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中表达%方法
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/012

为模板!扩增得到长
3..4

5

的
!"#$%

基因编码序列!将此序列插入到真核表达载体
5

+067

+0%&38

的多克隆位点区域中!得到真核表达载体
5

+067+0%&3879:;

<

7!"#$%

!经菌落聚合酶链反应"
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中!利用实时荧光定量
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和蛋白

质免疫印迹"
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过程中高度保守(所有
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心体和有丝分裂器中)说明该家族与细胞的有丝分裂

密切相关(前期研究发现
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在食管癌肿瘤组织

中的表达水平缺失或者下调(为了进一步探讨
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对食管癌细胞生物学功能的作用)
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因在食管细胞癌变过程中的作用机制)本研究构建了
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基因的真核表达载体)并在食管癌细胞
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!"#$%

基因与
E?C8;CF

中的序列完全一致(因

此成功获得了
!"#$%

基因真核表达载体(

F(H

"

荧光定量
"+=

和
>?@A?BC8:DA

检测
!"#$%

在

#+,-*.

细胞中的表达
"

分别将
5

+067+0%&3879:;

<

7

!"#$%

和其对照空载体通过
$I

5

DQ?/A;NIC?'***

转染

#+,-*.

细胞)提取
=12

并逆转录为
/012

后)利用荧

光定量
"+=

检测
!"#$%

基因的表达(结果显示)转

染了
5

+067+0%&3879:;

<

7!"#$%

的
#+,-*.

细胞中

!"#$%

的
N=12

表达水平比转染空载体组明显升

高)差异有统计学意义$

G

$

*(*%

%)见图
3

&

>?@A?BC

8:DA

检 测 结 果 显 示 转 染 了
5

+067+0%&3879:;

<

7

!"#$%

的
#+,-*.

细胞中
!"#$%

的蛋白表达水平比

对照空载体转染组明显升高)说明外源
!"#$%

已经

在食管癌细胞
#+,-*.

中表达)见图
)

(

""

注!

#+,-*.7+K$

为转染空载体组&

#+,-*.7!"#$%

为转染
5

+067

+0%&3879:;

<

7!"#$%

组

图
3

""

实时荧光定量
"+=

检测
!"#$%

的表达

""

注!

#+,-*.7+K$

为转染空载体组&

#+,-*.7!"#$%

为转染
5

+067

+0%&3879:;

<

7!"#$%

组

图
)

""

>?@A?BC8:DA

检测
!"#$%

的表达

G

"

讨
""

论

""

食管癌是一种严重危害人类健康的消化道恶性

肿瘤)在全球最常见的癌症中排名第
.

位)在中国的

病死率排名第
)

位*

&7)

+

(食管癌包括食管鳞癌和食管

腺癌)它们的流行病学特征具有明显的不同(西方国

家主要以腺癌为主)中国的食管癌主要是鳞状细胞

癌(食管癌的发病率具有明显的种族性)食管鳞癌在

黑色人种和黄色人种中发病率高)食管腺癌在白色人

种中发病率高(在我国食管鳞癌占
,*c

以上*

%

+

(食

管癌的发生和发展过程中也涉及多种癌基因和抑癌

基因的变异*

.7-

+

(对食管癌相关基因的研究对于食管

癌的早期诊断'判断预后'治疗及预防等方面都有重

要的意义(

'**&

年研究发现惜古比天蚕抑血细胞聚集素时)

应用酵母双杂交系统筛选出一种新的抑血细胞聚集

素相互作用蛋白)命名为果蝇
!I

55

??

蛋白(该基因

定位于果蝇
[

染色体的
&'2

区域)序列分析发现

!I

55

??

是一个真核生物中高度保守的蛋白)包含
'

个

由半胱氨酸组成的锌指结构口袋$

+

O

@7P'7+

O

@7P%'7

+

O

@7P'7+

O

@

%

*

J

+

(

'**)

年有研究者对人类
''

号染色

体全面测序时)发现了包括
%

个成员的新基因家族)

由于该基因家族和果蝇
!I

55

??

基因具有高度的同源

性)因此被命名为
!I

55

??7$IF?

家族*

,

+

(人
!"#$

基

因家 族 包 括
!"#$&

'

!"#$'

'

!"#$3

'

!"#$)

和

!"#$%

)

%

个成员间在蛋白水平上同样也具有高度同

#

&3&

#
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源性$

)3(Jc

$

,.(.c

%(通过对公共数据库比对发

现)从
.J

个物种$真菌'植物和动物%中发现了
&**

个

!

5

?:

基因)这
&**

个
!

5

?:

的氨基酸序列同样也具有

高度同源性)并且具有保守序列
+7[

$

'

%

7+7[

$

&,

%

7E7

[

$

3

%

7$7[

$

%

%

717[

$

&3

%

7E7[

$

J

%

7+7[

$

'

%

7+7[

$

)

%

7

E>[!7[

$

&*

%

7e7[

$

.

%

7#

*

,

+

(该家族的前
)

个成员在

有丝分裂期定位于有丝分裂器附近)而在细胞间期定

位于中心体和核仁(

!"#$%

蛋白在细胞间期同样定

位于中心体和核仁)而在有丝分裂期定位于纺锤体(

所有
!"#$

家族蛋白都定位于中心体和有丝分裂器

中)说明家族与细胞有丝分裂密切相关(

!"#$%

是
!I

55

??7$IF?

家族的第
%

个成员)

!"#$%

基因位于人类
'

号染色体
'

S

'3(&

)

6 \̂̂ 1̂

等*

&*

+研究了
!"#$%

在系统发育方面的功能)

!"#$%

在细胞周期的不同阶段具有不同的亚细胞定位(在

细胞间期
!"#$%

定位在细胞核和中心体上)敲降

!"#$%

基因能够抑制
+̂ \7-

细胞的生长和青
!

鱼胚

胎早期的发育)表明其参与了细胞周期的进程(酵母

双杂交发现
!"#$%

蛋白与
=;C"Y

蛋白和
=;C8"&*

蛋白相互作用共同参与动物细胞周期的调节(这些

结果说明)

!"#$%

基因在调控细胞分裂和细胞周期

进程中发挥重要作用(

Z#$a\2Y!

等*

&&

+对慢性淋

巴细胞白血病$

+$$

%通过转录组测序发现
!"#$%7

"""&+8

存在嵌合现象(把
!"#$%

"

"""&+8

嵌合体

导入哺乳动物细胞)表达了截断型的
"""&+8

蛋白的

磷酸酶活性减弱(

"""&+8

的沉默导致细胞增殖能

力和克隆形成能力的增强*

&'

+

(

本研究为了进一步研究
!"#$%

的生物学功能)

通过逆转录
"+=

扩增
!"#$%

基因片段)双酶切真核

表达载体
5

+067+0%&38

和扩增的目的片段后)利用

012

连接酶连接扩增产物和质粒)通过菌落
"+=

'双

酶切和测序验证了扩增片段的正确性)成功构建了人

!"#$%

基因真核表达载体)进一步转染食管癌细胞

系
#+,-*.

)通过实时荧光定量
"+=

和
>?@A?BC8:DA

检测到
!"#$%

基因表达成功(

5

+067+0%&3879:;

<

7

!"#$%

真核表达载体的构建为今后能够建立稳定表

达的细胞模型)进一步研究
!"#$%

的生物学特性和

功能)研究
!"#$%

对食管癌细胞的生长增殖能力'迁

移和侵袭能力及对细胞周期和细胞凋亡的影响提供

了有力的工具)为阐明其在肿瘤发生发展中的作用奠

定了基础(
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