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要#目的
!

以雌激素受体
+

"

W'

+

$

#̂ *

结构域为诱饵!采用酵母双杂交方法!从人类乳腺
Q\)#

文库筛选的蛋白
>$Z$

!

进一步验证其与
W'

+

相互作用的功能&方法
!

分别用细胞免疫荧光分析和酵母双杂交的方法筛选蛋白的细胞内定位及结合结

构域的鉴定!转染
*=5@

胚胎肾细胞!利用荧光素酶和
+

/

半乳糖苷酶活性测定!检测
>$Z$

对
W'

转录活性的影响&结果
!

>$Z$

的编码基因主要分布于细胞质中!

>$Z$

与
W'

+

#̂ *

结构域相互作用!而不与
W'

+

#̂ "

和
\2\

相互作用!

>$Z$

能降低
W'

的转

录活性!而且这种抑制作用在激素存在时更显著!但是雌激素受体抑制剂存在时!

>$Z$

反而增强
W'

+

的转录活性&结论
!

>$Z$

可能通过影响
W'

+

信号途径在乳腺癌发生)发展中起重要作用&

关键词#受体!雌激素#造血相关的
$2c

相互作用蛋白质#乳腺肿瘤
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雌激素在乳腺癌的发生*发展中起重要作用#它通过与雌

激素受体$

FEGKB

:

F9KFQF

S

GBK

#

W'

&的结合#调节受雌激素调控

的下游基因的表达)

W'

有
*

种亚型#

W'

!

和
W'

+

'

"/5

(

)目前#

研究表明#

W'

!

及其共调节因子在乳腺癌的发病机制中有重

要作用'

-/!

(

)

W'

+

是近年研究新发现的与雌激素结合的受体#

与
W'

!

在结构上高度同源#但在组织分布及表达水平上存在

明显差异#在生理及病理过程中可能具有不同生物学活性'

7/=

(

)

因而#

W'

+

及其共调节因子的深入研究#对于揭示乳腺癌的发

生机制以及对内分泌治疗失败的原因的解释等方面有重要意

义)造血相关的
$2c

相互作用蛋白质 $

JF(HGB

S

BCFGCQ$2c/

C9GFKHQGC9

:S

KBGFC9

#

>$Z$

&是国外学者以
$2c"

作为诱饵#利

用酵母双杂交技术从胎儿肝脏
Q\)#

文库中筛选得到

的'

",/""

(

)参与维持胚胎期造血干细胞的定向分化和成熟血细

胞正常的有丝分裂#具有调节造血干细胞正常的生长分化过

程#抑制白血病的发生的作用#但报道还不是很多)

本实验利用酵母双杂交方法#以
W'

+

的
#̂ *

为诱饵蛋白#

从乳腺文库中筛选到了与之相互作用的蛋白
>$Z$

#将其在

W'

信号通路中的作用进行进一步的验证)

B

!

材料与方法

B+B

!

基因的钓取和
>$Z$

真核细胞表达载体的构建
!

酵母双

杂交的方法得到了与
W'

+

#̂ *

结构域结合的蛋白
>$Z$

#以人

类乳腺
Q\)#

文库为模板钓取全长
Q\)#

序列#并构建到带

有
%̂#a

标签的真核表达载体
S

0\)#5

上#获得重组表达质

粒
S

0\)#5/̂%#a/>$Z$

)引物序列如下#引物
"

!

!V/#@a

a00@00 @a000# a#0 @0@ a#@/5V

)引物
*

!

!V/a@a

@0#a0000aa@aa@aa@aa@a/5V

)

B+C

!

蛋白质印迹分析
!

*=5@

细胞转染
*-J

后#收集细胞#加

入
X\XXH(

S

FK2MRRFK

#沸水里煮
",(C9

使之变性)将上述变

性的细胞总蛋白离心后取上清液进行
X\X/$#aW

电泳)电泳

结束后#利用转移槽将蛋白转移至硝酸纤维素膜上#

!;

脱脂奶

粉
-`

封闭过夜)一抗用
!;

脱脂奶粉#二抗用
!;

脱脂奶粉

稀释的辣根过氧化物酶耦联
Z

:

a

)

@2X@

洗膜后用化学发光

法显色*压片)

B+D

!

哺乳动物细胞的转染
!

用无双抗的
\&W&

培养基$含

",; 2̂X

&将
&0̂6

细胞接种在
7

孔板中)接种细胞密度以转

染时细胞密度达
<,;

"

=,;

为准#接种后
*-J

#将总量为
"+,

$

:

\)#

与
"7,

$

% \&W&

培养基混合#再将
-

$

% %C

S

B/

RFQGH(C9F*,,,

$

Z9NCGKB

:

F9

&与
"7,

$

%\&W&

培养基混合#然

后将上述
*

种溶液混合#室温放置
*,(C9

#加入到细胞中)

B+E

!

细胞免疫荧光分析
!

&0̂6

细胞转染
*-J

后#弃去培养

基#用
5;

新鲜配制多聚甲醛固定)经
,+!; @KCGB9c/",,

处

理和
";

羊血清封闭后加
%̂#a

多克隆抗体$

"n",,

&#室温孵

育
*J

#用含
";

羊血清的
$2X

洗
5

次#每次
",(C9

)然后加入

荧光素标记的羊抗兔
Z

:

a

室温孵育
"J

#

$2X

洗
5

次#每次
",

(C9

#最后用
\#$Z

进行核染色#并于荧光显微镜下观察)

B+F

!

结合结构域的鉴定
!

将构建的质粒
S

0\)#5/>$Z$

分别

与包含
W'

不同结构域的质粒
S
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+
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$

"

"
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转化酵母
#>",=

细胞#验证其特异性)

B+G

!

荧光素酶和
+

/

半乳糖苷酶活性测定
!

利用荧光素酶法测

定
W'

的转录活性)荧光素酶活性测定基本按
$KB(F

:

H

说明

进行)

C

!

结
!!

果

C+B

!

筛选到的基因
Q\)#

序列的钓取及克隆
!

从人乳腺文

库
Q\)#

中钓取了阳性克隆的全长
Q\)#

序列#并克隆到表

达载体
S

0\)#5

上#经
2H(>Z

和
]?HZ

酶切鉴定#得到约
*

"=7?

S

$

>$Z$

&的外源
\)#

插入片段$图
"

&#而空载体
S

0\/

)#5

分别经同样酶切后无插入片段#说明克隆成功)经测序

鉴定#所得序列完全正确)

!!

&

!

\)# &HKUFK

%

"

!

S

0\)#5

"

>$Z$

$

2H(>Zi]?HZ

&%

*

!

S

0\)#5

$

2H(>Zi]?HZ

&)

图
"

!!

>$Z$

表达载体的酶切鉴定

C+C

!

候选基因的表达鉴定
!

将
S

0\)#5/̂%#a/>$Z$

质粒

转染
*=5@

细胞中#

*-J

收集细胞进行
X\X/$#aW

#然后用

%̂#a

抗体进行蛋白质印迹法检测)结果表明#转染
S

0\/

)#5/̂%#a/>$Z$

质粒的
*=5@

细胞分别特异地表达了相对

分子质量约
<6U\

的预期蛋白#说明此表达载体均可用于候选

基因的进一步功能研究$图
*

&)

!!

"

!

S

0\)#5/̂%#a

%

*

!

S

0\)#5/̂%#a/>$Z$

)

图
*

!!

>$Z$

在
*=5@

细胞中表达产物的蛋白质印迹分析

C+D

!

筛选蛋白对
W'

转录活性的影响
!

*=5@

胚胎肾细胞中#

检测
>$Z$

对
W'

转录活性的影响)

,+!

$

:

>$Z$

#

,+,*!

$

:

W'

+

#

,+*

$

:

W'W/IMQCRFKHEF

#

,+"

$

:

+

/

:

HI

表达质粒共转染到细

胞中#通过检测荧光素酶的活性而反映
W'

的转录活性)加雌

激素$

W*

&时#

>$Z$

能明显降低
W'

+

转录活性%加雌激素拮抗

剂时#

W'

+

转录不仅没有降低#反而增加$图
5

&)

C+E

!

筛选蛋白的细胞内定位
!

按材料和方法所述#用
%̂#a

抗体对转染
S

0\)#5/̂%#a/>$Z$

的
&0̂/6

细胞进行免疫细

胞化学分析)结果表明#在转染
S

0\)#5/̂%#a/>$Z$

重组

质粒的
&0̂/6

细胞中可观察到荧光#且主要为细胞质染色)

说明候选基因主要分布于细胞质中$彩插
%

图
-

&)

图
5

!!

*=5@

细胞中
>$Z$

降低
W'

+

转录活性

C+F

!

与筛选蛋白相互作用的
W'

结构域的确定
!

为确定与候

选基因结合的
W'

+

结构域#将
W'

+

各个结构域的表达质粒与

筛选获得的
>$Z$

表达质粒$

S

#0@*/>$Z$

&分别共转化酵母

#>",=

细胞#转化子涂于含有
c/

!

/

:

HI

的四缺培养基上)能在

四缺平板上生长并在
c/

!

/

:

HI

存在条件下变为蓝色的为阳性反

应)结果表明
>$Z$

与
W'

+

#̂ *

结构域相互作用#而不与

W'

+

#̂ "

和
\2\

相互作用)表明
>$Z$

与
W'

+

#̂ *

结构域

结合有特异性$表
"

&)

表
"

!!

W'

+

各个结构域与
>$Z$

相互作用分析

质粒
四缺培养基

生长情况

c/

!

/

:

HI

活性

S

a2]@6/W'

+

/#̂ "i

S

#0@*/>$Z$ 4

白色

S

a2]@6/W'

+

/\2\i

S

#0@*/>$Z$ 4

白色

S

a2]@6/W'

+

/#̂ *i

S

#0@*/>$Z$ i

蓝色

D

!

讨
!!

论

>$Z$

是
*,,,

年
#?KH(BNCQJ

等'

"*

(以
$2c"

作为诱饵#利

用酵母双杂交技术从胎儿肝脏
Q\)#

文库中筛选得到的)

$2c

是一组由
$?[

基因编码的含有
@#%W

高度保守结构的同

源蛋白#包括
$2c"

*

$2c*

*

$2c5

和新发现的
$2c-

共
-

种同

源结构#一起参与维持胚胎期造血干细胞的定向分化和成熟血

细胞正常的有丝分裂)

$2c

的同源结构域与
\)#

的模序

$

(BGCR

&结合#同时提供了与转录因子
>bc

结合的位点#

$2c

与
>bc

以二聚体的形式参与基因的表达#二者的相互作用可

以提高与
\)#

结合的亲和力及特异性'

"5

(

)染色体在
G

$

"

%

"=

&断裂易位#使
$2c

的同源结构域基因与转录子增强结合

蛋白
W*#

的转录激活结构域基因融合#融合的
W*#/$2c"

是

一种原癌基因#可诱发急性白血病)

1H9

:

等'

"-

(发现
$2c"

与

它的原癌基因衍生物
W*#/$?["

共同结合于
\)#

的模序

#@0##@0##

序列)

>$Z$

除了和
$2c"

结合外#也可以和
$2c*

和
$2c5

相

互作用)和
$2c"

一样在原始的造血细胞
0\5-

$

i

&亚群中表

达)

>$Z$

由全长的
Q\)#

编码
65"

个氨基酸#没有发现与目

前已知的蛋白有同源性)因而#这个蛋白被命名为造血相关的

$2c

相互作用蛋白质$

>$Z$

&)

>$Z$

主要位于细胞质中#只

有少量位于细胞核)

>$Z$

强烈抑制原癌基因
W*#/$2c

与

\)#

的模序$

#@0##@0##

&结合)因而#

>$Z$

具有调节造

血干细胞正常的生长分化过程#抑制白血病发生的作用)

本实验以
W'

+

为诱饵蛋白#通过酵母双杂交技术筛选到

了这个蛋白#首先将筛选到的蛋白的基因全长
Q\)#

序列从

人乳腺
Q\)#

文库中钓出#构建到带有
%̂#a

标签的表达载
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体
S

0\)#5

上#经酶切鉴定及测序鉴定#证 实
S

0\)#5/

%̂#a/>$Z$

质粒构建成功)然后再把构建好的质粒转染到

*=5@

细胞#

%̂#a

抗体进行蛋白质印迹检测#证实这个质粒可

以在哺乳动物细胞中表达#可进行进一步的功能研究)功能研

究以含有受雌激素应答元件$

FEGKB

:

F9KFE

S

B9EFFIF(F9G

#

W'W

&

调控的荧光素酶为报告基因$

W'W/IMQ

&#

>$Z$

和
W'

的表达质

粒共转染至
*=5@

细胞#通过检测荧光素酶活性#反映
>$Z$

对

W'

转录活性的影响)结果表明#

>$Z$

能降低
W'

的转录活

性#而且这种抑制作用在激素存在时更显著#但是雌激素受体

抑制剂存在时#

>$Z$

反而增强
W'

的转录活性%

>$Z$

通过与

W'

相互作用而改变
W'

的转录活性#是
W'

信号途径中的新

型调节因子#而雌激素受体抑制剂对转录活性不仅不降低#反

而增加)

细胞免疫荧光化学分析
>$Z$

的表达质粒转染至
&0̂/6

细胞#荧光显微镜下观察#该蛋白定位于细胞质内#与目前资料

报道的一致%

>$Z$

和不同
W'

结构域的表达质粒共转染至酵

母细胞#结构域定位实验发现特异的与
W'

+

的
#̂ *

结合#与

W'

+

的
#̂ "

*

\2\

不结合#表明
>$Z$

与
W'

+

结构域结合具有

特异性)由于
$2c

和
W'

分别位于两个不同的信号途径#

$2c

调节胚胎期原始造血干细胞分化#

W'

维持乳腺上皮细胞正常

生长发育#二者之间可能的联络$

QKBEE/GHIU

&具体通过什么机

制有待于深入的探索)此外#据报道
$2c

在胚胎形成期与多

种器官的形成有关#而
W'

在心血管系统和中枢神经系统中也

存在表达#提示
$2c

与
W'

的相互作用在以上生命过程中也

可能发挥重要作用)总之#尽管在一定程度上表明了
>$Z$

可

以影响
W'

的转录活性#在乳腺癌的发展过程中可能发挥重要

的作用#但是还有许多问题尚未得到解决#需要更多或更深入

的分子生物学研究来阐明)
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