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!

要!构建
CDEF&

的原核表达载体!诱导表达并纯化后获得人
CDEF&

的
G

端和
7

端蛋白片段!为寻找
CDEF&

的互作蛋白提供材料基础
;

提取人乳腺癌细胞
HGC=

的总

I7F

!逆转录成
9J7F

!设计引物
KGI

克隆
CDEF&

的
9J7F

!再以此为模板扩增
CDEF&

的
G

端"

7

端
9J7F

片段!分别并克隆进带有
L8M

标签的原核表达载体
N

LOE>!M>&

!构建

重组表达质粒
;

双酶切及测序鉴定正确后!转化至大肠杆菌
PQ$&I(4355,JO"

!经
RKML

诱

导!

L-)5,5S1(+383

N

S,*(43!P

亲和纯化!通过
8J8>KFLO

电泳及
T3453*+U-(5

确定

CDEF&

蛋白的表达
;

与
HGC=

细胞裂解液孵育!进行
L8M>K)--V(W+

试验!检测纯化蛋白

与
CDEF&

已知互作蛋白
MQO"

的相互作用
;

成功构建
N

LOE>!M>&>CDEF&>G

和
N

LOE>

!M>&>CDEF&>7

的原核表达载体#在大肠杆菌中诱导目的蛋白表达#经
L-)5,5S1(+383

N

S,>

*(43!P

纯化后!获得了人
CDEF&

的
G

端蛋白片段
L8M>CDEF&>G

与
7

端蛋白片段
L8M>

CDEF&>7

#证实
L8M>CDEF&>G

能与
CDEF&

已知互作蛋白
MQO"

的相互作用
;

关键词!转录因子
CDEF&

#原核表达#相互作用蛋白

中图分类号!

X=B#

!!!!!!!!!!!!!!!

文献标识码!
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5S31+53*,951(+U35W33+CDEF&,+V,Y+(W+CDEF&>1+53*,953V

N

*(531+MQO";K*(Y,*

6

(5193Z

N

*3441(+239>

5(*4(.

N

LOE>!M>&>CDEF&>G,+V

N

LOE>!M>&>CDEF&>7 W3*39(+45*)953V4)99344.)--

6

;MS3

N

*(531+4(.

CDEF&G>53*[1+)4

!

L8M>CDEF&>G

"

,+VCDEF&7>53*[1+)4

!

L8M>CDEF&>7

"

W3*3

N

)*1.13VU

6

L-)5,>

5S1(+383

N

S,*(43!P;R5W,49(+.1*[3V5S,55S3

N

)*1.13VL8M>CDEF&>G W,4,U-35(1+53*,95W15S5S3

Y+(W+CDEF&>1+53*,953V

N

*(531+MQO"1+5S3K)-->V(W+3Z

N

3*1[3+5;

,-

.

/0)1'

$

5*,+49*151(+.,95(*CDEF&

&

N

*(Y,*

6

(5193Z

N

*3441(+

&

1+53*,951(+

N

*(531+

!!

转录因子
CDEF&

属于叉头框!

C(*YS3,VP(Z

#

C(Z

"转录因子家族的
CDEF

亚家族'

&

(

;CDE

基因

广泛地分布于从酵母到人的各种真核生物中#构成

一个庞大的转录因子家族
;

其中在哺乳动物中就拥

有
!%

个以上成员#分别参与细胞分化%增殖%代谢及

细胞凋亡等生理过程的调节'

$

(

;CDEF&

是该家族

最早被克隆的成员'

"

(

;

CDEF&

蛋白介导许多蛋白的相互作用#调节

发育%代谢和肿瘤的发生
;CDEF&

的功能区域由

J7F

结合区和转录激活区构成
;

作为先锋转录因

子#

CDEF&

的羧基端能与核心组蛋白
/"

#

/!

相互

作用'

!

(加强了
CDEF&

蛋白与核小体的结合能力
;

有研究表明转录因子
CDEF&

羧基端的转录激活区

可以招募
MQO"

)

LIL"

结合到染色质上'

@

(

;

而

CDEF&J7F

结合区可以干扰转录因子
7cE$;&

与
J7F

的结合功能从而抑制
7cE$;&

转录复合物

的形成#抑制脑肺和甲状腺的发育'

#

(

;

此外#

CDEF&

的
J7F

结合区还介导
CDEF&

与雄激素受体!

FI

"

的相互作用'

=

(

#而在乳腺癌细胞株中#雌激素的应答

在一定程度上依赖于
CDEF&

的表达'

Bb?

(

;

为了进一步研究
CDEF&

在细胞中扮演的角

色#本研究通过基因工程技术体外构建表达载体#诱

导 可 溶 性 融 合 蛋 白
L8M>CDEF&>G

和
L8M>

CDEF&>7

的高效表达并亲和纯化
;

利用
L8M>K)--

V(W+

技术#在乳腺癌细胞
HGC=

中证实
L8M>

CDEF&>G

可与已知的
CDEF&

结合蛋白
MQO"

发

生相互作用#证明纯化蛋白结构正确且能与其互作

蛋白发生互作#为进一步寻找
CDEF&

的互作蛋白

提供材料基础
;

%

!

材料与方法

%;%

!

菌种$质粒$细胞系

大肠杆菌
J/@

"

感受!北京鼎国"#大肠杆菌

PQ$&I(4355,

!

JO"

"感受态!广州百恩维"#质粒

N

LOE>!M>&

由本实验室保存#乳腺癌细胞
HGC=

为

本实验室冻存
;

%;2

!

主要试剂

限制性内切酶
P,[/R

#

ES(R

#

M!J7F

连接酶

均购自
C3*[3+5,4

公司#

H>HQ:

逆转录酶购于

K*([3

]

,

公司#

J7F

高保真聚合酶购于
MD\DPD

公司#

KGI

引物由上海生工生物公司合成#

L-)5,>

5S1(+383

N

S,*(43!P

购于
LO

#

L8M

抗体购于碧云

天#

:@

抗体购于
H1--

N

(*3

公司
;

%34

!

重组质粒
5

67#89:8%8!"#$%8;

%

5

67#89:8%8

!"#$%8<

的构建及其鉴定

!!

根据
7GPR

检索到的人源
CDEF&

的
9J7F

序列

以及空载体
KLOE>!M>&

的多克隆位点确定
CDEF&

的

上下游引物如表
&

所示
;

上游引物为
GGGLLFMGG

FMLMMF LLFFGMLMLFFL

#下划线为
P,[/R

酶切位点#下游引物为
GLGMGMFLFLLF FLM

LMMMFLLFGLLL

#下划线为
O9(IR

酶切位点
;

以

人的乳腺癌细胞
HGC=

提取细胞总
I7F

#逆转录成

9J7F

#再以
9J7F

为模板进行
KGI

扩增#扩增条件为

?!d$[1+

&

?Bd&%4

#

#Bd?%4

#

#Bd&%[1+

#

"$

个

循环
;

将
KGI

产物克隆入
N

LOE>!M>&

质粒中#双酶切

鉴定后送上海生工测序
;

以测序正确的
N

LOE>!M>&>

CDEF&

为模板#

CDEF&>G

上游引物
LGLGLFFMM

GFFGGFGGGLMMGMGGFMGFF

#

CDEF&>G

下游

引物
LGLGGMGLFLMGFMMLLMFLMFGLGGL

LGMGGF L

&

CDEF&>7

上游引物
LGLGLF FMM

GFMLMGGMFLLGGFFGGGLL

#

CDEF&>7

下游引

物
LGLGGMGLFLGMFLLGLMLGLLLMFLG

MLGLG;

分别克隆
CDEF&

的
G

端!第
"?=

到第
!#&

个

氨基酸"%

7

端!第
##

到第
$&B

个氨基酸"

;

表
%

!

质粒克隆引物

:*&3%

!

=)>?-)0@

5

A*'?>0A+0B'()C+(>0B

引物名 正向引物 反向引物

SCDEF&

GGGLLFMGGFMLMMFL>

LFFGMLMLFFL

GGGLLFMGGGMFL>

LFFLMLMMMFLLFGLL

SCDEF&>G

LGLGLFFMMGFFGGFG>

GGLMMGMGGFMGFF

LGLGGMGLFLMGFMML>

LMFLMFGLGGLLGMG>

GFL

SCDEF&>7

LGLGLFFMMGFMLMG>

GMFLLGGFFGGGLL

LGLGGMGLFLGMFL>

LGLMLGLLLMFLGM>

LGLG

@%&
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!

6D:8!"#$%8<

%

6D:8!"#$%8;

融合蛋白的纯

化及其鉴定

!!

将测序正确的
N

LOE>!M>&>CDEF&>7

#

N

LOE>

!M>&>CDEF&>G

转化入
PQ$&I(4355,JO"

感受态

细胞#挑取阳性单克隆#加入含有氨苄青霉素和氯霉

素的
QP

培养基中#

"= d

#培养至
DJ

值在
%;#

#

&;%

之间#加入终浓度为
%;B[[(-

)

QRKML

#

"$d

诱

导
!S

后收集菌液#溶菌酶酶解
"%[1+

#超声破碎#

取上清加入
L8M>U3,V4

室温孵育
"%[1+

后#加入

O-)51(+P)..3*

洗脱#收集洗脱后的蛋白#考染和免

疫印迹鉴定
;

%3E

!

6D:

5

CAA10/B

HGC>=

细胞培养至
#%e

#

?%e

时#脂质体转染

带
:@

标签的
MQO"

真核表达质粒#

!BS

后收集转

染后的细胞#加入
@%%

$

QRK

裂解液冰上裂解
&S

#

&"%%%*

)

[1+

#

!d

#离心
&@[1+

#收集上清#即为总

的细胞裂解液
;

向收集的细胞裂解液中加入
$%

$

Q

L8M>U3,V4

#

!d

#孵育
$S

#离心收集上清#一分为

二#分别加入
$%

$

QL8M>U3,V4

和纯化后的
L8M>

CDEF&>G

#

L8M>CDEF&>7

蛋白#

! d

旋转结合
$

S

#

!%%%*

)

[1+

离心收集珠子#用预冷的
L8MQ

6

414

P)..3*

漂洗
"

次#加入
O-)51(+P)..3*

洗脱#收集洗

脱后的蛋白#进行考染和免疫印迹鉴定
;

2

!

结
!

论

23%

!

人
!"#$%

基因全长的扩增

HGC=

细胞
I7F

的提取按照
M(5,-I7Fc15R

试

剂盒!

D[3

]

,

#

08F

"进行#运用
H>HQ:

逆转录酶!

R+>

215*(

]

3+

#

08F

"将
I7F

反转录为
9J7F;

通过
7GPR

查

询人
CDEF&

的
9J7F

序列设计一对引物#再以
9J7F

为模板
KGI

扩增人的
CDEF&

全长!图
&

"所示#通过

KGI

扩增出来的
CDEF&9J7F

大小为
&!%%U

N

左右#

与
7GPR

查询的大小基本一致
;

H&

$

J7F H,Y3*

&

H$

$

J7F H,Y3*

&

&

$人
CDEF&

全长的
KGI

产物!

&!&#U

N

"

图
&

!

人
CDEF&

全长的
KGI

扩增

C1

]

;&

!

KGI,[

N

-1.19,51(+(..)-->-3+

]

5SS)[,+CDEF&

232

!

重组质粒
5

67#89:8%8!"#$%8;

%

5

67#89:8%8

!"#$%8<

的构建

!!

再以此为模板扩增
CDEF&>G

)

CDEF&>7

#大小

分别为
&?#YU

#

!@?YU

#与预期大小一致
;

将
KGI

克

隆获得的片段克隆至表达载体
KLOE>!M>&

#进行双

酶切鉴定如图
$

所示
;

我们已经讨论了
CDEF&

的

结构域蛋白在生物体内发挥了重要作用#为了进一

步研 究 其在生物 体内 的功能#所 以 克 隆 出 人

CDEF&

的羧基端和氨基 端蛋白#为后续试验奠定

材料基础
;

!

,

"$

H&

$

J7F H,Y3*

&

H$

$

J7F H,Y3*

&

&

$

L8M>CDEF&>G

&

$

$

L8M>CDEF&>G

单酶切&

"

$

L8M>CDEF&>G

双酶切
;

!

U

"$

H&

$

J7F

!

H,Y3*

&

H$

$

J7F H,Y3*

&

&

$

L8M>CDEF&>7

&

$

$

L8M>CDEF&>7

单

酶切&

"

$

L8M>CDEF&>7

双酶切

图
$

!

重组表达质粒的酶切鉴定

C1

]

;$

!

I345*1951(+3+̀

6

[3V1

]

3451(+

U

6

KGIL8M>CDEF&>G

$

L8M>CDEF&>7

234

!

6D:8!"#$8<

及
6D:8!"#$%8;

融合蛋白的

表达及鉴定

!!

将
N

LOE>!M>&

#

N

LOE>!M>&>CDEF&>7

#

N

LOE>

!M>&>CDEF&>G"

个质粒分别转化进
PQ$&I(4355,

JO"

感受态细胞#挑取阳性克隆大规模培养#经

RKML

诱导后#收集菌液#

T3453*+U-(5

法检测显示#

L8M>CDEF>G

及
L8M>CDEF&>7

融合蛋白均能有

效表达!图
"

"

;

&

$

H,Y3*

&

$

$

L8M

蛋白&

"

$

L8M>CDEF&>G

诱导前&

!

$

L8M>CDEF&>G

诱导后&

@

$

L8M>CDEF&>7

诱导前&

#

$

L8M>CDEF&>7

诱导后

图
"

!

融合蛋白的免疫印迹分析

C1

]

;"

!

C)41(+

N

*(531+1[[)+(U-(5,+,-

6

414

#%&
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239

!

6D:8!"#$8<

与
6D:8!"#$%8;

融合蛋白的

纯化

!!

将
N

LOE>!M>&

#

N

LOE>!M>&>CDEF&>7

#

N

LOE>

!M>&>CDEF&>G"

个质粒分别转化进
PQ$&I(4355,

JO"

感受态细胞#挑取阳性克隆大规模培养#经

RKML

诱导后#收集菌液#酶解#超声破碎
;

上清用

L8M>83

N

S,*(43!P

亲和珠纯化后#经考马斯亮蓝染

色结果显示#虽出现不同程度的降解#但均能有效地

获 得 较 高 浓 度 的 目 的
L8M>CDEF>G

及
L8M>

CDEF&>7

融合蛋白!图
!

"

;

图
!

!

L8M>CDEF&>G

和
L8M>CDEF&>7

融合蛋白的纯化及考马斯亮蓝染色

C1

]

;!

!

L8M>CDEF&>G,+VL8M>CDEF&>7.)41(+

N

*(531+

N

)*1.19,51(+,+VG(([,4413U-)345,1+1+

]

23E

!

6D:8

5

CAA10/B

结果分析

将带有
L8M>CDEF&>G

与
L8M>CDEF&>7

融

合蛋白的珠子与过表达的
:@>MQO"

蛋白的
HGC=

细胞裂解液孵育后#用
:@

抗体进行
T3453*+U-(5

法检测!图
@

"结果显示#

L8M>CDEF&>G

融合蛋白

可以与
MQO"

蛋白发生结合#而
L8M

蛋白和
L8M>

CDEF&>7

融合蛋白在同一位置无此条带#说明

CDEF&>G

端蛋白结构域能够有效的与
MQO"

蛋白

特异地相互作用#具有与
CDEF&

全长蛋白部分相

似的生物学功能
;

&

$过表达
:@>MQO"

蛋白的
HGC=

细胞裂解物!

R+

N

)5

"&

$

$

L8M

蛋白与
R+

N

)5

孵育后的
K)--V(W+

产物&

"

$

L8M>CDEF&>7

融

合蛋白与
R+

N

)5

孵育后的
K)--V(W+

产物&

!

$

L8M>CDEF&>G

融合蛋白与
R+

N

)5

孵育后的
K)--V(W+

产物

图
@

!

K)--V(W+

产物
T3453*+U-(5

分析

C1

]

;@

!

K)--V(W+,+,-

6

414(.8J8>KFLO

,+VT3453*+U-(5,+,-

6

414(.5S3

N

*(V)95

23F

!

=CAA10/B

结果的考马斯亮蓝分析

将带有
L8M>CDEF&>G

融合蛋白的珠子与

HGC=

细胞裂解液孵育后#同时用
L8M

蛋白与

HGC=

细胞裂解液孵育的结果作为对照#再用洗脱

液将
K)--V(W+

产物洗脱下来#经考马斯亮蓝染色

发现#

L8M>CDEF&>G

融合蛋白能够拖下许多与

CDEF&>G

端相结合的互作蛋白#从而为后面的实

验奠定材料基础!图
#

"

;

&

$

K*(531+ H,Y3*

&

$

$

R+

N

)5

$

HGC=93---

6

414

&

"

$对照组
L8M

K)--V(W+

洗脱产物&

!

$对照组
L8MK)--V(W+

上清&

@

$实验

组
L8M>CDEF&>G K)--V(W+

洗 脱 产 物&

#

$实 验 组
L8M>

CDEF&>G

洗脱上清&

=

$

L8M>CDEF&>G

蛋白&

B

$

L8M

蛋白

图
#

!

L8M>CDEF&>G

融合蛋白

K)--V(W+

结果的考马斯亮蓝分析

C1

]

;#

!

L8M>CDEF&>G.)41(+

N

*(531+K)--V(W+

,+,-

6

414(.8J8>KFLO(.5S3

N

*(V)95

4

!

讨
!

论

L8MK)--V(W+

技术是体外确定两个已知蛋白

是否相互作用以及筛选与已知融合蛋白相互作用的

未知蛋白的有效方法
;

本实验成功构建
L8M>

CDEF&

结构域蛋白的表达载体#这种构建基因的

某一段的结构域蛋白研究其生物功能并不少见#有

文章报道过构建转录因子
CDED

基因的结构域蛋

白研究它与目的蛋白的甲基化作用'

&%

(

;

再摸索诱导

条件后以比较优化的条件诱导出
L8M>CDEF&>G

和
L8M>CDEF&>7

融合蛋白#作为后续试验的诱饵

蛋白
;

将高表达
:@>MQO"

的
HGC=

细胞裂解液中

与
L8M>CDEF&>G

诱饵蛋白以最佳时间孵育后#成

功捕捉与其已知的结合蛋白
MQO"

#证实实验制备

的融合蛋白具有生物活性
;

随后再次在
HGC=

裂解

中以
L8M>CDEF&>G

为诱饵蛋白进行
L8M K)--

V(W+

#将产物进行
8J8>KFLO

后考马斯亮蓝染色

发现成功捕捉到相互作用的蛋白
;

C(ZF&

是
C(Z

转录因子家族中的一员#该转录

因子属于*螺旋
>

转角
>

螺旋+类蛋白的一个亚群
;C(Z

=%&
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$%&#

年

家族蛋白功能涉及胚胎发育%细胞周期调控%糖类和

脂类代谢%生物老化%免疫调节等多种生物学过程#

其突变和表达异常与发育畸形%代谢性疾病以及肿

瘤发生有关'

&&b&$

(

;

已有文章得出结论
CDEF&

与

MQO"

在乳腺癌中相互作用#本文通过进行
L8M

K)--V(W+

成功验证这一结论并证实制备的蛋白具

有生物活性
;

MQO

基因最早在
&?#B

年被发现#现已知的家

族成员共有
&?

个'

&"

(

#是典型的转录辅助抑制因子

家族蛋白
;

在哺乳动物中#它包括
MQO

!

5*,+4V)91+>

-1Y33+S,+93*(.4

N

-15

"

&

#

!

!人类"

;L*(

)

MQO

蛋白

家族不能直接与
J7F

结合#而是被各种不同类型

的转录 因 子 所 招 募'

&!

(

;

有 研 究 证 实 转 录 因 子

CDEF&

羧基端的转录激活区可以招
MQO"

)

LIL"

结合到染色质上
;

本实验通过利用
L8M>CDEF&>G

与
MQO"

的体外相互作用验证两者相互作用
;

乳腺癌现已成为人类的一大杀手#越来越多的

研究证明
CDEF&

在乳腺癌中发挥了重要的作用#

使其有望成为肿瘤治疗的新靶点'

&@b&#

(

;

本文成功克

隆了人的
CDEF&

#

CDEF&>G

#

CDEF&>7

基因并获

得有活性的人
CDEF&>G

和
CDEF&>7

蛋白#为后

续进一步寻找
CDEF&

的互作蛋白和制备抗体奠定

了良好的基础
;
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