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【摘) 要】目的：构建带有 1.+L 标签的人 ;<= 基因真核表达载

体，并检测其在真核细胞中的表达9 方法：以含有人全长 ;<=
EFS6 的质粒 G>NT6;<= 为模板，采用 U/V 方法扩增 EW. 基因，

并在其 S#末端带上含 $’ WG 的 1.+L 标签，克隆到 GX>J#: ;+HC
载体并测序，再亚克隆至真核表达载体 GEFS6(Y !（ Z ），酶切

鉴定正确后采用脂质体法瞬时转染 /[5#% 细胞，\;H@;23 W.-@
检测 1.+L#;<= 在细胞中的表达9 结果：测序证实以 G>NT6;<=

为模板获得的 1.+L#;<= 融合基因的序列以及读框全部正确；重

组质粒 GEFS6(Y !（ Z ）#1.+L#;<= 经酶切后产生与理论预期长度

相符的片段；脂质体法转染 /[5#% 后检测到预期目的蛋白的

表达9 结论：成功构建了 S#末端带 1.+L 标签的 ;<= 真核表达载

体，并使其在真核细胞 /[5#% 中表达9
【关键词】;<=；聚合酶链反应；克隆，分子；基因表达
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GH 引言

/W.（E+H0@+H 8#.03;+L; .CAGD-A+，简称 /W.）是一

类广泛分布的细胞内蛋白，在哺乳类中有 /W.、/W.#W
和 /W.#( ( 种9 /W. 分子中含有多个不同的结构域，可

以介导与不同的细胞内分子结合，在细胞活化过程中

可作为接头分子或支架分子参与信号转导；同时该分

子中的 VRSX 结构域能够与泛素结合酶 >$ 结合，作

为泛素连接酶 >( 促进其结合的靶分子发生泛素化

^ 蛋白酶体降解，因此参与细胞内信号转导的负调控

机制［!］9 近年来的研究表明，突变的 /W. 可成为癌基

因［$］；而许多肿瘤细胞内与增殖有关的分子（ 如受体

型蛋白酪氨酸激酶，V:_）发生突变后则不再受 /W.
的负调控［(］9 我们成功构建了 S ^ 末端融合有 1.+L 标

签的 ;<= 基因的真核表达载体，并采用脂质体法转染

培养的 /[5#% 细胞，检测其是否正确表达，为进一步

研究 EW. 对肿瘤细胞生长的影响奠定基础9

IH 材料和方法

IJ IH 材料 H 大肠杆菌菌株 FT<!、GEFS6(Y !（ Z ）真

核表达载体、/[5#% 细胞由本室保存；含人全长 ;<=
EFS6 的质粒由美国 *+ ,-..+ 变态反应与免疫学研究

所保 存；GX>J#: ;+HC 购 自 U2-A;L+ 公 司；MS:U、

M6:U、GC2-W;H@ 高保真聚合酶、各种限制性内切酶、:’
连接酶、F*$""" FS6 J+2‘;2 购自 :+‘+2+ 公司；!=’"
培养基购自 X0W0E- 公司；*0G-1;E@+A03;:J$""" 购自 03#
O0@2-L;3 公司；抗 1.+L J$ A6W 和抗 6/:RS 抗体、TVU
标记的羊抗鼠、兔第二抗体分别购自 50LA+ 公司和博

士德公司；\;H@;23 W.-@ 所用发光底物为 G0;2E; 公司

产品；用于 U/V 反应的引物由上海生物工程公司合

成；质粒提取和 FS6 回收试剂盒由杭州维特洁公司

提供9
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!" #$ 方法

!" #" ! $ 引 物 设 计 $ 上 游 引 物 序 列：%&’(() *++
*)( (*+ )*+ **( (*+ (*+ (*) (*+ **( *)(
(++ ((+ **+ ()( **( **( *(+’,&，其 中 (()
*++ 为 !"#- 酶切位点. 下划线部分为编码 /012 标签

的核苷酸序列；下游引物序列：%&’ +)+ (*( +)*
(() *(+ )*+ *)( ((+ *(( *(* *(* **) (( ’
,&，其中 +)+ (*( 为 $%&- 酶切位点.
!" #" #$ 3+4 扩增 /012’’() 基因及产物修饰$ 在 #% 反

应体 系 中 加 入 #" % !5 !6 7 反 应 缓 冲 液，#" 6 !5
89)3，:;<=*’() 质粒模板 !" 6 !5，上下游引物各 !" 6
!5，:>?@ABCD 高保真酶 6" #% !5，补水至 #% !5. 扩增

条件为 EFG % HIJ，EFG F% C，K#G ! HIJ，L#G #
HIJ，,% M>M0BC. 扩增产物用 !6 2 N 5 琼脂糖凝胶电泳进

行分离；回收后溶于 ,% !5 去离子水中，并进行加

“*”反应：%6 !5 反应体系中加入 % !5 !6 7 反应缓

冲液，F !5 8*)3，, !5 O2+0#，扩增产物 ,6 !5，?*+,
酶 6" % !5，补水至 %6 !5，L#G F6 HIJ.
!" #" ,$ 3+4 产物克隆及序列测定$ 上述加“*”后的

3+4 产物回收，回收片段克隆到 :(;O’) B1C> 载体，

转化大肠杆菌 P=%" 感受态细胞，挑选阳性克隆进行

酶切鉴定及测序.
!" #" F$ :MP9*," !（ Q ）’/012’’() 真核表达载体的构建

$ 用 -.)- 先将 :(;O’) B1C> 酶切成小片段，因 /012’
’() 内部无 -.)- 酶切位点，故包含在酶切后产生的最

大片段内，将该片段回收后再用 !"## N $%&#将 /012’
’() 切出，插入 :MP9*," !（ Q ）真核表达载体中，构建

出重组表达载体 :MP9*," !（ Q ）’/012’’().
!" #" %$ 基因转染$ +RS’L 细胞在含 !66 H5 N 5 新生

小牛血清的 !KF6 培养基中，于 ,LG，%6 H5 N 5 +R# 饱

和湿度下培养，T6U 汇合时按照 5I:@/BMD1HIJB)O#666
说明书进行空质粒和重组表达质粒的转染.
!" #" K$ VBCDB?J A0@D 检测转染后细胞中转入基因的

表达$ 分别于转染后 #F，FT W 收细胞并裂解细胞内

总蛋白，取 #6 !2 处理后的蛋白样品进行 SPS’3*(;
电泳并电转移至 9+ 膜，% 2 N 5 脱脂奶封闭 ! W，分别

与适当稀释后的一抗孵育 ! W、3XS) 洗膜，然后与

!Y F666二抗孵育 ! W，3XS) 洗膜后加入发光底物孵育

! HIJ，暗室中用 Z 光片曝光，显影，定影.

#$ 结果

#" !$ 人 !"# 基因的克隆及序列测定$ 用 3+4 技术以

:;<=*’() 质粒为模板扩增得到 #L,L A: 片段（<I2
!），加“*”后 克 隆 到 :(;O’) B1C> 载 体 中，/’&4- N
$%&- 酶切鉴定，琼脂糖凝胶电泳显示切出大小 为

F%6、!!E6 和 ,666 A: 的几种片段（<I2 #），表明系阳

性克隆，测序结果表明，所克隆的人 ’() 基因序列以

及 /012’’() 融合基因的读框完全正确.

!：3+4 :?@8[MD @/ /012’MA!（#L,L A:）；O：O1?\B?.

$ $ $ $ <I2 !$ 3+4 1J10>CIC @/ /012’W[H1J ’()
$ $ $ $ 图 !$ 人 ’() 基因 3+4 扩增产物的鉴定

!：:(;O’) B1C>’/012’’() 8I2BCDB8 A> /’&4- 1J8 $%&-；O：O1?\B?.

<I2 #$ -8BJDI/IM1DI@J @/ ?BM@HAIJ1JD :(;O’) B1C>’/012’’()
图 # :(;O’) B1C>’/012’’() 重组质粒的酶切鉴定

#" #$ 真核表达载体 %&’()*" !（ + ）,-./0,!"# 的构建

$ 利用酶切后产生的载体和片段之间互补的黏性末

端进行亚克隆. 构建成功的 :(;O’) B1C> ’/012’’() 先

用 -.)# 将 :(;O’) B1C> 酶切成小片段，而 /012’’()
内部无 -.)#酶切位点，包含在最大片段内，将该片

段回收后再用 !"#- N $%&#双酶切将 /012’’() 切出，插

入 :MP9*," !（ Q ）真核表达载体. !"## N $%&#双酶

切和 /’&4# N $%&#双酶切鉴定均表 明 :MP9*," !
（ Q ）’/012’’() 表达载体构建成功（<I2 ,）.
#" * $ 真 核 表 达 载 体 %&’()*" !（ + ）,-./0,!"# 在

123,4 细胞中的表达$ 构建成功的 :MP9*," !（ Q ）’
/012’’() 和空质粒 :MP9*," !（ Q ）分别瞬时转染+RS’L
细胞，转染后 #F W 和 FT W 1JDI’/012 抗体均检测到 /012’
’() 在蛋白水平的表达，0? 约为 !#6 7 !6,；而对照的

空质粒转染后则没有相应的条带（<I2 F）. 表明所构

建的真核表达载体 :MP9*," !（ Q ）’/012’’() 可以在真

核细胞内正确表达.
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!："#$%&’( !（ ) ）*+,-.*!"# /0.1231/ 45 $%&6；7："89:*; 1-25*+,-.*!"#*/0*
.1231/ 45 $%&!-</ ’()!；’："#/<-’( !（ ) ）*+,-.*!"# /0.1231/ 45 *!)=6 -</
’()!；>："89:*; 1-25*+,-.*!"# /0.1231/ 45 *!)=6 -</ ’()6；:：:-?@1?A
B0. ’C 6/1<30+0#-30D< D+ ?1#DE40<-<3 "#$%&’( !（ ) ）*+,-.*!"# -</
"89:*; 1-25*+,-.*!"# F1#3D?2
图 ’ "#$%&’( !（ ) ）*+,-.*!"# 与 "89:*; 1-25*+,-.*!"# 重组质

粒的酶切鉴定

!：GD<3?D,；7，’：GHI*J #1,,2 3?-<2+1#31/ K03L "#$%&’( !（ ) ）*+,-.*!"# -3
7> -</ >M L（-<30*+,-.）A
C C C B0. >C 9N"?1220D< D+ +,-.*!"# 0< GHI*J #1,,2
C C C 图 > +,-.*!"# 在 GHI*J 细胞中的表达

!" 讨论

G4, 家族蛋白属于泛素连接酶 9’ 家族的一大类，

这类分子中具有 =6%8 结构域，又称为 =6%8 型 9’ A 遗

传和进化研究显示，G4, 家族蛋白是一类保守的蛋白酪

氨酸激酶（O;P）信号通路的负调控因素A 这一现象最

早是在对 GA 1,1.-<2 研究中发现的，功能缺失的 G4, 同

源分子 I,0*! 可以恢复 98B= 同源分子 Q13*7’ 的信号

转导，而增加 +#,*! 基因的拷贝数则可抑制此通路［>］；

对 $?D2"L0,- 的研究也发现 $*G4, 同样可负调控 98B=
介导的信号通路［R］A 此后，越来越多的研究表明，G*G4,
可以促进多种受体型蛋白酪氨酸激酶（=;P）如 98*
B=、O$8B="、#［S］、GIB*!=［J］等发生配体诱导的泛素

化和随后的蛋白酶体降解A G4, 的这种负调控 =;P 作

用对于维持正常细胞内稳机制具有重要意义A 而上述

分子很多在肿瘤的发生和发展过程中具有重要作用，

有些是癌基因的产物；并且许多肿瘤细胞内与增殖有

关的 =;P 发生突变后则不再受 G4, 的负调控［’］A 这就

提示，加强 G4, 分子的负调控作用机制，下调某些肿瘤

细胞内过度活化或发生突变的 =;P 可能会抑制相应

肿瘤的恶性增殖A 已有研究表明 G*G4, 不仅可以使细

胞表面的 %1T 迅速泛素化、下调，并抑制其下游信号通

路，而且可以抑制转染了 %1T 的神经母细胞瘤在小鼠

体内的生长［M］A 与此相一致，P,-""1? 等认为 U9=7 单

抗 U1#1"30< 的抗癌机制与 G4, 结合并促使 U9=7 泛素

化、降解有关［V］A 另外，膜锚定的 G4, 可以逆转由 U#@
导致的鼠成纤维细胞恶性转化，表现为细胞形态的改

变以及锚着非依赖性生长受抑［!W］A 在鼠 %6U’;’ 细胞

中过表达 G4, 可抑制 O$8B" 和 O$8B# 诱导的细胞增

殖及抵抗凋亡［S］A 这些研究结果强烈地提示：G4, 可能

能够抑制各种增殖性疾病（包括肿瘤在内）的细胞内多

条信号通路，有可能将其作为与异常活化 O;P 相关疾

病的治疗手段A
我们以 "9BU&!"# 质粒为模板，通过 OG= 法获得

了 % X 末端融合有 +,-. 标签的人 !"# 基因，并构建了

的 +,-.*!"# 基因的真核表达载体，该表达载体在真核

细胞 GHI*J 中能够正确表达A 这为我们进一步研究

!"# 对肿瘤细胞生长的影响，探讨一种肿瘤治疗的新

思路奠定了基础A
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-312 E-#?D"L-.1 "?D,0+1?-30D<［Y］A *35; 9，!VVV；!M（!’）：’S!S X’S7MA

［M］Q1F@DK03Z 8，HF1/ I，P,-""1? Q%，-. /#A #*G4, 02 - 2T""?122D? D+ 3L1
<1TD<#D.1<1［Y］A 9 5,)# 4(-:，7WWW；7JR（>R）：’RR’7 X’RR’VA

［V］P,-""1? Q%，[-31?E-< U，I1,- :，-. /#A ;TED?*0<L0403D?5 -<304D/012
3D U9=*7 _ 9?4]*7 E-5 -#3 45 ?1#?T030<. #*G4, -</ 1<L-<#0<. T40\T030*
<-30D< D+ U9=*7［Y］A 4/&!-6 1-8，7WWW；SW（!’）：’’M> X’’MMA

［!W］UDK,133 GY，=D440<2 I:A :1E4?-<1*-<#LD?1/ G4, 2T""?12212 U#@
"?D310<*35?D20<1 @0<-21 E1/0-31/ #1,,T,-? 3?-<2+D?E-30D<［ Y］A ;&!)<
=-&-，7WW7；7!（!!）：!JWJ X !J!SA
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