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要!雌激素在体内的生理作用通过雌激素受体"

H:;)'

3

0*G050

a

;')

#

HG

1

和
HG

(

的介导来实现调控%

HG

1

在乳腺癌(前列腺癌(结肠癌和卵巢癌的发生(发展过程中具有调控作用%

VU_!

是
G?Q

结合蛋白中的一员!参与细

胞周期调控%凝胶阻滞实验"

Hc4Q

#证明了
VU_!

蛋白能结合
HG

1

IG?Q!Y87G

%雌激素受体可介导雌激素实现

其功能!

VU_!

蛋白可能通过与
HG

1

结合参与雌激素信号通路的调控%为探讨他们的关系以及调控机制!构建
VU_!

过表达的慢病毒载体!通过
R0:;0)*\,';

检测
HG

1

蛋白的表达情况%在蛋白水平上!

HG

1

蛋白的表达量随着
VU_!

蛋白量的升高而升高!

VU_!

对
HG

1

起正向调控%

c77

实验检测
VU_!

基因表达对
cL_6C

细胞活力有影响%

关键词!

VU_!

'

HG

1

'调控表达'

c77

中图分类号!

f$F%

!!!

文献标志码!

Q
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!

引
!

言

雌激素广泛存在于生殖道+乳腺+中枢神经和骨

骼系统等组织中#在生长+发育和分化中起着重要的

作用)

%

*

&雌激素在体内的生理作用的调控通过雌激

素受体"

H:;)'

3

0*G050

a

;')

#

HG

$的介导来实现&

雌激素受体属于核受体家族#在细胞质和细胞核内

都有分布#其具有
$

种亚型!

HG

(

与
HG

1

&

HG

(

主

要存在于子宫内膜+乳腺+卵巢和下丘脑#

HG

1

主要

存在肾+脑+骨骼+前列腺和内皮细胞)

$

*

&

HG

(

与

HG

1

具有高度的序列同源性和相似的结合结构域#

但
HG

(

与
HG

1

在功能上有时表现出相反的调控活

性)

!

*

&研究表明
HG

(

能刺激细胞分裂和增殖#

HG

1

能拮抗
HG

(

的表达#抑制细胞增殖#

HG

1

可能是肿

瘤抑制基因)

A

*

&雌激素在前列腺细胞的生长和前列

腺癌的发生中都起着重要的作用)

B

*

&研究发现在敲

除
HG

1

"

1

HG̀ K

$的小鼠身上出现了前列腺增生老

化现象)

#

*

&在
HG

1

敲除的小鼠的结肠细胞中#正在

增殖的细胞数升高#上皮细胞分化的标志蛋白

减少)

C

*

&

VU_!

"

V*;0),0(d2*H*/+*50)O2*X2*

3

_+5;')!

$

即白介素增强结合因子
!

#是双链
G?Q

结合蛋白#

位于人类
%F

号染色体上&

VU_!

蛋白存在于细胞核

和细胞质中#

VU_!

序列中有一个核定位信号#两个

X:G?Q

结合结构域)

D

*

&在细胞中#

VU_!

蛋白的双

链
G?Q

结合结构域是作为核输出结构域)

F

*

&

本文通过凝胶阻滞迁移实验"

Hc4Q

!

H,05;)'6

a

/')0;25c'\2,2;

<

4/2-;Q::+

<

$验证
VU_!

与
HG

1

IG?Q

的
!Y87G

之间的特异性结合&构建
VU_!

过表达的慢病毒载体#在乳腺癌细胞
cL_6C

中研究

其对
HG

1

蛋白表达量的影响#并通过
c77

实验检

测
VU_!

蛋白对
cL_6C

细胞活力的影响#为进一步

揭示
VU_!

的功能提供了理论依据#为更深入的研

究雌激素信号途径提供实验基础&

!

!

材料和方法

%>%

!

材料和试剂

a

U&c%6HS_Z

来自
M)>M+92X4+\+;2*2

%

$F!7

+

cL_6C

细胞由本实验室保存%大肠杆菌菌株
2GQ$C4

7KZ%"

+

HGQ$C4:;+\,0!

由本实验室保存%

a

5M?Q!h%

"

g

$

6_UQS6VU_!

质粒+

a

Ù K>%6VU_!6:/G?Q

质

粒由本实验室构建并保存%

Z4ZQ$

+

ZcM$>S

+

a

L6



c=6XGD>$

+

a

Lc=6=4=S

质粒由本实验室保存%

HG

1

IG?Q!Y87G

片段及
VU_!

蛋白由本实验纯

化并保存%

cHc

+

McHc

培养基购自
S2\5'

公司%

3.(V

+

2Q$GV

+

7

A

M?Q

连接酶购自
7+d+)+

公司%

兔抗人
VU_!

抗体#兔抗人
HG

1

#兔抗人
HG

(

抗体购

自华安公司%鼠抗人
1

6+5;2*

购自
42

3

I+

公司&

%>$

!

实验方法

%>$>%

!

凝胶阻滞迁移"

Hc4Q

$实验

纯化后的蛋白样品用
BP

"

B"P

的甘油保存于

@D"[

#蛋白和
G?Q

取出后#室温融化#取
$

#

U

G?Q

与
$"

#

U

蛋白样品混合后冰上孵育
BI2*

&

%hBP

的非变性琼脂糖凝胶电泳#

#"=

#

$/

#缓冲液

为
7OH

"

$"]7OH

缓冲液!

%$%

3

7)2:6\+:0

#

#%>C

3

:'X2(I\')+;0

#

C>AA

3

HM7Q

#定至
%U

#

a

TD>"

$&

电泳结束后#搭盐桥#在
44L

溶液"

!I',

,

U?+L,

#

">!I',

,

U

柠檬酸钠#

a

TC>"

$中用上行毛细管转移

法将胶上的
G?Q

转移至尼龙膜上&膜取出后用

BPO4Q

封闭液封闭#加入稀释后的
4Q6TGZ

#孵育

后加
4(

a

0)42

3

*+,R0:;Z25'

化学发光底物显影&

%>$>$

!

构建
VU_!

过表达慢病毒表达载体

载体
a

U&c%6HS_Z

和质粒
a

5M?Q!>%

"

g

$

6

_UQS6VU_!

具有相同的酶切位点#用限制性内切酶

3.(V

和
2Q$GV

进行双酶切
$/

#

7AM?Q

连接酶链

接过夜&连接产物转化感受态细胞
2GQ$C47KZ%"

#

涂布与含氨苄"

%""

#

3

,

IU

$的
UO

平板上培养
%$/

后挑取单克隆进行菌落
ZLG

鉴定#阳性克隆抽提质

粒并用
3.(V

和
2Q$GV

双酶切鉴定&鉴定为阳性

的克隆送上海桑尼公司测序#测序引物为
7C

a

)'6

I';0)

通用引物&测序正确的载体用于转染细胞&

%>$>!

!

细胞培养

$F!7

细胞用含
%"P

胎牛血清的
McHc

培养

基培养#培养条件为
!C[

#

BP LK

$

的培养箱&密

度达
D"P

时传代#加入
%IU

浓度为
">$BP

的胰酶

溶液#消化
%":

#吸出胰酶#轻轻敲打培养皿底部#取

适量新鲜培养基#反复轻轻吹打细胞#使细胞分散成

单个细胞#向新的培养皿中加入适量消化好的细胞#

在加入
%"IUMcHc

培养基#细胞分布均匀#放入

恒温培养箱中培养&

cL_6C

细胞用含
%BP

胎牛血清的
cHc

培养

基培养&传代时加入
%IU

浓度为
">BP

的胰酶溶

液#消化
A":

#吸出胰酶#轻轻敲打培养皿底部#取适

量新鲜培养基#反复轻轻吹打细胞#使细胞分散成单

个细胞#再向新的培养皿中加入适量消化好的细胞#

加入
%"IUcHc

培养基#细胞分布均匀&

%>$>A

!

慢病毒载体的包装与侵染

$F!7

细胞铺满
D"P

时#将细胞消化接种至
%"

5I

细胞培养皿中培养
$A/

#保证转染时细胞能够铺

满
!"P

"

A"P

&转染当天将细胞培养基换为无血

清培养基培养
$/

&取
%F>%

#

3

质粒"

%"

#

3a

U&c%

+

B>B

#

3

Z4ZQ$

+

!>#

#

3

ZcM$>S

$共转染
$F!7

细

胞#培养
AD/

后#收集上清培养基至
%BIU

离心管

中#冻于
@D"[

&将病毒取出融化#离心后收集上

清&

cL_6C

细胞长到
!"P

时#加入离心后的病毒#

侵染细胞#次日再次侵染&之后换成含有
%

#

3

,

IU

嘌呤霉素+体积
%BP

的
_O4

的
cHc

培养基#筛选

稳定转染的细胞&

%>$>B

!

R0:;0)*\,';

检测
cL_6C

细胞中
VU_!

的

蛋白表达

!!

收集对数生长期的细胞#用
!""

#

U

细胞裂解液

"

%"Ic 7)2:6TL,

#

%B"Ic ?+L,

#

%Ic HM7Q

#

%P ?ZA"

#

%IcM77

#

a

TD>"

$收集细胞#

%$"""

)

,

I2*

#

A[

离心
%"I2*

#取上清#

O)+*X-')X

法测蛋

白浓度&取
B"

#

3

蛋白进行
%$P4M46ZQSH

电泳#

并通过
R0:;0)*\,';

检测
VU_!

过表达效果及
HG

1

蛋白量的变化#以
1

6+5;2*

作为内参&

%>$>#

!

c77

实验检测细胞增殖能力

将
a

Ù K>%6VU_!6:/G?Q

+

a

Lc=6XGD>$

+

a

L6

c=6=4=S

三种质粒共同转染
$F!7

细胞#病毒包

装#浓缩后侵染
cL_6C

细胞#利用嘌呤霉素筛选稳

定株&低表达的
G?Q

干扰组"

a

Ù K>%6VU_!6:/G6

?Q

$#阴性对照组"

a

Ù K>%6:5)+I\,0

$的
cL_6C

稳

定株细胞用胰酶消化后计数&以每孔
$]%"

A个细

胞接种于
B

块
F#

孔板中#每孔加
$""

#

U

培养基#置

于
!C[

的
LK

$

培养箱中培养%分别在培养
$A

+

AD

+

C$

+

F#

+

%$"/

后取出一块
F#

孔板#每孔加入
%"

#

U

c77

溶液"

BI

3

,

IU

$#继续培养
A/

%吸掉孔内培

养基#每孔加入
%B"

#

UMc4K

#低速摇床振荡
%"

I2*

#使紫色针状结晶充分溶解%在酶标仪上测定各

孔吸光值#吸光波长为
BC"*I

&

'

!

实验结果

$>%

!

Hc4Q

实验验证
VU_!

与
HG

1

IG?Q!Y87G

的结合

!!

体外转录的
G?Q

与
_UQS6VU_!

蛋白复合物

结合后#迁移速度变慢#有明显的拖尾现象#如图
%

所示#

VU_!

能与
HG

1

IG?Q!Y87G

结合&
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图
%

!

Hc4Q

实验验证
VU_!

蛋白与
HG

1

IG?Q

!Y87G

的结合

注!泳道
%

为
HG

1

IG?Q!Y87G

%泳道
$

为
HG

1

IG?Q

!Y87Gg_UQS6VU_!

蛋白

$>$

!

VU_!

过表达载体的构建

用限制性内切酶
3.(V

和
2Q$GV

双酶切载体

a

U&c%6HS_Z

和
a

5M?Q!>%

"

g

$

6_UQS6VU_!

质

粒#酶切后回收的条带与预期大小相符&产物连接#

转化后挑选单克隆进行菌落
ZLG

#

%P

琼脂糖凝胶

电泳结果显示如图
$

#其中泳道
B

#

%!

#

%A

#

%B

#

%C

条

带较亮#且大小与预期一致#为阳性克隆#挑选泳道

B

和泳道
%!

的克隆测序#测序结果显示
$

个克隆均

为目的克隆#选取
%!

号克隆进行大量抽提质粒#用

于转染
$F!7

细胞#包装病毒&

图
$

!

VU_!

过表达载体
a

U&c%6_UQS6VU_!

的构建

注!图
$

重组载体菌落
ZLG

凝胶电泳图#泳道
%

"

%C

为挑选

的单克隆#泳道
c%

#

c$

均为
I+)d0)

$>!

!a

U&c%6_UQS6VU_!

的表达与鉴定

将测序正确的
a

U&c%6_UQS6VU_!

重组质粒+

Z4ZQ$

+

ZcM$>S

三质粒共同转染
$F!7

细胞#包装

病毒后#侵染
cL_6C

细胞&利用嘌呤霉素筛选稳定

株#以转染
a

U&c%6HS_Z

载体的
cL_6C

细胞作为

对照&用兔抗人
VU_!

抗体进行
R0:;0)*\,';

验

证#结果显示转染了
a

U&c%6_UQS6VU_!

载体的

cL_6C

细胞中
VU_!

的表达含量比转染
a

U&c%6

HS_Z

载体的
cL_6C

细胞
VU_!

蛋白含量高#

VU_!

过表达载体构建成功#如图
!

所示&随着
VU_!

蛋

白过量表达#

HG

1

蛋白量相应的增加#而
HG

(

蛋白

含量没有明显的变化&实验表明
VU_!

蛋白对
HG

1

起调控作用&

图
!

!

R0:;0)*O,';

检测
VU_!

过表达及
HG

1

#

HG

(

蛋

白的变化

注!

a

U&c%6HS_Z

为稳定转染了
a

U&c%6HS_Z

质粒的
cL_6C

细胞裂解液%

a

U&c%6_UQS6VU_!

为稳定转染了
a

U&c%6

_UQS6VU_!

表达载体的
cL_6C

细胞裂解液

$>A

!a

Ù K>%6VU_!6:/G?Q

干扰
VU_!

低表达的

鉴定

!!

将
a

Ù K>%6VU_!6:/G?Q

+

a

Lc=6XGD>$

+

a

L6

c=6=4=S

三种质粒共同转染
$F!7

细胞#病毒包

装#浓缩后侵染
cL_6C

细胞&利用嘌呤霉素筛选稳

定株#

a

Ù K>%6:5)+I\,0

作为对照#经
R0:;0)*\,';

鉴定两个质粒的干扰效果#如图
A

所示#两个干扰质

粒都能较好抑制
VU_!

的表达#可用于后续的
c77

实验&

图
A

!

R0:;0)*O,';

检测
G?Q

干扰
VU_!

的表达效果

注!

a

Ù K>%6:5)+I\,0

为稳定转染了随机干扰序列质粒的

cL_6C

细胞裂解液%

a

Ù K>%6VU_!6:/G?Q%

和
a

Ù K>%6

VU_!6:/G?Q$

为稳定转染了
VU_!

蛋白干扰质粒的
cL_6C

细

胞裂解液

$>B

!

c77

实验研究
VU_!

蛋白对
cL_6C

细胞增

殖能力的影响

!!

利用
c77

法分析
VU_!

蛋白被干扰时对
cL_6C

细胞增殖能力的影响&结果如图
B

所示#当
VU_!

蛋

白表达量下降时#

cL_6C

细胞的增值能力增强&

FDD

第
#

期 黄云仙等!

VU_!

蛋白对雌激素受体
\0;+

的调控研究



)

X(

">"B

#与
a

Ù K>%6:5)+I\,0
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检测
VU_!

蛋白低表达后对
cL_6C

细

胞的增殖能力的影响

$

!

讨
!

论

病毒载体将表达基因插入到基因组
M?Q

中#

相对于瞬时转染的细胞#稳定转染的细胞可以在细

胞内长时间存在并表达#不需要在每次实验时进行

细胞转染#去除了转染试剂对细胞的影响#使细胞内

的环境更接近生理水平&稳定转染的细胞作为实验

对象比瞬时转染细胞更有优势&为了探讨
VU_!

蛋

白对雌激素受体的作用#本实验构建了
a

U&c%6

_UQS6VU_!

过表达载体#转染
cL_6C

细胞后#利用

嘌呤霉素筛选稳定株细胞&我们构建的稳定细胞株

为后续的实验提供了实验材料&

VU_!

蛋白是
X:G?Q

结合蛋白家族中的一

员)

%"

*

&本实验通过
_UQS

标签亲和纯化得到
VU_!

蛋白#体外转录
HG

1

IG?Q!Y87G

的基因片段#通

过凝胶阻滞实验验证了
VU_!

能与
HG

1

IG?Q

!Y87G

结合&并且在蛋白水平上#

VU_!

蛋白能调

控
HG

1

的蛋白表达量#当
VU_!

表达量升高时#

HG

1

的表达也升高#但
HG

(

的含量没有明显的变化#如

图
!

所示&当
VU_!

蛋白被干扰时#

HG

1

的表达量

明显下降#如图
A

&
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实验表明
VU_!

稳定低表

达的
cL_6C

的增值能力比对照组的明显降低&文

献报道
HG

1

能抑制细胞增殖#可能是肿瘤抑制基

因)

A

*

&

VU_!

可能通过调控
HG

1

的表达而影响细胞

的增殖能力&
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