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中与骨桥蛋白"
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#
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非翻译区"

*\6Z5&

#结合后在转录后水平调节

"#('&(%

的稳定性的
'&(%

结合蛋白$方法
!

利用亲和纯化的方法分离和纯化
"#(*\Z5&

结合蛋白!质谱分析消化后的

片段以鉴定蛋白&
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蛋白的表达!

IENH6J@'E#!&

检测
"#('&(%

半衰期的变化$结果
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细胞中过表达
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的稳定性!进而增强
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%是一个由格根包尔氏细胞*

上皮细胞*内皮细胞*巨噬细胞*平滑肌细胞等多种细胞类型分

泌到细胞外基质中的一个高度磷酸化和糖基化的蛋白'

-

(

)研

究认为#

"#(

在细胞迁移*细胞存活*抑制细胞钙化*调节细胞

免疫#肿瘤细胞转移等方面具有重要的功能'

D

(

)在包括动脉粥

样硬化*化生*肿瘤转移'

,

(和肾脏疾病'

;

(等多种病理状态下#

"#(

的表达都上调)非翻译区$

PCJINCBHNJE>IE

U

@?C

#

Z5&

%中

的元件调控特定基因的表达'

*6)

(

#对正常机体的发展'

:

(以及疾

病的进程'

76=

(发挥重要的作用)

Z5&B

可以通过改变转录稳定

性*转录位置和翻译效率来影响
'&(%

#进而影响蛋白量的表

达)在
*\6Z5&

内#稳定的二级结构#反式作用因子的结合位

点#或者编码区上游的短的开放阅读框$

"&.B

%都可以影响帽

依赖的翻译过程'
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(

)有研究显示#

Ê

G

]D

和
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G

,X

细胞中

"#(*\6Z5&

与一个
*+i-+

, 大小的
'&(%

结合蛋白相互作

用#可以在转录后水平调节
"#( '&(%

的稳定性'

--

(

)在本

研究中#试图分离鉴定此蛋白并深入研究其对
"#(

表达的

影响)
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材料与方法

A8A

!

材料
!

准备细胞提取物#细胞裂解液$
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+8-'Y0$5%

#

+8-'Y0]5%

#
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$55

#

+8*'Y#Y4.

#

+8*1 (#6;+

%重悬细胞#

;+++I

"

'@C

离

心
,'@C

去除沉淀物)上清液保存在
<7+[

备用)

A8B

!

方法

A8B8A

!

鉴定和纯化
"#('&(%

结合蛋白
!

按亲和纯化方法

提取
Ê

G

,X

细胞胞浆蛋白)生物素标记的
"#(*\6Z5&

核苷

酸探针由
3$5

公司合成)

-8+'2?M-i#X4

冲洗
,++

)

2

抗

生蛋白链菌素包被的磁珠
,

次#在
*++

)

2

结合缓冲液中重悬

后保存在
;[

)为了减少磁珠与非特异性蛋白的结合#细胞质

提取物与
Di

结合缓冲液
-j-

稀释#与磁珠
; [

孵育
-K

)

-+++i

U

离心
*'@C

除去磁珠后#上清液与生物素标记的

&(%

探针
;[

孵育
DK

)清洗过的磁珠加入反应体系中孵育

)+'@C

后#磁体装置吸附磁珠)

-8+'2

结合缓冲液冲洗磁珠

D

次后#洗涤缓冲液冲洗
-

次)洗脱液洗脱结合的蛋白)

ZH6

JINMIEE6+8*

离心纯化装置浓缩蛋白)浓缩后的蛋白#
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烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳$

4$46#%]0

%分离后#银染试

剂盒银染#或转膜至
#/$.

膜上进行
bEBJEICSH?JJ@C

U

分析)

出现在
Ê

G

,X

样本中而没有在
Ê

G

]D

样本中出现的条带胶

内消化后#送到蛋白分析中心进行质谱分析)

A8B8B

!

B@&(%

和质粒
!

针对人
0.-%

的特异性
B@&(%

由

$KNI'NO?C&EBENIOK

公司合成)正义序列为!

*\6%Z]!]]

Z]]!%Z !]%!%% %ZZ

&对照
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购自
4NCJN!IPV

)

0.-%

全长
O$(%

片断由
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利用引物扩增而来!正向引物#

%5]]]%%%]]%%%%]%!5!%5%5!

&反向引物#

55%

]!!55!5]%]!555!5]]]!%

)

#!&

扩增片断克隆入

G

O$(%,8-

"

/*6̂ @B

+

5"#"

,

5%

质粒中#所有载体的构建均

由测序证实)

A8B8C
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瞬时转染试验
!

转染前
D;K

接种细胞#

Ê

G

,X

细胞生

长至
:+1

'

7+1

进行转染试验)利用
2@

G

?MEOJN'@CED+++

在

"

G

J@YE'63

培养基中将
B@&(%

转染入细胞中)转染后
)K

#更

换
"

G

J@YE'63

培养基为正常培养基#转染
;7K

后收获细胞)

A8B8D

!

bEBJEICSH?JJ@C

U

试验
!

#X4

冲洗细胞#裂解液裂解#

4$4

胶电泳分离蛋白后#转膜至
#/$.

膜)转膜后#用不同的

抗体孵育#

0!2

发光试剂盒检测信号强度)

A8B8E

!

定量$

&5

%

6#!&

分析
&(%

的半衰期
!

Ê

G

]D

细胞转

染构建的质粒#

Ê

G

,X

细胞转染
B@&(%D;K

后#细胞消化#接

种至培养板中#

D+

)

U

"

'2

放线菌素
$

处理不同的时间点#收

集细胞)

&56#!&

方法分析
'&(%

的半衰期)

A8C

!

统计学处理
!

采用
4#44--8+

软件进行统计分析#计量

资料以
B_<

表示#计量资料的比较采用
4JP>ECJ\B96JEBJ

检验)

以
!

9+8+*

为检验水准)

B

!

结
!!

果

B8A

!

蛋白纯化和质谱分析
!

利用亲和纯化的方法分离和纯化

"#(*\Z5&

结合蛋白)

4%6#Y#B

捕获生物素标记的
&(%

片段#结合到
&(%

上的蛋白同时被分离下来)在
Ê

G

,X

细胞

中#利用此技术能分离出作用于
"#(*\Z5&&(%

的反式作

用蛋白#而在
Ê

G

]D

细胞中却检测不到蛋白结合)经过去盐

处理#沉淀下来的蛋白经
4$46#%]0

分离后#

&(%

亲和分析

试验确认结合到
"#(*\Z5&

的
*+i-+

, 的蛋白#银染显色

$图
-

%)相对分子质量
*+i-+

, 的蛋白条带被切割下来后#胶

内胰蛋白酶消化)

Y4

"

Y4

分析消化后的片段)经过把
Y4

"

Y4

光谱结果与已知蛋白数据库的对比#确认翻译延长因子

-%

$

0.-%

%为此结合蛋白)

!!

-

!

Ê

G

]D

细胞分离物&

D

!

Ê

G

,X

细胞分离物)

图
-

!!

银染后的
4$46#%]0

B8B

!

敲除
0.-%

可以通过增强
"#('&(%

的稳定性而提高

其在
Ê

G

,X

细胞中的表达
!

bEBJEICSH?J

检测
B@&(%

敲除

0.-%

后
Ê

G

,X

细胞中
"#(

蛋白的表达情况)

0.-%B@&(%

转染能显著降低
0.-%

蛋白的表达$图
D%

%)

0.-%B@&(%

处

理能提高
"#(

蛋白的表达水平#分析
,

次独立试验中
0.-%

"

]%#$̂

#

$#(

"

]%#$̂

相对灰度值$图
DX

%)

Ê

G

,X

细胞未

处理或转染
0.-%B@&(%D;K

后#加入
NOJ@C?'

Q

O@C$

$

J@'E

+

%#

7K

周期内分析
"#('&(%

的降解速率$结果为
,

次独立

试验的代表%)

0.-%B@&(%

处理显著提高
"#('&(%

的稳

定性'$

)87+_+8-*

%

K

与$

,8-:_+8-7

%

K

#

!

$

+8+-

(#见图
D!

)

!!

-

!未处理细胞&

D

!转染对照
B@&(%

细胞&

,

!转染
0.-%B@&(%

细

胞)

"

!

$

+8+-

#与未处理组及转染对照
B@&(%

细胞比较)

"

!

!

$

+8+-

#

与转染对照
B@&(%

细胞比较)

图
D

!!

Ê

G

,X

细胞瞬时转染
0.-%B@&(%

!!

-

!未处理细胞&

D

!转染
G

!$(%,8-6!

质粒细胞&

,

!转染
G

!$(%

,8-h 0.-%

质粒细胞)

"

!

!

$

+8+-

#与未处理细胞及转染
G

!$(%

,8-6!

质粒细胞比较&

"

!

!

$

+8+-

#与转染
G

!$(%,8-6!

质粒细胞比

较)

图
,

!!

Ê

G

]D

细胞瞬时转染
G

!$(%,8-h 0.-%

质粒

B8C

!

Ê

G

]D

细胞中
0.-%

过表达通过降低
"#('&(%

稳定

性减少
"#(

的表达
!

Ê

G

]D

细胞瞬时转染包含人
0.-%

蛋

白编码区的
G

!$(%,8-h0.-%

表达质粒#同时用不包含

0.-%

的
G

!$(%,8-6!

作为对照质粒)转染
G

!$(%,8-h

0.-%

后#

0.-%

表达水平明显上调$图
,%

%#同时
"#(

表达水
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平下调#图像分析
,

次独立试验中
0.-%

"

]%#$̂

#

"#(

"

]%#$̂

相对灰度值$图
,X

%)

&56#!&

结果显示#

Ê

G

]D

细

胞中过表达
0.-%

后#

"#('&(%

半衰期从$

D-8++_+8+7

%

K

减少为$

--8++_+8D+

%

K

$

!

$

+8+-

%#

Ê

G

]D

细胞未处理或转染

G

!$(%,8-h 0.-%D;K

后#加入
NOJ@C?'

Q

O@C$

$

J@'E+

%#

D;

K

周期内分析
"#('&(%

的降解速率$结果为
,

独立次试验

的代表%#见图
,!

)

C

!

讨
!!

论

本研究前期的实验中#认为
"#(*\Z5&

上的一个顺式作

用元件参与调控
Ê

G

]D

和
Ê

G

,X

细胞中
"#( '&(%

的稳

定性)本实验中#把这一作用区域定位在
"#(*\Z5&

上一段

-D

个核酸序列的区域)蛋白纯化结果显示#

0.-%

是此
"#(

*\Z5&&(%

结合蛋白复合物的主要成分)尽管最初被认为

只参与蛋白翻译延长过程中催化
]5#6

依赖的氨基酰
6J&(%

结合到核糖体的步骤#有研究认为#

0.-%

可以特异性的结合

到
bEBJ(@HE&(%

病毒
,\Z5&

的茎环二级结构上'

-D

(

#参与
-

6

NOJ@C'&(%

的定位过程'

-,

(

)由于
0.-%

在真核细胞中的高

丰度$哺乳动物细胞总蛋白的
-1

%#远大于翻译过程中其他元

件的含量#其必定有除参与翻译机制外的其他功能)另外#

0.-%

与
NOJ@C

和细胞骨架结构联系密切#预示其可能把特定

'&(%

#例如
-

6NOJ@C'&(%

锚定到细胞外周区域#或者把

Y56-'&(%

锚定在细胞核周边#以阻止其弥散到细胞质

中'

-;

(

)关于
0.-%

是否结合到其他
&(%

结构的
Z5&

区域的

研究正在进行中)

'&(%

稳定性被认为对真核细胞基因的表达的调控影响

重大)不同的
'&(%

具有不同的半衰期#它们的半衰期在很

大程度上决定了其表达的丰度)在不同细胞类型中影响
'&6

(%

表达的多种机制中#

'&(%

降解的调控是一个潜在的决定

基因表达水平的重要过程'

-*

(

)关于在
Ê

G

]D

和
Ê

G

,X

细胞

中
"#('&(%

稳定性的特异性调控机制#目前还没有研究报

道)本研究结果显示#

"#('&(%*\Z5&

中包含有一段决定

Ê

G

]D

和
Ê

G

,X

细胞中
"#('&(%

半衰期的
-D

个核酸序

列的顺式作用元件)

0.-%

通过特异性的调节机制#在转录后

水平调控
"#(

的表达)在
Ê

G

]D

细胞中过表达
0.-%

可以

通过降低
"#( '&(%

的稳定性而降低
"#(

的表达&在

Ê

G

,X

细胞中利用
B@&(%

技术下调
0.-%

的表达能增强

"#('&(%

的稳定性#进而增强
"#(

的表达)

综上所述#本研究中证实了
0.-%

作为一个去稳定因素作

用于
"#(*\Z5&

#至少部分决定了
Ê

G

,X

和
Ê

G

]D

细胞中

"#(

的表达的不同)
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