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#摘要$
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目的
!

构建包含
9<Q'H

野生型!

Z?

"及其突变体
Q!"2&

蛋白的真核表达载体$并对纯化的野生

型蛋白及突变体蛋白进行活性检测#方法
!

从
8KY*"1O

中提取
;Q<

$并反转录为
C)Q<

$使用带有
1\9EG

>

标签序列的特异性引物通过
P';

方法扩增出人
9<Q'H

编码区全长$并克隆到
T

EX\6K9!6M'&6P[Y6P:;I

载

体上%突变体
Q!"2&

利用
QK]G4@'=G5

>

@F

OM引物设计工具$并利用
QK]

公司的点突变构建试剂盒
_#

'

&/?@6

)/F@C?@-MD?G
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@5@4/4Y/?

技术进行操作#重组的
9<Q'H

及突变体
Q!"2&

表达质粒通过脂质体
T

.E

A

H@?

转染

到
8KY*"1O

细胞中进行表达#使用免疫沉淀及竞争洗脱的方法纯化
9<Q'H

及
Q!"2&

突变体蛋白#利用荧

光标记
)Q<

底物的方法检测
9<Q'H

及
Q!"2&

突变体蛋白的
)Q<

解旋酶活性#结果
!

9<Q'HZ?

基因及

Q!"2&

突变体全长编码序列成功构建到
T

EX\6K9!6M'&6P[Y6P:;I

载体上$蛋白质印迹法!

N@4?@F5 È.?

"及

P<[K

胶银染方法成功检测到了
9<Q'HZ?

及
Q!"2&

突变体蛋白的表达&纯化$荧光标记
IE/

>

.)Q<

底物方法

发现
9<Q'HZ?

与
Q!"2&

突变体蛋白
)Q<

解旋酶活性存在差异#结论
!

成功构建了
9<Q'HZ?

及
Q!"2&

突变体

真核表达载体$通过生化实验发现
9<Q'H

及
Q!"2&

突变体蛋白存在差异的
)Q<

解旋酶活性#
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"基因编码的蛋白是第
!

个被确认的同乳腺癌相关

肿瘤抑制因子
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!

F̀@G4?CG5C@F!

#

@GFE

A

.54@?

"

相结合的蛋白#因此其最初被命名为
];'<!

结合的

'

端解旋酶!

];'<!6G44.C/G?@-'6?@FW/5GE=@E/CG4@!

#

]<'8!

"%随后又被命名为
];'<!

相互影响的蛋白

'

端解旋酶!
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];(P!

"以避免同具有类似名称的转录因子

相混淆%而近年来该蛋白被发现是范可尼贫血!
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9<

"通路的成员之一#故被称为
9<Q'H

蛋

白-

!61

.

$

9<Q'H

是一种
<OP

依赖的
#g61g)Q<

解旋

酶#最初从
9<

和早发性乳腺癌患者中鉴定出来一些

错义突变位点!

<1%"P

#

;*#!'

#

_*##8

#

P%,<

#

M*""(

等"#这暗示
9<Q'H

蛋白可能作为肿瘤抑制因子维持

基因组的稳定性-

%6#

.

$随后的研究表明#

9<Q'H

蛋白

在
)Q<

链间交联!

/5?@F4?FG5-CF.446E/5b

#

('J

"修复&

复制胁迫响应及
[%6)Q<

结构拆解过程中发挥重要

功能-

267

.

$

9<Q'H

编码的序列突变与乳腺癌发生紧

密相关#在大量的
9<Q'H6E/b@

解旋酶结构域中发现

9@6&

簇结构域#已经证实了
9<Q'H

在
W.?/B

,

&

9@6&

和
];'<!

互作的结构域发生错义突变#与乳腺癌及

9<

的发生有关-

"6!+

.

$遗传学研究证实#

Q

端
9@6&

簇

结构域!

GG*,26GG12*

"及
MJ8!

结合区!

GG!*76GG!#7

"

与
9<Q'H

解旋酶活性相关#而非
];'<!

结合区-

*

.

$

体外生化实验发现
<1%"P

&

;*#!'

&

_*##8

等错义突

变失去了
)Q<

解旋酶活性#而
M*""(

突变体蛋白的

<OP

水解酶活性及
)Q<

解旋酶活性都比野生型高#

从而为阐明疾病发生的机制奠定了基础-

!!6!%

.

$

在对急性髓系白血病!

<MJ

"患者基因图谱的研

究过程中发现#

9<Q'H

基因的编码区
C0<#7,[

)

T

0

Q!"2&

位置在
<MJ

患者中出现了复现性错义突变$

但这种突变对活性的影响尚不明确$

Q!"2&

突变位

于与
<OP

结合的区域#可能对活性造成一定影响$

因此#本研究构建了
9<Q'H

及
Q!"2&

突变体表达质

粒#并对在
8KY*"1O

细胞中表达纯化的蛋白进行了

)Q<

解旋酶活性检测#为进一步研究
9<Q'H

在白血

病发生过程中的作用奠定了基础$

!
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材料与方法
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载体购自广

州辉骏生物科技有限公司#

9<Q'HZ?

编码区全长基

因特异性引物!
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)

#g6O'[ <[' O'< <['
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%
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点突变构建特异性引物!
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Q!"2&

*

;

)
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"#

以及荧光标记
)Q<

底物均在华大基因科技公司合

成%

8KY*"1O

细胞购自上海拜力生物科技公司#大肠

杆菌感受态
)8#

%

购自北京全式金生物技术公司#

P.E

A3

@?

购自美国
&/

>

5G[@5

公司#限制性内切酶
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,

&

]GW8

,

&
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&
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5

,

及
O%)Q<

连接酶

均购自美国
QK]

公司#

'E.5K\

T

F@44

+
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'E.5/5

>

Y/?

连接酶购自诺唯赞生物公司#

P';

&质粒

提取试剂盒购自天根生物公司#

9EG

>

单克隆抗体&辣

根过氧化物酶标记的二抗&

1\9EG

>

肽段购自英国
<̀6

CGW

公司#

M*]@G-4

购自美国
&/

>

WG

公司#银染试剂

盒购自碧云天生物公司$细胞培养基及血清的细胞

培养相关试剂均购自四季青公司$
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!

方法
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!

9<Q'HZ?

及
Q!"2&

突变体真核表达载体的

构建
!

选取
8KY*"1O

细胞来源的
C)Q<

片段#采用

聚合酶链反应!

P';

"扩增出相应的
9<Q'HZ?

编码区

全长片段#琼脂糖电泳鉴定
)Q<

条带并胶回收$

K'I;

,

&

]GW8

,

双酶切
T

EX\6K9!6M'&6P[Y6P:6

;I

载体#并纯化回收酶切产物$将酶切后的表达载

体及
P';

酶切片段利用
'E.5K\

T

F@44

+

I5@&?@

T

'E.5/5

>

Y/?

在
1,U

条件下反应
1+W/5

#连接产物转

化到
)8#

%

感受态中#并涂到带有氨苄抗性的
J]

平

板上#在
1,U

培养箱中过夜#挑选单个菌落进行质粒

酶切#测序验证成功的质粒用于后续
Q!"2&

突变体质

粒的构建及接下来的转染$

Q!"2&

突变体质粒以

9<Q'HZ?

质粒为模板#利用点突变引物进行
P';

扩

增#扩增后的产物进行
)

T

5

,

酶解#然后转化到
)8#

%

感受态中进行与以上相同的后续检测操作$

!0"0"

!

细胞培养及脂质体转染
!

8KY*"1O

细胞常

规培养于含有
!+V

胎牛血清的
)MKM

培养基中#前

!-

细胞铺于
!#CW

培养板中#等细胞密度至
,+V

!

7+V

时#瞬时转染
9<Q'HZ?

及
Q!"2&

表达质粒!按

照美国
&/

>

5G[@5

公司的
P.E

A3

@?

转染说明书进行

转染"$

!0"0#

!

提取总蛋白及蛋白质印迹法!

N@4?@F5 È.?

"检

测
!

转染
12

!

%7=

后#弃掉上清液培养基#磷酸盐缓冲

液!

P]&

"清洗细胞
1

次$刮刀收集细胞并加入适量
;(6
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P<

裂解液#振荡
!#4

后置于冰上
1+W/5

$

!*+++h

>

于
%U

离心
1+W/5

#将裂解液上清液转移到另外一个

新的
KP

管中#利用二辛可宁酸!

]'<

"方法进行蛋白

定量$取
#+

#

>

总蛋白经
!+V &)&6

聚丙烯酰胺

!

&)&6P<[K

"凝胶分离#

!++S

情况下利用湿转方法

将蛋白转移到聚偏氟乙烯!

PS)9

"膜上$用
#V

脱脂

奶粉封闭
!=

#磷酸盐吐温缓冲液!

P]&O

"洗膜
1

次#

每次
!+W/5

$加入一抗
G5?/69EG

>

抗体!

!i!+++

"#

%

U

孵育过夜#

P]&O

洗膜
1

次#每次
!+W/5

$加入二抗

辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠!

!i*+++

"二抗室温孵

育
!0#=

#

P]&O

洗膜
1

次#每次
!+W/5

$增强化学发

光法!

K'J

"显色和发光!

I-

A

44@

A

9C

成像仪#

[@5@

公

司#美国"$

!0"0$

!

免疫沉淀纯化蛋白与
P<[K

银染
!

9<Q'HZ?

及突变体
Q!"2&

表达质粒在
8KY*"1O

细胞中转染

12

!

%7=

后收集细胞#使用
;(P<

裂解液裂解细胞#

%U

离心获得总蛋白上清液#在上清液中加入
*+

#

J

M*]@G-4

#

% U

旋转过夜#利用预冷
P]&

漂洗
M*

]@G-41

次#然后加入
1+

#

J1\9EG

>

肽段竞争洗脱

9EG

>

69<Q'HZ?

及
9EG

>

6Q!"2&

蛋白#获得的纯化蛋白

用于活性检测及
P<[K

胶银染!按照碧云天生物公司

的快速银染说明书进行银染"$

!0"0%

!

)Q<

解旋酶活性检测
!

)Q<

解旋酶活性检

测采用荧光标记
IE/

>

.)Q<

底物的方法#上下游
.E/6

>

.

序列为)

)'*2

!上游"#

#g6O<M;< OOO OOO

OOOOOOOOO OOO O'''<[ O<< <<'[<'

[<'[[''<[ O['61g

%

O4?@W*#

!下游"#

#g6['<

'O[[''[O'[OO OO< '[[ O'[ O[< 'O[

[[<<<<'''O[['[161g

$反应前将退火后的

)Q<

底物及反应缓冲液混合在一起#

1+U

情况下水

浴反应
!=

#然后用加入乙二胺四乙酸!

K)O<

"及蛋白

酶
Y

的
2h)Q<

上样缓冲液进行终止反应$反应产

物通过非变性
P<[K

胶进行分离#分离后的结果通过

荧光成像仪进行观察!

I-

A

44@

A

9C

成像仪#

[@5@

公司"$

"

!

结
!!

果

"0!

!

通过
P';

扩增获得
9<Q'HZ?

基因
C)Q<

编码

区全长
!

以
8KY*"1O

细胞来源的
C)Q<

片段为模

板#应用设计的引物进行人源
9<Q'HZ?

基因
P';

扩

增#可见
10,h!+

1 大小的特异性片段#见图
!

$

"0"

!

9<Q'HZ?

真核表达载体及
Q!"2&

突变体构建

鉴定
!

利用
9<Q'HZ?

表达质粒为模板#通过点突变

引物进行
P';

扩增#获得的质粒进行测序#鉴定

9<Q'H

基因
C)Q<

第
#7,

位由
<

突变为
[

#相应氨

基酸由
Q

!天冬氨酸"突变为
&

!丝氨酸"#突变成功$

9<Q'HZ?

及
Q!"2&

真核表达载体
T

EX\6K9!6M'&6

P[Y6P:;I

#经
^̀G

,

酶切后得到约
*0#h!+

1

!片段"

及
"0"h!+

1

!载体"的两条条带$见图
*

$

!!

M

)

)Q<

分子标记物%

Q!

)阴性对照组
!

%

Q*

)阴性对照组
*

%

!

)

P';

产物

图
!

!!

目的基因
P';

扩增

!!

M

)

)Q<

标准条带%

!

)

9<Q'HZ?

%

*

)

9<Q'H

质粒经
^̀G

,

酶切产

物%

1

)

9<Q'HZ?

%

%

)

Q!"2&

质粒经
^̀G

,

酶切产物

图
*

!!

酶切验证&

<

'及突变测序验证&

]

'

"0#

!

9<Q'HZ?

及
Q!"2&

突变体蛋白在
8KY*"1O

细胞中的表达
!

将构建成功的
9<Q'HZ?

及
Q!"2&

突变体表达质粒转染到
8KY*"1O

细胞中#

N@4?@F5

È.?

检测到蛋白的成功表达#见图
1<

$

图
1

!!

N@4?@F5 È.?

检测&

<

'及蛋白纯化银染成像&

]

'

"0$

!

免疫沉淀方法纯化
9<Q'HZ?

&

Q!"2&

突变体蛋

白及
P<[K

胶银染
!

9<Q'HZ?

及突变体
Q!"2&

表

达质粒在
8KY*"1O

细胞中转染表达后收集细胞#裂

解细胞并提前总蛋白#使用
M*]@G-4

沉淀带
9EG

>

标

签的
9<Q'HZ?

及突变体
Q!"2&

蛋白#然后通过

1\9EG

>

肽段将蛋白竞争洗脱下来#洗脱下来的蛋白经

27#%
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期



银染染色#检测到明显的
9<Q'HZ?

及突变体
Q!"2&

蛋白条带#见图
1]

$

"0%

!

)Q<

解旋酶活性检测
!

采用荧光标记
IE/

>

.

)Q<

底物的方法!图
%<

"#对
9<Q'HZ?

及突变体

Q!"2&

蛋白进行了
)Q<

解旋酶活性检测#发现与

9<Q'HZ?

野生型相比#

Q!"2&

突变体活性明显增强#并

疑似具有额外核酸酶活性!产物
*

"#见图
%]

$

图
%

!!

)Q<

底物&

<

'及解旋酶活性检测&

]

'

#

!

讨
!!

论

!!

9<Q'H

在
9<

&乳腺癌及急性髓系白血病中都存

在复现性的错义突变$因此#在不同类型的癌症中#

9<Q'H

都被认为参与了疾病的发生&发展进程#受到

了广泛关注$

9<Q'H

具有
)Q<

解旋酶活性#参与包

括
9<

通路在内的多个
)Q<

修复通路#在多种癌症

患者中检测到的错义突变体也显示与
)Q<

解旋酶活

性的改变相关-

#

#

!+

.

$本课题组前期研究中在急性髓系

白血病患者中检测到了一种复现性的
Q!"2&

错义突

变#位于与
<OP

结合的区域#靠近
9@6&

结构域及与

MJ8!

结合的区域#之前少见报道#对
9<Q'H

功能

的具体影响目前尚不清楚$因此构建
9<Q'HNO

及

其突变体的表达载体#纯化蛋白并检测蛋白的解旋酶

活性#将为后续
9<Q'H

在白血病发生过程的研究中

奠定基础-

!*

.

$本研究中#采用
8KY*"1O

细胞来源的

C)Q<

片段作为模板扩增出相应的
9<Q'HZ?

基因序

列#将其与
T

EX\6K9!6M'&6P[Y6P:;I

真核表达载

体相连#并以此
9<Q'HNO

野生型表达质粒为模板#

构建了
Q!"2&

表达载体#转入
8KY*"1O

细胞$通过

N@4?@F5 È.?

及银染检测证明成功表达纯化了两种蛋

白$后续通过荧光标记
)Q<

底物的方法成功检测到

9<Q'HZ?

及
Q!"2&

突变体蛋白解旋酶活性存在差

异性#这为后续研究
9<Q'H

突变导致白血病发生的

机制奠定基础$总之#本研究结果将为进一步研究

9<Q'HNO

及
Q!"2&

突变体在急性髓系白血病发

生&发展过程中的作用机制奠定基础#也为研究

9<Q'H

生物学功能提供了新的思路$
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