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目的
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应用片段缺失突变技术鉴定
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自身磷酸化对其
789".:'

连接酶活性及蛋白质翻译的影响&方法
!

以前期获得的鼠源性
34561789".:'

连接酶结构域基因片段为模板!设计片段缺失突变引物!经长片段重叠延伸
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技术扩

增获得片段缺失突变基因片段!后于
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大肠杆菌中自然连接扩增获得
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连接酶磷酸化结构域缺

失突变的真核表达载体&然后将载体转染于
A(1(

成纤维细胞瞬时过表达突变基因!再经翻译反应性荧光素酶报告基因实验和

BC+DCE,.FG"D

鉴定
34561

自身磷酸化修饰对
789".:'

连接酶介导的报告基因和靶蛋白质表达的影响&最后通过
H==

实验检

测
34561

自身磷酸化修饰对其
789".:'

连接酶介导的
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细胞增殖的影响&结果
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成功构建获得磷酸化修饰完全缺失的
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片段缺失突变体
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4:A'(0.01055
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AI6

报告基因检测结果显示!

4:A'(0.01055

片段

缺失突变体促进
AI6

翻译是对照组的
0&10

倍!且能显著促进靶蛋白
J46

和
?.H

K

?

的表达!以及
A(1(

小鼠成纤维细胞的增殖效

应&结论
!

34561

自身磷酸化修饰对
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连接酶活性及其调节的蛋白质翻译和细胞增殖作用起负性调节作用&
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组蛋白去乙酰化酶$
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3456+

%是一类

锌离子依赖性金属蛋白酶#是参与表观遗传乙酰化修饰调控的

关键蛋白酶#特别是对组蛋白乙酰基团的去除在染色体重塑调

控中起重要作用&

$

'
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34561

是由
0//

个氨基酸构成的肽链#

正常表达于多种器官与组织#特别表达于如愈合创面的肉芽组

织和增殖性肠腺细胞等增殖度相对活跃的组织和细胞中#在维

持正常组织器官细胞增殖和存活及抑制分化方面起重要作

用&

1

'

)已证实#

34561

去乙酰化结构域位于其
@

端的第
$%%

!

'1'

个氨基酸内)同时#研究还发现#在其羧基端还含有一

个独立的不依赖于其去乙酰化酶活性的
789".:'

连接酶功能

结构域&

'

'

)然而关于
34561

的
789".:'

连接酶活性的功

能*结构和生物学意义等仍不清楚)另外#分析发现
34561

的磷酸化修饰区域正好位于其
789".:'

连接酶的结构域

内&

0

'

#且磷酸化修饰和
789"

修饰之间存在密切的联系&

2.)

'

)

为此#推测
34561

的自身磷酸化在其
789".:'

连接酶功能

的发挥中起重要的调节作用#但有待证实)为证实这一推测#

本研究在前期获得的
34561789".:'

连接酶功能结构域的

基础上&

-
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#进一步运用片段缺失突变技术获得
34561789".
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连接酶磷酸化区域缺失的突变体#鉴定
34561

自身磷酸

化对其
789".:'

连接酶的调节作用)
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引物设计
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设计引物$
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%#每对引物完成突

变体
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突变体的构建
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取两管
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%为模板#分别于其中一只管中加入对应的

Z=$

#

A

和
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#另一只管中加入对应的
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#最后加入双蒸水
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补足
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#

A

体系)

放入
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仪中设置
(/`

预变性
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(/`

变性
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#

2%`

退

火
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#

-1`

延伸
)9#,

#共
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个循环(

-1`

终循环
$%9#,
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扩增后的每管中目的片段是一条单链)将对应的两管各取
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#最后加入
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J

补足反应体系至
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#

A

)体系加好后在沸水中

煮
29#,

#然后待其自然冷却过夜退火)最后用甲基化切割酶

4

>

,[

去除带有甲基化修饰的模板#在退火产物中加入
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酶

$

#

A

#

$%Y=F8NNCE)
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A

#用
'

#

A!!3

1

J

补足体系至
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A

)

体系加好后放入
'-`

水浴锅中酶切
2M

)将构建好的载体进

行乙醇沉淀纯化后#转化入
=J;$%

感受态菌中铺氨苄板筛选)

挑取单克隆扩增菌液
0%9A

#然后用质粒抽提试剂盒$购自北

京百泰克生物技术有限公司%进行质粒抽提#并进行浓度的测

定#

SO93[

和
aM"[

双酶切初步鉴定后#测序确定)
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荧光素酶报告基因检测磷酸化区域突变体对蛋白质翻译

的影响
!

分别将荧光素酶报告基因同空载体*野生型和构建好

的片段突变体进行共转染入
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细胞#转染方法见
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公司的
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"NC?DO9#,C
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1%%%

转染试剂盒说明书#

0/M

后

裂解细胞#加入荧光素酶底物$购自
;E"9C

P

O

公司%#测定化学

发光值#作为评价荧光素酶翻译水平的指标)
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BC+DCE,FG"D

检测
A(1(

细胞中
34561789".:'

连接

酶介导的靶蛋白的表达
!

采用以上相同的转染方法将空载体*

野生型和构建好的片段突变体转染入
A(1(

细胞以后#培养
0/

M

#使用细胞裂解液提取各组细胞总蛋白#用考马斯亮蓝染色法

测定蛋白含量#取
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#

P

蛋白在
$%b747.;5\:

胶上电泳#后

转移至
;c4Z

膜上#用
=S7=

配置
2b

脱脂奶分别加入一抗
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#

J46

抗体$

$d2%%
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孵育过夜#二抗$

$d$%%%%

%常温

孵育
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#胶片曝光显影#以
$

.O?D#,

为内参照进行免疫印迹

检测)
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检测突变体对细胞的影响
!

将
A(1(

细胞培养后

按照每孔
%&0Y$%

0 个细胞铺板#将空载体*野生型和构建好的

片段突变体转染入细胞#待培养细胞密度至
-%b
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/%b

以后#

加入
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#

AH==

$
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P

"
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%继续培养
0M

#然后终止培养#小

心吸弃上清液#每孔加入
$2%

#

A4H7J

#置于摇床上低速摇
$%

9#,

#使结晶物充分溶解)采用比色分析法#应用自动酶联免疫

检测仪测定波长
0(%,9

处的各孔吸光值)
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统计学处理
!

采用
7;77$-&%

软件处理数据#各分组所

得计量资料采用
Ie0

表示#两组间均数比较用
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检验)检验

水准
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为差异有统计学意义)
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结
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果
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磷酸化区域缺失突变体的构建与鉴定
!

用
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对
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%进行双酶切后#用
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的琼脂糖凝胶电泳分析所得到的酶切片段分别是
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载体片段*
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>

的模板片段及
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的片段缺失突

变体片段#同预期的片段大小一致)

?&?

!

荧光素酶报告基因检测磷酸化区域突变体
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连接酶功

能活性
!

根据野生型*突变体组与空载体组发光值比值计算出

活化倍数#反应突变体对
34561789".:'

连接酶功能活性的

影响)

AI6

报告基因检测片段突变体对
789".:'

连接酶功

能活性较野生型提高了
0&10

倍)由此表明磷酸化可能抑制
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连接酶的活性#从而影响蛋白质的翻译#见

图
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图
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磷酸化片段缺失突变体对
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的影响
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