
国 际 眼科 杂志 2 0 0 9 年 6 月 第 9 卷 第 6 期 Ⅵ^ ^，w ． IJ O ． c D

电话 ：0 2 ％ 8 2 2 4 5 17 2 8 3 0 8 5 6 2 8 电子 信 箱 ：IJ O ． 2 0 0 0 @ 16 3 ． c o m

� 实验论 著 �

L ／m s A ：
一 个 新 的 L IM 同 源 域 基 因 的 克 隆 和 初 步 分 析

陈 曦
‘

， 赵 沐 子
。

， 李建 民
。

， 刘 庆 淮
。

基 金 项 目 ：中国 国家 自然科学 基 金 资助 项 目( N o ． 3 0 0 0 0 0 8 8 )

作者单位 ：

’

( 2 10 0 2 9 ) 中 同 汀 苏 省 南 京 市 ， 南 京 医 科 大 学 第 一 附

属 医 院眼 科 ；
。

( 2 10 0 2 9 ) 巾闰江 苏 省南 京 市 ， 南 京 医 科 大学 细 胞

生 物 学 与 医 学 遗 传学 系

作 者 简介 ：陈曦 ． 女 ， 存 渎硕 士 研 究 t ， 主 要 从 事 跟 底病 的研 究 。

通 讯 作者 ： 刘 庆 淮 ， 男 ， 博士 研 究 生 导师 ， 教 授 ， 主 任 医 师 ， 主 要

从 事 眼 底病 的研 究 ． 1i u q l l @ n j n I IJ ． e c h l ． (
�

11

收 稿 日期 ：2 0 0 9 — 0 4 — 2 7 修 网 f=j 期 ：2 0 0 9 — 0 5 一 15

L i m s A ： m o l e c u l a r c l o n i n g a n d c h a r a c t e r i -

z a t i o n o f a n o v e l s p l i c e v a r i a n t o f t h e L IM

d o m a i n - f a m i ly g e n e

x i C h e n
’

． M u ． Z i Z h a o
!

， J i a n ． M i n L i
!

． Q i n g
� H u a i

L i u
‘

F o u n d a t i o n i t e rn ： N a i l ~) l l a l N a t t u
�

a l S (
' i e m

�

e F o u n d a t i o n ， C h i n a

( N o ． 3 0 0 0 0 0 8 8 )
’

D e p a fl n l e n t o f O p h t h a h n o l o g y ． t h e F i l
’

s I A tt
'

i l i a t e ~l H o s p i t a l o f

N a n j i n g M e d h , a l [ In i ’

f 】r s i l )
’

．
N a n

． j i n g 2 10 0 2 9 ， J i a n g s u P r o v i n c e ，

C h i n a ：
。

D e l l a r t m e n l ( 1r C e l l B i o l o g y LI I ] ( 1 M e d i c a l G e n e t i c s
，

S c h 0 0 1 o f

B a s i c M e d i c a l S c i e n ~
-

t
-

s ． N a n j i n g M e d i c a I U n i v e r s i t y ．
N a n j i n g

2 10 0 2 9 ． J i a n g s u P r o y i l l (
�

P ． C h i t l a

C 0 r r e s p o n d e n c e t o ： Qi n g
— H u a i t a t ] ． I) e I ) a l

。

t m e n t o t
’

O p h t h a h n o l o g y ，

t h e F i r s t A ff i l i a t e d H o s p i t a l o f N m l j in g M e d i t ：a l U n i v e l
‘

s i t y ，
N a n j i n g

2 10 0 2 9 ， J i a n g s t i P l
’

o v h ／c e ，
C h i n a ． 1i u q h @ 11 in l t l ． C ( JU ． 0 11

R e c e i v e ~{ ：2 0 0 9 — 0 4 — 2 7 A (
�

(
-

e 1) t e ( 1 ：2 0 0 9 一 0 5 — 1 5

A b s t r a c t

� A IM - T o c l o n e a n d a n a ly z e t h e d iff e r e n t s p l ic i n g v a r i a n t

o f L i m s g e n e i n r a t ．

� M E T H O D S ： S p l i c i n g v a r i a n t s o f L i m s g e n e w e r e

a m p l if i e d b y R T — P C R f r o m r a t c D N A a n d i ri s e r t e d i n t o

P i n P 0 i n t
” ⋯

X a 一 1 T v e c t o r ． t h e p o s it i o n c lo n e s s e l e c t e d b y

P C R w e r e s e q u e n c e d ．

� R E S U LT S ： L i m s A
， a n o v e l s p l ic i n g v a r ia n t w it h a 1 0 14 b p

o p e n r e a d i n g f r a m e ( O R F ) ，
e n c o d i n g a 3 3 8 一

a m i n o a c id ( A A )

p r o t e i n w a s c lo n e d ．

� C O N C L U S IO N ： C o m p a r a t i v e g e n o m e a n a ly s i s d i s p la y e d

L i ra s A ． a n o v e l v a r i a n t o f L i m s g e n e w a s c o n f i r m e d i n r a t

a n d e s t a b l i s h e d t h e f o u n d a t i o n f o r f u r t h e r t o s t u d y i n g t h e

f u n c t i o n o f L i m s A i n p r o Ilf e r a t iv e v it r e o r e t i n o p a t h y ．

� K E Y VVO R D S ： l i ra s g e n e ： g e n e e x p r e s s i o n ； g e n e s p l i c —

i n g ；p r o l if e r a t iv e v it r e o r e t i n o p a t h y

C h e n X
，

Z M o M Z
，

L i
。IM ．

P I f ，，． L ／m s ．

” t ： Il l ( h e c u l a r c h m i n g a n d

c h a r a c t e r i z a t io n o f
’

a I I ( ) l e J S 1) m P v a r i a n t I ) f t h e IJ M d o m a i n — f a m i l y

g e n e ． h i t ．，Op h ／h a l m o l (G u o i i } a n k e Z a z h i ) 2 0 0 9 ：9 ( 6 ) ：10 3 6 — 1 0 4 0

摘 要

目的 ：克隆 与分 析 大 鼠 不 同剪切 的 L ／m s 基 冈

方 法 ：应用 巢式 R T — P C R
， 以 S D 大 鼠 c D N A 为模板 ， 扩增 L i ra s

基 因 不 同剪切 子 ， 构 入 P i n P o i n t
””

X a — l T 质粒 ， 测 序鉴 定 。

结 果 ：测 序 表 明 克 隆 了新 的 L i ra s 基 【大l变 异 剪切体 曲 ，心 A
，

该变 异 剪 切 体 编 码 区 为 1 0 14 b p ， 编 码 3 3 8 个 氨 基 酸 。

结 论 ：比较 基 因组 学 分 析 湿 示 ， 成 功 地 克 隆 了 一 新 的 大 鼠

L h n s 基 因 剪 切 子 L h n s A
， 为进 一 步 探 索 L i ra s 基 因 在 增 生

性 玻 璃 体 视 网 膜 病 变 中 的 功 能 奠 定 基 础 。

关键 词 ： L i ra s 基 凶 ；基 冈 表 达 ；基 闪 剪切 ；增 生 性 玻 璃 体 视

网 膜 病 变

D O I ： 10 ． 3 9 6 9 ／j ． i s s n ． 16 7 2 — 5 1 2 3 ． 2 0 0 9 ． 0 6 ． 0 0 8

陈 曦 ， 赵 沐 子 ， 李 建 民 ， 等 ． L & Ts A ：
一 个 新 的 L I M 同源 域 基 因 的

克 隆 和 初 步 分 析 ． 同 际 眼 科 杂志 2 0 0 9 ：9 ( 6 ) ：10 3 6 — 10 4 0

0 引 言

增 生 性 玻 璃 体 视 网 膜 病 变 ( p r o l i f e l
‘

a t i v e v i t r e o r e t i n o p a —

t h y ，
P V R ) 是 视 网膜 增 殖 一 类 病 变 的 总 称 ， 常 发 生 于 视 网

膜 脱 离 时 ， 也 发 生 在 视 网 膜 复 位 手 术 后
”

， 是 造 成 牵 拉 性

视 网 膜 脱 离乃 至 失 明 的 重 要 原 凶 ， 常 使 视 网 膜 脱 离 术后 复

发 而 失 败
” 。

， 目前 仍 是 眼 科 临 床 治 疗 的 难 题 之 一

。 其病 理

过 程 实 质 是 以 视 网 膜 色 素 上 皮 ( r e t i n a ／p i g m e n t e p i t h e l i u m ，

R P E ) 细 胞 为 主 的 多种 细 胞 发 生 的 炎 症 反 应 、 异 常增 生 及

其增 殖 膜 的收 缩 牵 拉 。 然 而 ， 关 于 P V R 的 研 究 仍 集 巾在

组 织 学 和 病 理 生 理 学 的 方 面 ， 对 于 P V R 发 生 的 分 子 生 物

学 机 制 仍 不 是 十 分 清 楚 ， 特 别 是 P V R 的 发 生 牵 涉 到 哪 些

基 因 的 表 达 与 调 控 ， 是 目 前 P V R 研 究 的 热 点
。’

。
L f M 结

构域 由两 个 串联 重 复 的 种 问 高 度 保 守 L I M 基 元 组 成
。。

’ “

。

目前 研 究 表 明 ， 含 有 L I M 结 构 域 的 基 因 编 码 的 蛋 白 广 泛

表 达 于 人 体 眼 部 尤 其 是 R P E 细 胞 、 脑 、 肿 瘤 等 多 种 组 织

中 ， 其 功 能 包 括 通 过 激 活 转 录 参 与 细 胞 命 运 的 决 定 ， 通 过

调 节 转 录 来 控 制 细 胞 的 异 常 增 生 ， 参 与 细 胞 骨 架 的 组 织

等
⋯

。 而 R P E 细 胞 的异 常 增 生 、 迁 移 正 是 P V R 的 发 生 、 发

展 的 关 键 环 节
“

， 为进 一 部研究 L i ra s 基 I矧功能与它在 眼部疾

病尤其是 P V R 发生 发展 中的作川 ，我们应 用 巢式 P C R 技术 ， 从

S D 大 鼠睾丸 巾克隆了一 个新 的 L I M 同源盒 ( h o m e o bo x ) 全 长 基

因 ， 命 名 为 L h n s A ( L I M a n d s e n e s c e n t c e l l a n t i g e n — l i k e d o —

I l l a i n s A ) ， 该 基 凶 的 同 源 E S T 在 人 或 小 鼠 的 眼 、 脑 、 肾等组

织 ， 及 多 种 肿 瘤 组 织 中广 泛 表 达 。

1 材 料 和 方 法

1 ． 1 材 料 焦 碳 酸 二 乙 酯 ( D E P C
， 德 圉 S e zw a 公 司 ) ，

P o l y A T t r a c t
—

S e r i e s 9 6 0 0
⋯ ‘

，
m R N A I s o l a t i o n S y s t e m 试 剂 盒 、

逆 转 录酶 ( A M V ) 、 末 端 转 移 酶 ( T d T ) 、
T a q D N A 聚合酶均 购

自美 国 P r o m e g a 公 司 。 E x p a n d
⋯ ‘

L o n g T e m p l a t e P C R S y s t e m
，

( 大 连 T A K A R A 公 司 ) ， J M l 0 9 菌 株 ，
P i n P o i n t

⋯

X a — l T 质 粒

载体 ( 美 国 P r o m e g a 公 司 ) ，
S D 大 鼠 购 自南 京 医 科 大 学 动

物 研 究 中心 。
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1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 引 物 设 计 根 据 在 N C B I 数 据 库 中 的 人 同 源 穿 列

N M
_

0 0 4 9 8 7 和 大 鼠 同 源 序 列 N W
一

0 4 7 6 0 1 设 计 引 物 ， 巢 式

P C R 引 物 由上 海 博 亚 生 物 技 术 有 限 公 司 合 成 ， 外 巢 式 上

游 弓l 物 F 为 ：5
’

一 A C T G A G G C A C A G A C T G A C C c G G 一 3
’

， 下 游

弓I物 R l 为 ：5
’

一 A GA A CC A T TCT CT CT A A T G C
‘

I
’

r r G A T A C A G - 3
’

，

片段 大 小 为 1 15 7 b p ， 内巢 式 上 游 引 物 与 外 巢 式 引 物 F 相

同 ， 下 游 引 物 R 2 为 ：5
’

C A G 3q 3
"

T A A G C A A A A G T A G A T —

G A G G G T G G A 一 3
’

， 片段 大 小 为 i 1 3 0 b p 。

1 ． 2 ． 2 大 鼠 睾 丸 总 R N A 抽 提 按 照 本 实 验 室 改 良 的 组 织

总 R N A 快 速 提 取 方 法 分 别 提 取 两 只 S D 大 鼠 的 睾 丸 组 织

总 R N A
， 取 2 “ L 经 l Om g ／m L 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 观 察 总 R N A

的 完 整 性 ， 并 用 紫 外 分 光 光 度 计 测 定 2 6 0
，

2 8 0 n m 波 长 的 吸

光 度 4 之 值 ， 检 测 总 R N A 的 纯 度 ， 余 下 样 品 保 存 于 一 8 0 cc 冰

箱 内 。

1 。 2 ． 3 反 转 录 扩 增 大 鼠 睾 丸 c D N A 用 2 Ix g m R N A 反 转 录

合 成 单 链 c D N A 。 2 0 “ L 的 反 应 液 含 有 5 0 m m o l ／L K C l
，

3 m m o l ／L M g C l
2 ，

! O m m o l ／L T l
-

i — H C I p H 8 ． 3 ．
1 m m o l／[ 一 D T T

，

5 ~ m o l／L o l i g o d ( T ) 1 7
，

5 0 0 ~ m o l ／I ． d N T P s ，
2 6 U R N A s i n

，

8 U A M V
，

4 2
0

C 反 应 9 0 ra i n
， 反 转 录 合 成 第 一 链 。 反 应 结 束

后 ， 加 R N A a s e H ，
3 7 ℃ 3 0 ra i n 降解 R N A 。

1 ． 2 ． 4 P C R 扩 增 目 的 基 因 用 所 设 计 的 引 物 ， 以 上 述 大

鼠 c D N A 为 模 板 扩 增 特 异 性 片 段 。 P C R 体 系 总 体 积 为

3 0 1, z L ， 含 5 0 m m o l ／L K C l
，

3 m m o l ／L M g C l
2 ，

1 0 m m o l／I ． T r i s —

H C l p H 8 ． 3
，

2 0 0 ~u n o l／L d N T P s
，

0 ． 5 U T a q D N A 聚 合 酶 ，

9 4 qC 预 变 性 5 I n i n
，

9 4
o

C 3 0 s ，
5 2 ℃ 3 0 s ， 7 2 ℃ 4 0 s

， 3 0 个 循 环 ，

7 2 ℃ 延 伸 2 0 m i n 。 用 10 m g ／m L 低 熔 点 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 回

收 和 纯 化 靶 D N A 片 段 ， 根 据 产 物 大 小 ， 收 集 预 测 的 片 段 进

行 第 2 次 P C R 扩 增 ， 退 火 温 度 提 高 到 5 5 ℃
， 其 他 条 件 不

变 ， 获 得 大 鼠 L I M 基 因 全 长 开 放 式 『利渎框 ( O R F ) 。

1 ． 2 ． 5 P C R 产 物 的克 隆和 鉴 定 P C R 扩增 产物 用 直接 T ／A

克 隆 法 克 隆 到 P i n P o i n t
‘”

X a 一 1 T 质 粒 载 体 ， 转 化 大 肠 杆 菌

J M l 0 9 菌 株 ， 在 含 有 氨 苄 青 霉 素 的 平 板 上 3 7 c【=培 养 箱 内培

养 过 夜 。 挑 取 白 色 克 隆 摇 菌 ， 用 引 物 S P 6 和 P i n P o i n t P C R

鉴 定 阳性 克 隆 ， 阳 性 克 隆 抽 提 质 粒 送 上 海 博 亚 公 司 测 序 。

1 ． 2 ． 6 序 列 分 析 用 N C B l 中 的 B l a s t 对 序 列 进 行 同 源 性

分 析 ， 并 与 大 鼠基 凶 组 序 列 比 对 ， 分 析 所 测 定 序 列 的 准 确

性 和 可 靠 性 。

2 结 果

2 ． 1 大 鼠 新 的 L im s 剪 接 变 异 体 L im s A 的 扩 增 以 大 鼠

睾 丸 组 织 c D N A 为模 板 ， 用 设 计 的 外 巢 式 上 下 游 引 物 F ／R 1

经 R T — P C R 扩 增 得 到 一 条 弱 的 l 15 7 b p 片 段 ， 经 琼 脂 糖 凝

胶 电 泳 和 切 胶 纯 化 后 ， 该 片 段 用 内 巢 式 引 物 F ／R 2 做 第 2

次 P C R 扩 增 ， 得 到 一 条 较 强 的 l 1 3 0 b p 的 条 带 ， 其 大 小 与

预 期 相 符 ， 未 发 现 非 特 异 扩 增 条 带 ( 图 1 ) ．．

2 ． 2 L im s A 剪 接 变 异 体 重 组 载 体 的 构 建 和 鉴 定 在 T 4

D N A 连 接 酶 的 作 用 下 ， 将 前 面 克 隆 得 到 的 片 段 插 人 P i n —

P o i n t
。。

。’ 。

X a 一 1 T 质 粒 载 体 中 。 从 平 板 上 挑 取 白 色 克 隆 以

P i n P o i n t
⋯

X a 一 1 T 质 粒 载 体 上 游 的 P i n P o i n t ： 5
’

一 G T —

G A C G C G G T G C A G G G C G 一 3
’

和 下 游 的 S P 6 ： 5
’

一 C A T A C —

G A T F T A G G T G A C A C 一 3
’

引 物 进 行 P C R 鉴 定 。 这 两 个 引

物 到 E c o R V 克 隆 位 点 的 距 离 之 和 为 1 4 4 b p ， 凶 而 重 组 子

克 隆 应 扩 增 约 1 2 7 0 b p 的 片 段 ( 罔 2 ) 。 另 外 ， 随 机 挑 取 3

个 阳 性 克 隆 测 序 ， 发 现 不 同 克 隆 的 碱 基 序 列 一 致 。 此 碱

基 序 列 对 应 的 氨 基 酸 序 列 经 分 析 比 对 证 实 与 L i ra s A 类

似 ， 暂 命 名 为 L i ra s A 。

A

B b p

2 0 0 0

10 0 0

7 5 0

5 0 0

2 5 0

M a l
‘

k e r b p

2 0 0 0

0 0 0

7 5 0

5 0 0

2 5 0

图 1 巢 式 P C R 扩 增 大 鼠 睾 丸 c D N A A ：大 鼠 c D N A 首 次 扩 增

结 果 ， 如 横 线 所 指 ， 其 它 为 非 特 异 性 反 应 ；B ： 大 鼠 e D N A 第 二 次

扩 增 结 果 ， 如 横线 所 指

b p

2 0 0 0

图 2 P C R 鉴 定 L im s A 重 组 克 隆

㈣ 珊 ㈣ 娜 啪
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图 3 L im s A 基 因 碱 基 及 蛋 白质 编 码

图 4 L im s A 基 因 结 构 域 S M A R T 分 析
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图 5 L im s 基 因 不 同 的 变 异 剪 切 子 在 大 鼠 2 0 号 染 色 体 上 结 构 示

意 图 ( 对 应 的 基 因 组 序 列 为 N W _0 0 1 0 8 4 7 9 0 )

2 ． 3 L im s A c D N A 序 列 分 析 与 基 因 结 构 分 析 我 们 克 隆

的 L i ra s A c D N A 全 长 1 】8 6 b p ， 开 放 阅 读 框 为 3 7 ～

1 0 5 0 b p ， 编 码 3 3 8 个 氨 基 酸 ( 同 3 ) 。 其 编 码 的蛋 白质 属 于

L I M 同源 盒 基 因 ， 具 有 典 型 的 L I M 基 因 C — X 2 一 C — X 1 6 — 2 3 一 H —

X 2 ． C — X 2 一 C 结 构 。 与 所 有 的 L I M 一 样 ， 其 I ．I M 同 源 盒 两

侧 的序 列 随 机 变 化 ， 无 同源 性 ， 大 鼠 幽 n s A 与人 的蛋 白同

源性 为 9 9 ％ 。 蛋 闩质 功 能 结 构 分 析 显 示 ，
L i ra s A 具 有 5 个

L I M 结构域 ( 图 4 ) 。 基 因组 结构 B l a s t 分析 显 示 ，
L 抽砖 A 基

因 为单 拷 贝基 闲 ， 有 10 外 显 子 ， 定位 在 大 鼠 2 0 号 染 色 体 ，

对 应 的 基 因 组 序 列 为 N W
—

0 0 10 8 4 7 9
， 基 劂 全 长 约 为

2 2 19 7 b p ( 图 5 ) 。 在 2 0 号 染 色 体 上 ， L i ra s A 与 另 一 L I M

同源 盒 基 冈 L i ra s E 蛋 白共 用 同 一 L I M 决 定 簇 ， 显 示 L I M
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同源 盒 基 因 与 同 源 盒 基 因 A N T P 一 样 ， 可 由 同 一 转 录 单

位 经 不 同剪 切 产 生 功 能 相 异 义 相 关 的特 异 蛋 白 ( 图 5
，

6 ) 。

同 时 ， 这 也 在 一 定 程 度 上 解 释 了 ¨ M 同 源 盒 以 外 的 基 凶

序 列 不 同 的 原 因 。 比较 基 因组 分 析 发 现 ， 相 同的基 因 结 构

也 存在 于 人 的 1 0 号 染 色体 上 ， 并 存 在 相 同 的 转 录 变 异 剪

切 子 。 不 同 的 剪 切 子 主 要 是 蛋 白质 的 N 端 不 同 。

3 讨 论

同源 异 形 基 因 是 指 具 有 共 同 D N A 片 段 的 一 类 基 冈 ，

其 相 同 的 D N A 序 列 叫 同源 盒 基 凶 ， 编 码 的 蛋 白质 叫 同 源

结 构域 蛋 白质 。 通 常 都 是 重 要 的 转 录 涮 节 闪 子 ， 反 式 调

节 细 胞 的 发 育 与 分 化 、 决 定 细 胞 转 移 的 种 类 和 频 率
” ’ ⋯

。

迄 今 已 发 现 1 0 0 多 种 同源 盒 基 【夭l ， 按 其 所 编 码 氨基 酸 序 列

的 差 异 可 分 为 多 个 亚 家 族 ， 其 中 之 一 的 L I M 同 源 盒 基 因

家族 ， 通 过 其 U M 结 构 域 介 导 蛋 白 质 与 蛋 白 质 相 互 作

用
” ㈨

， 可 与 核 内广 泛 分 布 的 L I M 结 构 域结 合蛋 白或 其 他

的转 录 调 节 因子 结 合 ， 启 动 特 异 基 凶 的 转 录 ， 渊 节 生 物 的

发 育和 分 化 ， 参 与广 泛 的病 理 生 理 过 程 ， 并 与肿 瘤 的 形 成

有 关
⋯ 。

。 I ． I M 结 构 域 除 了 在 同 源 异 型 结 构 域 蛋 白中 }}{ 现

外 ， 还 在 其 它 的 蛋 白 中 m 现 ， 于 是 就 将 含 有 I ， I M 结 构 域

的 蛋 白归 为 一 类 ， 称 之 为 L I M 蛋 白 。 大 多 数 的 ¨ M 蛋 白

含有 一 个 以 上 的 L I M 结 构 域 ， 而 且 不 同 物 种 的 同 一 L I M

蛋 白在 进 化 上 非 常保 守 ， 提 示 L I M 结 构 域 在 这 些 蛋 白 中

具 有 特 异 的 重 要 作 用 。 L I M 蛋 白 主 要 分 4 类 ： ( 1 ) 含 有

L I M 结 构 域 和 同 源 异 型 结 构 域 ( H D ) 的 I ． I M 同 源 异 型 结

构 域 蛋 白 ( L H X ) ；( 2 ) 仅 含 L I M 结 构 域 的 单 纯 L I M 蛋 白

( L M O ) ；( 3 ) L I M 激 酶 ；( 4 ) 其 他 L I M 蛋 白
。⋯

。
L H X 蛋 白的
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图 6 大 鼠 ￡『m S A 与 其 不 同 剪 接 子 及 其 同 源 蛋 白序 列 的 比 较

功 能 主 要 是 通 过 激 活 转 录 参 与细 胞 命运 的 决 定 ，
L I M 同 源

盒 基 因 通 过 不 同 的 时 空 表 达 模 式 可 参 与 包 括 视 网 膜 、 前

脑 、 问脑 、 垂 体 和 脊髓 等 多 种 神 经 系统 组 织 的 发 育 分 化 ， 如

将 L h x 2 基 因 敲 除 后 发 现 ， 突 变 后 的 小 鼠 在 E 13 ． 5 期 仍 未

能 形 成 晶状 体 和 视 网 膜
⋯ 。

。 L M O 蛋 白 的 功 能 主 要 是 通 过
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调 节 转 录 来 控 制 细 胞 的 异 常 增 生 ， 如 L M O 4 特 异 性 在 乳

腺 中 分 布 ， 乳 腺 癌 患 者 的 该 基 因 常 常 过 表 达
㈧

。 L I M 激

酶 的 作 用 则 是 参 与 细 胞 骨 架 的 组 织 ， 目 前 研 究 表 明 L I M

K l 在 调 节 细 胞 运 动 和 分 裂 中 发 挥 着 不 可 替 代 的 作 用 ，

同 时 也 可 能 是 引 起 肿 瘤 细 胞 侵 袭 和 转 移 的 关 键 分 子 之

1 0 3 9
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。， 鉴 于 L I M 蛋 白上 述 作 用 ， 含 有 L I M 结 构 域 的 基 因

极 有 可 能 通 过 调 节 转 录 来 控 制 R P E 细 胞 的 异 常 增 生 ，

L I M 激 酶 则 也 可 能 在 R P E 细 胞 的 迁 移 中发 挥 重 要 作 用 ，

从 而 从 分 子 水 平 涮 控 R P E 细 胞 的 行 为 ， 在 P V R 的 发 生

发 展 巾 发 挥 作 用 。

我 们 克 隆 的 大 鼠 L i ra s A 基 凶 是 H M 同源 盒 基 冈 的 又

一 个 成 员 。 L i m s A 是 具 有 H M 功 能 结 域 的 同 源 异 形 蛋

白 ， 主 要 特 征 是 c 一 端 为 L I M 功 能 决 定 簇 ，
N 端 为 特 异 性 结

构域 。 氨 基 酸 序 列 分 析 显 示 ， 在 N 端 与 c 端 可 分 别 形 成

两 个 d 螺 旋 ， 疏 水性 分 析 表 明 ，
N 端 具 有 很 高 的 亲 水 性 ，

可 与 特 定 的 D N A 极 性基 团形 成 D NA 一 蛋 白质水界 面 氢键 ， 通

过 保守 的 C 端 H M 结 构域 调 节 转 录 。 人 与小 鼠 Id m s A 基

冈 特 异 性 E S T B l a s t 分 析 显 示 ， 已 知 的 相 同 E S T 主 要 来 自

人 或 小 鼠 的 眼 、 脑 、 肾等 组 织 、 乳 腺 癌 、 肺 癌 等 肿 瘤 组 织 和

胚 胎 十 细 胞 ， 这 说 明 该 基 因 可 能 在 多 种 组 织 中介导 蛋 白与

蛋 白的 相 互 作 崩 ， 在 细 胞 的 更 新 和 凋 亡 中 起 着 重 要 作

月j
” ’ “ 。

。 同源 的 E S T 在 胸 腺 、 骨 髓 巨 噬 细 胞 及 多 种 癌 组

织 巾 的 表 达 ， 提 示 L i ra s 爿 可 能 与 已 发 现 的 L M O 蛋 白功 能

类 似 ， 通 过 与 其 它 调 控 『大I 子 的 相 互 作 用 ， 调 控 细 胞 增

殖
” 。 ⋯ 。

。 L h n s A 同源 的 E S T 在 眼 部 尤 其 是 R P E 细 胞 中 也

有较 强 表达 ， 这 提 示 其有 可 能 在 R P E 细 胞 的增 殖 、 凋 亡 中发

挥 凋 控 作用 。 而 R P E 细胞 的增 殖 、 凋亡 和 迁 移 正 是 P V R 发

生 发 展 的关 键 环 节 。 我们成功 克隆 了 一 个 新 的 L I M 同源 盒

( h o m e o b o x ) 全 长 基 因 L i ra s A
， 进 一 步 研 究 L i ra s A 基 因 的

表达 和 功 能 ， 不 仅 对揭 示 L i ra s 基 因 的 功 能 ， 也 对 L i n l s 基 因

是 否 参 与眼 部 疾 病 尤 其 P V R 的 发 病 机 制 有 着 重 要 的 理 论

价值 和 临床意 义 ， 为研 究 眼 部 增 生 性 疾 病 的 发 病 机 制 和 基

因治疗 开 辟 一 条新 的途 径 。
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