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"摘要#
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目的
!

构建小鼠
!"#$#$

!

真核表达载体
'

()*+$,!#-./#0+#!"#$#$

!

!并观察其在真核细胞中的表达$

方法
!

通过反转录
#

聚合酶链反应从小鼠肝组织中获得编码
!"#$#$

!

的
()*+

!定向克隆至真核表达载体

'

()*+$,!#-./

"

1

#中!经酶切和测序鉴定正确后!应用脂质体转染
0.234$

细胞!并通过蛋白免疫印迹检测细胞

内
!"#$#$

!

的表达$结果
!

构建了真核表达载体
'

()*+$,!#-./#0+#!"#$#$

!

!将其转染
0.234$

细胞
"56

后!蛋

白免疫印迹检测到细胞内
!"#$#$

!

的表达$结论
!

成功构建了真核表达载体
'

()*+$,!#-./#0+#!"#$#$

!

!为研究
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!

在小鼠卵母细胞和小鼠
#

细胞受精卵
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%
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转换中作用的研究奠定了基础$
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蛋白家族是一组高度保守的可溶性酸性蛋白质#相

对分子质量为$
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#广泛分布于各种真核细胞中)

!

*

+

!"#$#$

蛋白不仅是一种存在于脑组织中的蛋白#而且也广泛存

在于其他各种组织中+

!"#$#$

蛋白高度保守#在哺乳动物发现

:

个家族成员#分别为
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和
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#并且有
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个不同的基

因编码#果蝇,酵母只有两种基因编码#植物有
!$

种基因编码
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蛋白)
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作为一个二聚体蛋白家族#调控蛋白质

之间的相互作用#广泛参与细胞信号转导,周期进程,生长增

殖,分化凋亡和扩展迁移+
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材料与方法
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!

材料
!

细胞株,菌种和质粒!克隆载体
'

7.8#;JC(?<@

为
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公司产品(真核表达载体
'
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试剂与仪器
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公司产品(
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,
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,

[RFX

,

.(<MX

%及
POA)*+

P<L

G

BC@F>C

为
8YX

公司产品(质粒
)*+

小提取试剂盒$上海

生工生物有限公司产品%(

)*+

凝胶回收试剂盒$大连宝生物

公司产品(

;")*+

连接酶为
*CN.=

S

LF=KYH<LFR

公司产品(

鼠抗兔
!"#$#$

!

单克隆抗体$

+R(FB

%,

#

#+(?H=

抗体$

\F=?F

Q@AT

%,兔来源
0+

标签单克隆抗体为
\H

S

BF

公司产品+聚合

酶链反应$

PQM

%扩增引物的合成由
X=JH?@<

S

C=

公司完成#

)*+

测序均由上海生工公司完成+基因扩增仪$

YH<BC?@F

#德国%(

低温超速离心机$

\H

S

BF

#美国%(台式高速离心机$

;7!9#V\

#

上海卢湘仪离心机仪器有限公司%(电泳仪,电泳槽
%,:&@FB

垂

直板$美国
YH<#?FK

公司%(凝胶自动成像仪
7)\5%%%

$

YX/#

M+)

#美国%(紫外分光光度仪$

P].#̂ *XQ+8\P.Q;M/*XQ

公司#美国%(细菌培养箱,空气浴振荡器$上海艾测电子科技有

限公司%(

Q/
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培养箱
QYLL&

$

V;Y#RH=KC@

#德国%+
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方法
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引物设计
!

为了构建
0+

标签的
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表达载体#在
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!

提取总
M*+

!

将小鼠颈椎脱位处死#剪开腹部#取其

肝组织约
$%B

S

+将
$%B

S

肝组织移入
3BZ

直筒离心管中#

加入
;@HT<L!BZ

#剪碎肝组织#电动匀浆#匀浆后
"a!3%%%

S

离心
!BH=

去除不溶物+取上清液#移入
!,&BZ.P

管中#液

体量约为
!BZ

#加入
%,3BZ

氯仿#剧烈振摇
!&>

#室温静置
3

BH=

+

"a!3%%%

S

离心
!&BH=

#吸取上层水相至另一新
.P

管中#加入异丙醇
%,&BZ

#室温静置
!%BH=

#

"a!%%%%

S

离

心
!%BH=

#离心后管底见明显白色胶样沉淀#弃上清液#加入

:&b

乙醇
!BZ

#温和振荡离心管#悬浮沉淀+

"a:&%%

S

离

心
&BH=

#尽量弃上清液+室温晾干
!&BH=

$直至没有明显乙

醇液体%#加
&%

*

Z).PQ0

3

/

溶解
M*+

样品#用吸管反复吹

打溶解
M*+

#测
0

值定量
M*+

浓度+

$,','

!

反转录
PQM

$

M;#PQM

%合成目的
()*+

片段
!

反应体

系为
&%

*

Z

!

3W

反应混合物
3&

*

Z

,模板
M*+!%

*

Z

,正向"反

向引物$

!%

*

B<L

"

Z

%各
!

*

Z

,反转录
;F

U

8HI!

*

Z

,去
M*+

酶

水
!3

*

Z

+反应条件!

4"a

预变性
$BH=

#

4"a

变性
"&>

#

&&a

退火
"&>

#

:3a

延伸
"&>

#反应
$&

个循环#

:3a

延伸
&BH=

+

$,',1

!

PQM

产物的回收和纯化
!

琼脂糖电泳检测
PQM

产物

大小#在紫外灯下切出琼脂糖胶块中的目的
)*+

#切碎胶块

后#加入适量
YH=KH=

S

YAOOC@

+

#

&&a

水浴将胶块完全熔化#然

后移入
*̂Xc!%

柱中#

5%%%@

"

BH=

离心
!BH=

#弃滤液+加入

VF>6\<LA?H<=

#离心
!BH=

#弃滤液#将柱子放入同一收集管

中#重复此过程+

!3%%%@

"

BH=

再次离心
!&>

#在
*̂Xc!%

柱

子上加入适量的提前
9&a

预热的
.LA?H<=YAOOC@

#室温静置,

离心#离心管中液体即为含有
0+#!"#$#$

!

的
()*+

片段+取

少量样品进行琼脂糖凝胶电泳#检测回收质量#并测定

039%

"

035%

+

$,',2

!

目的基因与
;

载体的连接及其鉴定
!

纯化的
PQM

产

物与
'

7.8#;

载体连接#反应体系为
!%

*

Z

#

0+#!"#$#$

!

的

()*+3

*

Z

,

3W

快速连接缓冲
&

*

Z

,

;

载体
!

*

Z

,

;")*+

连

接酶
!

*

Z

,去
M*+

酶水
!

*

Z

+

!9a

反应过夜#将连接后的载

体转化到感受态大肠杆菌中#在
ZY

培养基中增菌#

$:a

振荡

培养
L6

后#涂布于
+B

'

1

琼脂平板培养基中#

$:a

过夜+挑

取单菌落于
+B

'

1ZY

培养基中培养
!3

"

!96

#测其
0

值约

3

"

$

时用质粒提取试剂盒提取质粒+

$,',)

!

用质粒提取试剂盒提取质粒
!

细菌培养液
!,&

"

&,%

BZ

#

!3%%%@

"

BH=

离心
3BH=

#倒掉或吸干培养基#在菌体沉淀

中加入
3&%

*

Z\<LA?H<=

,

#吸打或振荡至彻底悬浮菌体+加入

3&%

*

Z\<LA?H<=

+

#立即温和颠倒离心管
&

"

!%

次混匀#室温

静置
3

"

"BH=

#加入
$&%

*

Z\<LA?H<=

-

#立即温和颠倒离心管

&

"

!%

次混匀#

!3%%%@

"

BH=

离心
!%BH=

#将上清液全部小心移

入吸附柱#

5%%%@

"

BH=

离心
$%>

#倒掉收集管中的液体#在吸

附柱中加入
&%%

*

Z VF>6\<LA?H<=

#

!%%%%@

"

BH=

离心
!BH=

#

倒掉收集管中的液体#再用
&%%

*

Z VF>6\<LA?H<=

洗一次#

!%%%%@

"

BH=

离心
!BH=

#空吸附柱#

!3%%%@

"

BH=

离心
3BH=

#

将吸附柱放入干净的
!,&BZ

离心管中#在吸附膜中央加入

&%

"

!%%

*

Z.LA?H<=RAOOC@

#室温静置
3BH=

#

!%%%%@

"

BH=

离心

!BH=

#将所得质粒
)*+

溶液置于
d3%a

保存+

$,',.

!

质粒的酶切鉴定
!

质粒用限制性内切酶
.(<MX

单酶

切#酶切反应体系如下!

!%W

缓冲液
!

*

Z

,

'

7.8#;

"

0+#!"#$#

$

!

!

*

Z

,

.(<MX%,&

*

Z

,双蒸水
:,&

*

Z

,总体积
!%

*

Z

+

$:a

4%BH=

#琼脂糖电泳$胶的浓度为
!,&b

%检测酶切条带#选择酶

切条带片段大小与预期相符合的阳性克隆保存#然后进行

)*+

测序分析+

$,',M

!

表达载体的构建及鉴定
!

经测序鉴定正确的阳性克隆

与
'

()*+$,!#-./

$

1

%载体用
.(<MX

单酶切后进行连接反

应#酶切反应体系为
3%

*

Z

!

'

7.8#;

"

0+#!"#$#$

!

$或
'

()#

*+$,!#-./

$

1

%

3

*

Z

,

!%W

缓冲液
3

*

Z

,

.(<MX!Z

,双蒸水
!&

Z

+

$:a

过夜#消化完的
'

()*+$,!#-./

$

1

%加
!

*

ZQXP

#

$:a

水浴
9%BH=

去磷酸基#然后进行琼脂糖凝胶电泳$胶的

浓度为
!,&b

%#分别从分离胶中回收
0+#!"#$#$

!

片段,

'

()*+$,!#-./

$

1

%载体#分别测定回收片段相应的浓度+连

接反应的反应体系为
3%

*

Z

$

0+#!"#$#$

!

()*+

与
'

()*+$,!#

-./

$

1

%按摩尔比
$e!

混合!

!%W;"

连接酶缓冲液
3

*

Z

,目

的产物,

'

()*+$,!#-./

$

1

%,

;")*+

连接酶
!

*

Z

+

!9a

反

应过夜#将反应的连接产物转化到感受态大肠杆菌#挑选单菌

落进行培养#用质粒提取试剂盒提取质粒+质粒用
.(<MX

单酶

切鉴定#选择酶切条带片段大小与预期相符合的阳性克隆保

存#进一步行质粒
)*+

序列测定分析#构建成
'

()*+$,!#

-./#0+#!"#$#$

!

表达载体+

$,',(

!

细胞培养和转染
!

0.234$

细胞用
)8.8

培养液$添

加
!%b

胎牛血清#

!%%^

"

BZ

青霉素#

!%

*

S

"

BZ

链霉素%培养+

用
ZH

'

<OC(?FBH=C

;8

3%%%

按说明书进行转染
0.234$

细胞+将

0.234$

细胞分散于
!%%BB

的培养皿$

3W!%

9细胞"皿#

!%

BZ

含
!%b _Y\

培养液"皿%+在
3"6

后#细胞共转染
&

*

S

'

()*+$,!#-./#0+#!"#$#$

!

)*+

+

$,',$%

!

蛋白免疫印迹检测
!"#$#$

!

的表达
!

转染细胞
"56

后离心去除培养液#加入
\)\

样品缓冲液#裂解细胞提取总蛋

白#用
YQ+

蛋白定量试剂盒定量#进行
!3b

十二烷基硫酸钠

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白#转膜#

&b

脱脂奶粉封闭#分别

用一抗$鼠抗兔
0+

标签抗体#鼠抗羊
#

#+(?H=

单克隆抗体%及

羊抗鼠二抗进行孵育#洗膜后#

.QZ

化学发光法显影成像+

/

!

结
!!

果

/,$

!

小鼠
!"#$#$

!

()*+

的克隆及鉴定
!

提取小鼠肝组织细

胞总
M*+

#琼脂糖电泳检测总
M*+

的提取情况+用
M;#PQM

反转录出
!"#$#$

!

()*+

#

PQM

产物进行琼脂糖凝胶电泳$胶的

浓度为
!,&b

%#

!"#$#$

!

()*+

片段大小为
5%4R

'

#结果在大约

5%%R

'

的位置可见特异性目的条带$图
!

%#与预期结果完全

一致+

!!

注!

!

为
M;#PQM

产物(

8F@EC@

为
)*+BF@EC@)Z!%ER

+

图
!

!

M;#PQM

产物琼脂糖凝胶电泳分析

/,/

!

真核表达载体
'

()*+$,!#-./#0+#!"#$#$

!

的构建及鉴

定
!

0+#!"#$#$

!

片段与
;

连接#阳性克隆经测序鉴定基因插

-

3!9$

-

检验医学与临床
3%!&

年
!3

月第
!3

卷第
3"

期
!

ZFR8CKQLH=
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入正确+挑选鉴定正确的克隆
'

7.8#;

"

0+#!"#$#$

!

和
'

()#

*+$,!#-./

$

1

%载体均以
.(<M

,

单酶切后连接#连接产物经

限制性内切酶
.(<M

,

酶切鉴定#结果见图
3

+电泳结果显示

5%%R

'

相应的目的条带和
&%%%R

'

的载体条带#与预期片段

大小相符#经测序进一步证明插入基因正确#获得
'

()*+$,!#

-./#0+#!"#$#$

!

载体#用于体外转录+

!!

注!

!

为
'

()*+$,!#-./#0+#!"#$#$

!

质粒
)*+

的单酶切产物(

8F@EC@

为
)*+BF@EC@)Z!&ER

+

图
3

!'

()*+$,!#-./#0+#!"#$#$

!

质粒
)*+

的单酶切结果

/,'

!

真核表达载体
'

()*+$,!#-./#0+#!"#$#$

!

在
2.234$

细胞中的表达
!

通过脂质体介导的基因转染方法将构建的载

体
'

()*+$,!#-./#0+#!"#$#$

!

转染
0CE34$

细胞#用
F=?H#

#

#

+(?H=

抗体和
F=?H#0+

标签抗体进行
VC>?C@=RL<??H=

S

检测#结

果显示#在转染了真核表达载体
'

()*+$,!#-./#0+#!"#$#$

!

的
0CE34$

细胞内#

0+#!"#$#$

!

有表达$图
$

%+提示真核表达

载体
'

()*+$,!#-./#0+#!"#$#$

!

已成功构建并能正确表达

!"#$#$

!

+

!!

注!

!

为未转染组(

3

为转染空载体
'

()*+$,!#-./

(

$

为转染重组

体
'

()*+$,!#-./#0+#!"#$#$

!

+

图
$

!

VC>?C@=RL<?

检测真核表达载体
'

()*+$,!#-./#0+#

!"#$#$

!

在
0CE34$

细胞中的表达

'

!

讨
!!

论

!"#$#$

蛋白是一类广泛存在于真核生物体内#相对分子质

量为$

35

"

$$

%

W!%

$ 的酸性蛋白质+

!"#$#$

蛋白家族成员是在

!49:

年由
8<<@CO

和
PC@CT

首次在哺乳动物的脑组织中发现并

鉴定#按照蛋白质系统分类命名法命名为
!"#$#$

蛋白+

!"#$#$

蛋白自我聚集成同或异二聚体#一些家族成员#如
%

和
$

偏嗜

形成同二聚体#其他家族成员如
!

偏嗜形成异二聚体+

!"#$#$

二聚体能和细胞内许多蛋白质相互作用#包括许多转录因子,

信号分子,凋亡因子和肿瘤抑制因子+功能涉及细胞生长,细

胞周期限制点调控,信号转导+

!"#$#$

蛋白能和许多具有特殊

磷酸化的丝"苏氨酸结合活性的蛋白质相互作用+

!"#$#$

结合

蛋白有
3

个高亲和
!"#$#$

蛋白结合域!

M\[

'

\[P

$

B<KC!

%和

M[[[

'

\[P

$

B<KC3

%#

'

\

代表磷酸化的丝氨酸或苏氨酸#

[

指

除半胱氨酸以外的任何一种氨基酸+另外
!"#$#$

蛋白能结合

M[[

'

\[#Q%%0

模序)

$#"

*

+通常与
!"#$#$

蛋白相结合的靶蛋白

都具有丝氨酸或苏氨酸位点#

!"#$#$

蛋白以其特有的保守模序

与被磷酸化的丝氨酸或苏氨酸相结合#从而调节靶蛋白的生理

活性)

!

*

+到目前为止#已经鉴定出超过
$%%

种
!"#$#$

人类结合

蛋白#而且还有继续增多的趋势)

&

*

+

!"#$#$

蛋白能进行磷酸化

修饰#当
\C@#&5

磷酸化后
!"#$#$

蛋白由二聚体转变成单体#单

体蛋白不稳定#在结合和调节磷酸化蛋白时活性降低或者完全

失去活性)

9

*

+有研究显示#

!"#$#$

!

分子共有
!3

个磷酸化位

点#而且每个磷酸化位点与其对应的生物学活性还不清楚)

:

*

+

有许多研究发现#

!"#$#$

蛋白在未受干扰的细胞周期进程

中也发挥作用#例如#对发育中果蝇的研究发现#

!"#$#$

&

和
&

在细胞周期的调控中也发挥着作用#主要是通过抑制
Q)Q3

活

性#使细胞在适当的时候退出有丝分裂+敲除果蝇的
!"#$#$

!

导致胚胎死亡#尽管
!"#$#$

!

表达正常#然而
!"#$#$

!

对胚胎的

发育并不是必须的#

!"#$#$

!

突变的胚胎细胞提前进入有丝

分裂+

(̂6HKF

等)

5

*研究结果显示#在
0.234$

细胞中
!"#$#$

!

能

与
QK(3&Y

的
$%4

位丝氨酸结合并控制
QK(3&Y

的细胞质定

位+在小鼠卵母细胞由
7̀

期向
7̀ Y)

过渡时
QK(3&Y

从细

胞质进入细胞核#使
QK(3

"

(

G

(LH=Y

复合体发生去磷酸化并激

活#从而使小鼠卵母细胞恢复减数分裂#暗示在细胞质中
!"#$#

$

蛋白和
QK(3&Y

的结合)

4#!%

*

+

目前#国内少见小鼠
!"#$#$

!

真核表达载体的构建研究和

!"#$#$

!

在小鼠卵母细胞和受精卵发育中作用和机制的相关研

究+本研究采用
M;#PQM

从小鼠肝组织中克隆小鼠
!"#$#$

!

基因#并成功构建
!"#$#$

!

真核表达载体
'

()*+$,!#-./#0+#

!"#$#$

!

+通过脂质体介导的方法将
'

()*+$,!#-./#0+#!"#

$#$

!

载体转染
0.234$

细胞后#

VC>?C@=RL<??H=

S

证实转染细

胞内
!"#$#$

!

的表达#为下一步研究
!"#$#$

!

基因的结构,功能

及其在小鼠卵母细胞发育的调控作用奠定了良好的基础+
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$灵敏度低#针对阴道镜阴性但高度怀疑宫颈癌的患者%($

&

%鳞

状上皮细胞抗原检测$仅针对年轻患者的早期诊断有参考意

义%($

9

%阴道超声检查$特异性差#不易与慢性宫颈炎,宫颈息

肉等良性病变相鉴别%+宫颈癌的早期筛查方法虽然众多#但

都存在一定的方法学缺陷#故寻找新的血清学筛查指标很有

必要+

PP3+

全酶由异三聚体构成#包括结构亚基
#+

亚基,调节

亚基
#Y

亚基和催化亚基
#Q

亚基)

:

*

+其为一种丝"苏氨酸磷酸

酶#能对蛋白进行可逆性磷酸化修饰#参与了细胞代谢,

)*+

修复,基因表达,信号转导,细胞周期,细胞分化及凋亡#与肿瘤

的发生密切相关#其在机体能拮抗大多数蛋白激酶的活性#有

望成为肿瘤筛查新的靶标分子)

5#4

*

+本研究结果显示#

6>0P̀

感染和宫颈癌患者血清中
PP3+

水平均显著下调#且宫颈癌患

者血清中
PP3+

水平下调更显著#该研究结果提示血清学

PP3+

联合
6>0P̀

水平检测可能是宫颈癌早期诊断的良好

指标+

蛋白磷酸
3+

的癌性抑制因子$

QXP3+

%作为一种与
PP3+

相互作用的内源性蛋白#在恶性肿瘤中可以负性调节
PP3+

活

性)

!%

*

+其在多数良性组织中不表达或者低表达#而在多种恶

性肿瘤中均为高表达#包括胃癌,乳腺癌,肺癌,卵巢癌,前列腺

癌,食管癌,肝癌等+而
PP3+

正好与之相反#更进一步证实了

PP3+

的抗肿瘤功能+

PP3+

通过以下机制抑制肿瘤发生!$

!

%

自身突变($

3

%抑制蛋白激酶
Y

活性($

$

%调节
MFO

活性($

"

%抑

制
\92

活性($

&

%影响
(#8

G

(

稳定性($

9

%调控
'

&$

($

:

%激活
MR

家族($

5

%调控
V=?

信号通路+在人类黑色素瘤,肺癌,乳腺

癌,神经胶质瘤,结肠瘤,人类多发性骨髓瘤和上皮鳞状细胞癌

等恶性肿瘤的癌细胞内均已发现了
PP3+

水平下调#但是

PP3+

与宫颈癌的相关性研究较少)

!!

*

+最新的研究进展表明#

QXP3+

是通过抑制
PP3+

对
(#8

G

(

蛋白第
93

位丝氨酸去磷酸

化稳定
(#8

G

(

的表达水平#维持细胞恶性表型#抑制细胞衰老

和凋亡#促进细胞增殖和恶性转化+本研究结果显示#

6>0P̀

感染和宫颈癌患者组织
PP3+

酶活性显著下调#且宫颈癌患者

组织
PP3+

酶活性下降更显著#该研究进一步证实了
6>0P̀

和宫颈癌感染患者
PP3+

水平显著下调#血清
PP3+

水平可能

成为宫颈癌良好的预测和诊断因子+

综上所述#本研究结果揭示了血清学
PP3+

联合
6>0P̀

水平检测可能成为宫颈癌的良好预测和诊断靶标#该研究结果

不仅为宫颈癌的发病分子机制提供了新的资料#而且可为临床

宫颈癌的早期诊断提供新的靶点+
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