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B%$$%D

#

!!

摘
!

要!

=2

3

2,2*

是一个由
%F

个连续的
_Q

结构域组成的
E?J

结合蛋白%它可以通过与
IE?J

结合调控
IE6

?J

的翻译后表达水平!并能够结合脂蛋白%本实验室此前的实验中发现
=2

3

2,2*

参与了对雌激素信号传导通路的

调控!为详细研究其调控机制!文章通过凝胶阻滞实验证明了
=2

3

2,2*

能在体外结合于雌激素受体
Bm

非翻译区"

UE6

\0;+Bm87E

#%借助双荧光素酶报告基因实验发现!高表达
=2

3

2,2*

可以提高雌激素信号通路中的重要受体
UE6\0;+

的翻译效率%利用激光共聚焦显微镜和荧光蛋白定位实验!发现
=2

3

2,2*

在细胞内大量定位于
`

6\']

<

中%通过上述

实验证明了
=2

3

2,2*

能够通过结合
UE6\0;+Bm87E

调控
UE6\0;+

的表达量!参与了细胞内雌激素信号传导通路%由

于
UE6\0;+

是雌激素信号传导中非常重要的受体!因此该研究具有重要的意义%

关键词!

E?J

结合蛋白'雌激素受体'翻译水平调控'高密度脂蛋白结合蛋白'信号通路

中图分类号!
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文献标识码!
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引
!

言

=2

3

2,2*

是一个高度保守的由
_Q

结构域构成

的多功能蛋白#广泛存在于从单细胞的酵母到高等

哺乳动物多种真核生物中&最先在高密度脂蛋白复

合物中被发现(

%6!

)

#因此也叫高密度脂蛋白结合蛋白

"

/2

3

/]0*:2;

<

,2

`

'

`

)';02*\2*]2*

3`

)';02*

#

Q̂ XWT

$&

=2

3

2,2*

的功能包括参与胆固醇的代谢'脂类的转运

和代谢(

B6F

)细胞染色体的分裂(

A

)

#

;E?J

的转运(

#6C

)

#

IE?J

的稳定(

D6"

)以及调控某些蛋白质的表

达(

%$6%%

)

&

_Q

结构域是核酸识别和结合结构域#能

够特异结合
E?J

和单链
?̂J

#参与细胞内转录#

翻译过程的调控#与多种疾病的发生相关(

"

)

&比如

副肿瘤综合症和脆性
Y

综合征都是由于含
_Q

结

构域的基因缺失造成的(

%!

)

&文献(

"

)报道
=2

3

2,2*

与原癌基因
56-I:Bm87E

结合并影响其
IE?J

的

稳定性和翻译效率&在非洲爪蟾中#

=2

3

2,2*

与卵黄

原蛋白
IE?JBm87E

特异结合造成其半衰期的延

长(

D

)

&对于卵黄原蛋白
IE?J

#

=2

3

2,2*

通过结合其

Bm87E

#屏蔽核酸内切酶位点稳定卵黄原蛋白
IE6

?J

#延长其半衰期#进而提高卵黄原蛋白表达量&

本实验室前期通过亲和纯化和质谱分析的研究

发现#

=2

3

2,2*

可以与
UE6\0;+

的
IE?JBm87E

特

异结合#

UE6\0;+

的表达已被证明与多种癌症的发

生#恶化以及存活率有密切关系(

%$6%B

)

&因此#深入研

究
=2

3

2,2*

与
UE6\0;+IE?JBm87E

的结合对
UE6

\0;+

会有怎样的调控#不但在细胞内的信号传导领

域具有重要的意义#也能够为阐明肿瘤发生和发展

的机制提供重要的线索和证据&

!

!

材料与方法

%>%

!

主要材料与试剂

!"B7

#

Q0X+

细胞购自中国科学院上海生命科

学研究院细胞资源中心%限制性内切酶
9('VKKK

#

"Z2K

#

4O>$K

#

N2Z9K

和
7F,2

3

+:0

购自
7+Z+)+

公

司%反转录试剂盒购自
7'

<

'\'

公司%

ĴTK

试剂购

自南京凯基生物技术有限公司%

7)2b',

试剂#

M̂UM

#

MUM

培养基购自
K*92;)'

3

0*

%

BYLXJV



T0

`

;2]0LFC""

#

J*;26L,+

3

M! J--2*2;

<

V0,

购自

42

3

I+6+,])25/

公司&激光共聚焦显微镜是尼康公

司产品&

%>!

!

载体构建

以
7)2b',

试剂提取
MSL6C

细胞总
E?J

#进行

逆转录反应后得到的
5̂ ?J

为模板#扩增
=2

3

2,2*

和

]5

`

%

片段#经琼脂糖凝胶电泳回收扩增产物及限制

性酶切后#分别与
`

5̂ ?JB>%

"

e

$'

]:EÛ6S%

'及

UVLT6S%

质粒连接&得到
`

5̂ ?JB>%6L,+

3

6=2

3

26

,2*

'

]:EÛ6S%6=2

3

2,2*

和
UVLT6S%6]5

`

%

&所 用

TSE

引物见表
%

&

表
!

!

引物序列

引物名称 序列

L,+

3

692

3

2,2*A

JVVE)-#E)J7VVJ77JSJJVVJ76

VJSVJ7VJSJJVJV77SSV77V6

SJV7777VJSSSJJV

L,+

3

692

3

2,2*B

JV7E)#-E)SJVS77VVV7S7S6

SS7J7JV7VJV7SV

]5

`

%6%

J77E##--)7J7VVSJVSSV7VVSV6

VSJV

]5

`

%6!

J77EE#-))SS77V7VSSVVJV76

7S7JVJJVVJSS

!!

注!斜体为酶切位点序列&

%>B

!

细胞转染及双报告荧光素酶实验

将
M5-6C

细胞接种于六孔板#控制细胞接合度

约在
%$j

#

!F/

后#每孔加入
$>A IX

无血清

MUM

#放回培养箱#饥饿处理
F/

%每孔取
F

$

XTUK

试剂与
%$$

$

X

无血清
MUM

混匀#

#

$

3

质粒与

%$$

$

X

无血清
MUM

混匀#静置
AI2*

#将两种混合

液合并混匀#室温静置
!$I2*

%将质粒转染试剂混

合液逐滴均匀加入六孔板中并混匀%培养
C/

后加

入含
%$j

胎牛血清的
M̂UM

培养基#培养
!F/

#收

集细胞&将裂解后的细胞
Fi

#

%!$$$)

*

I2*

离心

%$I2*

#取上清测定荧光素酶活力&

%>F

!

凝胶阻滞迁移"

UM4J

$实验

以构建的
`

5̂ ?JB>%6L,+

3

692

3

2,2*

质粒转染

!"B7

细胞#转染
B#/

后收集细胞&用预冷的
TW4

洗细胞
!

次#每个
%$5I

培养皿加入
B$$

$

X

细胞裂

解液#摇床上裂解细胞
B$I2*

#用细胞刮将细胞收

集到
%>AIXUT

管中#针筒吹打
%A

次#

%B!$$

)

*

I2*

#

Fi

#离心
B$I2*

除去
?̂J

及细胞膜碎片#

取上清&取
J?7K6LXJV M!J

3

+)':0

亲和填料

%$$

$

X

#在
%>AIXUT

管中用
A$$

$

X7W4

缓冲液

清洗#

F

次#离心#去尽上清&将细胞裂解液上清加

入到
J?7K6LXJV M!J

3

+)':0

亲和填料中#置于

摇床上
Fi

#

A$)

*

I2*

#结合过夜%离心#去尽上清%

7W4

缓冲液洗涤
A

次#离心#去尽上清&加入

%$$

$

XBYL,+

3

洗脱缓冲液#冰上孵育
!$I2*

#离心

取上清#纯化得到带
L,+

3

标签的重组
=2

3

2,2*

蛋白&

以
`

J]MX6MB6UE6\0;+Bm87E

质粒为模板#使

用上游引物!

A

3

6JSJ7J77V7SV77JVJJSVSVVS6

7J6B

3%和下游引物!

A

3

67S777J7JV7SS76

V7SVVV777SVS6B

3进行
TSE

#扩增含
7C

启动

子以及
UE6\0;+B

3

87E

的
?̂J

片段作为转录模

板&

TSE

产物用
%j

琼脂糖凝胶电泳鉴定#并割胶

回收作为体外转录模板&

7C

体外转录使用
T)'6

I0

3

+

公司体外转录试剂盒#反应条件参考说明书&

将
UE6\0;+IE?JBm87EE?J

'

?7T

'反应缓冲液

及
7CE?J

`

',

<

I0)+:0

混合均匀后#

BCi

反应
F/

#

沸水浴
!I2*

灭活
7CE?J

`

',

<

I0)+:0

&得到的

E?J

转录产物经
%j

甲醛变性琼脂糖凝胶电泳鉴

定后置于
@D$i

备用&

取
7C

转录产物
A

$

X

#蛋白纯化产物
%$

$

X

#混

合后冰上孵育
%$I2*

#上样至
%j

琼脂糖凝胶电泳#

在紫外凝胶成像仪下拍照观察蛋白结合后的
E?J

迁移状态改变&

%>A

!

激光共聚焦显微镜样品制备及激光共聚焦

实验

!!

取
%5I

直径的圆形盖玻片#浓硫酸洗液中浸泡

过夜#洗涤灭菌后以
%I

3

*

IX

多聚赖氨酸包片#晾

干&将包被多聚赖氨酸的载玻片置于六孔板内#接

种细胞
Q0,+

%细胞接种
!F/

后#进行共转染#换液

B#/

后#在荧光显微镜下观察转染效率#当细胞出

现强的荧光信号后进行固定&用
TW4

将细胞洗
!

次#每次
AI2*

&六孔板中加入
A$$

$

XFj

多聚甲

醛#室温孵育
%$I2*

%用
TW4

将细胞洗
!

次#每次

AI2*

%双蒸水洗细胞
AI2*

%六孔板每个孔加入

A$$

$

X

稀释后的
ĴTK

#

BCi

孵育
%AI2*

后洗涤
!

遍#每次
AI2*

%在水中用针头将载玻片翘起#用尖

头镊子取出#在滤纸上晾干后#取
D

$

X

甘油滴在载

玻片上#将盖玻片倒扣在甘油上#用指甲油封住&在

激光共聚焦扫描显微镜下观察拍照&

'

!

实验结果

!>%

!

带
L,+

3

标签的
=2

3

2,2*

高表达载体的构建

以
MSL6C

细胞的
5̂ ?J

为模板#

TSE

扩增得

到
92

3

2,2*

片段"图
%

#泳道
%

$#酶切
TSE

片段#

7F

?̂J

连接酶连接过夜#转化#涂布于固体
XW

培养

基平板上筛选单克隆#挑取单克隆提取质粒#并鉴

$DD
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定&图
%

泳道
!

#

B

为挑取的
`

5̂ ?JB>%6L,+

3

692

3

2,2*

的不同单克隆质粒电泳图#

!

号单克隆经通用引物

7C

`

)'I';')

`

)2I0)

测序鉴定序列正确&

图
%

!

L,+

3

6=2

3

2,2*

高表达载体的构建

泳道
M%>̂ X!$$$

#

?̂JX+]]0)

%泳道
M!>̂ X%A$$$ ?̂JX+]]0)

%

泳道
%

#

TSE

扩增产物条带%泳道
!

#

B>

阳性克隆质粒电泳条带

!>%

!

=2

3

2,2*

结合
UE6\0;+IE?JBm87E

的凝胶电

泳迁移实验

!!

基于蛋白质与
?̂J

或者
E?J

结合后能够影

响其在琼脂糖凝胶中的迁移速率的原理#采用凝胶

迁移阻滞实验"

UM4J

$研究了
=2

3

2,2*

与体外合成

的
UE6\0;+Bm87E

的结合能力&将体外转录稀释

后得到的
E?JA

$

X

和
L,+

3

标签亲和纯化得到的

%$

$

X=2

3

2,2*

蛋白混合#在冰上孵育
%$I2*

#用非

变性琼脂糖凝胶电泳分离#

UW

染色后直接在凝胶成

像仪下观察拍照#电泳图见图
!

&可以发现
=2

3

2,2*

和
E?J

混合的泳道相对于对照
E?J

的泳道#出现

了一条相对滞后的条带#因此说明
=2

3

2,2*

可以与

UE6\0;+IE?JBm87E

结合#并影响了其在琼脂糖

凝胶中的迁移速率&

图
!

!

=2

3

2,2*

与
UE6\0;+IE?JBm87E

结合后

的凝胶迁移阻滞实验

泳道
%>E?J

对照%

!>E?J

和
=2

3

2,2*

蛋白结合后发

生了迁移阻滞现象

!>B

!

双荧光素酶报告基因表明
=2

3

2,2*

与
87E

的

结合能够提高蛋白质的表达

!!

双报告荧光素酶实验能够更精确地证明细胞内

蛋白质对转录的调控(

!

)

#为研究
=2

3

2,2*

在细胞内对

UE6\0;+IE?JBm87E

翻译效率的影响#笔者重新

构建了一个荧光素酶报告基因质粒#将
UE6\0;+

IE?JBm87E

插入了
,(52-0)+:0

的
Bm

端#并连接到

`

5̂ ?JB>%

载体后#得到一个
`

5̂ ?JB>%6,(52-0)6

+:06LX

载体&将高表达
=2

3

2,2*

蛋白的
`

5̂ ?JB>%6

L,+

3

692

3

2,2*

质粒与
`

5̂ ?JB>%6,(52-0)+:06LX

质粒

共转染
!"B7

细胞后#检测荧光素酶活力&发现相

对于对照组#

=2

3

2,2*

高表达后#

`

5̂?JB>%6,(52-0)+:06

LX

表达的荧光素酶活力升高了
B$j

"

A

0

$k$A

$&

!>F

!

=2

3

2,2*

在细胞内的共定位

将重组载体
UVLT6S%6=2

3

2,2*

与重组载体

]:EÛ 6̂5

`

%

共转染
Q0,+

细胞#转染后
B#/

将载玻

片取出#

ĴTK

染色#固定后经激光共聚焦扫描显微

镜观察样品#在激光共聚焦扫描显微镜下观察拍照#

见图
B

&图
B

可见带红色荧光蛋白标签的
=2

3

2,2*

和绿色荧光蛋白标签的
5̂

`

%

经叠加后显示出明显

的黄色分布#说明
=2

3

2,2*

与
5̂

`

%

存在共定位现象&

由于
5̂

`

%

被认为是
`

6\']

<

的标志蛋白(

%F

)

#而
`

6

\']

<

又是细胞内重要的
IE?J

存储器#

=2

3

2,2*

与

5̂

`

%

这种共定位说明
=2

3

2,2*

在细胞内可能参与了

`

6\']

<

相关的
IE?J

存储过程&

图
B

!

=2

3

2,2*

在细胞内的定位"激光共聚焦显微镜在

不同波长下的荧光照片及重叠后结果$

注!

J>ELT6=2

3

2,2*

%

W>VLT6̂5

`

%

%

S>̂ JTK

染细胞核%

>̂

重叠

$

!

讨
!

论

=2

3

2,2*

作为一个
E?J

结合蛋白(

#

)

#具有
%F

个

连续的高度保守的
E?J

结合区(

%6!

)

#其目前已知的

有关
E?J

的功能包括参与
;E?J

细胞核内和细胞

质内的复合物形成(

C

)

#以及
=2

3

2,2*

与卵黄原蛋白和

%DD

第
#

期 贾军祥等!

E?J

结合蛋白
=2

3

2,2*

在翻译水平上对雌激素受体
UE6\0;+

的调控研究
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的
IE?JBm87E

结合并调控被结合的
IE6

?J

的半衰期(

D6"

)

#进而调控相应蛋白的表达量&笔

者通过
UM4J

实验和双荧光素酶报告基因实验证

明了
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3

2,2*

与
UE6\0;+Bm87E

结合并能够提高

UE6\0;+

的表达量&在乳腺癌肿
UE6\0;+

通常被认

为能够拮抗
UE6+,

`

/+

的功能#因此
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很有可

能通过调控
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的翻译效率从而平衡雌激素信
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可能结合于多种
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的
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非翻译区#调控着大量蛋白质的表达&
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3

2,2*

表达量与多种蛋白的表达量相关等证据也

说明
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可能参与到了多种其它蛋白的翻译调

控中(
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)

#本文中的共定位实验指出
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与
`

6\']
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的标志蛋白
5̂

`

%

有共定位#提供了一个
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2,2*

调

控
IE?J

翻译效率的一个可能的途径#为进一步研

究
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3

2,2*

的功能提供了重要基础&
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