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摘要!目的 克隆&构建绿色荧光蛋白!R=H"$STH)!9@@0C:92345V:2J5/1023:;5W:;9@35+513<92345W:;9@35)$STH)"表达载体$观

察 STH) 在 !%’ 细胞中表达和定位’ 方法 采用逆转录 H+X!XY$H+X"法从人 N+Z’"# 内皮细胞中扩增 STH)5C[8S
编码区$并将其重组于 R=H 表达载体 /NR=H$+! 中(经酶切&序列鉴定分析后$将该重组质粒通过 [?YSH 脂质体介导$

转染 !%’ 细胞( 荧光显微镜观察 STH) 在细胞内的表达和分布( 结果 R=H$STH) 融合基因表达载体经酶切鉴定和测

序分析确认构建成功$并在 !%’ 细胞中获得了高效表达(荧光显微镜下$在不携带外源基因的空载体 /NR=H$+! 转染的

对照组 !%’ 细胞$绿色荧光均匀分布于整个细胞中#在重组质粒 /NR=H$+!\STH) 转染的 !%’ 细胞$绿色荧光弥散分布

于细胞质内( 结论 成功构建 R=H$STH) 融合基因表达载体并表达于 !%’ 细胞胞质中(

关键词!STH)#绿色荧光蛋白#!%’ 细胞
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从能生物发光的水母 !"#$%&"’ ()*+%&)’ 分离出的

绿色荧光蛋白!R=H"已被广泛的应用于示踪活细胞

内基因表达& 蛋白转运与移位及蛋白与蛋白相互作

用$并通过改造获得了能激发黄&蓝绿&蓝色荧光的改

进型荧光蛋白$已经成为细胞与分子生物学研究中一

种流行的实验工具))*([.9; 等)!*先前利用酵母双杂交

系统和免疫共沉淀技术发现了一种新的 HXG) 结合

蛋 白$ 暂 命 名 为 蛋 白 激 酶 + 相 关 激 酶 ) 相 关 蛋 白

!STH)"( 该蛋白编码 !"& 个氨基酸$在人组织中广

泛的表达$但它的结构+功能特征及在细胞内的定位

与移位并不清楚( 为研究 STH) 的生物学功能$鉴定

与 其 相 互 作 用 的 蛋 白 质 $ 我 们 先 前 已 构 建 了

f:@$STH) 原核表达载体$在大肠杆菌表达并获得相

对分子质量约 ’&U""" 的 STH) 纯化蛋白)’*( 为此$本

实验利用 R=H 这种新型分子探针的活细胞内示踪作

用$ 将一个外源靶基因 STH) 插入到 /NR=H$+! 的

多克隆位点 ]+-$与后者形成融合蛋白$用来对靶蛋

白在细胞内的分布进行定位)#*( 本实验不仅首次报道

了 STH) 蛋白在 !%’ 细胞内的表达与分布$ 而且为

下一步研究 STH) 蛋白的移位&STH) 蛋白与 其 他

蛋白质的相互作用及其在不同细胞类型中的表达和

亚细胞定位异同奠定了基础(
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图 !""#$%&’()!*+,’- 表达载体

的鉴定
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-::材料和方法

-E-:主要材料

克隆载体 #$%&’()!!)2F<@8=G 公司"#大肠杆菌

>CH" 及 人 $)IJKL$!MJ 细 胞 系 均 为 本 室 保 存 #
%26445N20 !ONP56 公司"#>QD+’ 脂质体 !BF=G8 公

司"#小牛血清!CA=2F<8 公司"#>.$.!%N1=F 公司"#
RN6P8<" ’2645NS" .N<N" TN@ !RN6P8< 公 司 "#..3;I"
BD*’)B"TN@$JO" ’2645NS".N<N#78#"TN@" UI874NF<" JE-V "
U上海博彩生物科技公司V#>?+ 聚合酶 D6W$DL">?+
连接酶$限制性内切酶 !"#B!$$%&C! U大连宝生物

公司V#-"01 和 -"01"U#234V">?+".67087"U%N1=F 公司V"#
琼脂糖和 ;X 培养基!;NY8"D8=G<F2FPA 公司"#引物由

大连宝生物公司合成% 其他试剂为国产分析纯%
-E!""方法

-E!E-""细胞培养 人 $)I"JKL 细胞和 !MJ 细胞按常规

在含 -K"Z小牛血清的 >.$. 培养基中培养%
-E!E!""+,’- 的 BD[’)B 克 隆 取 约 -K\ 个 $)IJKL
细胞#按 BD[’)B 试剂盒说明书进行 +,’-"=>?+ 扩

增 % ’)B 扩 增 的 上 游 引 物 为 &H][)"%++DD)"%)D"
)++"%++"+)D"++D")+)"+%)[J]"U含 !"#B!位点V#
下 游 引 物 为 &H][)D"%%+D))"%)+"+D)"DDD"D%%"
+D)"DDD"D)+"))+"+)[J]"U含 $%&C!位点V%’)B 反

应体积为 HK"52#引物浓度为 !H"#5F2*52#扩增参数为

ML"! H"5N<$ML"! !K"4$H\"! !K"4$\!"! ^K:4#JH 个循

环后 \!:!延伸 -K:5N<% 扩增产物行 -EKZ琼脂糖凝胶

电泳分析%
-E!EJ::#$%&’[)!*+,’- 重组质粒的构建 获得相应

的 +,’-:=>?+ 片 段 后# 将 该 片 段 分 别 用 !"#B!
*$%&C!消化#J*-K 体积 -K:5F2*;:?CL+= 与 !EH 倍体

积无水乙醇沉淀回收# 将其克隆在经酶切 !!"#B!
*$%&C!"的 #$%&’[)! 表达质粒!以 ONP56 公 司 的

%26445N20 试剂盒对酶切载体片断进行纯化"中%
-E!EL::感受态细胞制备及重组质粒的转化 将 -KK:#2
冻存于!\K:!的 >CH" 感受态菌解冻后#将 HK:<P 重组

质粒 #$%&’[)!*+,’- 与之充分混合#置冰上 JK:5N<’
转入 L!:!水浴 MK:4#加入 J\:!预温的 ;X:KE_:52#J\:!
轻摇 LH:5N<’接种到含有卡拉霉素!T6<‘"的 ;X 培养

皿中#J\:!过夜%
-E!EH::阳性重组克隆的筛选与鉴定 分别挑取克隆于

H:52:;X!T6<‘"液中培养过夜#用 JO:’2645NS:.N<N#78#:
TN@:!I874NF<:JE-"小量制备质粒% #$%&’[)!*+,’- 重

组质粒用 !"#B!*$%&C!双酶切鉴定% 正确克隆的

酶切片断大小为 ^LK:1#% 以 +,’- 上游引物在本室

以 +Xa 公司的自动测序仪对克隆的片段进行测序分

析%
-E!E^::脂质体真核细胞转染 按 RN6P8<:’2645NS:.N<N:

TN@ 说明书提取重组体 +,’-*#$%&’[)! 后#用无水乙

醇沉淀 - 次% L:!条件下 -J:KKK:7*5N< 高速离心 !K:5N<#
取上清备用% 以 H"-KL*52::!MJ 细胞传代至 ’8@7N 培养

皿%待细胞长至 LKZbHKZ融合时#按罗式诊断公司的

转染试剂说明方法# 取 KEH:5P 重组质粒稀释作为 +
液# 取 J:52:>QD+’ 脂质体入 -K:52:KE!:5F2*;:C8#84
!#C:\EL"混匀后作为 X 液#然后将 + 液加至 X 液充

分 混 匀 # 室 温 放 置 -Kb-H:5N<% 加 -_K:52:无 血 清

>.$. 培 养 基# 混 匀# 将 此 混 合 液 加 至 用 无 血 清

>.$. 培养基轻洗过的培养有细胞的 ’8@7N 培养皿

中央孔中 L:G%吸去质粒 [ 脂质体混合物#换上含 -KZ
血清 >.$. 培养基% 次日再换 - 次培养基% !L:G 后

每隔 -!:G 置于荧光显微镜下观察$拍照%

!::结果

!E-::+,’-:=>?+ 片断的扩增

BD[’)B 产物进行 -:Z琼脂糖电泳#在约 ^KK:1#
处为单一条带!图 -"#跟目的片段大小位置相符%

!E!::重组质粒的鉴定

酶切结果如图 !% #$%&’[)!*+,’- 重组质粒经

!"#B!*$%&C!双酶切鉴定后# 有约 ^KK:1# 的酶切

片段#跟扩增的 +,’- 目的片断大小相符% 测序结果

与 人 的 +,’-: =>?+ 阅 读 框 序 列 !%8<X6<0:
c.dKLLHL_"一致%

.: -

HK^

-:K-_

-:^J^

1#

.: -: !

HK^

-:^J^

1#
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图 !""#$%&’(%) 融合蛋白在 *+! 细胞中的表达
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*M!""#$%&’(%) 融合基因在 *+! 细胞内的表达

用 BMN"?O 重组 PQ’ 转染 *+! 细胞后 *H"J!荧光

显微镜下发现细胞带有绿色荧光! 并且随时间的延

长! 绿色荧光增强" 在用不携带外源基因的空载体

:;#$%&-* 转染的对照组 *+! 细胞!绿色荧光均匀分

布于整个细胞中#而用重组质粒 :;#$%&-*F’(%) 转

染!绿色荧光弥散分布于细胞质内$图 !%&

E’ ---

!""讨论

在 来 自 人 类 RS+ 周 胎 儿 和 鼠 细 胞 期 胚 胎 的

?TQ’ 中发现 ’(%)! 这一事实表明 ’(%) 基因在

哺乳动物形成的早期被表达!可能在人类发育早期扮

演重要的角色& 但在人类 #.4E34U 的 ;VW"82346J 搜

索可见!’(%)"?TQ’ 存在于结肠’子宫’卵巢’黑色

素细胞’耳’大动脉和胚胎中心区 E 细胞" Q>21J.24
分析亦发现!’(%) 在人类心脏’肝’肾’骨骼肌和胎

盘中有较高水平的表达 (*)& 由此推测!’(%) 可能参

与哺乳动物细胞的生长’分裂和分化& 已经发现’(%)
能与信号分子蛋白丝 F 苏氨酸激 %TX) 相互作用 (*)!
提示 ’(%) 蛋白可能参与了信号的传导过程 (N!Y)#并

且在 ’(%) 蛋白中还有很多重要的结构功能域!如

在 其 Q&!-& 末 端 分 别 拥 有 一 个 保 守 的 Z5&’*B
$))S!N%和 Z5&’Q)$)H+S)R+%锌指模体& 锌指结构可

参与转录因子与 PQ’ 结合!调控基因表达([)!并参与

同 其 他 许 多 调 节 蛋 白 分 子 相 互 作 用 (R)& 在 其 蛋 白

!BSHB"区<-V\-]X;^_‘TC有 一 个 磷 酸 化 酪 氨 酸 作

用功能区!可能参与受体酪氨酸激酶介导的细胞信号

传导& 还有 H 个糖基化位点’[ 个酪蛋白激酶a磷酸

化位点等!但没发现 Q 端的信号肽序列’跨膜区’内

质网及膜锚定区(*)& 因此!’(%) 可能是一种重要的

信号蛋白分子&信号蛋白分子如蛋白激酶和蛋白磷酸

化酶等往往受时空精细控制!有着自己的精确亚细胞

定位!并会发生移位现象(+!)B)& 因此!对 ’(%) 在 *+!
细胞中的定位和移位的观察是研究 ’(%) 生物功能

的重要步骤&本实验采用 TW&%-T 从人 ;-\!BH 细胞

中 克 隆 ’(%)"6PQ’"重 组 于 #$% 表 达 载 体:;#$%&"

-*! 经酶切’ 测序鉴定后转染至 *+! 细胞! 以观察

’(%) 蛋白在 *+! 细胞中的表达和亚细胞定位&荧光

显微镜下发现! 在不携带外源基因的空载体 :;#$%&"
-* 转染的对照组 *+! 细胞! 绿色荧光弥散分布于整

个细胞中#在重组质粒 ’(%)F":;#$%&-* 转染的 *+!
细胞!可见绿色荧光弥散分布于细胞质内&

近年来!越来越多的学者认为蛋白质通过核膜的

调节性转运是关键步骤之一 ())S)!)& 因为在真核细胞

中!由于核膜将遗传物质的隔离!通过蛋白在细胞核

和细胞质之间的选择性移位!为基因的表达和其他细

胞反应过程提供了一个很好的调控机制&蛋白在核膜

移位的最重要特征就是蛋白的入核!它依赖一个保守

的 序 列***核 定 位 信 号 ()H)& 这 种 信 号 序 列 能 由

@?:>21@4"! 和 @?:>21@4"" 组成的异二聚体内移受体复

合物所识别()N)& @?:>21@4"! 由一小的 Q& 端 @?:>21@4""
结合区和大的 -& 末端 Q_V 结合区的适配蛋白组成&
由 @?:>21@4!! 直接作用于核定位信号! 而 @?:>21@4""
只起调节 @?:>21@4"! 与 Q_V 作用& 以类似的方式!
@?:>21@4"! 与 @?:>21@4"" 的 相 互 作 用 是 受 小 # 蛋 白

T34 调节()Y!)[)& 通过对 ’(%) 氨基酸序列分析发现!
在 其 蛋 白 氨 基 酸 序 列 中 也 发 现 有 一 个 核 定 位 信 号

$)H*S)HR!%X‘XXQT%& 可以预见!’(%) 生物学功

能的发挥可能会通过细胞亚细胞器间的移位!而实现

与其他蛋白如 %TX) 结合或通过其锌指模体经转录

因 子 与 PQ’ 的 结 合 进 行 信 号 的 传 导 & 因 此 !
:;#$%&-*F’(%) 重 组 表 达 载 体 构 建 和 表 达 的 成 功

为下一步实验提供了一个有力的工具&
$下转 )RB 页%
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