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【摘) 要】目的：构建带有 :;&1标签的人 &<=9 及豆蔻酰化 &<=9
真核表达载体，并检测其在真核细胞中的表达及对细胞周期

的影响, 方法：应用 N-#OMN 的方法从人牙髓组织 2NPQ 中

扩增出 &<=9 和 >?@.&<=9 基因，并在其 M#末端带上含 $( 5B 的
9/3F标签，克隆到 BEA#!0-载体并测序，再亚克隆至真核表达
载体 B<APQ*, !（ R），酶切鉴定正确后采用脂质体法瞬时转
染 MSG#% 细胞，T.>@.C= 5/6@ 检测 :;&1.&<=9 及 :;&1.>?@.&<=9 在
细胞中的表达，同时流式细胞术观察细胞周期, 结果：测序证
实从人牙髓组织 2NPQ 中扩增出的 :;&1.&<=9 及 :;&1.>?@.&<=9
融合基因的序列以及读框全部正确；脂质体法转染 MSG#% 后
检测到预期目的蛋白的表达, 流式细胞术的结果显示当
QU-! 过度表达以及过度活化时对 MSG#% 细胞周期未产生明
显影响, 结论：成功构建了 M#末端带 :;&1 标签的 &<=9 及豆蔻
酰化 &<=9 真核表达载体，并使其在真核细胞 MSG#% 中表达,
但是 QU-! 对细胞周期的调控有待进一步研究,
【关键词】&<=9 基因；豆蔻酰化；逆转录聚合酶链反应；克

隆；基因表达
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DE 引言
蛋白激酶 D（亦称为 QW@）是一种蛋白质丝氨酸 X

苏氨酸激酶，因其与蛋白激酶 Q（OUQ）和蛋白激酶 M
（OUM）具有相对高的同源性，而被命名为蛋白激酶 D
（OUD）［!］, 蛋白激酶 D作为磷脂酰肌醇#* 激酶（OY*#
W4=3>.）的下游分子，它广泛参与细胞各种功能的调
节, OUD对代谢的影响主要表现为促进蛋白质的合
成，促进糖原的转运［$］, 同时，OUD 作为细胞抗凋亡
途径中的一个关键的调节分子［* Z ’］，正在成为细胞信

号转导领域的一个新的研究热点, 在 &<=9 的氨基末
端加入 A@B家族分子豆蔻酰化信号序列，可以使 &<=9
向质膜移位，从而持续激活, 本实验中我们成功构建
了 M#末端融合有 :;&1标签的 &<=9 基因的真核表达载
体和 P#末端融合有 A@B家族成员 [<W 氨基末段 !$ 个
氨基酸的 &<=9 基因的真核表达载体［+］，并采用脂质
体法转染培养的 MSG#% 细胞，检测其是否正确表达
以及对正常上皮细胞细胞周期的影响，为进一步研究

&<=9 过度表达以及过度活化对肿瘤细胞生长的影响
奠定了基础,

FE 材料和方法
F, FE 材料 E 大肠杆菌菌株 A\’!、真核表达载体
B<APQ*, !（ R）和 MSG#% 细胞由本室保存；人牙髓组
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织标本由第四军医大学口腔医学院提供；!"#$，
!%#$和 &’()*+,-高保真聚合酶、各种限制性内切酶、
!. 连接酶和 &/0123# ，045666 0"% /7(8+( 购自
#787(7 公司；29.6 培养基购自 :;*;<) 公司；4;&)1
=+<-7>;?+#/ 5666 购自 @?A;-()B+? 公司；抗 "#$% /5
>%*，CD$标记的羊抗鼠第二抗体分别购自 E;B>7
公司和博士德公司；F+,-+(? *G)- 所用发光底物为
$;+(<+公司产品；用于 $HD反应的引物由上海基康生
物技术有限公司合成；质粒提取和 0"% 回收试剂盒
由杭州维特洁公司提供I 流式细胞仪为 J0 公司
产品I
!I "# 方法
2I 5I 2 K 引物设计 K $&’( 上游引物序列：LM1:H:1
:%#HH%#:%:H:%H:#::H#%##:#:1NM， )*+,$&’(
上游引物序列：LM1:H::%#HH %#:::H#:#::H#:H
%:H#H%H%HHH::%%:%#:%H %#:%:H:%H:#::H1
#%##:#:1NM，其中 ::%#HH 为 -$)C @ 酶切位点，下
划线部分为编码 .+/家族分子豆蔻酰化信号序列的核
苷酸序列［9］；下游引物序列：LM1:H:%%##H#H%
H##:#H%#H:#H:#HH##:#%:#H :HH%H%::HH:#1
:H#:H#:1NM其中 :%%##H为 0/1D @酶切位点，下划
线部分为编码 "#$%标签的核苷酸序列I
2I 5I 5K 总 D"%的提取和反转录K 牙髓组织在 2 >4
#(;O)G裂解液中充分匀浆后离心，.P 25 666 %，26
>;?，上清转移入另一离心管后向裂解液中加入 6I 5
>4氯仿，震荡混匀后 .P离心，25 666 %，2L >;?，取
上清，加入 6I L >4 异丙醇，放置 26 >;? 后离心，.P
25 666 %，26 >;?，沉淀用 QL6 >4 R 4 乙醇洗涤，晾干
后溶于 26 !4 去离子水中I 取 5 !B 进行反转录，反
转录采用 ES&+(,<(;&-#/ @@ D"7,+C1反转录酶系统I 56
!4体系中加入 TG;B) !#（L66 B R 4）2 !4，5 !B 总
D"%，!!C5T至 26 !4，Q6P，26 >;?，冰上冷却，简短
离心，加入 L U 反应缓冲液 . !4，6I 2 >)G R 4 0## 5
!4，26 >>)G R 4 !"#$ . !4，混匀，.5P温育 L6 >;?，
Q6P 2L >;?终止反应，加入 5 V D"7,+ C 2 !4，NQP
56 >;?I
2I 5I NK $HD方法扩增 "#$%,$&’( 和 "#$%,)*+,$&’( 基因
及产物修饰K 在 5L !4反应体系中加入 5I L !4 26 U
反应缓冲液，5I 6 !4 !"#$，模板（<0"%）2I 6 !4，上
下游引物各 2I 6 !4，&’()*+,-高保真酶 6I 5L !4，补水
至 5L !4I 扩增条件为 W.P L >;?，W.P .L ,，95P 2
>;?，Q5P 5 >;?，NL <’<G+,I扩增产物用 26 B R 4琼脂糖
凝胶电泳进行分离；回收后溶于 NL !4 去离子水中，
并进行加“%”反应：L6 !4 反应体系中加入 L !4
26 U反应缓冲液，. !4 !%#$，N !4 /BHG5，扩增产物

N6 !4，(!$2酶 6I L !4，补水至 L6 !4I Q5P .6 >;?I
2I 5I .K $HD产物克隆及序列测定K 上述加“%”后的
$HD产物回收，回收片段克隆到 &/0123# 载体，转化
大肠杆菌 0CL"感受态细胞，挑选阳性克隆进行酶切
鉴定及测序I
2I 5I LK &<0"%NI 2（ X）1"#$%,$&’( 和 &<0"%NI 2（ X）1
"#$%,)*+,$&’( 真核表达载体的构建 3 大量提取重组
&/0231#1"#$%,$&’( 和 &/0231#1"#$%,)*+,$&’( 载体质
粒，用 -$)C @ 和 0/1D @ 酶切出目的片段后，插入
&<0"%NI 2（ X）真核表达载体中，构建出重组表达载
体 &<0"%NI 2（ X）1"#$%,$&’( 和 &<0"%NI 2（ X）1"#$%,
)*+,$&’(I
2I 5I 9K 基因转染K HTE1Q 细胞在含 266 >4 R 4 新生
小牛血清的 29.6 培养基中，于 NQP，L6 >4 R 4 HT5 饱

和湿度下培养，36Y汇合时按照 4;&)=+<-7>;?+#/5666
说明书进行对照质粒和重组表达载体的转染I
2I 5I QK F+,-+(? *G)- 检测转染后细胞中转入基因的
表达K 于转染后 .3 Z 收细胞并裂解细胞，取 56 !B
处理后的蛋白样品进行 E0E1$%:[ 电泳并电转移至
"H膜，L B R 4脱脂奶封闭 2 Z，分别与 2\2666 稀释后
的一抗孵育 2 Z，$JE#洗膜，然后与 2\N666 稀释后的
二抗孵育 2 Z，$JE#洗膜后加入发光底物孵育 2 >;?，
暗室中用 ]光片曝光，显影，定影I

"# 结果
"$ !# 人 !"#$ 以及 %&’(!"#$ 基因的 %&’ 扩增、克隆
和序列分析 # 琼脂糖电泳显示，$HD 产物分别为
2.39 和 2LL5 *& 的特异性片段，分别将此两条带回
收，即与 &/0231# 载体连接I 酶切鉴定后，对其中 2
个阳性克隆进行测序，并将序列在 :+?J7?8 中进行
分析I 结果显示，序列完全正确I ^;B 2 和 ^;B 5 显示，
$HD技术扩增 $&’( 以及豆蔻酰化 $&’( 基因全长I ^;B
N 显示重组 &/0231#载体酶切产物的琼脂糖凝胶电
泳结果I

/：/7(8+(；2：$HD &()!S<- )= "#$%,$&’(I

^;B 2K $HD &()!S<- )= "#$%1ZS>7? $&’(
图 2K 人 $&’( 基因 $HD扩增产物的鉴定

"$ " # 真核表达载体 ()*+,-$ !（ .）/)*!+(!"#$ 和
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!"#$%&’ (（ )）*!"#$%&’(%#)*+ 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 "#$%&’(%!"#$%#%&’ 以及 "#$%&’(%!"#$(
)*+(#%&’ 用 ,#)) *和 -./+ *酶切出目的片段后，插
入 ",$-./! &（ 0）真核表达载体中! 123 4 用 ,#)) *
和 -./+ * 酶切鉴定成功构建出重组表达载体 ",
$-./! &（ 0）%!"#$(#%&’ 和 ",$-./! &（ 0）%!"#$()*+(
#%&’!

#：#56786；&，9：:;+ "6<=>,? <@ !"#$()*+(#%&’!

123 9A :;+ "6<=>,? <@ !"#$()*+%B>C5D #%&’
图 9A 人豆蔻酰化 #%&’ 基因 :;+扩增产物的鉴定

&："#$%&’(%!"#$()*+(#%&’ =238E?8= FG -./+ * 5D= ,#)) *；9："#$%&’(%

!"#$(#%&’ =238E?8= FG -./+ * 5D= ,#)) *；#：#56786!

123 / A *=8D?2@2,5?2<D <@ 68,<CF2D5D? "#$%&’(%!"#$(#%&’ 5D=
"#$%&’(%!"#$()*+(#%&’
图 /A "#$%&’(%!"#$(#%&’ 与 "#$%&’(%!"#$()*+(#%&’ 重组质粒
的酶切鉴定

#：#56786；&：",$-./! &（ 0）%!"#$(#%&’ =238E?8= FG -./+ * 5D= ,#))

*；9：",$-./! &（ 0）%!"#$()*+(#%&’ =238E?8= FG -./+ * 5D= ,#)) *!

123 4 A *=8D?2@2,5?2<D <@ 68,<CF2D5D? ",$-./! &（ 0）%!"#$(#%&’
5D= ",$-./! &（ 0）%!"#$()*+(#%&’
图 4 A ",$-./! &（ 0）%!"#$(#%&’ 与 ",$-./! &（ 0）%!"#$()*+(
#%&’ 重组质粒的酶切鉴定

+’ & , 真核表达载体 !"#$%&’ (（ )）*!"#$%#)*+ 和
!"#$%&’ (（ )）*!"#$%&’(%#)*+ 在 -./*0 细胞中的表
达, 构建成功的 ",$-./! &（ 0）%!"#$(#%&’，",$-.

/! &（ 0）%!"#$()*+(#%&’ 和对照载体 ",$-./! &（ 0）分
别瞬时转染 ;HI%J 细胞，转染后 4’ B #0&1(!"#$抗体检
测到 !"#$(#%&’ 在蛋白水平的表达，而对照的空质粒
转染后则没有相应的条带（123 K）! 表明所构建的真
核表达载体 ",$-./! &（ 0）%!"#$(#%&’ 以及 ",$-.
/! &（ 0）%!"#$()*+(#%&’ 可以在真核细胞内正确表达!

&：LM"68EE2<D <@ !"#$()*+(#%&’ 2D ;HI%J ,8NNE ?65DE@8,?8= O2?B ",$-./! &

（ 0）%!"#$()*+(#%&’ 5? 4’ B（ #0&1(!"#$）；9：LM"68EE2<D <@ !"#$(#%&’ 2D

;HI%J ,8NNE ?65DE@8,?8= O2?B ",$-./! &（ 0 ）%!"#$(#%&’ 5? 4’ B（ #0&1(

!"#$）；/：",$-./! &（;<D?6<N）!

123 KA LM"68EE2<D <@ !"#$(#%&’ 5D= !"#$()*+(#%&’ 2D ;HI%J ,8NNE
图 KA !"#$(#%&’ 以及 !"#$()*+(#%&’在 ;HI%J 细胞中的表达

+’ 1, #)*+ 和 &’(%#)*+ 表达产物对 -./*0 细胞的细
胞周期的影响, 流式细胞仪检测 .P(& 过表达以及
过度活化后对 ;HI%J 细胞周期的影响! 结果发现：
.P(& 过表达以及过度活化后对 ;HI%J 细胞周期的
影响较小：与对照组 ",$-./! & 相比较，两者均出现
Q9 期轻度阻滞! 其中当 .P(& 过度表达时 I 期出现
轻度延长，当 .P(& 持续激活时 Q& 期出现轻度延长
（123 R）!

123 RA ;8NN ,G,N8 <@ .P(& 5D= CG6%.P(& <D ;HIJ ,8NNE 5D5N2S8=
FG ,8NN ,G,N8 "6<@2N8E
图 RA #%&’ 和 )*+(#%&’ 表达产物对 ;HI%J 细胞的细胞周期的
影响

&, 讨论
哺乳动物的基因组中含有 / 种 .7?的编码基因，

其编码蛋白分别称为 .7?!，.7?"，.7?# ! .7?" 和
.7?# 与 .7?!间有 ’9T的同源性，不过 .7?# 的 ; 端
缺少 9/ 个氨基酸! 它们具有相似的一级结构：- 端
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有一个 !"结构域，激酶区位于中部，# 端含有一个
调节区$ %&’ 是 !()*+（磷脂酰肌醇)* 激酶）的靶分
子［,］，%&’ -端的 !" 结构域是 !()*+ 产物作用的位
点，!(!. 和 !(!* 均可以高亲和力结合于 !" 结构域$
%&’的 !"结构域与 !(!. 或 !(!* 结合的最主要作用
是使其向质膜移位，靠近上游活化它的激酶类分子，

同时 %&’的调节区也可以与其 !" 结构域结合，对其
功能进行调控［/］$

%+0是 %+1 小鼠自发胸腺瘤转化癌基因 !"#$%
的产物，原癌基因 &"#$%也能表达这种蛋白质 2)%+0，
且能使 345 6 075 磷酸化，故称之为丝氨酸 6苏氨酸激
酶 %&’$ !"#$% 和 &"#$% 基因都能编码 %+0 蛋白，但在
翻译后修饰以及亚细胞定位等方面均有明显不同$
&"#$%编码的蛋白由于翻译后修饰过程中不能被豆蔻
酰化，因而不能转位于细胞膜上，89:位于细胞质中，
且不具有致癌性$ !"#$%则相反，它编码的一种融合蛋
白，翻译后修饰能被豆蔻酰化，;9:转位于细胞膜，只
有 *9:位于胞质，另有 *9:位于胞核，且具有强致癌
性［8］$
我们通过 10)!#1 的方法获得 #)末端融合有

’(#)标签的人 #$%* 基因以及 -)末端融合有豆蔻酰化
序列的人 #$%* 基因，并构建了它们的真核表达载体$
这些表达载体在真核细胞 #<3), 中能够正确表达，
但对 #<3), 细胞的细胞周期影响较小，出现 =. 期轻
度阻滞$ 这为我们进一步研究 #$%* 对肿瘤细胞生长
的调节以及肿瘤治疗的新思路奠定了基础$
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