程序为:95℃预变性 5min;95℃变性 30 s ,

58℃退火 30 s , 72℃延伸 45 s , 30 个循环;最后 72℃

延伸 10min 。PCR产物用 1.0%的琼脂糖凝胶电泳

检测 , 用 Takara agaose gel DNA puri fica tion ki t

ver.2.0进行纯化。

1.2.4　DNA 序列测定　将 PCR扩增产物纯化后

连接到 pMD19-T 载体上 ,转化到 CaCl2 法制备的

E.coli DH5α感受态细胞 。序列测定由北京三博远

志生物技术有限公司测定 。

1.3　序列分析

在 NCBI上运行 BLAS T , ORF Finder ,SignalP

及 BioXM ,DNAStar软件分析 。

1.4　猪不同组织中 TUSC5 的表达

提取猪心 、肝 、脾 、肺 、肾 、大脑 、小脑 、胃 、空肠 、

回肠 、结肠 、胆囊 、甲状腺 、肌肉 、脂肪 15 个组织的

RNA ,以此反转录得到 cDNA 为模板 ,分别以内标

引物和鉴定序列引物为引物进行 PCR ,扩增片段用

琼脂糖电泳凝胶检测。

2　结果与分析

2.1　PCR扩增及序列分析

猪 TUSC5 基因的 PCR产物经 1.0%的琼脂糖

凝胶电泳 ,可见约 636 bp 的条带 ,与预期结果相符

(图 1)。切胶回收后 , 进行连接 、转化 、涂板 、挑斑

后 ,进行阳性克隆筛选 ,送样测序得到 TUSC5 基因

的 cDNA 序列。经软件分析 , 其开放阅读框为

531bp(79 ～ 612 bp),编码 177 个氨基酸(图 2)。它

的蛋白质分子量为 18.94 kD ,等电点约为 8.895 ,酸

性氨基酸为 27个 ,碱性氨基酸为 20个。

2.2　同源性比较和进化树的绘制

运用 DNAStar ,对克隆的仔猪 TUSC5 基因与

人 、小鼠 、大鼠进行同源性比较 ,其基因序列同源性

分别为 83.5%,82.4%, 82.6%,推测的氨基酸序列

同源性分别为 71.2%,77.5%, 78%。根据编码区

核苷酸序列绘制这几个物种的进化树(图 3)。

2.3　组织分布

依据 TUSC5 基因和 18S 的 PCR 产物的电泳

结果 ,使用分析软件 A lpha Ease FC 对电泳结果进

行分析 ,可以判断出各组织中 TUSC5 基因的表达

水平(图 4)。
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3　讨论

对于脂肪的相关研究 ,一直是人们关注的热点 。

TUSC5 基因将可能成为新的着眼点 。据报道 ,其可

能与某些代谢症候有一定的联系
[ 3 ～ 8]

。试验成功克

隆出猪的 Mighty 的核苷酸序列(包含开放阅读框

架)并进行了初步的序列分析 ,推测分析其氨基酸序

列和特点 ,为该基因在其他物种中的克隆起到重要

参考作用 ,并为后续的物种间高度保守标签序列的

确定奠定了基础 。

TUSC5 基因在进化中的保守性比较高 ,大部分

氨基酸是相同的 ,同源性都达到了 70%以上 ,预示

其存在相当的进化特异性 ,因此 ,对 TUSC5蛋白功

能的进一步研究将有重要意义 。同源性比较和进化

树分析表明 ,小鼠和大鼠的亲缘关系最近 ,猪和小

鼠 、大鼠的亲缘关系 ,相对于猪和人的亲缘关系略

远 ,这和 4个物种间的进化关系不太一致。这种现

象可能显示出 TUSC5 的某些特异性 ,有待进一步

的研究。

本试验利用 RT-PCR 方法 , 初 步探索 了

TUSC5 基因在仔猪心 、肝 、脾 、肺 、肾 、大脑 、小脑 、

胃 、空肠 、回肠 、结肠 、胆囊 、甲状腺 、脂肪 、肌肉 15个

组织中的分布情况 ,充分说明了该基因在机体内分

布的广泛性。
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