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摘要
!

-3-!

%

-4A/6D 324E0D -/64FD !

!

鼠双微粒体
"!

&

是抑制
GB&

%

肿瘤抑制因子
&

活性的重要分子之一
!

它们之间相

互作用对细胞的生存具有重要功能
'

克隆得到小鼠
6#3 7#38#'#3 -3-! ;HIJ

!

构建其真核表达载体
G&1(KJL"

MNO"P:$"797!

!

QD?FDA6 E02FF/67

验证其在真核细胞中的表达大约为
9+ RH.

的蛋白表达产物
!

间接免疫荧光技术检

测
-3-!

的表达和亚细胞定位
!

-3-!

主要在细胞核内表达
'

利用
GB&

蛋白泛素化试验和
GB&

报告基因活性检测试

验
!

验证了
(KJL"-3-!

的活性
!

构建了
-3-!

调节
GB&

泛素化和抑制
GB&

活性的细胞模型
!

为研究
GB&

活性调控
(
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与
GB&

相互作用等提供了基础和研究手段
'

图
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GB&

%肿瘤抑制因子&是细胞内信号转导网络中最重要的分子' 它在细胞周期调控,

HIJ

损伤修复,

细胞衰老, 细胞凋亡等方面具有重要功能' 是最重要的肿瘤抑制因子*

$

+

(

GB&

作为转录激活因子' 其活性

受到自身修饰的影响' 包括磷酸化, 泛素化, 乙酰化, 甲酰化等 *

!

+

(
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%

-4A/6D 324E0D -/64FD !

' 鼠

双微体基因
"!

&作为其主要的泛素化分子' 主要功能是调节
GB&

的泛素化和抑制
GB&

转录活性(

-3-!

分子是一个调节
GB&

泛素化的
,&

泛素化连接酶*

&

+

( 它是由
$ 'P9 EG

编码的' 由
'T$

个氨基酸残基组成的

蛋白质' 其结构包括
GB&

绑定域, 锌指结构域,

)_IL

结构域, 核定位和核输出序列等不同功能域' 在

调节
GB&

活性方面发挥重要作用*

'

+

(

-3-!

调节
GB&

活性表现在
!

个方面! 一是增加
GB&

蛋白泛素化以减
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少其稳定性! 二是通过与
&'(

绑定抑制转录活性"

'

#

$ 细胞内恒量水平的
&'(

发挥维持细胞稳态的作用% 而

当发生应激时%

&'(

水平明显升高% 细胞为了防止其过分升高% 建立起了一套调节
&'(

活性的精巧机

制% 从而使细胞生存下去%

)*)!

就是这个过程中的主要负性调节因子之一"

$

#

$ 因此% 研究在应激条件下

&'(

的功能% 了解
&'(

活性变化机制% 建立一个
)*)!

抑制
&'(

活性的细胞模型是十分重要的手段之

一$ 本研究拟克隆小鼠
!"# $"%&"'"%

的
$($! +,-.

% 构建重组真核表达载体% 并在哺乳动物细胞中表

达% 验证该蛋白的
/(

连接酶活性和抑制
&'(

活性的能力% 建立
)*)!

抑制
&'(

活性的细胞模型% 为研

究
)*)!

活性&

)*)!

与
&'(

之间的相互作用和
)*)!

对
&'(

活性调节等相关研究提供技术手段$

#

材料和方法

!"!

材料

小鼠
(0(

%

1#!22

细胞株购于中国科学院上海细胞保藏中心$

质粒'

&(345.6!789!:;#

%

&/64<!-#!)'(

由浙江农林大学林业与生物技术学院实验室保存$

常用的酶和试剂'

.89

(

=>?=@ )ABCDE=FGDF?F >?HIF

% 禽骨髓母细胞瘤病毒)反转录酶&

<7J

(

&DCA)BH=FB

+K=?@ HB=+G?D@

% 聚合酶链式反应)扩增用
*+,

酶购自宝生物公司!

C?&DLB+G=)?@B ! %%%

转染试剂购于
M@>?G!

HDNB@

公司!

,8/8

(

,ICEB++D

*

F )D*?L?B* B=NCB B*?I)

)和胎牛血清购于
6?E+D

公司!

/75

(

BOB+GHD+KB)?CI!

)?@BF+B@F

)发光试剂盒和
P7.

(

E?+?@+KD@?@?+ =+?*

) 试剂盒购于
<?BH+B

公司! 质粒
,-.

中提试剂盒购于

-I+CBDED@* .Q

公司!

<HD)BN=

*

F RGB=*A!6CD

J 萤光素酶检测试剂盒购于
<HD)BN=

公司$

各种抗体' 小鼠抗
&'(

单克隆抗体(

,D!#

)% 小鼠抗
)*)!

(

R8<!#$

)% 小鼠抗
45.6

% 小鼠抗
64<

(

NHBB@

LCIDHBF+B@G &HDGB?@

% 绿色荧光蛋白融合单链抗体)% 小鼠抗
!!=+G?@

抗体%

1J<

(

KDHFBH=*?FK &BHD3?*=FB

% 辣

根过氧化物酶)标记的羊抗小鼠
MN6

%

1J<

标记的羊抗兔
MN6

%

04M07

(

LCIDHBF+B?@ ?FDGK?D+A=@=GB

% 异硫氰

酸荧光素)标记的羊抗小鼠
MN6

等抗体购于
R=@G= 7HIS

公司$

其他试剂采用国产分析纯试剂$

!"#

方法

#;!;#

基因克隆及重组质粒的构建 刮取单层培养的小鼠
(0(

细胞样品后% 采用
0H?SDC

试剂盒提取细胞

总核糖核酸(

J-.

)% 利用
DC?N

(

*

)

0

作为反转录引物合成
+,-.

$ 以此
+,-.

为模板% 利用引物(

4DHT=H*

'

'" !0706..0076.06067..0.77..7!("

%

JB>BHFB

'

'" !6766076.770.6006..60..600!("

)进行

<7J

扩增
$($!

基因的全长编码区$

<7J

程序为'

2$# ' )?@

!

2$$ $% F

%

'U $ $% F

%

:! $ !)?@

% 运

行
('

个循环!

:! $ #% )?@

!

#%$ ' )?@

$

<7J

产物分别用
-./0"

和
123"

双酶切后% 与相应的双酶切

&(345.6!789!:;#

载体相连接% 转化大肠埃希菌
-%.4567847+ 8/37 ,1'#

$ 挑取单菌落扩大培养% 然后分

别用菌落
<7J

和质粒酶切鉴定阳性克隆% 并将阳性克隆送去上海英骏生物公司进行
,-.

测序$ 结果表

明' 获得
)*)!

的重组真核表达载体
&(345.6!789!:;#!$($!

$

#;!;!

细胞转染与蛋白免疫印迹
!

VBFGBH@ ECDGG?@N

" 真核表达质粒(

&(345.6!789!:;#!$($!

和
&/64<!

-#!)'(

等)转染细胞' 取质粒
!;% N

和
!;% 5

脂质体在
!%%;% 5

无血清培养基中混匀% 室温作用
!% )?@

!

在六孔板中单层培养的
1#!22

细胞长满后% 去掉培养液%

<PR

(

&KDF&K=GB EILLBH FDCIG?D@

% 磷酸盐缓冲溶

液)洗涤
!

次% 然后% 加入真核表达质粒和脂质体混合液% 在
(: $

培养
$WU K

后更换完全培养基% 继续

培养
!$ K

% 然后按照下面方法收集各种细胞样品$

培养细胞样品的制备' 去掉培养液%

<PR

洗涤
!

次% 然后加
#;% )5 <PR

% 用细胞刮铲刮下细胞% 收

集细胞放入
#;' )5 /<

(

B&D3A B&D3?*B

% 环氧树脂)管中%

$$ ( %%% H

+

)?@

%#离心
' )?@

% 小心去掉上清%

%:% $

保存或进行下一步操作$ 收集的细胞加入适量的裂解液% 冰上裂解
' )?@

% 超声裂解
#W! F

% 煮沸
'

)?@

%

$ $

离心
#% )?@

% 转移上清至新的
/<

管中$ 取
!;% 5

用
P7.

试剂盒测定总蛋白浓度% 加
'&

上样

缓冲溶液煮沸
' )?@

%

$ $

高速离心
#% )?@

% 取上清
%!% $

储存$

R,R!<.6/

(

R,R!&DCA=+HAC=)?*B NBC BCB+!

GHD&KDHBF?F

% 十二烷基硫酸钠
X

聚丙烯酰胺凝胶)电泳和转印' 按照分子克隆实验指南上的方法进行
R,R!

<.6/

% 上样
(%;% $N

+样品%Y

% 同时采用彩色预染蛋白质标记(

)=HOBH

)作为指示$ 电泳完成后% 卸下凝胶

浸泡在转印缓冲液中% 剪下与胶同样大小的
-7

(

@?GHD+BCCICDFB L?CGBH )B)EH=@+B

% 硝酸纤维素膜)膜和滤纸%

在转印缓冲液浸泡
Y'W!% )?@

$ 按照从负极到正极先滤纸,胶,

-7

膜,滤纸安装好三明治夹心后% 放

Y'U
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在全湿转印槽中"

%& '

恒压转印
!() *

# 封闭$ 一抗及二抗处理! 转印完毕后" 取下
+,

膜" 放在
&-.-

/

%

0

!1脱脂乳的
2342

&

5678"9:;;<6<$ 8=>7?< 2@<<?"A-

'溶液&封闭液'中封闭
A *

" 用含有
A.- /

%

0

!1

2@<<?"A-

的

2678

&三羟甲基氨基甲烷'缓冲液&

2342

洗涤缓冲液'洗涤
A

次&

& #7?

%次!1

'# 加入
1 # B ---

稀释的一抗

&小鼠抗
C&D

" 小鼠抗
E0FG

" 小鼠抗
GEH

" 小鼠抗
#$#A

等'"

B $

过夜轻摇振荡# 回收一抗后"

+,

膜

用
2342

洗涤
)

次" 加入带有
IJH

标记的羊抗小鼠二抗 &

1 K 1- ---

稀释'" 室温反应
1 *

"

2342

洗涤
&

次# 显色! 显色利用
L,0

发光试剂盒在暗室中进行# 试剂盒中
F

液和
3

液等体积混合后" 滴在上述
+,

膜上" 轻微摇动混匀
& #7?

" 放入暗盒中" 然后压上
M

光胶片" 根据亮度确定曝光时间# 曝光完成后"

在显影液中显影待条带出现后" 放入定影液中定影
A() #7?

# 胶片洗涤晾干后标记蛋白质标记" 扫描胶

片并进行剪辑# 转印&

6<9>N557?/

'! 上述显完色的膜" 加入
&.- #0

脱膜缓冲液&

6<9>N557?/ 9:;;<6

'或
4567C"

C7?/

缓冲液&

1-- ##N> !"#<6O=C5N"<5*=?N>

"

!-.- /

%

P/

!1

4Q4

"

%!.& ##N> 2678",> CI %.R

'"

&& $

反应
D- #7?

"

2342

洗涤
!

次后" 加入封闭液" 然后按照上述过程" 更换一抗和二抗" 可以进行第
!

次显色#

1.!.D

间接免疫荧光染色 在盖玻片上培养
I1!""

细胞" 转染
!.- /

的质粒
!B *

后" 体积分数为
BS

甲

醛
%

体积分数为
1-S

甲醇&

1 # 1

'混合液固定
)- #7?

"

H34

洗涤
)

次"

)T &

下用体积分数为
1S+HB-

&乙

基苯基聚乙二醇'处理
)- #7?

"

H34

洗涤
)

次"

1--.- /

%

0

!1山羊血清
)T &

封闭
)- #7?

"

H34

洗涤
)

次"

1 % 1--

比例稀释的一抗&小鼠抗
E0FG

抗体'

)T &

孵育
)- #7?

"

H34

洗涤
)

次" 羊抗小鼠
EU2,

标记的二

抗&

1 % &--

'

)T&

孵育
)- #7?

"

234

洗涤
)

次"

QFHU

室温染色
1- #7?

" 封片剂封片" 荧光显微镜下观察目

的蛋白表达和亚细胞定位情况#

1.A.B

荧光素酶活性测定 各种试验质粒&

CLGEH"+1"!&)

"

C)VE0FG",W'T.1""#"!

'和
C&D

荧光素酶报告基

因质粒&

!&D"0:O

'"

J7??=

质粒&

CJ0"2X

'" 采用脂质体方法在
I1!""

细胞上进行共转染"

!B *

后收集细

胞样品" 然后按照
H6N#</=

公司双荧光素酶报告系统检测试剂盒的方法" 在
WN$:>:8

多功能检测仪上检

测
C&D

的相对荧光素酶活性" 对获得数据进行
$

检验等统计分析#

!

结果与分析

!"#

小鼠
"#"!

基因的克隆

由于在小鼠
D2D

细胞中"

"#"!

的
#J+F

表达很多" 所以本试验以该细胞为材料" 提

取其总
J+F

" 反转录为
OQ+F

" 再以
OQ+F

为

模板" 以
1.1.1

中的引物"

H,J

扩增获得大约

1 &-- 9C

的片段&图
1

'" 以
%&"'!

和
(&)!

双

酶切" 把片段亚克隆到
CDVE0FG",W'"T.1

真

核表达载体上" 酶切和测序结果表明! 重组

真核表达质粒
CDVE0FG",W'"T.1""#"!

构建

成功&图
1

'# 所得序列经过
+,3U

&美国国家生

物技术信息中心'上的
3>=85

软件比对" 结果

表明 ! 本实验所得到
"#"!

核苷酸序列与

+,3U

公布的小鼠
"#"!

序列 &

+WY-1-TR%

'

1--S

同源#

!"!

小鼠
$%$!

蛋白真核表达

重组真核表达质粒
CDVE0FG",W'T.1""#"*

和
CLGEH"+1"!&D

转染
I1!""

细胞" 采用蛋白免疫印迹

&

Z<85<6? 9>N557?/

'和间接免疫荧光方法检测
#$#!

的表达和亚细胞定位" 分别采用
E0FG"[<O5N6

&

CDV"

E0FG",W'"T.1

'"

GEH"[<O5N6

&

CLGEH"+1

'作为阴性对照" 空载体
E0FG"[<O5N6

表达的
E0FG

片段太小无法

检测到" 而
GLH"[<O5N6

能表达大约
!T PQ=

蛋白# 实验结果表明! 在
Z<85<6?"9>N557?/

试验中 " 用抗

E0FG

抗体检测
E0FG"#$#!

" 在发现大约
%- PQ=

有一条特异条带&图
!

'" 抗
C&D

&

QN"1

'抗体检测
GEH"

C&D

" 发现一条大约
R- PQ=

处的特异性条带 &

GEH'C&D

大小为
T" PQ=

'# 本试验以
GEH"C&D

蛋白表达作

为对照"

#$#!

蛋白大小与文献报道基本一致(

D

)

# 间接免疫荧光检测中" 利用小鼠抗
E0FG

抗体为一抗检

图
1

重组表达质粒
CDVE0FG",W'T.1""#"!

的构建

E7/:6< 1 ,N?856:O57N? N; 6<ON#97?=?5 C>=8#7$ CDVE0FG",W'T.1""#"!

..

1&T
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年
$

月
!%

日

测
&'()!*+*!

表达和定位!

,(-.

染细胞核" 结

果表明#

*+*!

主要在细胞核中表达$图
/

%&

*+*!

蛋白具有核定位序列! 这种细胞核定位可能与其

绑定和调节
01/

活性的生理功能密切相关&

!"#

小鼠
$%$!

蛋白提高
&'#

泛素化水平

*+*!

作为
2/

连接酶! 其主要功能体现在促

进
01/

蛋白的泛素化! 从而促进
01/

的降解! 所

以
01/

泛素化水平变化是衡量
*+*!

活性的重要

手段& 本试验把
0/3&'()!456!78#!!"!!

和
02)&-!

9#!#1/

质粒按照一定量的比例转染
:#!;;

细胞!

转染
< =

后添加泛素化酶抑制剂
5)#/!

$

#%8%

>

'

*'

"?

%!

?< =

后收集细胞样品! 以小鼠抗
01/

(

,@!?

%抗体为一抗!

ABCDBEF GH@DDIF>

检测
01/

泛

素化水平& 结果表明# 在阴性对照中!

01/

泛素

化水平几乎没有变化! 这可能与
*+*!

在正常细

胞中表达量低有关! 而转染表达
*+*!

细胞中!

不但
*+*!

表达量较大!

01/

的泛素化水平也得

到提高(图
$

%& 并且随着
*+*!

表达量的增加!

01/

泛素化水平逐步增加 ! 表明
01/

的泛素化对

*+*!

的表达水平表现出一定的依赖性&

!"(

小鼠
$%$!

蛋白抑制
&'#

转录活性

*+*!

的另一功能是抑制
01/

蛋白的转录活性! 那么采用
01/

报告基因系统可以检测
*+*!

调节

01/

活性的变化! 从而判断
*+*!

是否具有活性& 本试验把
&'()!JBKD@E

(

0/3&'()!456!78?

%!

)&-!JBKD@E

(

02)&-!9?

%!

02)&-!9?!#1/

!

0/3&'()!45678?!!"!!

!

01/!'LK

和内参质粒
0M'!NO

按照一定比例转染

:#!;;

细胞! 收集细胞样品后! 利用
-E@*B>P

公司的试剂盒检测
01/

的相对转录活性! 结果表明在无

*+*!

表达时!

01/

蛋白的转录活性较高! 在有
*+*!

蛋白表达时!

01/

的转录活性较低(图
1

%! 验证了

*+*!

对
01/

转录活性的抑制作用& 因此! 也证明我们克隆表达的鼠
*+*!

具有完整的生物学功能! 建

立了
*+*!

蛋白抑制
01/

活性的细胞模型&

/

讨论

*+*!

在细胞稳态调节中发挥重要作用! 正是它的负向调节作用! 控制了
01/

活性过高而损伤细

胞& 在人类肿瘤疾病中!

7Q

是由于
*+*!

的过表达造成的! 而且在
!"!!

启动子的
/%;

位
R9-

(

CIF>HB!

图
! ABCDBEF GH@DDIF>

检测
&'()!*+*!

的表达

&I>LEB ! 230EBCCI@F @S EBK@*GIFPFD 0E@DBIF &'()!*+*! +BDBKDB+

GT ABCDBEF GH@DDIF>

图
/

间接免疫荧光检测
&'()!*+*!

的表达和亚细胞定位

&I>LEB / RLGKBHHLHPE H@KPHIUPDI@F PF+ B30EBCCI@F @S &'()!*+*! IF+IKPDB+ GT IF+IEBKD I**LF@SHL@EBCKBFKB

?1<



第
!"

卷第
!

期

#$%&'()*+' ,(&-.(/,0*1.

!能导致
!"!!

转录水平增加" 从

而导致该人群患肿瘤的几率增加 #

2

$

%

,34

蛋白作为转录因

子又能促进
!"!!

的转录和表达" 形成一个负反馈调节

环#

5

$

% 外界因素刺激机体或细胞可以改变它们之间的这种

调节机制" 打破该平衡之后果就是导致肿瘤的发生或疾病

的蔓延与恶化 #

6

$

% 因此"

.+.7

可以作为肿瘤治疗的靶标"

8$)&*# 49

#

"

$

"

:;<"6

#

=>

$是与
.+.7

结合的小分子" 能够干扰

,?@

和
.+.7

之间的相互作用" 具有治疗肿瘤疾病潜在药

物的可能% 病原微生物也能打破这种平衡" 从而使其能够逃

逸机体的先天性免疫机能% 如呼吸道合胞病毒 #

==

$

& 人巨细胞

病毒#

=7

$

& 流感病毒#

=4

$等病毒能通过干扰
.+.7

和
,34

之间

的相互作用调节
,34

活性" 使
,34

的活性增加" 进而使病

毒复制免受机体先天性免疫机制的影响%

本研究从小鼠的
4A4

细胞中克隆了小鼠
!"!7 %B8C

"

并把该基因编码区亚克隆到真核表达质粒上 " 使重组

D;CE!.+.7

蛋白在哺乳动物细胞中得以表达" 利用间接

免疫荧光的方法观测了重组蛋白的亚定位" 发现
.+.7

主

要定位在细胞核内" 这可能与其参与
,3@

活性调节的功能

密切相关%

.+.7

的活性主要体现在提高
,3@

泛素化水平

和抑制
,3@

转录活性 #

3

$

% 本研究使
.+.7

和
,3@

共表达" 通过检测
,3@

的泛素化水平" 发现
.+.7

能明

显提高
,3@

泛素化水平" 两者之间具有一定的剂量依赖性% 本文还利用报告基因系统验证了
.+.7

抑制

,3@

相对荧光素酶活性" 从而证明本实验成功构建了
.+.7

抑制
,3@

活性的细胞模型% 此模型" 将为进

一步研究
.+.7

活性和功能&

.+.7

与
,3@

相互作用&

,3@

活性位点突变等与
,3@

活性调节的研究提供

了工具" 同时也为今后研究微生物因子干扰
.+.7

和
,3@

相互作用" 逃逸
,3@

的抗病毒作用#

=F

$和机体先

天性免疫#

=3

$相关研究提供了技术手段" 为今后开展抗肿瘤药物筛选& 病毒致病机理等研究提供基础%
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