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Abstract:Objective　Toconstructarecombinant proteinofGST 2hDaxxandtoinducetheex pressionofitsfu 2
sion protein. Methods　Byconstructin g pGEX24T/hDaxxrecombinant,GST 2hDaxxfusion proteinwasin 2
ducedtoex pressb yIPTGinE.coliBL21,and purifiedb y glutathioneresin.hDaxxfusion proteinwasana 2
lyzedb yWesternblot.Thedirectbindin gofhDaxxand p53wasstudiedb ycoimmuno precipitationreaction.

Results　hDaxxfusion proteinwasinducedtoex pressb yIPTGinE.colisuccessfull y.SolubleGST 2hDaxxfu 2
sion proteinwas purifiedandidentifiedb yWesternblot.Thebindin greactionofhDaxxand p53wasobserved

bycoimmuno precipitationreactionandWesternblot. Conclusion　GST2hDaxxfusion proteinwasex pressed

and purified.Thebindin gofhDaxxand p53su ggestedthatthe yma y playim portantroleintumori genesis.
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摘　要 :目的　构建 GST2hDaxx蛋白并在原核细胞中诱导表达 GST2hDaxx融合蛋白 ,并研究其与 p53

的结合能力。方法　构建 GST2hDaxx融合蛋白原核细胞表达载体 pGEX24T/hDaxx, 在大肠杆菌 ( E.col2
i)中用异丙基2β2D2硫代半乳糖苷 ( IPTG)诱导表达。表达产物用亲和层析柱加以纯化后 ,Westernblot 鉴

定表达产物与纯化物。通过共免疫沉淀反应与 Westernblot 观察 hDaxx与 p53 的结合反应。结果　在

原核细胞中成功表达了 GST2hDaxx 融合蛋白 ,hDaxx 与 p53 可发生共免疫沉淀反应。结论 　1.GST 2
hDaxx融合蛋白成功表达 ;2.hDaxx 和 p53 的相互结合提示它们可能与肿瘤的发生有关。
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0　引言

hDaxx 是细胞核内的一种新型转录调控蛋白 ,

它与 Fas死亡结构域 (deathdomain,DD )相互作用

诱导细胞凋亡[1] 。hDaxx 蛋白定位6p21.3 , 即位于

主要组织相容性复合体 (thema jorhistocom patibilit y

complex,MHC ) , 可能与自身免疫性疾病和癌症的

发病机理存在着一定的关系[2] 。p53 是细胞 DNA

损伤应答过程中的主要成分 , 它在细胞周期控制、

DNA修复、细胞凋亡、细胞分化及血管生成中起关

键调控作用[3] 。hDaxx 可能与 p53 在病毒感染及细

胞凋亡和细胞转化中有重要生物学作用。本文用谷

胱甘肽 S转移酶 ( GST)与 hDaxx 融合蛋白表达载

体 , 在 E.coliBL21 中成功地用 IPTG 诱导表达了

GST2hDaxx 融合蛋白 , 并用亲和层析柱加以纯化 ,

利用 Westernblot 分析纯化产物及其与 p53 发生共

免疫沉淀反应后的反应产物 , 以便为在体内外研究

hDaxx与 p53 相互作用及作用效果提供前期实验

依据。

1　材料与方法

1.1 　主要仪器与试剂 　电穿孔机及低温超速离心

机分别系 BIO-RAD 公司与 Beckman 公司产品 ,操

作按说明书进行。限制性核酸内切酶、T4DNA 连

接酶购于 Bechrin gerMannheim 公司。IPTG 购于

FisherScientific 公司 ,还原型谷胱甘肽、DEAE2
sephacel、glutathionse pharase4B 购于 Pharmacia 公

司 ,ECL 试剂购于 MEN TM公司。兔抗 Daxx 抗体

(αDaxx) 、兔抗 GST抗体 (αGST) 、鼠抗 p53 抗体 (α

p53DO 21)及辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG

( HRP2GAR)购于 SantaCruz 公司。

1.2 　GST2hDaxx 融合蛋白表达载体 pGEX24T/

hDaxx 的构建　将pcDNA3.1 /hDaxx [4]用 EcoRI 酶

切 ,收获约2.2kb 片段 ,插入 pGEX24T21 相同位点。

hDaxxcDNA 下游约1.7kb 及载体 EcoRI 后各有一
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HindⅢ位点 ,Hind Ⅲ酶切鉴定插入方向正确后 ,得

到 GST2hDaxx 融合蛋白原核细胞表达载体 pGEX2
4T/hDaxx 。

1.3 　GST2hDaxx 融合蛋白在 E.coli 中的诱导表达

与纯化　用电穿孔法将质粒 pGEX24T/hDaxx 转化

E.coliBL21 。用 LA 液体培养基 (LA 液)将细菌经

37℃水浴振荡过夜后 , 取 200μl培养物移入 2mlLA

液中培养 2～4h, 待 OD600值为 0.8 ～ 1.0 时 , 加

IPTG 并使其终浓度为0.4 mmol/L 。30℃水浴振荡

培养 3h 后 , 取 200μl培养物离心去上清 , 沉淀物加

30μl1 倍 SDS样本缓冲液 , 煮沸 3min-20 ℃保存

备用。取诱导表达好的 300ml 细菌培养物离心收集

菌体 ,PBS 洗涤 1次 , 菌体重新悬浮于 10mlPBST

(加 DTT 至终浓度 1mmol/L )中 ,-80 ℃冰冻 1h 后

于 37℃水浴冻融 , 冰浴超声波破碎细胞 , 离心收集

上清。上清中加入 30ml 0.3 mol/LNaCl+PBST+

1mmol/LDTT, 稀释后用0.45μm滤膜过滤 , 在滤

液中加入 4mlDEAE 2Sephaced (用 PBST+1mmol/L

DTT 饱和) 。于 4℃旋转混合 1h, 离心收集上清 ,

上清0.45μm滤膜过滤 , 在滤液中加入0.25 ml glu2
tathionSe pharase4B (用 PBS+1mmol/LDTT 饱和)

于 4℃旋转混合 2h 后装柱 ,用 PBS洗柱 1次 ,适量

洗脱液[20mmol/LGSH, 0.5 mol/LNaCl,50mmol/

LTris (pH 8.0 ) , 0.1% TritonX 2100,1mmol/L

DTT] 分次洗脱。蛋白洗脱液经透析后 , 加入甘油

保存于 -80 ℃备用。取适量纯化产物加 SDS样本缓

冲液 , 煮沸 3min, 经 SDS2PAGE 后 , 一组用考马斯

亮蓝染色、醋酸脱色液脱色及干胶 ; 另一组作

Westernblot, 即样本经 SDS2PAGE 后转硝酸纤维

素膜 , 将膜用 5%的脱脂牛奶封闭过夜。αDaxx 按

滴度稀释在 5%的脱脂牛奶中 , 置室温轻摇 2h 后 ,

用 TB2T缓冲液洗膜 3 次。HRP2GAR按滴度稀释

在 5% 的脱脂牛奶中 , 置室温轻摇 1h 后 , 洗膜 3

次 , 加 ECL试剂后 , 感光底片。

1.4 　共免疫沉淀反应测定 GST2Daxx 与 p53 在体

外的结合反应 　GST与 p53 纯化物由刘跃博士惠

赠[5] 。将0.5μgGST 2Daxx 纯化物与0.5μg p53 纯

化物混合 ,加αp53DO 21, 每管另加 500μl 缓冲液 B

及 20μl蛋白质 G琼脂糖 ,阴性对照为 GST2Daxx 或

GST与αp53DO 21。将其置 4℃缓慢旋转 1h, 用缓

冲液 B洗沉淀物 4次。沉淀物加 20μlSDS 缓冲液 ,

50ngGST 2Daxx 纯化物作阳性对照 ,同上作Western

blot,但一抗为αGST。

2　结果

2.1 　图 1 示载体 pGEX24T/hDaxx 及其限制性酶

切后琼脂糖电泳图。EcoRI 酶切后有约2.2 kb 片段

(lane5 ) ,HindIII 酶切出约0.5 kb 片段 ( lane6 ) ,即

hDaxxcDNA 片段连接方向正确。

图 1　pGEX24 T/hDaxx 及酶切产物琼脂糖电泳图

1.DNA 标准化分子量　2. pGEX24T21EcoRI 酶切回收片断　

3.hDaxxEcoRI 酶切回收片断 　4. pGEEX24T/hDaxx 质粒 　

5. pGEX24T/hDaxx 用 EcoRI酶切　6. pGEX24T/hDaxx 用

HindIII 酶切

2.2 　pGEX24T/hDaxx 转化 E.coliBL21 后 ,用

IPTG 诱导表达产物并用亲和层析柱纯化。图 2 是

诱导前后及纯化产物经 SDS2PAGE, 考马斯亮蓝染

色结果 ,IPTG 能诱导 GST2hDaxx 融合蛋白的表达

(lane3) 。

图 2　hDaxx在 E.coli 中的表达与纯化

2.3 　GST2hDaxx 融合蛋白诱导前后产物及纯化物

经 SDS2PAGE 后 ,Westernblot 结果见图 3。

2.4 　Daxx 与 p53 直接结合 　适量纯化的 GST2
hDaxx 与 p53 混合后用抗 p53 抗体作体外共免疫沉

淀反应 ,Westernblot 结果显示 :抗 p53 抗体能将

Daxx 一起沉淀下来 ,即 p53 可与 hDaxx 发生共免疫

沉淀反应 ,见图 3lane5 。

3　讨论

hDaxx 作为一种转录抑制子 ,能抑制 Pax3、

Pax5等转录因子的转录 [6] 。hDaxx与急性早幼粒
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图 3　p53与 hDaxx在细胞外的直接结合反应

　　纯化的 p53 (500ng) ,GST2hDaxx (500ng)混合后用抗 p53 等

抗体作免疫沉淀反映与 Westernblot, 每组成份与所用抗体见图

上说明 ,Lane2 为 50ng纯化 GST2hDaxx作为阳性对照

细胞性白血病 ( PML)蛋白在体内相互作用共定位

细胞核PML癌基因结构域 ( PODs) ,维持PODs的平

衡与稳定。来自急性早幼粒细胞性白血病 (APL )病

人的 NB4细胞 ,PML 与 RARα形成的复合物 PML2
RAR是一种癌蛋白 ,能打破 hDaxx 与 PML 的共定

位 ,使hDaxx不能定位PODs ,而定位到密集的染色

质。一旦用反式维甲酸或三氧化二砷处理 NB4 细

胞 ,hDaxx 脱离密集的染色质 ,重新定位到 PODs[7] 。

为了进一步研究 hDaxx 在体外的某些生物学活性 ,

本文构建了 GST2hDaxx 融合蛋白原核细胞表达载

体 pGEX24T/hDaxx, 并在 E.coli 中诱导表达 ,经亲

和层析柱后得到 GST2hDaxx 融合蛋白纯化物。

p53 能诱导癌细胞周期的终止 ,介导癌细胞凋

亡[8] 。hDaxx 可能抑制某些与凋亡相关蛋白的转

录 ,但 hDaxx 和 p53 之间有何关系至今还不太清

楚。我们利用纯化的 GST2hDaxx, 通过共免疫沉淀

反应与 Westernblot 研究 Daxx 与 p53 的结合反应 ,

发现两种蛋白质可在体外发生直接结合 ,为研究他

们在体内的生物学活性提供了实验依据。我们将进

一步探讨 hDaxx 对 p53 的转录活性的影响 ,并将对

hDaxx 与 p53 两种蛋白质在癌细胞凋亡中的作用作

进一步研究。

参考文献 :
[1] YangXL,Khosravi 2FarR,Chan gHY,etal.Daxx,anovelFas 2

binding proteinthatactivatesJNKanda popotosis[J].Cell,1997,

89 (7) :106721076.

[2]KiriakidouM,DriscollDA,Lo pez2GuisaJM,etal.Clonin gand

expressionof primateDaxxcDNAsandma ppingofthehuman gene

tochromosome6 p21.3intheMHCre gion[J].DNAandCellBio,

1997,16 (11) :128921298.

[3]Ma yP,Ma yE.Twent y yearsof p53research:structuralandfunc 2
tionalas pectsofthe p53 protein[J].Onco gene,1999,18 ( 53 ) :

762127636.

[4] 万艳平 ,吴移谋 ,谭立志 ,等. 腺病毒 12 型 E1B55kD 癌蛋白与

人 Daxx相互作用[J]. 肿瘤 ,2003,23 (1) :22224.

[5]Liu y,ColosimoAL,Yan gXJ,etal.AdenovirusE1B55 2kilodalton

oncoproteininhibits p53acet ylationb yPCAF[J].Mol&CellBio,

2000,20 (15) :554025553.

[6]Emel yanovAV,KovacCR,Se pulvedaMA,etal.Theinteractionof

Pax5 (BSAP) withDaxxcanresultintranscri ptionalactivationinB

cells[J].JBiolChem,2002,277 (13) :11156211164.

[7]LiH,LeoC,ZhuJ,etal.Se questrationandinhibitionofDaxx 2me2
diatedtranscri ptionalre pressionb yPML[J].Molecularandcellular

biology,2000,20 (5) :178421796.

[8]KaelinW.G.Theemer ging p53 genefamil y[J].NatlCancerInst,

1999,91 (7) :594 2598.

[编辑 : 周永红 ; 校对 : 刘红武 ]

·531·肿瘤防治研究 2004 年第 31卷第 3期

© 1994-2009 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net


