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有关果蝇 zip 基因突变株的一些探讨

俞慧

(中国科学院上海细胞生物学研究所 200032) 

赵.tt标

在果娓晚期神经发生中 ， zjp 基因参与了 神经元

的正常发生及神经纤维束化的建 立和 维 持[1). zip 

RNA 原位杂交显示 zip 基因只在 中枢神经系统中表

达IZdI，抗 zip 蛋白抗体对完整果蝇胚胎的标记也表明

zip 蛋白主要分布在中枢神经系统中的某些神经元细胞

上和来自中枢神经系统的侧神经纤维束的某些神经纤

维上川。纯合的 zip 突变胚胎则清晰地 表现出神经系

统的异常， ZipID16 和 ZipII 1'107 是经 EMS 点突变诱导

后获得的两个不同的 zip 等位突变基因 ， 虽然 RNA 原

位杂交表明在中枢神经系统仍存在相应的转录物， 但

在突变体胚胎中可以观察到脑组织的异常增生和 侧神

经纤维的异常束化， 以及作为次级效应的外壳表型的

改变， 其中 ZipID16 的突变效应更强一些仕"1 .

根据初步的结构分析， zip 基因产物是一个膜上

整合糖蛋白， 可能作为神经细胞的识别或粘着分子参

与神经系统的发生。 zip 蛋白除了通常的起始部分的

20 个氨基酸的信号肤以外，主要的结构域包括五个可

能的糖基化位点，两个 α-螺旋区， 一个囱 25 个疏水

氨基酸组成的跨膜区和一个苏氨酸-丝氨 酸重 复区，

另外还有可能构成一个二疏键的两个半脱氨酸II I - 如

果这些功能域发生了突变， 很可能会导致该基因功能

的改变或丧失，尤其是其中的糖基化位点， 因往往与

细胞的分子识别有关而尤为关键[61. 那 么 突 变体

ZipID16 和 ZipIIF'107 的点突变位点会不会就位于这些结

构域中呢? 为此 ， 在本实验中我们利用 PCR 方法对这

两个 zip 突变基因除信号』太以外包括其他所 有结构域

的序列部分进行了扩增， 扩增片段在克隆后测序， 并

与野生型的序列进行比较，以期对 zip ~吉因结 构和功

能的相互关系作一些探讨。

试剂 DNA 高温聚合 酶为复旦大学产品，

Sequenase 测序试剂盒为美 国 USB 公司产品J [α-

32P]dATP OOμCi/μ1)为英国 Amershan 公 司 产 品，

限制性核酸内切酶 EcoR I 、 Sal I 、 BamHI 均购自

华美公司J Xho I 为美国 Promega 公司产品， 其他限

制性核酸内切酶和 T4 DNA 连接酶为德国 Boehrin­

事er Mannheim 公司产品，其余均为进 口分装或国产

分析纯产品.

PCR 事'"的合成 由本所 DNA合成室进行合

成。

突蛮株果蝇总 DNA 的收集和纯化 ZipID16 和

Zipl Ilfl07 均为纯 合致死。 使突变株果蝇 ZipID16、

ZipIIl!'107 在涂布适量鲜酵母的琼脂 ( 3 %)廉糖(10%)板

上产卵， 室温放置 24 小时后收集死胚胎。 100 阳胚

胎用 。 .2'$ ml 匀浆液 ( 0 . 1 mol/L NaCl, 0.03 mol/L 

pH8.0 的 Tris ， 0. 01 mol/L EDTA, 0.01 mol/L 的

就基乙醇. 0.5 % TritonX-100)匀浆，再用等体积的

匀浆液洗一次。 加 30μ1 10 %SDS , 9μ1 Proteinase 

K (1 0 mg/ml)在 6 5 "C反应 1 小时。用等体积的盼/氯

仿(1:1)萃取二至三次， 氯仿/异成薛(24: 1)再萃取一

次，力日 90μ1 8 mol/ L KAc后冰浴放置 30 分钟。

] 0000 rpm 离心 10 分钟， 取上请加等体和、无水乙E享沉

淀。 沉淀的 DNA 溶于 75μ，1 TE 溶液，加 1μ1 RNase 

AOO mg/ml) ， 混匀后 37 "C反应 2 小时。盼/氯仿和

主L仿/异成醇同上萃取， 上清液加 1/10 体积的 3 mol/ 

L NaAc， 等体积的异丙醇沉淀。最后纯化的 DNA 溶

于 So I-IITE 溶液。

PCR 扩地 zip 突变基因 100μ1 反应体系含 20

μ1 5 x 反应缓冲液， 10 1-41 2 mmol/L dNTP，各为100

pmol 的两种引物 ， 2 陆基因组 DNA 模板， 1 μ1 FD 

聚合酶(2 u/μ1 ) ， 上瞿 80μ1 液体石蜡。反应条件头3 :

94 "c变性 1 分钟 ， 55"c退火 1 分钟 ， 70 "C延伸 2 分钟，

1 5 个循环后追加 1 川 FD 聚合酶，再进行 15 个循环，

最后 70 "C保温 5 分钟。

PCR 扩jf片段的克隆 上述扩增片段经纯化后

利用与 PCR 引物 5' 端或引物内侧的限制性位点相应

的内切酶酶解， 和经相同酶解处理的 pBluescript 载体

于 14 "C连接过夜， 转化至 JM 101 宿主细胞， 涂布在

含 X-gal 和 IPTG 的 LB-Amp 平板上。过夜培养后，

·比项研究由上海生命科学联合开放实验室资
助。 本工作曾得到吴亚兰等同志的热情帮助 ， 宋秋宝
老师对本文的撰写提出了宝贵意见， 特表谢意.
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挑取呈白色的重组克隆， 参照 Sambrook 等的方法纯

化出质粒 DNA(71. 取 0 . 5-1 吨 质粒 DNA 用适当内

切酶酶解后 0 .8 % agarose 也泳鉴定。

序列分析 选用不同的内切酶对含有 PCR 扩

增片段的亚细质粒进行酶解， 也泳纯化出各相应片

段 ， 与经同样酶解的 M13 RF DNA 载体连接， 转化

JM 101 宿主细胞。参照 USB 推荐的方法， 从重组体

上泊中抽提 ssDNA 作为模板， 用 Sanger 法进行 DNA

序列测定 (8 1 。

结果和讨论 根据野生型 Zlp 基因的 cDNA 序

列 ， 设计了两对相互交义的 PCR 引物。 1 号引物 P

位于信号肤之后， 第一个可能的糖垫化位点之前 z 和 1

它对应的引物 P， 位于该基因的中部， 这一扩增片段

长为 7 5 0 bp。 第二对引物中的前一个引物 P3 位于 P2

之前， 后一个引物 巳 则在终止密码之后，扩增片段

长是 1070 bp。

P t 5' - AAAGCTT AGGCCTTCTCCTGGTCCTT -3 ' 26 m er 
H i n <1 1II -了""t'n一1

P 2 5' 一 GAAGCTTCCTAGTAACTACG - 3' 20 mer 
古寸~I I

P3 5' 一 G CGAATTCATCGAAGCCGAACGTGAGAAGT -3' 30 mer 
)'~ co l{ 1 

P , 5' 一 GCGTCGACGGGTACAACAGGTACAACAA -3 ' 28 mer 
-Fτ-l--I-

对 Zip I !l 1 6、 ZipIl F川 两个突变株的 PCR 扩增反应

都获得 [fO(期大小的片段。 这些扩增片段的测序分析

结果表明 2 在第 1224 号碱基位 置有 一 个 A-+-T 的转

换，核对该框， 这一议变正好是对应于第 32 1 号氮基

酸一精氨峻的第二位密码子位置， 由于遗传密码的简

并性， 这 -A-+-T 的转换并未造成其编码的氨基酸的

改变， 这是一个沉默突变。而且 ZipID1 6、 ZipIIF川 两

个突变株都有， 所以估计在这一核音酸位置上两个突

变株与野生型 Zlp 基因的不同为种群间的差异， 而非

我们寻找的点突变位点。除此之外， 在两个突变株的

所拟IJ序列 Ijt 部没有发现其他的碱基变化， 故而这两个

突变株的};I，~灾变位点都不在测定序列内 ， 显然它们的

突变效应不是出这些功能结构域的改变而引起的， 至

少和糖基化作用无关。因此 ， 可能的点突变位点或者

是在结构基因的信号肤部分， 或者是在结构基因以外

的调控氏。一般地说， 在调控区域和信号1lÅ部分发生

的突变是有一泣的宽容度的(9 ，川 ， 对点突变来说应该

更是如此。但在本实验所用的两个突变株中 ， 都可能

是由在这些问域的一个碱毕变化引起了强烈的突变效

应， 这显然是一个很令人感兴趣的现象。因此 F一步

的实验将针付 ZipT口气 Zi pHVI 07 的信号!Jk部分和突变

基因的调控μrr;列进行分析，并结合抗 zip 蛋白抗体

对突变胚胎的整体标记，观察突变体胚胎中 Zlp 蛋白

的分布情况， 从而确定点突变位点及其造成的功能变

化，为进一步了解 zip 毕因的结构和功能关系 提供依

据。

摘 要

本文利用 PCR 技术对两个果蝇突变株 ZipTD16 、

ZipIU'川 的突变 zip 基因的主要结构域部分进行了扩

增， 并在克隆后作序歹Ij分析。 排除了突变发生在这些

区域的可能性， 表明可能的突变位点 : 一是位于信号

l汰部分， 二是处于调控以。 提示在这间个区域可能有

关键性的单个氨基酸或单个碱基位置的存在 。

关键词 : 果蝇 zi p 基因 突变 株 P CR 
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GENES MUTANT ZIP MOLECULAR ANALYSIS OF TWO 

DROSOPHLIA 

Yu Hui Zhao De-biao 
(Shanghai Jnstitute 01 Cell Biology , Chinese Acedemy 01 Sciences) 

IN 

ABSTRACT 

By the PCR method, the main domains of two mutants of Drosophila zip gene (ZipID16 and 
ZipIIF107) have b巳en amplified and cloned for DNA sequencing. The results showed that no 
expected mutant site was found within the amplif ied DNA fragments. indicating that the po­
ssible spot-mutant site may be located in either the signal peptide part or the regulation regi­
ons. Thus. there wi1l be some single key animo acid or important base site in these two re­
~ions . 

Key words: Drosophi la PCR mothed Mutant zip gene 
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