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!/GG年，H-;-I45-<-和其同事在培养的猪主动脉内皮细

胞上清中分离到能对离体的猪冠状动脉产生收缩作用的多

肽即内皮素（J;9(K>2)4;），简称为JE［!］。JE不仅具有强大

的缩血管作用，而且是体内多种细胞的促分裂剂，对心血管、

肾脏、呼吸、消化、神经、生殖、内分泌各系统均有作用；更为

重要的是，在多种疾病中，它又作为一种致病因子参与疾病

的发生，具有重要的病理生理意义。JE只有与靶细胞上特

异的JE受体结合，启动一系列细胞内信息传递系统，其中

主要是磷酸肌醇系统，调节胞内钙浓度，才得以发挥其效应。

在人类基因组中已发现#种内皮素异构肽，即JE0!、JE0$和

JE0#。JE主要作用于两种内皮素受体JED和JEB，但亲合

力并不相同，JE0!和JED的结合力是JE0$和JED结合力

的$"!%倍，是JE0#同JED结合力的!%%倍；而#种JE与

JEB的结合力则相等［$"&］。

应用JE受体拮抗剂阻断JE与其受体的结合，有助于

治疗JE参与发生的各种疾病。而克隆和表达JE受体基

因，将极大的推动JE受体拮抗剂的筛选工作。本文以人

JEB受体基因的保守序列为探针，从兔肺:C+D文库中筛选

和克隆了兔JEB受体基因（?JEBL基因），并进行了基因全

序列分析，为下一步开展JE受体拮抗剂的筛选工作打下了

基础。

" 材料和方法

"#" 材料

兔肺&M0@K?2K:>:C+D文库购自=NO+EJ=P公司，限制

酶、E6C+D连接酶、E-Q聚合酶、RSJ,0E’2:K(?@.5K23、

R?4320-S2;2N-T2)4;I@.5K23购自R?(32I-公司，UB)82@:?4UK
#@V由杨楠博士惠赠，F84:WR?2U,4:?(3L+DR8?4X4:-K4(;
V4K、Y4?5K0@K?-;9:+CD@.;K>2545V4K和D8K(L2-9@2Q82;:4;I

V4K购自R>-?3-:4-B4(K2:>公司，FZDQ84:WS2)J[K?-:K4(;V4K
和FZDU?2U@U4;R)-5349V4K购自FZDSJ+公司。

"#$ 方法

"#$#" 兔肺3L+D的制备和:C+D第一链的合成：参照

R>-?3-:4-B4(K2:>试剂盒操作手册进行。

"#$#$ 探针制备：根据已发表的人>JEBL基因序列［$］，设

计并合成一对特异性的R=L引物。R=L反应如下：取$$N
:C+D，加入特异的正反链R=L引物各&%U3()／N，6\9+ER
!%%$3()／N，E-QC+D聚合酶$]&8，补足9#P$O至&%$N。反

应程序为：（!）/6̂ 变性!34;；&Ĝ 复性!34;；1$̂ 延伸!
34;；共#%次循环。（$）1$̂ !%34;。R=L产物用%]G_琼

脂糖凝胶电泳进行分析。R=L产物经FZDQ84:WS2)J[K?-:0
K4(;V4K纯化后作为制备杂交探针的模板；采用R?(32I-公

司的R?4320-0S2;2#N-T2)4;I@.5K23进行标记。

"#$#% 原位杂交筛选兔肺:C+D库：根据文献报道的方法

进行原位杂交［#］。每个阳性噬斑进行三轮杂交筛选直至挑

纯。

"#$#& 克隆和C+D序列分析：平板裂解物法［"］制备的阳

性%噬菌体C+D经30(LZ酶切后，克隆进经=ZR去磷酸化

处理、30(LZ酶 切 的 窗 口 中。重 组 质 粒 转 化 进 宿 主 细 胞

CP&&、并用30(LZ进行酶切鉴定。

$ 结 果

$#" ’()!*基因部分片段的+,*扩增以及探针的制备

从已发表的人、牛、鼠和猪的JEB受体基因结构中可发

现JEB受体基因编码一个S蛋白偶联受体、具有6个胞外

域（J!"JZ’）、1个跨膜结构域（EZ"E’ZZ）和6个胞内环（=Z"

=Z’）［$，6""］。基因结构图如下：

J’ E’ =’ E# J# E( =# E) J( E* =( E+ J) E, =)



进一步的分析表明最保守的同源顺序发生在胞内环和

疏水性的跨膜结构域部分。故本文以人的!"#$%基因序列

为依据，设计并合成了一对引物，预计将扩增出一段长为&’(
)*的+,-片段，它包含!、"和#跨膜结构域。引物序列

为：

./：01-2#3322-###33-32#3-3-&1

.4：012#32-#322-2####2###2#2--&1
其中，./全长4/)*，32含量为045(6；.4全长4()*，

32含量为(/576。

以兔肺8+,-第一条链为模板，扩增出了一段长为&’(
)*的+,-片段，与预期大小一致。之后用随机引物法制备

获得+,-探针。

!"! 原位杂交筛选兔肺#$%&库

实验确定噬菌体原种/9:;稀释度为工作稀释度。用随

机引物法制备的［$<&4.］<=2#.<+,-探针进行兔肺8+,-文

库的筛选，共筛选49个’9>>平板，三轮后获得//个阳性

克隆。这//个克隆分别被命名为%?@//<A"#$%</&%?@//<
A"#$%<//。!"#%B酶切鉴定发现，阳性克隆%?@//<A"#$%<(
无法被切下插入片段，推测!"#%B位点发生突变，故利用

%?@//的01／&1CDEFA@E8AFFDCD?G>*HC>FA扩增出插入子，并克

隆至*3"I<#质粒。其余阳性克隆均被切下插入片段，并克

隆至*$HJFE8AC*@’ KL上，构 建 得 到 重 组 质 粒*$HJFE8AC*@<
A"#$%</&*$HJFE8AC*@<A"#$%<//（除了A"#$%<(）。

!"’ !()**+,-./0+1的扩增和克隆

引物序列如下：

01CDEFA@E8AFFDCD?G>*HC>FA01<3-2#22#33-32223<&1

&1CDEFA@E8AFFDCD?G>*HC>FA&1<2323322-323-#33<01
将.2%扩增得到的约;M9)*+,-片段直接克隆至线

性化的*3"I<#载体质粒上，构建得到重组质粒*3"I<#<
A"#$%<(。

!"1 阳性克隆的序列分析

对//个阳性克隆的序列测定结果表明，每个克隆均只

含有A"#$%基 因 的 部 分 序 列，其 中*$HJFE8AC*@<A"#$%</、

*$HJFE8AC*@<A"#$%<4和*3"I<#<A"#$%<(的插入片段分别

长/4’9)*、/7(M)*和;M7)*，并可由这&个片段构建出

A"#$%基因的完整读码框。其余M个克隆均只含有A"#$%
基因的较小片段，因此未被采用来组装A"#$%基因。

!"2 含有完整,-./0基因重组质粒的构建

经+,-LBL软件分析插入子限制酶图谱后，对重组质粒

的构建策略设计如下（见图/）：

- $

图/ 重组质粒*$HJFL8AC*@<A"#$%构建图
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在!"#$%&’()!*!+,（-）的多克隆位点中，第一个酶切

位点为!"#.，而在!"#$%&’()!/(01"2/3插入子的45非编码区

也有!"#.位点，故首先用!"#.单酶切!"#$%&’()!*/(01"2/3，

弃掉4667!小片段（包括)8&%(*的4947!和:;,的497!），

回收大片段后进行连接，得到一个新的重组质粒!"#$%&’()!*/
(01"2/3<3。

!"#$%&’()!*/(01"2/3<3和!"#$%&’()!*/(01"2/=插入子95
端后的:;,中均有一个$%&.位点，故用$%&.分别单酶切

!"#$%&’()!*/(01"2/3<3和!"#$%&’()!*/01"2/=，前者将得到两

个片段—94>>7!和?97!，回收大片段；后者亦将得到=个

@3437!和?4=7!的片段，回收小片段；连接 两 个 回 收 的

ABC片段，用!"#.和!"’.双酶切鉴定方向，能切出39967!
片段的质粒为正向，遂构建得到新的重组质粒!"#$%&’()!*/
(01"2/3<=。

用(")D.和!"’.分别双酶切!"#$%,’()!*/(01"2/3<=
和!E0:/1/(01"2/@，前者得到=个@3=37!和39F7!的片

段，回收大片段；后者亦得到=个9=@>7!和9GG7!的片段，

回收小片段；将两个回收的ABC片段进行连接，最终构建得

到含有(01"2基因399?7!完整读码框的重组质粒!"#$%/
&’()!*/(01"2。

!"# $%&’()*+,的序列结果

(01"2开放读码框全长39=?7!，序列结果如下显示：
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其中，第!!"#$碱基序列为%&’()*+,-%./,01&2/!插入

片段中包含的序列、第"34!!!!$碱基序列为%&’()*+,-%./
,01&2/$插入片段中包含的序列、第!534!!6!6碱基序列

为%708/1/,01&2/6的插入片段中包含的序列。

!"# $%&’(基因核苷酸和氨基酸序列的同源性比较

,01&2基因全长!9$#:%，与人的;01&2基因相比核苷

酸序列共有<4=3>的同源性；推导的,01&2由66!个氨基

酸残基组成，与人的;01&2相比有35=4>的同源性。

!") 推断的氨基酸序列分析结果

根据?@.)和ABB’-..’),方法［4］推测的,01&2折叠模式

显示其与已建立的7蛋白偶联受体模型非常相似，具有6个

胞外域（0"!0#）、4个跨膜结构域（1"!1CDD）和6个胞内

环（ED!E#）。,01&2全长66!个氨基酸，分子量为63=66

FA；根据GBHI)-J-H)’*的方法［<］推测K/端!<个氨基酸残基

为信号肽序列（L+B,)M!!=!!），!<!!3之间为信号肽切割

处，因此成熟的,01&2全长应为6$9个氨基酸残基，分子量

为64=#"FA。

疏水性分析发现,01&2存在4个由$$!$4个疏水性

氨基酸残基组成的疏水区，推测是跨膜结构域部分（"!
$）；这一结构显示出与视紫质（N;B.B,)+)%.B,,;BOB%*-H）和其

它7蛋白偶联受体显著的序列和局部特征（1B%BP,Q%;-+Q’）

相似性；与其它超家族的膜受体相比，氨基酸的同源性主要

集中在跨膜结构域部分。

在K/端部分第一个跨膜结构域中，第#5位和第!!<位

为预测的K/糖基化位点：（!）#5：R%,O*KQ*’%,，（$）!!<：’P--P
K*.’’,；第!<#!$5$位 为 7蛋 白 特 征 序 列：FQ*GPD1CS/
LSETSLDA2U2TCQ*R*,；进一步分析发现在,01&2氨基酸

序列中还有一些潜在的磷酸化位点。推导的氨基酸及其特

征序列显示如下：

* 讨 论

本研究所获得的AKT片段含有一个长为!99#:%的开

放读码框，与7)H&QHF所收集的同类受体编码序列相比较，

该读码框与内皮素&受体基因有高达35>以上的同源性，

而与内皮素T受体的同源性则不足#5>，与其它7蛋白偶

联受体基因的同源性就更低。同源性比较结果参见下表。

1" 1% 1& 1# 1’ 1( 1$ 0" 0% 0& 0# E" E% E& E#

人01& !55 3# !55 3# !55 3$ !55 4! !55 <! 3$ !55 !55 !55 !55

猪01& !55 !55 !55 3# !55 35 !55 ## 3$ <# 3$ !55 !55 !55 !55

鼠01& 3# 3# !55 3# 3# <3 !55 #5 3$ 43 4" !55 !55 !55 !55

牛01T #6 "" 44 #6 44 49 4# 6 "5 6< 4" 5 4# #< 96

将所获得的AKT片段进行氨基酸序列推导，发现其一

级结构为典型的7蛋白偶联受体模型。已报道的研究结果

均证实内皮素&受体即属于7蛋白偶联受体，因此本研究克

隆得到的AKT片段应为一个新的兔内皮素&受体基因。
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