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ＡＨＡ１蛋白与Ａ型核纤层蛋白在细胞中的共定位
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　　摘　要：目的　构建ＡＨＡ１与荧光蛋白ＧＦＰ融合的真核表达载体，并在 ＨＥＫ２９３细胞中进行表达，然后检测ＡＨＡ１重组蛋

白在细胞中的表达，以及与Ａ型核纤层蛋白在细胞中的共定位。方法　提取 ＨＥＫ２９３细胞中总ＲＮＡ，随之逆转录成ｃＤＮＡ，然

后设计引物扩增ＡＨＡ１的编码序列后构建到ｐＥＧＦＰＮ１载体中，转染 ＨＥＫ２９３细胞后，通过免疫印迹检测重组ＡＨＡ１蛋白在细

胞中的表达，采用激光共聚焦显微镜观察重组ＡＨＡ１蛋白与Ａ型核纤层蛋白在细胞中的共定位。结果　经ＰＣＲ和ＤＮＡ限制性

内切酶鉴定，最后通过ＤＮＡ测序并进行序列相似性分析比对，确定ｐＥＧＦＰＮ１ＡＨＡ１重组质粒构建成功；在 ＨＥＫ２９３细胞中转

染ｐＥＧＦＰＮ１ＡＨＡ１重组质粒后，检测发现，重组ＡＨＡ１蛋白在细胞中已经成功表达，并且部分ＡＨＡ１蛋白与核纤层蛋白Ａ共

定位于细胞的核膜上，但是ＡＨＡ１蛋白与核纤层蛋白Ｃ在细胞中不能共定位。结论　成功构建了ＡＨＡ１与ＧＦＰ荧光蛋白的重

组质粒，并且ＡＨＡ１蛋白与核纤层蛋白Ａ在细胞中能够共定位，而不与核纤层蛋白Ｃ共定位。
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　　核纤层蛋白属于 Ｖ型中间丝蛋白，由核纤层蛋白构成的

核层位于细胞核的内层核膜上，为核膜和染色质提供结构支

架［１２］。细胞中的Ａ型核纤层蛋白是由ＬＭＮＡ基因编码形成

的，ＬＭＮＡ基因首先编码形成 Ａ型核纤层蛋白前体（ｐｒｅｌａｍｉｎ

Ａ），经过加工成熟而形成４种Ａ型核纤层蛋白ｌａｍｉｎＡ、ｌａｍｉｎ

Ａ△１０、ｌａｍｉｎＣ和ｌａｍｉｎＣ２
［２］。而ＬＭＮＡ基因１１号外显子的

ＧＧＣ＞ＧＧＴ（Ｇ６０８Ｇ）单碱基替换能导致儿童早老综合征，又

称郝吉二氏早老综合征（ＨＧＰＳ）的出现
［３４］。这类早老症患者

细胞的核形态严重异常，并且染色质和核膜出现损伤，进而引

起适应性和保护性基因的转录激活［２，５６］。

研究表明热激蛋白 Ｈｓｐ９０与衰老密切相关，在衰老的人

类成纤维细胞中，抑制 Ｈｓｐ９０的活性导致ｐ５３迅速降解
［７］，并

且抑制 Ｈｓｐ９０蛋白则能促进细胞损伤进而介导细胞衰老
［７］。

而在小细胞肺癌细胞中，抑制 Ｈｓｐ９０的活性主要是导致早老

而不是细胞死亡［８］。而 Ｈｓｐ９０的相互作用蛋白 ＡＨＡ１则是

Ｈｓｐ９０／Ｈｓｐ７０分子伴侣机制中普遍存在的协同分子伴侣
［９］。

对于酵母和人类细胞中的下游蛋白，过表达的 ＡＨＡ１不仅能

够帮助修复 Ｈｓｐ９０行使分子伴侣的功能接近至野生型的水

平［１０］，甚至还能够直接代偿 Ｈｓｐ９０的部分功能
［１１］。

本课题组通过酵母双杂交系统筛选到ＡＨＡ１蛋白与核纤

层蛋白Ａ相互作用，为进一步研究ＡＨＡ１蛋白与Ａ型核纤层

蛋白在细胞中的共定位，本课题组将ＡＨＡ１构建到ＧＦＰ荧光

蛋白表达载体上，在 ＨＥＫ２９３细胞中表达后，进而通过激光共

聚焦显微镜进行观察。现报道如下。
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１　材料与方法

１．１　材料　ＨＥＫ２９３细胞株购自中国科学院细胞库；ｐＤ

ｓＲｅｄ１Ｎ１ＬＡ和ｐＤｓＲｅｄ１Ｎ１ＬＣ重组质粒及大肠杆菌Ｅ．ｃｏｌｉ

ＤＨ５α为本室保存；ＴＲＩＺＯＬ和Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００试剂购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；反转录试剂盒ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔⅡｃＤＮＡ首链合成

试剂盒，ＥｃｏＲⅠ和ＫｐｎⅠＤＮＡ限制性内切酶以及Ｔ４ＤＮＡ 连

接酶均购自于ＴａｋａＲａ公司；ＰＣＲ清洁试剂盒，ＤＮＡ凝胶回收

试剂盒与质粒ＤＮＡ小量提取试剂盒购自 Ａｘｙｇｅｎ公司；质粒

提取试剂盒购自Ｒｏｃｈｅ公司；ＧＦＰ抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，

ＧＡＰＤＨ抗体购自西格玛奥德里奇公司（Ｓｉｇｍａａｌｄｒｉｃｈ）。

１．２　方法

１．２．１　引物设计　使用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计扩增 ＡＨＡ１基

因编码序列的特异性引物如下：５′ＣＧＧ ＡＡＴＴＣＴ ＧＡＴ

ＧＧＣＣＡＡ ＧＴＧＧＧＧＴＧＡ ＧＧＡ Ｇ３′；５′ＧＧＧＧＴＡＣＣＧ

ＴＡＡＡＴＡＡＧＣＧＴＧＣＧＣＣＡＴＡＧＣＣ３′（下划线部分分别

为相应的酶切位点犈犮狅犚Ｉ和犓狆狀Ｉ，引物由上海生工合成）。

１．２．２　扩增目的基因　细胞总ＲＮＡ提取按ＴＲＩＺＯＬ试剂说

明书进行，提取总ＲＮＡ后，按照反转录试剂盒的说明书的步

骤反转录合成ｃＤＮＡ，然后使用合成的 ＡＨＡ１特异性引物进

行ＰＣＲ，扩增条件为：９４℃５ｍｉｎ，（９４℃４５ｓ，６４℃１ｍｉｎ，

７２℃８０ｓ）３０个循环，７２℃１０ｍｉｎ，４℃保存；ＰＣＲ结束后，

使用１％的琼脂糖凝胶电泳，然后回收目的基因 ＡＨＡ１的

ＤＮＡ片段。

１．２．３　重组质粒ｐＥＧＦＰＮ１ＡＨＡ１的构建　使用犈犮狅犚Ｉ和

犓狆狀Ｉ两种ＤＮＡ限制性内切酶在３７℃水浴条件下分别酶切

ＡＨＡ基因片段和ｐＥＧＦＰＮ１质粒，回收酶切的ＤＮＡ片段后

使用Ｔ４ＤＮＡ连接酶于１６℃水浴锅中连接过夜，然后使用热

激法转化氯化钙处理的犈．犮狅犾犻ＤＨ５α的感受态细菌，倒置培养

于３７℃温箱过夜后，挑取单菌落扩大培养后，分别使用ＰＣＲ

与犈犮狅犚Ｉ和犓狆狀Ｉ两种ＤＮＡ限制性内切酶酶切的方式进行

初步鉴定，最后送样品至上海生工测序并进行序列相似性分析

比对，进而确定重组质粒构建成功。

１．２．４　提取质粒　使用质粒提取试剂盒大量提取构建成功的

ｐＥＧＦＰＮ１ＡＨＡ１重组质粒，然后测量其２６０ｎｍ和２８０ｎｍ

处的吸光度（Ａ），计算Ａ２６０／Ａ２８０的比值，于－２０℃保存备用。

１．２．５　免疫印迹　使用Ｉｎｖｉｔｅｏｇｅｎ公司的 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ

２０００试剂分别在 ＨＥＫ２９３细胞中转染 ｐＥＧＦＰＮ１质粒和

ｐＥＧＦＰＮ１ＡＨＡ１重组质粒４８ｈ后，提取转染的 ＨＥＫ２９３细

胞总蛋白，进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，低温快速湿转１ｈ，

将蛋白转印至聚偏氟乙烯膜上，室温５％脱脂奶粉封闭１ｈ，添

加抗体于４℃ 孵育过夜，然后取出在室温条件下用含有０．２％

吐温２０的三羟甲基氨基甲烷盐酸缓冲液清洗３次，每次１０

ｍｉｎ，之后添加二抗于室温孵育１ｈ，最后用含有０．２％ 吐温２０

的三羟甲基氨基甲烷盐酸缓冲液清洗４次，三羟甲基氨基甲烷

盐酸缓冲液浸泡数分钟后，最后添加辣根过氧化物酶显色液于

暗室进行显影和定影。

１．２．６　激光共聚焦显微镜观察　消化培养的 ＨＥＫ２９３细胞，

然后接种至预先放置了盖玻片的２４孔板中；继续培养过夜后，

使用Ｉｎｖｉｔｅｏｇｅｎ公司的Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００分别在 ＨＥＫ２９３

细胞中同时转染ｐＥＧＦＰＮ１ＡＨＡ１、ｐＤｓＲｅｄ１Ｎ１ＬＡ和ｐＥＧ

ＦＰＮ１ＡＨＡ１、ｐＤｓＲｅｄ１Ｎ１ＬＣ两组重组质粒；转染４８ｈ后，

小心从２４孔板夹取盖玻片，反向扣在滴加有抗荧光淬灭剂的

干净载玻片的表面，使细胞夹在盖玻片和载玻片之间，然后在

盖玻片周围再小心滴加中性树脂以封片，然后采用莱卡 ＴＣＳ

ＳＰ５激光共聚焦显微镜扫描，采集相关图片。而后使用Ｐｈｏｔｏ

ｓｈｏｐＣＳ２进行图片处理。

２　结　　果

２．１　ＡＨＡ１基因编码序列的扩增　提取 ＨＫＥ２９３细胞总

ＲＮＡ，经反转录，成功扩增出 ＡＨＡ１的基因片段，如图１黑色

箭头所示ＡＨＡ１基因大小为１０１６ｂｐ，与预期结果相符。

２．２　重组质粒ｐＥＧＦＰＮ１ＡＨＡ１的构建和鉴定　提取阳性

克隆的质粒进行ＰＣＲ鉴定，结果如图２Ａ所示，以所挑的质粒

为模板都能扩增出ＡＨＡ１基因编码序列，表明 ＡＨＡ１的基因

编码序列可能已经插入到ｐＥＧＦＰＮ１载体中。质粒的犈犮狅犚Ｉ

和犓狆狀Ｉ两种ＤＮＡ限制性内切酶的酶切结果如图２Ｂ所示，

图中箭头所指示的是 ＡＨＡ１基因的编码序列，在其上方具有

ｐＥＧＦＰＮ１空载体的片段，由此可以判定 ＡＨＡ１已经成功构

建到ｐＥＧＦＰＮ１载体中。将菌液送上海生工公司进行 ＤＮＡ

测序，并通过ＤＮＡ序列相似性分析比对，发现重组质粒中的

ＡＨＡ１序列与ＡＨＡ１基因的编码序列相符，与预期结果相符，

表明ｐＥＧＦＰＮ１ＡＨＡ１重组质粒构建成功。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物ＤＬ２０００；１：扩增的ＡＨＡ１基因。

图１　　ＨＥＫ２９３细胞中扩增的ＡＨＡ１基因（ＲＴＰＣＲ）

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１～２：单克隆１和２。

图２　　ｐＥＧＦＰＮ１ＡＨＡ１重组质粒的ＰＣＲ和

ＤＮＡ双酶切鉴定

２．３　ＡＨＡ１重组蛋白在 ＨＥＫ２９３细胞中的表达　由于ＧＦＰ

蛋白的相对分子质量为２７×１０３，而ＡＨＡ１蛋白的相对分子质

量为３８×１０３，所以ＡＨＡ１与 ＧＦＰ的重组蛋白大小应该约为

６５×１０３。分别在 ＨＥＫ２９３细胞中转染ｐＥＧＦＰＮ１和ｐＥＧＦＰ

Ｎ１ＡＨＡ１重组质粒４８ｈ后，提取细胞中的总蛋白进行免疫印

迹检测，结果如图３所示，其中一条相对分子质量为６５×１０３

的条带与ＧＦＰ蛋白加上 ＡＨＡ１蛋白总长度基本一致，表明

ＡＨＡ１与ＧＦＰ的重组蛋白已经在 ＨＥＫ２９３细胞中成功表达。

２．４　ＡＨＡ１蛋白与 Ａ型核纤层蛋白在 ＨＥＫ２９３细胞中的定

位　由于核纤层蛋白在细胞中主要定位于细胞核的内层核膜
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上，为核膜和染色质提供结构支架［１２］，因此核层蛋白的定位能

够指征细胞核的位置和形态。采用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００试剂

分别在ＨＥＫ２９３细胞中同时转染ｐＥＧＦＰＮ１ＡＨＡ１与带有红

色荧光蛋白标签的ｐＤｓＲｅｄ１Ｎ１ＬＡ和ｐＥＧＦＰＮ１ＡＨＡ１与

ｐＤｓＲｅｄ１Ｎ１ＬＣ重组质粒，４８ｈ后采用激光共聚焦显微镜进

行观察，结果如图４所示：ＡＨＡ１蛋白在细胞分布广泛，并且

部分ＡＨＡ１蛋白与核纤层蛋白Ａ在细胞中共定位于ＨＥＫ２９３

细胞的核膜上，而与核纤层蛋白Ｃ在 ＨＥＫ２９３细胞中不能共

定位。

图３　　ＡＨＡ１重组蛋白在 ＨＥＫ２９３细胞中的表达

图４　　ＡＨＡ１蛋白与Ａ型核纤层蛋白在 ＨＥＫ２９３

细胞中的定位

３　讨　　论

由于人类ＬＭＮＡ基因的突变进而导致了核层蛋白前体

ＰｒｅｌａｍｉｎＡ不能被正常加工，造成永久法尼基化的早老蛋白

（Ｐｒｏｇｅｒｉｎ）无法从核膜上脱离，而其他核纤层相关蛋白由于与

Ｐｒｏｇｅｒｉｎ结合，形成复合体也无法脱离核膜，最终使细胞核结

构和功能受损，最终导致儿童早老综合征，即 ＨＧＰＳ的出

现［１２１３］。而 Ｈｓｐ９０与衰老密切相关，衰老和饮食限制能够改

变小鼠脑和肝中的 Ｈｓｐ９０与２０Ｓ蛋白酶体复合体的相互作

用［１４］，而在年老的沙鼠海马中 Ｈｓｐ９０的蛋白水平显著高于成

年的沙鼠海马［１５］。并且在衰老的人类成纤维细胞中，抑制

Ｈｓｐ９０的活性导致ｐ５３迅速降解
［７］，而在小细胞肺癌细胞中，

抑制 Ｈｓｐ９０的活性主要是导致早老而不是细胞死亡
［８］。而

Ｈｓｐ９０蛋白的抑制剂１７ＡＡＧ则能促进细胞损伤，进而介导细

胞衰老［７］。

Ｈｓｐ９０除了分布在细胞质、内质网和线粒体外，在核基质

中也存在［１６１８］。而 ＡＨＡ１蛋白在酵母到人类细胞中，都高度

保守，并且主要定位于细胞的胞质中［１９２０］。研究显示 ＡＨＡ１

蛋白与Ｈｓｐ９０能够相互作用
［２１］，并且ＡＨＡ１结合于Ｈｓｐ９０的

中部区域进而激发ＡＴＰａｓｅ的活性
［９］。鉴于 Ｈｓｐ９０和 ＡＨＡ１

蛋白之间能够相互作用，并且 Ｈｓｐ９０蛋白在核基质中也存在，

本课题组推测ＡＨＡ１可能在核基质中也有分布。由于核纤层

蛋白在细胞中主要定位于细胞核的内层核膜上［１２］，而本课题

组通过酵母双杂交系统筛选到 ＡＨＡ１蛋白与核纤层蛋白 Ａ

（ｌａｍｉｎＡ）具有相互作用，因而本课题组预测 ＡＨＡ１可能与 Ａ

型核纤层蛋白在细胞中具有共定位的现象。另外Ａ型核纤层

蛋白又分为核纤层蛋白Ａ，Ａ△１０，Ｃ和Ｃ２４种
［１０］。而核纤层蛋

白Ａ和Ｃ是主要的Ａ型核纤层蛋白，所以本课题组选取了核

纤层蛋白Ａ和核纤层蛋白Ｃ与 ＡＨＡ１蛋白进行共定位的研

究。确定上述蛋白在 ＨＥＫ２９３细胞中过表达后，通过激光共

聚焦显微镜观察到部分 ＡＨＡ１重组蛋白与核纤层蛋白 Ａ在

ＨＥＫ２９３中有共定位的现象，但是与核纤层蛋白Ｃ不存在共

定位的情形。表明ＡＨＡ１蛋白在细胞中可能与核纤层蛋白Ａ

具有相互作用，与核纤层蛋白Ｃ可能不相互作用。而核纤层

蛋白Ｃ仅仅是在Ｃ末端比核纤层蛋白Ａ少７２个氨基酸残基，

并且在Ｃ末端有６个特异的氨基酸残基
［４，１０］，这表明核纤层蛋

白Ａ的 Ｃ末端７２个氨基酸残基决定了核纤层蛋白 Ａ 与

ＡＨＡ１蛋白在细胞中的共定位。

进一步通过免疫共沉淀的实验，将有助于确定 ＡＨＡ１蛋

白在细胞中与核纤层蛋白 Ａ之间的相互作用，这不仅将有助

于揭示一个核纤层蛋白Ａ新的相互作用蛋白，以及 ＡＨＡ１蛋

白更多的细胞功能，而且对阐明细胞衰老的机制将大有裨益。
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惟一能将数千种蛋白质同时分离与展示的分离技术，具有检测

方法简便、快速，分辨率高和重复性好等优点。

在本实验中，笔者利用２ＤＥ及其相应的ＰＤＱｕｅｓｔ软件，

将对照组 ＨＬ６０细胞和１００μｍｏｌ／ＬＲＳＶ处理１２ｈ后的 ＨＬ

６０细胞提取磷酸化蛋白点进行比对，得到对照组和白藜芦醇

处理组蛋白点数分别为２４３个和１９７个，差异表达的蛋白质点

数为１３个。选取部分分辨清楚的差异点经过酶切，质谱鉴定

了部分蛋白质，从ＮＣＢＩ蛋白质数据库中搜索其主要功能。一

为核磷蛋白（ｎｕｃｌｅｏｐｈｏｓｍｉｎ），是一种广泛表达的核蛋白，它穿

梭于胞浆和细胞核之间，具有多种生物学功能，如核糖体蛋白

的组装和运输，中心体折叠的操控，还有一个很重要的功能，肿

瘤抑制因子ＡＲＦ的调节。ＥＲ６０蛋白酶是来自内质网降解了

的内质网保守蛋白，具有半胱氨酸蛋白酶活性；带负电荷的磷

脂类、磷脂酰肌醇等能够抑制ＥＲ６０蛋白酶对ＥＲ６０蛋白的

降解。研究发现，ＥＲ６０与蛋白质的折叠有关；ＣＣＴ２为伴侣

蛋白含ＴＣＰ１，亚基２，分布在细胞质，能够与核苷酸、ＡＴＰ、未

折叠蛋白等结合，具有调控细胞周期，参与蛋白折叠等功能；从

这些蛋白质的功能可以看到，它们有一个共同点，就是都与蛋

白质的折叠有关。在ＥＲ上，伴侣分子辅助的多肽折叠与修饰

使蛋白获得成熟的转变。ＥＲ内环境的稳定和有条不紊的信

号调控是蛋白质正确折叠的关键，当有刺激使ＥＲ正确折叠蛋

白的能力被削弱时，应激信号能通过ＥＲ膜传递到细胞核中，

继而引起一系列特定的靶基因转录上调和蛋白质翻译水平下

调，一种高度保守的未折叠蛋白反应（ＵＰＲ）信号传导通路被

激活［６］。ＵＰＲ通过阻止普通蛋白的合成，同时上调ＥＲ残存

伴侣蛋白或其他通路的调节成分，确保ＥＲ蛋白高效率地折

叠。但是如果刺激得不到缓解，ＵＰＲ最终激发凋亡。另外，

ＵＰＲ信号途径被激活后可以活化 ＵＰＲ受体，可以导致Ｃｈｏｐ／

ＧＡＤＤ１５３的活化，当其高表达能影响ＥＲ蛋白的折叠功能，并

引起细胞周期停滞及ＤＮＡ损伤，使细胞发生凋亡
［７］。

内质网蛋白质复杂的功能和折叠信号途径为本研究白藜

芦醇诱导肿瘤细胞凋亡的机制提供了一个新的思路。同时通

过双向电泳我们也发现了另外一些差异蛋白，如抑制素、磷脂

酶Ｃα等蛋白有明显的表达差异，这些蛋白均与凋亡诱导相

关，这为后续研究白藜芦醇诱导肿瘤细胞凋亡的机制提供了重

要线索。
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