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ＤＵＳＰ９真核表达载体的构建及其在Ｈｅｐａ１６肝细胞中的表达


杨　艳
１，向加林１，欧阳旭红１△，尹　玲

１，于国辉２

（１．遵义医学院附属医院医学检验科，贵州遵义５６３０００；

２．遵义医学院医学检验系２００６级本科，贵州遵义５６３００３）

　　摘　要：目的　构建小鼠ＤＵＳＰ９基因真核表达载体，并在小鼠 Ｈｅｐａ１６肝细胞中表达ＤＵＳＰ９蛋白。方法　采用ＲＴＰＣＲ

方法，从小鼠肝组织获取ＤＵＳＰ９ｃＤＮＡ片断，经双酶切、连接重组至真核表达载体ｐＥＧＦＰＮ１，构建ｐＥＧＦＰＤＵＳＰ９重组质粒，双

酶切及ＤＮＡ测序对该重组质粒进行鉴定。脂质体介导ｐＥＧＦＰＤＵＳＰ９转染 Ｈｅｐａ１６肝细胞，实时荧光定量ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测ＤＵＳＰ９ｍＲＮＡ及蛋白表达水平的变化。结果　ｐＥＧＦＰＤＵＳＰ９重组质粒经双酶切及测序鉴定证明构建完全正确，成功转

染 Ｈｅｐａ１６肝细胞并高效表达，检测到明显上调的ＤＵＳＰ９ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。结论　成功构建真核表达载体ｐＥＧＦＰ

ＤＵＳＰ９，并在 Ｈｅｐａ１６肝细胞中表达了ＤＵＳＰ９蛋白，可为研究ＤＵＳＰ９的生理功能及了解其在糖、脂代谢、胰岛素抵抗进程中的

作用奠定坚实的基础。
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　　ＤＵＳＰ９基因是近年研究发现具有双重专一性的磷酸酶家

族（Ｄｕａｌｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈｔａｓｅｓ，ＤＵＳＰｓ）成员之一。

ＤＵＳＰｓ可逆转应激通路中丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉ

ｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）的活性，因此，也称作 ＭＡＰＫ磷

酸酶 家 族 （ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｓ，

ＭＫＰｓ）。该家族属于酪氨酸蛋白磷酸酶超家族，可通过去磷

酸化、钝化 ＭＡＰＫ关键的酪氨酸和苏氨酸残基，调控 ＭＡＰＫ

的功能［１２］。其家族成员因对 ＭＡＰＫｓ家族表现出独特的底物

特异性，故分为ＤＵＳＰ１（又名 ＭＫＰ１）、ＤＵＳＰ４（又名 ＭＫＰ２）、

ＤＵＳＰ６（又名 ＭＫＰ３）、ＤＵＳＰ９（又名 ＭＫＰ４）、ＤＵＳＰ１０（又名

ＭＫＰ５）。研究发现，人源与小鼠ＤＵＳＰ９同源性为８３％，在胎

盘、肝、肾脏中高表达，且在发育进程中是可调型表达［３４］，对胰

岛素作用存在争议［２，５］，但其在胰岛素抵抗进程中的作用机制

及分子靶点尚未清楚。本研究通过构建ＤＵＳＰ９真核表达载

体，并在小鼠 Ｈｅｐａ１６肝细胞中过表达ＤＵＳＰ９，为进一步研究

ＤＵＳＰ９生理功能及其在糖脂代谢、胰岛素抵抗进程中的作用

奠定坚实的基础。

１　材料与方法

１．１　材料　Ｈｅｐａ１６肝细胞购自中科院上海细胞库；ｐＥＧＦＰ

Ｎ１载体购于ＧＥＮＥＣＨＥＭ公司；ＤＨ５α购于大连宝生物公司。

主要试剂：ＤＭＥＭ 高糖培养基、胎牛血清、ＯｐｔｉＭＥＭ 培养基

购自 ＧＩＢＩＣＯ 公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司；ＲＮＡ提取试剂、ＤＮＡ聚合酶ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＴＭ ＨＳＤＮＡＰｏｌ

ｙｍｅｒａｓｅ、ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ、ＳＹＢＲ? ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ
Ⅱ、Ｐｒｉｍｅ

Ｓｃｒｉｐｔ
ＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔ、引物、限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ等购

自ＴＡＫＡＲＡ公司；去内毒素质粒小抽试剂盒、ＰＣＲ产物纯化

试剂盒、胶回收试剂盒均购自ＯＭＥＧＡ公司；兔抗小鼠βａｃｔｉｎ

一抗、ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ二抗购自北京中杉金桥公司；兔

抗鼠ＤＵＳＰ９购自Ａｂｎｏｖａ公司。

１．２　方法
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１．２．１　目的基因的获取及扩增　以健康Ｃ５７小鼠肝组织总

ＲＮＡ为模板，进行逆转录反应，反应条件为：３７℃ １５ｍｉｎ，

８５℃５ｓ，将得到的ｃＤＮＡ 溶液应用于 ＰＣＲ 扩增。根据

ｐｕｂｍｅｄＧｅｎＢａｎｋ中ＮＭ＿０２９３５２ＤＵＳＰ９ｍＲＮＡ序列，扩增小

鼠ＤＵＳＰ９基因全编码区ｃＤＮＡ 片段，所用引物即上游：５′

ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＴＡＴＧＧＡ ＧＡＧＴＣＴＧＡＧＴＣＧＧ３′（含

ＥＣＯＲＩ酶切位点）；下游：５′ＣＧＧＧＴＡＣＣＧＧＴＡＧＴＧＴＧＧ

ＧＧＴＣＣＡＧＣＴＣＡＡＡＧ３′（含ＡｇｅＩ酶切位点），ＰＣＲ扩增反

应条件：９８℃预变性４ｍｉｎ；９８℃变性１２ｓ，６４℃退火１７ｓ，

７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃加长延伸６ｍｉｎ，并纯化

ＰＣＲ产物。

１．２．２　重组真核表达载体的构建　分别用ＥＣＯＲＩ和ＡｇｅＩ双

酶切ｐＥＧＦＰＮ１载体及目的基因片段并胶回收，Ｔ４ＤＮＡｌｉｇ

ａｓｅ１６℃连接过夜，第２天取１０ｕＬ连接产物转化感受态细胞

ＤＨ５α并将其涂布于含ｋａｎｒ的ＬＢ选择性平板进行筛选，挑取

阳性单克隆，置于含ｋａｎｒ的ＬＢ液体培养基中，３７℃振摇培养

过夜，质粒抽提，双酶切鉴定并送大连宝生物公司测序。

１．２．３　Ｈｅｐａ１６肝细胞的培养及转染　（１）细胞培养：将 Ｈｅ

ｐａ１６肝细胞接种于６孔板，细胞密度确保第２天每孔能汇合

８０％，ＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳ培养（无双抗），ＣＯ２ 细胞培养箱（５％

ＣＯ２，３７℃）孵育细胞。（２）细胞分组及转染：将 Ｈｅｐａ１６肝细

胞分为３组，即阴性对照组（仅加入相对应量的脂质体和ＰＢＳ

的细胞，ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＮＣ组）、空载组（转染空载体

ｐＥＧＦＰＮ１的细胞，ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＢＣ组）、转染组（转染

ｐＥＧＦＰＤＵＳＰ９的细胞，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ＴＧ组），每组设平

行实验复孔（３孔），重复实验２次。将质粒和脂质体按１∶２．５

与ＯｐｔｉＭＥＭ 混合进行转染，转染方法按 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ

２０００说明书。

１．２．４　ＤＵＳＰ９ｍＲＮＡ表达水平的检测　转染４８ｈ后，分别

提取各组细胞总ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ。采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ

Ⅰ荧光染料实时定量ＰＣＲ法检测ＤＵＳＰ９ｍＲＮＡ的表达。以

βａｃｔｉｎ基因作为内参，用２
－△△ＣＴ值表示基因相对表达量。所

用引物即 ＤＵＳＰ９上游：５′ＧＣＴ ＴＣＡ ＧＴＧ ＧＴＣ ＧＴＧＣＣ

Ｇ３′，ＤＵＳＰ９下游５′ＧＧＡＧＧＧＧＡＴＧＴＧＧＴＧＴＴＣ３′；小

鼠βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＧＣＴＧＴＣＣＣＴＧＴＡＴＧＣＣＴＣＴ３′，

下游：５′ＧＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ３′。

１．２．５　ＤＵＳＰ９蛋白表达水平的检测　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法

检测各组细胞ＤＵＳＰ９蛋白表达水平。提取各组细胞总蛋白，

按每泳道加８０ｕｇ蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电

泳，半干转至聚偏二氟乙烯膜（ＰＶＤＦ膜）（０．４５μｍ），室温封闭

３ｈ，一抗（内参βａｃｔｉｎ１∶２５０，ＤＵＳＰ９１∶２００稀释）４℃孵育

过夜，二抗（１∶５０００稀释）孵育１ｈ并洗脱，将ＰＶＤＦ膜置于

化学发光板，加入发光试剂，室温反应２ｍｉｎ后置化学发光成

像系统成像。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，数

据以狓±狊表示，组间数据比较采用单因素方差分析，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｐＥＧＦＰＤＵＳＰ９重组真核表达质粒酶切、测序鉴定结果

　ｐＥＧＦＰＤＵＳＰ９质粒经 ＥＣＯＲⅠ、ＡｇｅⅠ双酶切，切出约

４７００、１３５９ｂｐ的片段，分别代表质粒ｐＥＧＦＰＮ１和插入目的

片段ＤＵＳＰ９，与预期结果完全一致，说明ＤＵＳＰ９基因已正确

克隆到ｐＥＧＦＰＮ１表达载体。测序结果（部分见图１）显示与

目的基因序列（ＮＭ＿０２９３５２）ＣＤＳ区完全一致。

２．２　ｐＥＧＦＰＤＵＳＰ９转染的验证　倒置荧光显微镜下可见重

组质粒转染 Ｈｅｐａ１６细胞发绿色荧光，见图２。

图１　　重组质粒ＤＮＡ测序结果部分彩图（红色划线部分表示克隆序列的起始位）

　Ａ：普通光镜下转染前 Ｈｅｐａ１６细胞；Ｂ：Ｈｅｐａ１６细胞ｐＥＧＦＰＤＵＳＰ９转染荧光图。

图２　　Ｈｅｐａ１６细胞培养及ｐＥＧＦＰＤＵＳＰ９转染图

２．３　ＤＵＳＰ９过表达的验证　ＲＴＱＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结

果显示，ＴＧ组肝细胞中，ＤＵＳＰ９ｍＲＮＡ表达量明显上调，是

ＮＣ组６１．８２倍（ΔＣｔ值：１１．１８±０．３５狏狊１７．１３±０．２２，犘＜

０．０１），其蛋白水平也呈高表达，ＮＣ、ＢＣ组中ＤＵＳＰ９蛋白表达
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较低，提示ＤＵＳＰ９质粒成功转染 Ｈｅｐａ１６肝细胞且高表达，

见图３。

图３　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各实验组 Ｈｅｐａ１６

细胞中ＤＵＳＰ９的表达

３　讨　　论

胰岛素抵抗（ＩＲ）是２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）发病的一个关键

因素，其产生是遗传和环境因素共同作用的结果。近年来随着

国内外对ＩＲ的深入研究，氧化应激学说、炎症病因学说、内质

网应激学说相继提出且成为ＩＲ的研究热点，其相关信号通路

的调节子等研究更为深入。

ＭＡＰＫ及应激活化蛋白激酶（ｓｔｒｅｓｓａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉ

ｎａｓｅｓ，ＳＡＰＫ，）在ＩＲ发展进程中起着重要作用
［６］，二者的作用

靶点之一为胰岛素传导关键分子胰岛素受体底物１（ｉｎｓｕｌｉｎ

ｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｂｓｔｒａｔｅ１，ＩＲＳ１），均能使ＩＲＳ１丝氨酸残基磷酸

化［７］，降低ＩＲＳ１酪氨酸磷酸化水平，进而阻碍了它与胰岛素

信号传导系统下游元件的相互作用［８］，导致ＩＲ的发生。有趣

的是 ＭＡＰＫ及ＳＡＰＫ的激活是一个可逆的过程，阻断这些应

激激酶可能阻止ＩＲ的发展。

ＤＵＳＰ９作为可逆转应激通路中 ＭＡＰＫ活性的双重专一

性磷酸酶家族成员，可钝化细胞外调节蛋白激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕ

ｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＥＲＫ）及ｐ３８ＭＡＰＫ 的活性，但对

ＳＡＰＫ的作用尚无定论，最新研究发现在恶性肾肿瘤透明细胞

下调ＤＵＳＰ９的表达与疾病的预后不良有关联
［９］。其在ＩＲ进

程中的作用也尚未明确。有研究认为，在３Ｔ３Ｆ４４２Ａ脂肪细

胞中过表达ＤＵＳＰ９，可封闭胰岛素诱导的脂质形成及糖摄取，

负向调节胰岛素信号，可能促使了ＩＲ的发生
［４］。然而，最新研

究发现，在３Ｔ３Ｌ１细胞中过表达ＤＵＳＰ９，抑制ＥＲＫ及ＪＮＫ／

ＳＡＰＫ的磷酸化以及在较小程度上抑制了ｐ３８ＭＡＰＫ 磷酸

化［２］。茴香霉素诱导的ＩＲＳ１丝氨酸磷酸化被终止，ＩＲＳ１酪

氨酸磷酸化的信号路径得以恢复，从而恢复了胰岛素的敏感

性，并且能逆转肿瘤坏死因子ａ（ＴＮＦα）抑制的胰岛素信号。

此外，有研究发现在小鼠白色脂肪可检测到ＤＵＳＰ９的表

达；肥胖小鼠体内 ＤＵＳＰ９在胰岛素敏感组织特异性上调表

达；３Ｔ３Ｆ４４２Ａ前脂肪细胞中ＤＵＳＰ９成低表达，在脂肪形成

期表达上调［９］，说明 ＤＵＳＰ９可能参与了促成熟脂肪细胞形

成，或与脂质形成相关。但其在代谢组学如对糖脂代谢、脂肪

细胞因子的作用尚未见进一步研究报道。

因此，本实验欲通过克隆ＤＵＳＰ９真核表达载体，并在胰

岛素敏感组织肝细胞（Ｈｅｐａ１６）中过表达ＤＵＳＰ９蛋白，为进

一步探讨ＤＵＳＰ９对糖脂代谢、脂肪细胞因子可能的作用及机

制奠定研究基础。本实验中，利用ｐＥＧＦＰＮ１质粒（带绿色荧

光蛋白的报告载体）、采取双酶切定向克隆的方式（避免自连和

反向连接）构建ＤＵＳＰ９重组真核表达载体。ｐＥＧＦＰＮ１包含

增强型绿色荧光蛋白基因ＥＧＦＰ，使得其在哺乳动物细胞中有

较高的表达及较强的荧光得到最佳化，并为可应用流式细胞筛

选或其他方式对瞬时转染哺乳动物细胞表达ＥＧＦＰ及目的蛋

白的有效率提供一个依据；含有高效的功能强大的启动子

ＳＶ４０和ＰＣＭＶ，可以使目的基因在增殖的细胞中稳定表达；

结构上，该质粒具有很强的复制能力，可以满足随宿主细胞分

裂时跟随细胞质遗传给新生的子细胞，这是保证目的基因稳定

表达的因素之一；具有新霉素抗性（ｎｅｏ）基因，可以采用 Ｇ４１８

来筛选已成功转染了该载体的靶细胞。此外，采用含Ｋａｎｒ的

ＬＢ选择性培养基筛选含 Ｋａｎｒ转化子的质粒，并经双酶切初

步鉴定克隆正确，最后经ＤＮＡ 测序分析确定所插入的目的基

因片段的正确性。

本实验成功构建重组质粒ｐＥＧＦＰＤＵＳＰ９，并在 Ｈｅｐａ１６

肝细胞中高效表达ＤＵＳＰ９蛋白，有望成为ＩＲ发生的分子生物

学治疗靶点，同时也为Ｔ２ＤＭ的治疗提供新的思路。
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