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ＤＫＫ１真核表达质粒的构建及表达产物鉴定
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　　摘　要：目的　构建人ＤＫＫ１基因的真核表达质粒，表达、纯化、鉴定其表达产物。方法　自宫颈癌组织提取癌细胞，抽提

ｍＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ获得人ＤＫＫ１基因片断，构建重组质粒ｐＣＭＶＨＡ２／ＤＫＫ１，ＥｃｏＲⅠ酶切、测序鉴定重组质粒；借助脂质体将载

体瞬时转染入ＦｒｅｅＳｔｙｌｅ２９３Ｆ细胞（无血清培养）蛋白印迹法检测ＤＫＫ１蛋白。结果　ＲＴＰＣＲ获得片断与预期结果相符，酶切

鉴定、测序鉴定证实ｐＣＭＶＨＡ２／ＤＫＫ１重组质粒构建成功；ＤＫＫ１蛋白分泌表达在ＦｒｅｅＳｔｙｌｅ２９３Ｆ细胞培养液中，Ｗｅｓｔｅｒｎ

Ｂｌｏｔ鉴定表达产物为ＤＫＫ１蛋白。结论　成功构建了人ＤＫＫ１的真核表达质粒，并对该基因的真核表达产物进行鉴定，为下一

步的ＤＫＫ１蛋白对肿瘤发生中的生物学活性研究奠定基础。
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　　ＤＫＫ１是分泌型糖蛋白，属于ＤＫＫ家族，含有２个富含半

胱氨酸的保守区域Ｃｙｓ１和Ｃｙｓ２，能够抑制经典的 Ｗｎｔ信号通

路［１２］。已有的国内外研究结果显示，ＤＫＫ１是１种肿瘤特异

性蛋白，在肝癌、肺癌等肿瘤中均有高表达，且与肝癌的转移和

预后相关［３６］。由于ＤＫＫ１蛋白富含二硫键，翻译后折叠过程

复杂，且有糖基化修饰，采用非哺乳动物细胞表达系统较难获

得天然状态活性蛋白，因而本研究旨在构建ＤＫＫ１真核表达

系统，用哺乳动物细胞ＦｒｅｅＳｔｙｌｅ２９３Ｆ表达人ＤＫＫ１蛋白，为

高效大量制备其重组蛋白为进一步研究ＤＫＫ１在肿瘤中的生

物学作用提供基础。

１　材料与方法

１．１　材料　宫颈癌组织为经病理诊断确诊的宫颈鳞状上皮细

胞癌组织，由本院病理科提供。

１．２　仪器与试剂 　上海肯强实业有限公司提供美国 ＧＩＢ

ＣＯＬ／ＢＲＬ生产的 ＤＭＥＭ培养基，胎牛血清，ＲＮＡ提取试剂；

上海博亚生物技术有限公司提供美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生产的脂质

体转染试剂，ＦｒｅｅＳｔｙｌｅ２９３Ｆ细胞及转染试剂、培养液，美国

ＳａｎｔａＣｒｕｚ生产的 ＨＡ抗体，美国Ｐｉｅｒｃｅ抗小鼠抗体；上海华

舜公司提供小剂量质粒抽提试剂盒，北京鼎国公司提供

ＤＧＬ２０００标记物；上海文乐生物科技有限公司提供美国Ｃｌｏｎ

ｔｅｃｈＴｏｐ１０Ｆ′感受态细胞；ＬＢ培养基（ＤｅｃｅｎｔＢｉｏｔｅｃｈ），北京碧

云天生物技术研究所提供ｐＣＭＶＨＡ２质粒；福州迈新生物技

术宝生物公司提供质粒抽提及凝胶回收试剂盒、ＲＴＰＣＲ试剂

盒、Ｔ４ＤＮＡ连接酶及限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ，引物合成及基因

测序均由上海博亚公司执行。

１．３　真核表达质粒的构建方法

１．３．１　将获取的宫颈癌组织剪碎，用０．０５％Ⅰ型胶原酶消

化，２００目滤网过滤，细胞成分接种于含１０％ＦＣＳ的ＤＭＥＭ细

胞培养基中，５％ＣＯ２，３７℃，孵箱中培养，３ｄ换液１次，收集第

５代细胞备用。

１．３．２　ＲＴＰＣＲ获得 ＤＫＫ１ｃＤＮＡ调整细胞１×１０
７ 个／毫

升，常规方法抽提 ｍＲＮＡ，抽提物保存于－７０℃。使用 ＲＴ

ＰＣＲ试剂盒反转录制备ｃＤＮＡ。ＲＴＰＣＲ引物为正向引物：５＇

ＴＣＡＣＧＣＴＡＴＧＴＧＣＴＧＣＣＣＣＧ３＇反向引物：５＇ＴＧＡＧＧＣ

ＡＣＡＧＴＣＴＧＡＴＧＡＣＣＧＧＡ３＇。

１．３．３　目的ＤＫＫ１片段的获得　取ｃＤＮＡ模板进行ＰＣＲ扩
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增，设计引物包括ＤＫＫ１的整个开放阅读框架：正向引物：５＇

ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＴＣＴＧＧＧＣＧＣＡ３＇反向引物：５＇ＧＡＡ

ＴＴＣＧＴＧＴＣＴＣＴＧＡＣＡＡＧＴ３＇，根据真核表达载体ｐＣ

ＭＶＨＡ２的要求，设计引物用ＰＣＲ的方法扩增ＤＫＫ１。在５＇

和３＇端设计 ＥｃｏＲ Ⅰ的酶切位点。琼脂糖凝胶电泳缓分离

ＰＣＲ产物，在长波紫外线下观察，用刀片将ＰＣＲ产物条带小

心切割下来，放入收集管中。胶回收的具体步骤和操作可参见

试剂盒的说明书。ＰＣＲ扩增以后，酶切ＰＣＲ产物，胶回收酶

切产物并定量。

１．３．４　ｐＣＭＶＨＡ２／ＤＫＫ１重组质粒的构建　取３．５μＬ回收

纯化的ＰＣＲ产物，加入０．５μＬｐＣＭＶＨＡ２载体，０．５μＬＴ４

连接酶，０．５μＬ１０倍的反应缓冲液，混匀，稍离心，使混合物集

中于管底，１６℃连接过夜。第２天将连接产物转化新鲜制备

的Ｔｏｐ１０Ｆ′感受态细胞后，将其涂布到氨苄青霉素抗性的ＬＢ

板，过夜培养后挑取白色菌落，加入到有氨苄青霉素抗性的３

ｍＬＬＢ培养液中，３７℃振荡培养过夜，用小量质粒抽提试剂盒

抽提质粒，操作按试剂盒说明。酶切鉴定后，送上海博亚公司

进行测序。

１．４　ＤＫＫ１蛋白的表达及鉴定

１．４．１　重组ｐＣＭＶＨＡ２／ＤＫＫｌ载体的转染　ＦｒｅｅＳｔｙｌｅ２９３

Ｆ细胞置于３７℃、ＣＯ２ 体积分数为８％的培养箱中，１３０ｒ／ｍｉｎ

摇瓶培养。转染前将细胞密度调整为１×１０６ 个／毫升，且吹散

使细胞无结团。转染步骤：分别将１００ｐｇ重组质粒ｐＣＭＶ

ＨＡ２／ＤＫＫｌ及２００μＬＦｒｅｅＳｔｙｌｅ２９３Ｆ细胞脂质体转染试剂

用ＯｐｔｉＭＥＭ稀释至３．３３ｍＬ，静置５ｍｉｎ后将质粒与转染试

剂缓慢混合，室温反应２０ｍｉｎ，形成ＤＮＡｆｅｃｔｉｎ混合物后加入

９３．３ｍＬＦｒｅｅＳｔｙｌｅ２９３Ｆ细胞（密度１×１０
６ 个／毫升）中至终

体积１００ｍＬ，３７℃、８％ＣＯ２，和１３０ｒ／ｍｉｎ摇瓶培养。

１．４．２　蛋白质印迹法检测　ＤＫＫｌ蛋白的表达细胞转染质粒

后，收集培养上清液和细胞，用细胞裂解液处理细胞后离心取

上清液，并用ＢＣＡ蛋白定量法检测蛋白的浓度。细胞培养上

清液或细胞抽提蛋白与上样缓冲液［ＴｒｉｓＨＣＩ（０．３５ｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ６．８），１０．２８％ＳＤＳ，３６％甘油，０．６ｍｏｌ／Ｌ二硫苏糖醇，

０．０１２％溴酚蓝］混合后，１００℃水浴处理５ｍｉｎ，随即行１２％

ＳＤＳＰＡＧＥ（浓缩胶８０Ｖ，２５ｍｉｎ；分离胶１５０Ｖ，１ｈ）分离蛋

白，随后将蛋白电转移至硝酸纤维素膜上（３００ｍＡ，１ｈ）。蛋

白膜用含５％脱脂奶粉的ＰＢＳＴ（５％Ｔｗｅｅｎ２０）封闭２～３ｈ，加

入免抗人ＤＫＫｌ多抗（１∶１０００稀释），４℃孵育过夜。次日，

用ＰＢＳＴ洗膜４次，加入 ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ（１∶２０００稀

释），室温孵育１ｈ，再用ＰＢＳＴ洗膜５次，最后按化学发光试剂

盒说明书发光显影。

２　结　　果

２．１　ＲＴＰＣＲ结果　ＲＴＰＣＲ结果：在宫颈癌组织中分离肿

瘤细胞作ＲＴＰＣＲ。结果显示肿瘤细胞ＤＫＫ１的逆转录ｃＤ

ＮＡ的扩增产物在１．５％琼脂糖凝胶电泳中均有一条近２５０ｂｐ

的特异性条带。见图１。

２．２　ｐＣＭＶＨＡ２载体表达克隆酶切鉴定　进行 ＤＫＫ１的

ＰＣＲ后，扩增出单一条带。将ＰＣＲ产物纯化回收后连入ｐＣ

ＭＶＨＡ２载体，转化后，挑克隆进行酶切鉴定，结果显示酶切

后在７５６ｂｐ处有一条带，大小与预期相符，如图２。取产物进

行测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ中检索获得的人ＤＫＫｌ基因ｃＤＮＡ序

列（ＮＭ＿０１２２４２．２）完全一致，初步证实ｐＣＭＶＨＡ２／ＤＫＫ１重

组质粒构建成功。

２．３　重组人ＤＫＫｌ蛋白在ＦｒｅｅＳｔｙｌｅ２９３Ｆ细胞培养系统中

的分泌表达　为验证所构建的真核载体能够分泌表达ＤＫＫｌ

蛋白，在转染重组质粒ｐＣＭＶＨＡ２／ＤＫＫ１和对照空载体ｐＣ

ＭＶＨＡ２入ＦｒｅｅＳｔｙｌｅ２９３Ｆ细胞４８ｈ后，收获上清液和细

胞，行蛋白质印迹法检查测。结果显示．在上清液和细胞质中

均能检测到ＤＫＫｌ蛋白的表达。根据蛋白电泳分析，其相对分

子质量约为２８×１０３，与预期相符。同时采用 ＨＡ抗体检测验

证了ＤＫＫｌＨＡ融合蛋白的表达。见图２～３。

　　Ｍ：ＤＧｌ２０００；１：宫颈癌细胞ＲＴＰＣＲ结果

图１　　ＲＴＰＣＲ检测肿瘤细胞株Ｄｋｋ１基因的表达

　　Ｍ１：λＤＮＡ；Ｍ２：ＤＬ２０００；１，２：ｐＣＭＶＨＡ２／Ｄｋｋ１两个表达克隆

图２　　ｐＣＭＶＨＡ２／Ｄｋｋ１亚克隆１，２号经ＥｃｏＲⅠ

酶切后的电泳图

　　１：转染ｐＣＭＶＨＡ２细胞培养上清；２：转染ｐＣＭＶＨＡ２／ＤＫＫ１细

胞培养上清；３：转染ｐＣＭＶＨＡ２细胞裂解物；４：转染ｐＣＭＶＨＡ２／

ＤＫＫ１细胞裂解物；上图：抗ＨＡ抗体反应结果；下图：抗ＤＫＫ１抗体反

应结果

图３　　蛋白印迹法检测 ＨＡ标记的ＤＫＫｌ融合蛋白

３　讨　　论

Ｗｎｔ信号通路在个体发育和多种肿瘤发生、发展中起到非

常重要的作用。Ｗｎｔ通路有两个胞外抑制子
［７］，一个称为

Ｆｒｉｚｚｌｅｄ相关蛋白，另一个抑制 Ｗｎｔ信号通路的是ＤＫＫ１，其
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分子量约３５×１０３，是一种分泌性糖蛋白。它与细胞膜上的

ｗｎｔ受体ＬＲＰ５（或ＬＲＰ６）和ＤＫＫ１共受体 Ｋｒｅｍｅｎ１（或 Ｋｒｅ

ｍｅｎ２）结合，形成内吞小体，从而关闭 Ｗｎｔ信号通路。ＤＫＫ１

是一类分泌性蛋白，已有研究表明，ＤＫＫ１在正常成人组织中

仅胎盘存在表达，而在多种肿瘤中表达异常。在体外培养的

Ｈｅｌａ细胞中导入ＤＫＫ１表达缺失的质粒会导致肿瘤细胞异常

增生［８］，在宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞株中 ＤＫＫ１存在表达沉默现

象［９］，在宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞株培养中发现分离的非瘤性回复体

中，发现ＤＫＫ１蛋白的高表达
［１０］，提示ＤＫＫ１在宫颈癌的发生

中存在重要作用。种种研究结果表明ＤＫＫ１蛋白很可能是１

种肿瘤特异性蛋白，可用于肿瘤的诊断或靶向治疗。因此。获

得具有天然生物活性的人ＤＫＫ１蛋白对于研究其生物学结构

与功能及在肿瘤中的应用至关重要。

目前有多种表达系统应用于蛋白的制备，主要包括大肠埃

希杆菌，酵母菌，植物、昆虫和哺乳动物细胞表达系统。其中以

哺乳动物细胞表达系统在蛋白可溶性、蛋白折叠和翻译后修饰

等方面更接近天然活性蛋白，因而应用越来越广泛［１］。人胚肾

（ＨＥＫ）２９３细胞及其衍生细胞是常用的用于蛋白制备的哺乳

动物细胞［１１］。

本研究采用真核表达载体ｐＣＭＶＨＡ２和哺乳动物细胞

ＦｒｅｅＳｔｙｌｅ２９３Ｆ表达系统，可获得大量更接近天然活性的人

ＤＫＫ１重组蛋白。通过宫颈癌组织提取癌细胞，常规抽提细胞

总ｍＲＮＡ，通过ＲＴＰＣＲ、ＰＣＲ获得人ＤＫＫ１基因片断，构建

重组质粒ｐＣＭＶＨＡ２／ＤＫＫ１，经细菌扩增后提取重组质粒，

酶切后电泳获得的插入片段长度大约７５０ｂｐ与预期片段长度

一致。测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ中检索获得的人ＤＫＫ１基因ｃＤ

ＮＡ序列（ＮＭ＿０１２２４２．２）完全一致，初步证实ｐＣＭＶＨＡ２／

ＤＫＫ１重组质粒构建成功。借助脂质体将载体瞬时转染入

ＦｒｅｅＳｔｙｌｅ２９３Ｆ细胞（无血清培养），经培养后对上清和细胞

裂解物进行蛋白印迹法检测ＤＫＫ１蛋白。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ鉴定

表达产物为ＤＫＫ１蛋白。本研究成功构建了人ＤＫＫ１的真核

表达质粒，并对该基因的真核表达产物进行鉴定，为下一步的

ＤＫＫ１蛋白对肿瘤发生中的生物学活性研究奠定基础
［１２］。
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