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IRM鄄2 小鼠是我所培育的近交系小鼠品系，其

突出的生物学特性是具有较强的辐射抗性[1]。根据

mRNA 差异显示分析获得的 21 条表达序列标签

（expressed sequence tags，EST）与已知小鼠基因非

同源[2]，本研究利用 IRM鄄2 小鼠全长 cDNA 文库[3]

测定 cDNA 克隆的序列，通过与 GenBank 进行同

源序列信息比对，分析全长 cDNA 编码蛋白质的性

质，为从分子水平上揭示 IRM鄄2 小鼠抗辐射特性

的本质奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

IRM鄄2 小鼠全长 cDNA 文库[3]由我所构建并保

存。质粒小量提取试剂盒和琼脂糖购自美国

Promega 公司，pDNR鄄lib 载体和 pGM鄄T 载体购自

美国 Invitrogen 公司，21 对引物由上海生工生物工

程技术服务有限公司合成，大肠杆菌 DH5α 购自

北京天根公司，氨苄青霉素、异丙基鄄茁鄄D鄄硫代吡

喃半乳糖苷和 5鄄溴鄄4鄄氯鄄3鄄吲哚鄄茁鄄D鄄半乳糖苷购自

美国 Roche 公司。主要仪器包括美国 Thermo 公司

生产的 PCR 仪，美国 Bio鄄Rad 公司生产的 Gel Doc
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【摘要】 目的 分离和鉴定 IRM鄄2 小鼠辐射抗性相关基因。方法 以 IRM鄄2 小鼠的 21 条表达

序列标签为模板进行 PCR 扩增，从 IRM鄄2 小鼠全长 cDNA 文库中测定 cDNA 克隆的序列，通过与

GenBank 进行同源序列信息比对，对全长 cDNA 编码的蛋白质进行分析。结果 从 IRM鄄2 小鼠全长

cDNA 文库中获得 5 条全长 cDNA 序列，与小鼠已知基因不同源，得到了可能编码蛋白质的氨基酸

序列和蛋白质的理化性质等信息。结论 通过对全长 cDNA 编码的蛋白质进行分析，提示 IRM鄄2 小

鼠体内可能存在目前尚未发现的辐射抗性相关基因。
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1000 凝胶成像仪。

1.2 方法

1.2.1 引物设计及 PCR 扩增

从已构建好的 IRM鄄2 小鼠全长 cDNA 文库混

合甘油菌中抽提质粒，根据已知的 21 条 EST 部分

序列设计 21 对引物。以文库质粒 pDNR鄄lib 为模

板，分别与 pDNR鄄lib 载体上多克隆位点两侧的通

用引物 M13+ 和 M13- 配对进行 PCR 扩增全长。

PCR 扩增的条件为 94 ℃变性 30 s，40℃退火2min，

72℃延伸30 s，共30 个循环。

1.2.2 文库中 cDNA 克隆的序列测定

切胶回收 PCR 产物中长度为 500~1000 bp 的

片段，纯化 PCR 产物，将 PCR 产物连接入 pGM鄄T
载体，并转化感受态大肠杆菌 DH5α，经氨苄青

霉素、异丙基鄄β鄄D鄄硫代吡喃半乳糖苷和 5鄄溴鄄4鄄
氯鄄3鄄吲哚鄄β鄄D鄄半乳糖苷筛选，挑取阳性克隆进行

培养并抽提质粒，使用 pGM鄄T 载体通用引物 T7、

SP6 进行序列测定。

1.2.3 文库中 cDNA 克隆的序列分析

使用 Phred 软件去除低质量序列和屏蔽载体序

列，使用 Phrab 软件进行序列拼接，导出拼接序

列。将拼接序列放入 GenBank 数据库中进行比对，

寻找同源序列信息。对获得的全长 cDNA 克隆进行

序列分析，预测可能编码蛋白质的氨基酸序列及结

构，在 Zepfan 数据库中寻找 cDNA 的隶属家族。

2 结果

2.1 全长 cDNA 编码蛋白质的序列

根据已知的 21 条 EST 序列，以文库质粒

pDNR鄄lib 为模板进行 PCR 扩增全长，通过 PCR 产

物的拼接，获得了 5 条全长 cDNA 序列。经与

GenBank 数据库进行比对，发现其与小鼠已知基因

不同源。经 GenBank 数据库分析，得到可能编码

蛋白质的氨基酸序列如下：

①第1 条全长 cDNA编码蛋白质的氨基酸序列：

MSIMDHSPTTGVVTVIVILIAIAALGALILGCWCYLR

LQRISQSEDEESIVGDGETKEPFLLVQYSAKGPCVE

RKAKLMTPNGPEVHG

②第 2 条全长 cDNA 编码蛋白质的氨基酸序列：

MAAVSVFQPPVGGFSFDNCRRNAVLEA DFAK KGF

KLPKARKTGTTIAGVVYKDGIVLGADTRATEGMVV

ADKNCSKIHFISPNIYCCGAGTAADTDMTTQLISSNL

ELHSLTTGRLPRVVTANRMLKQMLFRYQGYIGAAL

VLGGVDVTGPHLYSIYPHGSTDKLPYVTMGSGSLAA

MAVFEDKFRPDMEEEEAKKLVSEAIAAGIFNDLG S

GSNIDLCVISKSKLDFLRPFSVPNKKGTRLGRYRCEK

GTTAVLTEKVTPLEIEVLEETVQTMDTS

③第 3条全长cDNA编码蛋白质的氨基酸序列：

MTQGVTENKKIQYQDNQTTTGLQFIETRAVLTLRSV

EEMSIGEMAGSYSFFPPPP

④第 4条全长cDNA编码蛋白质的氨基酸序列：

MPLPVQVFNLQGAVEPMQIDVDPQEDPQNAPDVNY

VVENPSLDLEQYAASYSGLMRIERLQFIADHCP TLR

VEALKMALSFVQRTFNVDMYEEIHRKLSEATRSSLR

ELQNAPDAIPESGVEPPALDTAWVEATRKKALLKL

EKLDTDLKNYKGNSIKESIRRGHDDLGDHYLDCG

DLSNALKCYSRARDYCTSAKHVINMCLNVIKVS VY

LQNWSHVLSYVSKAESTPEIAEQRGERDSQTQAILT

KLKCAAGLAELAARKYKQAAKCLLLASFDHCDFPE

LLSPSNVAIYGGLCALATFDRQELQRNVISSSSFKLF

LELEPQVRDIIFKFYESKYASCLKMLDEMKDNLLLD

MYLAPHVRTLYTQIRNRALIQYFSPYVSADMHRMA

AAFNTTVAALEDELTQLILEGLISARVDSHSKILYAR

DVDQRSTTFEKSLLMGKEFQRRAKAMMLRAAVLR

NQIHVKSPPREGSQGELTPANSQSRMSTNM

⑤第 5条全长cDNA编码蛋白质的氨基酸序列：

MAAAVVDPQQSVVMRVANLPLVSSTYDLVSSAYVS

TKDQYPYLRSVCEMAEKGVKTVTSAAMTSALPIIQK

LEPQIAVANTYACKGLDRMEERLPILNQPTSEIVASA

RGAVTGAKDVVTTTMAGAKDSVASTV SGVVDK TK

GAVTGSVERTKSVVNGSINTVLGMVQFMNSGVDNA

ITKSELLVDQYFPLTQEELEMEAKKVEGFDMVQKPS

NYERLESLSTKLCSRAYHQALSRVKEAKQKSQETIS

QLHSTVHLIEFARKNMHSANQKIQGAQDKLYVSWV

EWKRSIGYDDTDESHCVEHIESRTLAIARNLTQQLQ

TTCQTVLVNAQGLPQNIQDQAKHLGVMAGDIYSVF

RNAASFKEVSDGVLTSSKGQLQKMKESLDEVMDYF

VNNTPLNWLVGPFYPQSTEVNKASLKVQQSEVKAQ

2.2 全长 cDNA 编码蛋白质的理化性质

通过 GenBank 数据库预测可能编码蛋白质的

氨基酸序列，得到 5 条全长 cDNA 编码蛋白质的理

化性质信息（表 1）。

2.3 全长 cDNA 的隶属家族

利用 Zepfan 数据库，寻找 5 条全长 cDNA 的

隶属家族，其中，3 号和 4 号 cDNA 在数据库里没

有查到隶属家族（表 2）。
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表 1 IRM鄄2 小鼠 5 条全长 cDNA 编码蛋白质的理化性质

编号

1

2

3

4

5

氨基酸残基数（个）

88

277

55

491

425

等电点

4.99

8.11

4.41

6.73

6.87

相对分子质量

9 497

29 891

6 169

55 536

46 646

氨基酸平均相对分子质量

107.9

107.9

112.2

113.1

109.7

电荷数（pH＝7.0）

-2.0

4.0

-2.0

1.5

1.5

表 2 IRM鄄2 小鼠 5 条全长 cDNA 的隶属家族

编号

1

2

3

4

5

隶属家族

此家族成员含有一个能部分结合到磷脂双分子层的螺旋结构，它与磷脂双分子层表面相互作用，通过结合自由的

连接域参与凋亡的启动

此蛋白酶体是一种新型的细胞内复合物，具有 15 个蛋白水解作用的亚单位。这些亚单位的同类物位于主要组织

相容性复合物的两个转运蛋白之间，通过水解细胞内抗原参与抗原递呈

Zepfan 数据库里未查到

Zepfan 数据库里未查到

属于围脂滴蛋白家族成员，此家族包括脂滴相关蛋白和脂肪分化相关蛋白

3 讨论

cDNA 文库构建是用于基因分离、克隆及筛选

新基因进而开展基因功能研究的基本手段 [4-5]。利

用全长 cDNA 文库不仅能获得完整的目的基因序列

和功能信息，还有利于后期蛋白质表达及功能分

析。基因差异表达分析是研究相关基因功能的重要

手段 [6-7]。本研究通过 mRNA 差异显示获得与已知

小鼠基因非同源的 21 条 EST，从构建的 IRM鄄2 小

鼠全长 cDNA 文库中获得了 5 条全长 cDNA 序列。

经 GenBank 数据库分析，发现与小鼠已知基因不

同源，得到了可能编码的蛋白质的氨基酸序列。通

过 GenBank 数据库预测得到了 5 条全长 cDNA 编

码蛋白质的理化性质，为从分子水平上揭示 IRM鄄2
小鼠抗辐射特性的本质奠定了基础。

物种表现出较强的辐射抗性是极其复杂的生物

学过程，除了与修复功能因素有关外，不排除辐射

抗性基因或抗性相关基因的表达。本研究在利用

Zepfan 数据库寻找 5 条全长 cDNA 的隶属家族时，

发现 3 号和 4 号 cDNA 在数据库里没有查到隶属家

族。提示 IRM鄄2 小鼠体内可能存在目前尚未发现

的辐射抗性相关基因，参与其辐射抗性的形成。通

过对辐射敏感性的研究来探讨辐射损伤及其机制是

放射生物学研究的热点课题[8-9]，辐射抗性相关基

因的发现将对辐射损伤及其修复机制研究提供新的

理论依据。在下一步的研究中，我们将观察小鼠胚

胎成纤维细胞经照射后全长 cDNA 的表达和全长

cDNA 转染对辐射敏感细胞生长的影响，深入探讨全

长cDNA在 IRM鄄2小鼠抗辐射机理中发挥的作用。
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