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构建带
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标签的细胞增殖核抗原"

HO[3

#蛋白
h%##3

%

h%##N

突变型重组质粒!真核表达及鉴定$方

法
!

以
Vb3W1HO[3

野生型基因为模板!运用
HO]

定点突变技术扩增出带突变位点的基因序列!将其插入真核表达载体
<

Ô F1

[1Vb3W

!进行双酶切实验和测序验证$然后!利用脂质体将重组质粒转染至
%,&5

细胞!

E7.87B/I;*88+/

9

鉴定融合蛋白的表达$

结果
!

Vb3W1HO[3

"

h%##3

#%

Vb3W1HO[3

"

h%##N

#重组质粒测序结果正确!获得
HO[3

蛋白突变体$结论
!

成功构建了带

Vb3W

标签的
HO[3

蛋白
h%##3

%

h%##N

真核表达载体!验证了突变型
HO[3

融合蛋白的表达!为
HO[3

蛋白功能的深入研究

奠定了基础$
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HO1

[3

%是一种在增殖细胞中合成或表达的核抗原#相对分子质

量约为
&$d#"
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#是真核细胞
N[3

聚合酶
/

的辅助因子#与

N[3

合成和细胞增殖相关#是近年来认为更能有效评估肿瘤

细胞增殖活性的重要标志物#也是当前研究的热点之一'
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许多文献曾报道#表皮生长因子受体$
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UWV]

%在细胞增殖与肿瘤分化中发挥着重要

作用)
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博士报道
UWV]

可以磷酸化
HO[3

上的
h%##

位点#减少
HO[3

的降解#从而促进细胞增殖*参与

N[3

损伤修复'

!1$

(

)本研究运用
HO]

定点突变技术将
%##

位

酪氨酸碱基
53O

分别突变成丙氨酸碱基
WOO

*天冬氨酸碱基

W3O

#以获得突变型
HO[3

蛋白基因)将构建的
<

Ô F1[1

Vb3W1HO[3h%##3

和
h%##N

重组质粒#分别转染至
%,&5

真核细胞#对表达的融合蛋白进行鉴定#为进一步探讨
HO[3

蛋白在肿瘤细胞中的生物学作用提供实验基础)
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材料与方法
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主要实验设备
!

凝胶扫描成像系统*垂直电泳槽*梯度

HO]

仪均购自美国
P+*1]:)

公司)

>'?
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主要试剂
!

限制性内切酶
P:AMK

和
iC*K

#

5!

连接酶#

N[3A:Ba7B

及
HO]

扩增试剂盒均购自
5:\:]:

公司&质粒小

提*凝胶回收试剂盒购自天根生物技术公司)标准低分子量蛋

白购自
HC:BA:D+:

公司)

HO]

引物由英俊公司合成)

WG5

融

合蛋白纯化树脂购自
WU M7:;8CD:B7

公司)转染试剂
W71

/U.D*B85^

"

购自
E+.7

9

7/

公司)

]KH3

裂解液购自碧云天生

物技术公司)

Vb3W

一抗购自
G+

9

A:

公司)鼠源二抗购自
P+1

*B>;7

公司)
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质粒与菌株*细胞株
!

质粒
<

Ô F1[1Vb3W1HO[3

*真

核表达载体
<

Ô F1[1Vb3W

及大肠杆菌
NM4

0

均为本实验室

所保存)

>'A

!

方法
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!

目的基因的获得以及重组质粒的构建验证
!

根据

W7/7P:/a

检索到的
HO[3

基因序列#设计扩增其全长序列的

引物&根据
<

Ô F1[1Vb3W

空载的多克隆位点图谱#在引物的

4j

端引入限制性内切酶
P:AMK

#

&j

端引入限制性内切酶
iC*K

识别序列&结合实验要求#设计带突变碱基位点的引物#

Vb3W1

HO[3

全长引物*突变体引物序列如表
#

所示)以
<

Ô F1[1

Vb3W1HO[3

为模板#进行
HO]

反应#先扩增带有突变位点的

前*后两端
N[3

序列#反应条件为!

,!f4A+/

#

,!f&".

#

44

f&".

#

0%f

延伸
&".

#

&"

个循环#

0%f4A+/

#扩增产物大小

分别为
$&&I

<

和
#4&I

<

#用
#(

琼脂糖凝胶电泳分析鉴定及胶

回收纯化)然后#将前后两段序列互为引物和模板#进行拼接#

反应条件!

,!f%A+/

#

,!f&".

#

$"f&".

#

0%f

延伸
&".

#
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表
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构建
Vb3W1HO[3

突变体重组质粒的上下游引物设计

引物名称 引物序列

<

Ô F1[1Vb3W1HO[31V 4j1353WW35OO35W55OW3WWOWOWOO5W1&j

<

Ô F1[1Vb3W1HO[31] 4j1WO3O5OW3WOO533W35OO55O55O35OO1&j

<

Ô F1[1Vb3W1HO[31h%##31V 4j15555WO3O5W3WWWOOO5W33O55O5553O1&j

<

Ô F1[1Vb3W1HO[31h%##31] 4j15333W33W55O3WWWOOO5O3W5WO3333W1&j

<

Ô F1[1Vb3W1HO[31h%##N1V 4j15555WO3O5W3WWW3OO5W33O55O5553O1&j

<

Ô F1[1Vb3W1HO[31h%##N1] 4j15333W33W55O3WW5OOO5O3W5WO3333W1&j

0

个循环)紧接着#全长基因上*下游引物加入到反应体系#反

应条件!

,!f&".

#

$&'%f&".

#

0%f

延伸
#A+/

#

&"

个循环#

扩增带突变位点*

02$I

<

的全长基因#

#(

琼脂糖凝胶电泳分

析鉴定及胶回收纯化)随后#将
P:AMK

和
iC*K

双酶切的

HO]

产物#插入到双酶切处理后的
<

Ô F1[1Vb3W

空载体

中#进行连接转化#酶切验证后#送至上海英俊生物技术公司进

行测序)

>'A'?

!

细胞转染
!

人胚肾
5

细胞
%,&5

细胞用含
#"(

胎牛

血清
N Û̂

培养基#

&0f

*

4( OS

%

细胞培养箱中常规培养#

每
%

#

&

天传代一次#用
"'%4(

胰酶消化传代)六孔板中#每

孔接种
4d#"

4

#待细胞贴壁后进行转染)野生型和突变型重

组质粒分别与转染试剂
W7/U.D*B85^

"

以
%

&

9

Z!

&

b

比例#

用
N Û̂

稀释混匀#室温静置孵育
&"A+/

后#将复合物加之

细胞中#

!

#

$C

后#更换成含
#"(

胎牛血清
N Û̂

培养基#培

养
!2C

)
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!

细胞裂解及
E7.87B/I;*88+/

9

鉴定表达蛋白
!

转染收

取的细胞用
HPG

清洗
%

#

&

次之后#用
]KH3

裂解液$含蛋白酶

抑制剂%进行裂解和
PO3

法蛋白浓度测定)取
&"

&

9

蛋白进

行
GNG1H3WU

电泳#转至
HFNV

膜后#用
#d5PG5

洗膜
&

次#

#"

分"次#

4(

脱脂奶粉室温封闭
#C

)然后#用鼠源
Vb3W

单

克隆抗体$

#Z%"""

%#

!f

#孵育过夜)次日#

#d5PG5

洗膜
&

次后#鼠二抗$

#Z%"""

%室温孵育
&"A+/

#经
#d5PG5

洗膜
&

次后#

UOb

曝光显影)

?

!

结
!!

果

?'>

!

目的基因片段的扩增
!

利用
HO]

从模板质粒
<

Ô F1[1

Vb3W1HO[3

$

E8

%上扩增出带突变位点 的
Vb3W1HO[3

h%##3

和
h%##N

基因前*后两段
N[3

序列#大小分别为

$&&I

<

和
#4&I

<

$图
#3

%)随后将其拼接#

HO]

扩增出带突变

位点的全长基因序列#大小为
02$I

<

$图
#P

%#均与预期
N[3

片段大小相符)

!!

3

!

HO[3

突变体拼接片段生成#

#

!

h%##3

拼接前段&

%

!

h%##3

拼接后段&

&

!

h%##N

拼接前段&

!

!

h%##N

拼接后段)

P

!

HO[3

突变体全长片

段#

#

!

h%##3

全长片段&

%

!

h%##N

全长片段)

O

!

HO[3

突变体
h%##3

双酶切鉴定#

#1&

!重组质粒
#

#

&

号双酶切)

N

!

HO[3

突变体
h%##N

双酶切

鉴定#

#1&

!重组质粒
#

#

&

号双酶切)

^

!

N[3 :̂Ba7B

#图左边标出
:̂Ba7B

分子量)

图
#

!!

Vb3W1HO[3h%##3

和
h%##N

基因的
HO]

结果

!!

3

!

HO[3

野生型
h%##

位点测序序列
53O

&

P

!

HO[3

突变体

h%##3

位点测序序列
53O

(

WOO

&

O

!

HO[3

突变体
h%##3

位点测序

序列
53O

(

W3O

)

图
%

!!

重组质粒的
N[3

测序结果

?'?

!

重组质粒的鉴定
!

突变型重组质粒连接转化后#分别挑

取
&

个单克隆进行扩大培养#质粒提取后分别用
P:AMK

和

iC*K

进行双酶切鉴定)琼脂糖凝胶电泳可见大小
02$I

<

的

目的条带#表明目的基因已经成功插入
<

Ô F1[1Vb3W

载体

中$图
#O

*

N

%)比较
N[3

测序报告箭头所指位点#表明
%##

位的酪氨酸碱基
53O

#已分别突变成丙氨酸$

WOO

#

3

%和天冬

氨酸碱基$

W3O

#

N

%$图
%

%)证明突变型
Vb3W1HO[3h%##3

和
h%##N

质粒已成功构建)

!!

#

!

V;:

9

1F7D8*B

&

%

!

V;:

9

1HO[3

$

E8

%&

&

!

V;:

9

1HO[3

$

h%##3

%&

!

!

V;:

9

1HO[3

$

h%##N

%)

图
&

!!

E7.87B/I;*88+/

9

验证分析融合蛋白的表达

?'@

!

E7.87B/I;*88+/

9

鉴定融合蛋白
!

野生型和突变型重组

质粒转染过
%,&5

细胞#经
E7.87B/I;*88+/

9

用
V3bW

抗体孵

4,##

重庆医学
%"#%

年
!

月第
!#

卷第
#%

期



育验证后#发现突变型
HO[3

蛋白同野生型
HO[3

蛋白均可

以正常表达#蛋白大小与预期相符#结果见图
&

)

@

!

讨
!!

论

HO[3

蛋白的异常与肿瘤的发生发展密切相关#它几乎存

在于所有迅速增殖的细胞核中#它的出现明显与细胞增殖有

关#其在静止细胞中含量很低#从
W#

末期开始增加#在
G

期达

到高峰#是评价细胞增殖状态的重要指标#同时还是鉴别某些

良性肿瘤和恶性肿瘤的指标和预后评估指标'

&

#

0

(

)蛋白质磷

酸化修饰是
HO[3

半衰期调节的主要机制)文献报道
HO[3

蛋白上的
h%##

磷酸化后#可显著增强细胞增殖#降低乳腺癌

等恶性肿瘤患者生存率'

!1$

(

)本研究将
%##

位的酪氨酸分别突

变成天冬氨酸以模拟该位点的磷酸化#突变成为丙氨酸以阻断

该位点的磷酸化'

21##

(

#构建
<

Ô F1[1Vb3W1HO[3h%##3

和

h%##N

真核表达载体后#转染至
%,&5

真核细胞并鉴定融合蛋

白的表达#为进一步研究
HO[3

的生理功能打下基础)

在构建
h%##3

*

h%##N

重组质粒过程中#本研究采用了突

变位点周围序列重叠拼接的策略#分别构建了突变位点前段和

后段的
N[3

序列#随后利用
HO]

*两端
N[3

序列互为模板引

物进行拼接)为了保证突变目的基因产物能够有效扩增#实验

前作者利用全长基因的引物#设置了梯度
HO]

反应#找到了

$&'%f

反应效率相对较高的退火温度)

%,&5

细胞因具备理想的细胞转染效率#所以是蛋白表达

和功能研究中常用到的细胞株)同一张膜上#经
N3P

底物显

色后#相对于内参
.

1:D8+/

#作者发现目的蛋白有较高的表达量)

文献中报道#作者利用蛋白合成抑制剂处理*结合
h%##V

突变

体发现#

h%##

位点的磷酸化有助于
HO[3

蛋白的降解#在初

步的蛋白表达中尚未看到明显的变化&再者#由于
HO[3

在细

胞中存在
N[3

结合和游离两种形式#而
N[3

结合形式不易

被分离#同内源
HO[3

蛋白的影响调节有可能是造成这种变

化不明显的原因'

#%1#4

(

)

参考文献"

'

#

(

G87//7B^

#

N7A

9

7/.a

?

3

#

*̂;;.O

#

78:;'HB*

9

/*.8+D6:;>7

*@

<

B*;+@7B:8+/

9

D7;;/>D;7:B:/8+

9

7/+/

<

:B*8+)

9

;:/)D:/D7B

'

`

(

'U>B 3BDC S8*BC+/*;:B

?

/

9

*;

#

%"#%

#

%$,

$

!

%!

#%%41

#%&%'

'

%

(

3DC:B

?

:[

#

\;:..7/]

#

*̀C/.*/]U

#

78:;'HO[3I+/)+/

9

)*A:+/.+/:;;8CB77.>I>/+8.*@

?

7:.8N[3

<

*;

?

A7B:.7

/

A*)>;:87+8.@>/D8+*/+/N[3B7

<

;+D:8+*/

'

`

(

'HB*D[:8;

3D:)GD+_G3

#

%"##

#

2

$

!!

%!

#0,%01#0,&%'

'

&

(

G8BR:;a:E

#

X+7A+7/*Q+DR3'HB*;+@7B:8+/

9

D7;;/>D;7:B:/1

8+

9

7/

$

HO[3

%!

:a7

?

@:D8*B+/N[3B7

<

;+D:8+*/:/)D7;;

D

?

D;7B7

9

>;:8+*/

'

`

(

'3//P*8

#

%"##

#

#"0

$

0

%!

##%01##!"'

'

!

(

E:/

9

GO

#

[:a:

-

+A:;h

#

h>hb

#

78:;'5

?

B*.+/7

<

C*.

<

C*1

B

?

;:8+*/D*/8B*;.HO[3@>/D8+*/8CB*>

9

C

<

B*87+/.8:I+;+8

?

'

`

(

'[:8>B7O7;;P+*;*

9?

#

%""$

#

2

$

#%

%!

#&4,1#&$2'

'

4

(

XC:*M

#

b*hM

#

:̂b

#

78:;'5:B

9

78+/

9

8

?

B*.+/7

<

C*.

<

C*1

B

?

;:8+*/*@HO[3+/C+I+8.

<

B*.8:87D:/D7B

9

B*Q8C

'

`

(

'̂ *;

O:/D7B5C7B

#

%"##

#

#"

$

#

%!

%,1&$'

'

$

(

E:/

9

GO

#

M>/

9
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