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人生长激素释放因子基因的合成和克隆 

熊克勇 金如忠 胡康洪 丁达明 
(中国科学院武设病毒研究所．武汉) 

本文报道人生长激素释放因子 (Leu"，Met“)hGRF(1-44)基因的台成和克隆。选 用 
大肠杆菌高效表达所偏爱的简并密码子，用计算机辅助设计台成基因的顺序，用固相亚磷酸 

酰胺法合成了 hGRF的6个寡聚核苷酸片段，长度分别为39至51个核苷酸，总共141个碱基 
对。通过酶促连接反应构建完整的hGRF基因，并直接克隆到 pUC一19质粒中，克隆的宿主 

菌为 E．coIi JM83。通过抗性筛选、阳性标记筛选、限制酶分析和分子杂交确定阳性 克 隆 
株。用M13双脱氧末端终止法对克隆基固序列分析，证实台成和克隆的 hGRF基因序列完全 

正确。 

美■词 人生长激素释放因子}DNA台成j基因克隆 

人生长激素释放因 子(Human Gro。 

wth HoriTlone Releasing Factor．简 

称 hGRF)是人体下丘脑中的一种具有生 

物活性的多肽激素，能特异性地诱导垂体 

前叶生长激素的台 成 和 分 泌 1982年， 

Guillemin等 ⋯ 和Rivier等 首次 从 肢 

端肥大症患者的胰 异 位 肿 瘤 中 分 离 到 

hGRF，以 后又从人的下丘脑中分离到了 

这种物质 。实验表明，两种不同 来 源 

的hGRF都具有相同的理化性质和一级结 

构，它们都由44个氮基酸组成。 

hG F用于临床治疗侏儒症巳取得了 

弭显的效果 ，并有可能用于诊断 和 涪 

疗其他一系列因生长激素缺陷而引起的病 

症。由于hGRF的应用无严 格的种属特异 

性，所以它在畜牧业生产中也有十分重要 

的 应 用 价 值 。但 是 ，由 于 天 然 的 

hGRF含量甚微，分离纯化十分困难。国 

外首先用肽台成法制备了具有天然hGRF 

顺序和各种氨基酸修饰的话性肽，用于动 

物和临床试 验证 实 安 全有 效 。但 

该法工艺复杂，不易扩大生产。近年来， 

国外相继开展了用 基 因 工 程 方 法 制 备 

● 

hGRF及 其类似物的研 究 ．71，国内也 

有制备其他小分子多肽 的 报 道 。本 

文报道用基因工程方法制备 hGRF 的研 

究，包括hGRF~i因寡聚核苷酸片段的 化 

学合成、基因的酶 促 连 接 和 基 因 的 克 

隆等a ． 

实 验 材 料 

(一)质粒和菌株 

pUC一19、pAT-153等质粒为华美生 

物工程公司产品，菌株 ．coli JM83由 

中国科学院上海细胞生物学研究所 郭礼和 

先生惠赠， ．coli TG一1由中国科学院 

上海药物研究所杨胜利先生惠赠。 

(=)DNA化学合成试赉| 

固相亚磷酸酰胺法台成，试剂和材料 

均由中国科学院上海细胞生物学研究所提 

供 。 

本 文于 1989年 7月 8日收到。 

本课 题 由中 国科学 航资 助。车 工作得 到中国科学 院 

上海药 钰研究所 橱眭科 先生 热情指 导和支持 ，并得 到 中 

国科学院上海生物化学研究所李载平先生帮助，本所弼 

俗傻同志参加部分工作，在此一并致谢． 
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(兰)DN̂ 台戚位 

AB[380A型，美国 Applied Biosys— 

terns公司产品。 

(四)■和其他试剂 

T4多核苷酸激酶．T4DNA连接酶、 

DNA聚合酶 I(Klenow fragment)和各 

种限制酶均购 自华美生物工 程 公 司}y- 

。 P—ATP和 一 P—dOTP(10mCi／ml， 

3000Ci／m mo1)均为英国 Amersham 公 

司产品}异丙基硫代半乳糖 苷(IPTG)．5一 

溴一4一氯一3一吲哚-口一D一半乳搪苷(X-ga1)． 

单脱氧桉苷三磷酸(dNTP)、双脱氧核 苷 

三磷酸(ddNTP)和 M13 t7聚寡聚核苷酸 

弓I物(5。。一GTAAAACGACGGCCAGT一 

3 )均为Blo-Rad公司产品J限制酶反应 

缓冲液，LB 培养基及其他缓冲液按文献 

[10)方法配制。 

方 法 和 结 果 

(一)基 因设计 

1．以天然hGRF的氨基酸顺序为基 

础ct1，对个别氨基酸作如下修 饰：在 编 

码框架的5 端增设一个Met，用 Leu取代 

Met”，用Met取代Leu“。 

2．选用大肠杆菌高效表达所偏爱的 

简并密码子 u”，在编码框架的5 端和3 

端分别设置 BamHI和 EcoRI限制酶位 

点的粘性末端，便于合成基因直接定向地 

克隆到载体质粒中，也便于加入适当的接 

头片段后将结构基因组成多个串联式或融 

合蛋白的形式，使该基因得到高效表达。 

3．用计算机检索初步确定的基因顺 

序，找出基因中存在的限制酶位点和正、 

反 向重复顺序，在不违背前面要求的前提 

下，改变基因中的个别密码，消除不利于 

克隆的限制酶位点，设置用于检测的限制 

酶位点。在最后确定的结构基因中设置了 

Xho I限制酶位点并排除了 6个以上核苷 

酸组成的重复顺序。 

4．整个基因顺序确定以后，根据化 

学合成的条件，在产量和纯度达到要求的 

前提下，尽量延长每个寡核苷酸片段，并 

保证正负链每个 酶 促 连 接片段之间的互 

补区在15个核苷酸以 上。最 后，我 们 将 

hGRF基因分成大小为39至51个 棱 苷 酸 

组成的6个片段，分别进行 化 学 合 成。 

hGRF设计基因的顺序和分段情 况 见 图 

~,itl Net r^la ŝp hta Ile Phe Thr A：n Ser Tyr Aq Lys v“ Leu 

， b 

3 TAC ATG c9̂ CTG c6̂ TAG G TGA I'TG ^AT6 Gĉ Tit ĉA c 

嘟 rcT ‘ 
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— — 上 ／ ＼———————————————————————— —毋2～  
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囤 1 ^生长散索释放因子教计基因及其对应的氮基馥顺序 

Fig．1 Desi臣丑ed 8eqn郎 ce of the hGRF gene and its∞m 骘po diDg amino ~cids 
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(二)寡聚棱蕾奠 片段的化学合成 

6个寡聚核苷酸片段均采用固相亚磷 

酸酰胺法在ABI380A型 DNA合成仪上合 

成。按设计的基因顺序，在含有3 端第一 

核苷酸的微孔玻璃(CPG)载体上 逐 个 连 

接核苷酸至所需长度，产物用豫氨水从载 

体上切下，除去保护基，变性聚丙烯 酰胺 

凝胶电淋分离后切下产物凝胶带，冼脱得 

到台成产物}经去盐、真空干燥，分别得 

到 6个纯化的产物片段。纯化的每种寡聚 

核苷酸片段各取 100pmol，分别进行5 端 

”P标记，在含 8mol／L尿素的10 聚丙 

烯酰胺凝胶上电泳，放射自显影，结果见 

图版 I—A。根据台成片段 自显影带 以 及 

自显影带与电泳指示剂(溴酚蓝 BPB和二 

甲苯蓝 Xc)之间的相对位置，鉴定台成片 

段的纯度和相对大小均符台要求。 

(三)基 因的梅建 

除基因两侧 5 端的 A1和 B3片段 以 

外，其余 4个片段各取400pmol，分别加 

入 l[tl 10 rm~ol／L ATP， 4单位 T4多 

核苷酸激酶、缓冲液和重蒸水 至 总 体 积 

20[tl，在终浓度为50 mmol／L Tris-HCl 

pH7．6，10 mmol／L 1VfgC1 2，10 mmol／L 

二巯 基 苏糖 醇(DTT)，10 mmol／L亚 

精胺 的缓冲体系中，37~C温育 1h，使这 

些片段的5 端磷酸化。将 4个5 端磷酸化 

的片段混合，加入未经磷酸化的 A1和B3 

片段各400 pmol，100~C 5min灭活激酶， 

缓慢冷却至室温，再加入 l j 0 mmol／L 

ATP， 10单位 T4 DNA 连接酶和连接 

酶缓冲液，在终浓度为50 mmol／L Tris— 

HC1 pH7．6，10 mmol／L MgC1 2， 

10 mmol／L DTT 的 缓 冲 体 系中，4 oC 

连接反应过夜。反应产物经8 聚丙烯酰胺 

凝胶电泳(PAGE)分离，澳化乙锭(EB) 

染色，切下14lbp处的产物凝胶带，洗脱 

hGRF 基 因，按 文 献[12]的 方 法 纯化 

hGRF 台成基因。图 版 I—B 为 台 成 的 

hGRF基因的8 PAGE分离图。 

(四)基因的克雎 

pUC-19质 粒经BamH I和EcoR I双 

酶消化，按文献[10，13]的方 法 制 备 其 

BamHI—EcoRI大片段，与 酶促连接的 

hGRF基因混台，在 T4DNA 连接酶反应 

体系 (同前)中，4℃反应过夜，组建成 含 

hGRF基因的重组质粒(图 2)，然后转化 

到E．coil JM83感受态细胞(按文献[103 ’ 

方法制备)中，在含 100~g／ml氨苄青霉 

素，40~g／ml X-gal和IPTG的 LB 平板 。 

上37℃培养过夜。挑取自色菌 落 培 养 在 

5ml LB培养液 (含1 00Fg／ml Amp)中， 

碱法快速抽提质粒，用BamH I和EcoR I 

双酶消化，8 PAGE，EB染色，紫外灯 

下可见重组质粒存 在 14lbp 带(图版 I— 

C)，用相同方法制备的pUC一19质粒不见 

此带。 

(五)重组质柱分析 

1．限 制酶 分 析；如前 所 述， 在 · 

hGRF 基因中设置有 Xho I单限制酶位 

点，这是载体质粒pUC-19中所没有的。 

同时，由图2可知，载体 pUC—I9质粒中 ‘ 

含Kpn I单限制酶位点，而在阳性重组质 

粒中这个 位 点 应 该 消 失。用 XhoI和 

Kpn 1分别酶解重组质粒和 pUC一19，经 

0．8 琼脂糖凝胶电泳，EB染色后紫外下 

观察，结果证实在重组质粒中存在hGRF 

基因中的Xho I单酶切位点 (图版 I-D)。 

2．分子杂交：用Y”一P-ATP 末端 

标记的B1、B2和 B3片段作探针，分别与 

不同阳性克隆株的粗纯质粒点杂交，杂交 

结果(图版 I—E)证实先前的阳性 选 择 是 

正确的。 

3．DNA 序 列分析：碱法抽提阳性 

克隆抹的质粒DNA，BamH I和 EcoR I 

双酶消化，将其中的重龃片段亚克隆到复 
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圉 2 hGRF台威基 融曲构建 和克隆示 意图 

Fig．2 Construction·nd cloniag strategy of synthetic hGRF gene ‘— 一，5 一p J0OSpkate) 

制型M13mp 19 RF DNA中，转化到 ． 

coli TG一1菌中，以重组的 M13 mp l9 

单链DNA为摸板，M13 17聚接苷酸片段 

为gl物， 』 P—dGTP为放射源，采用双 

脱氧末端终止法 “测定重组 片 段 的 序 

列。结果表明，克隆基因的核苷酸序列与 

设计的hGRF基因序列完全相符(图肢 I— 

F，G)，证明hGRF基因的合成和克隆是 

正确的。 

讨 论 

在hGRF基因的设计过程 中，用计算 

机检索经初步确定的基因顺序，拽出其中 

存在的限制酶位点，通过改变个别密码， 

排除了与克隆载体相同的酶切位点以及结 

构基因中6个以上核苷酸组成的正、反向 

重复顺序，有利于合成基因的 构 建 和 克 

隆。在合成基因中还设置了原本不存在的 

XhoI酶 切 位 点，有利于重组质粒的检 

测。除此之外，在基因分段时，尽量延长 

每个合成片段的长度，并使正负链相邻片 

段之间重叠互补区域在l5个核苷酸以上， 

以保证酶促连接反应的正确性。基因设计 

时，将天然hGP．F氨基酸顺序中的 Met用 

Leu取代，Leu“用 Met取代，这样修饰 

是为了以后产物的分离，修饰后的表达产 

物活性不受影响 cI ”，。 

台成基因的连接和克隆过去多采用分 

段连接和分段克隆的方法，虽然可靠性较 

高，但是实验步骤繁琐、费时。在hGRF 

基因的构建过程中，我们将 6个台成的寡 

聚核苷酸片段同时混合，～次性酶促连接 

戒完整的基因。同时，合成基因两侧5 端 
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羟基游离的片段未经磷酸化，避免了基因 

自身连接而形成多聚体。 

在筛选、检潞阳性重组质粒时，我们采 

用碱法快速抽提质粒DNA，经BamH I— 

EcoR I双 酶切后聚丙 烯酰胺凝胶 电泳分 

析，观察克隆基因的存在。用这种方法一 

次可同时捡测10—20个克隆菌株，不仅能 

检测到克隆的目的基因的存在，还能鉴定 

目的基因的大小，是一种比较直观，简便而 

又准确的方法。用这种方法，使我们在一 

天之内便得到了满意的检测结果。在转化 

的克隆菌中，检测到80 为阳性克隆。 
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SYNTHESIS AND CLONING OF THE HUMAN GROW TH 

HORMONE RELEASING FACTOR GENE 

Xiong Keyong Jin Ruzhong Hu Kanghong Ding Damin g 

(Wuhan Institute of Virology， ĉ 缸 SiN{ca，Wuhan) 

The human growth hormone releasing factor(hGRF) gene has been 

synthesized an d cloned．Computer programming was applied to the de- 

sign of optimized segments for the synthesis of the hGRF gene using 

preferred codons for expression in E ．coil． sjx segments with length 

ran ging from 39 to 51 nucleofides were synthesized by solid-phase pho— 

sphoramidite method．The entire gene consistin g of 141 base pairs was 

constructed by enzymatic ligation of all synthetic segments and then 

cloned into plasmid vector pUC-19．The positive colonies were confir- 

med by screening of ampicillin resistance，inactive 8-galactosidase，an— 

alys]s by restriction enzymes and dot—blot hybridization． The DNA se- 

quence of the cloned synthetic hGRF gene was proved correct by M 】3 

● 
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dideoxynucleofide chaLa termination m ethod
． 

Key WOr ds 

hGRF~ DNA synthesislgene cloning 

圈 版 说 明 

Exp!anatlon of plate I 

A．8mollLl~童-10 PAGE分析纯亿的寡囊棱苷硅片段 

A~ Ts* of the p仰i缸 d DNA fragments(5 -y~2p labeled)by smol／L ureB_1D PAGE，1．A2 

(50一mar) 2．B2(驰 一m口 ) 3．B1(5卜met) 4．Bs(39一mar) 5．A1(4O—mar) 6．A3(51一mer) 

B．hGRF合虚基 目的P E纯犯 

purificatiog of cogstracted hGRF geⅡe by B％ PAGE．1．Molec．1ar wei曲t standard：pAT 153 

EcoR I—HinI I fragmems 2．Co~xstracted hGRF gmxe band 

C． nlH I相EcoRI爵臼鉴定重组质牲 

Examhmtlon of recombinant plasmlds digested b，BamH I and EcoR I． 

1．Control plasmid pUC一19 2—4l6— 8．Recombinant phsmids No．10，口，8， ，6，3 respectively 

5．MW standard,pAT一155 EcoR I。Hinf I fragments 

D．宣组质粒的酶臼电泳丹析 

0．8 哪 r08e gel electrophores~s 0f the recombinant plasmid digested by restriction elxzymes． 

1，3．pUC+19 digested hy KpnI agd XhoI respectively．2，4．Recombi~ tt plasmid No．B digested 

byKpnI fred】￡b I resp~ctlvely 

E．宣组磺粒与7-3 2P一 P标记撂针点杂空前放射自显影圈 

At2toradlogZ'aphy of dot—blot hybrMizatlo~ of the recombinant yl~mid* with the probes labeled 

Y·32P—ATp． 1 2，3，5．recombina nt pltsmids No．6，7，9，10 respectively．4．Control plasmid pUC·19 

I-I，I．脚 bes．3 P-BI-s2p-q3s，zzp：B3 respectively 

F，G．竟隆的hGRF基目序列丹折的放射 自显影田 

Aatoradiography of DNA sequelxc[ng of the cloned hGRF gene，0sing the fragmem 5 一GT从 AA— 
CGAoGo0 GT-3 l吕primar ． 

Electrophcres[s for 2 h(F)and a．5 h(G' 

维普资讯 http://www.cqvip.com 
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