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%属于抗氧化蛋白

超家族中的
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(其在细胞内的主要功能是还

原过氧化氢发挥抗氧化和自由基清除作用(并在应激

条件下上调表达)
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#1X[)

在肿瘤组织中表达增加并

与预后不良相关(近年来许多研究报道
#1X[)

与食管

癌+肺癌+乳腺癌+甲状腺癌和口腔癌密切相关)
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的表达水平增加被视为较差的临床预后而且与
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'有研究报道
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癌中高表达(可能通过
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通路影响患者肺癌

血管生成拟态的形成)
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(但其在气道上皮细胞内的具

体功能和生物学特性仍不清楚'肿瘤方向的研究提

示
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有可能对气道上皮细胞的损伤修复存在重

要影响'
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电泳(根据目的蛋白相对分子质量大小调

整转膜时间(蛋白转移至
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脱脂奶粉封闭
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果
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编码区
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扩增(产
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(割胶回收后用于连接
V

]&)4$>
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图
)
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图
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扩增

##
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(见图
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片段连接至线性化后的
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];(E

载体(转化提

取阳性菌落的质粒(分别单酶切和双酶切后电泳'双

酶切后显示可以切下
9+4W

V

的目的片段(提示为阳性

质粒(见图
8

'挑取克隆菌落分别与阴性对照+阳性对

照
#(G

后电泳相比(菌落可以
#(G

出目的片段(说明

挑取菌落为阳性菌落(见图
2
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V

];(E

质粒转

染后
#1X[)$5GB!

表达水平增加(见图
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V

];(E

质粒转染后
#1X[)

蛋白表达水平增加(见

图
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质粒转染后
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#

讨
##

论

##

#1X[)

对癌症的发生和发展有着极为重要的调节

作用(其关键处在于能够对抗活性氧簇$

GH;

%和抗氧

化(为
#1X[

蛋白家族中的重要一员'

#1X[)

在肿瘤

中发挥的作用极为复杂(其首要作用为降解
C

%

H

%

(同

时又可抑制
GH;

来诱导肿瘤细胞的凋亡'因此(研

究
#1X[)

对气道上皮的损伤修复对于进一步探索

#1X[)

对人体的影响至关重要'

#1X[)

具有催化活性

基团
(

Z

.

极其容易被过氧化的特点)

)%

*

(从而造成在高

浓度
C

%

H

%

的条件下
#1X[)

不能有效快速分解

C

%

H

%

&在
C

%

H

%

较低浓度情况下(

#1X[)

与
C

%

H

%

有

高亲和力(能快速清除
C

%

H

%

'但其自身容易被过氧

化的特点说明该蛋白对清除
C

%

H

%

存在局限性)

)8

*

'

然而这种局限性却赋于
#1X[)

更多的生物学功能(例

如(

#1X[)

可与其他蛋白相互作用(以复合体的形态调

节其他蛋白'然而(

C

%

H

%

浓度升高后(

#1X[)

与
\BF

以及磷酸化形式的
#>DB

复合物数量随之减少(导致

\BF

的活化+磷酸化形式
#>DB

失活)

)2

*

'

#>DB

下

游主要的信号蛋白
!F>

又为细胞信号的中心枢纽(

能够广泛参与多种下游信号途径'并且(与上皮细胞

损伤修复相关的细胞增殖$细胞周期%+细胞凋亡等信

号传导密切相关)

)*$%+

*

'

为研究
#1X[)

蛋白在细胞中的定位及其相关功

能'本实验根据
aDBD@!BF

中人
#1X[)

基因序列

设计能够扩增出
#1X[)

基因编码区全长的引物(并在

引物两端加上相应的酶切位点序列(使用
#(G

扩增

方法从
@D!;$%@

细胞中的
&B!

中扩增出
#1X[)

的

&B!

片段(经
%b

琼脂糖凝胶电泳后对基因扩增产物

进行初步鉴定(发现
&B! 501=P1

在
*++W

V

和
)+++

W

V

中间可见一清晰条带(

#1X[)

基因长度为
9)%W

V

(

条带所处位置基本与
#1X[)

基因长度大小一致(说明

经初步鉴定已成功扩增出
#1X[)

基因'

>0

T

酶会自

动在产物末端加上.

!

/位点(在
>

载体上拓扑异构酶

的作用下(目的基因可接入
#]&)4$>

载体中(经限制

性内切酶双酶切可得到用于连接
V

];(E

载体的

&B!

片段(该
&B!

片段酶切后带有黏性末端(更有

利于和
V

];(E

载体的连接'

&B!

片段和载体连接

重组是否成功通过
#(G

法初步鉴定(试验中随机挑

取
)+

个细菌克隆中(经菌落
#(G

鉴定
4

个成功连接(

随机挑取
8

个菌落进行序列分析证明重组质粒构建

成功'为了鉴定重组
#1X[)$

V

];(E

质粒的正确性(

本研究采用
DQNG

-

和
@

<

R

*

(双酶切后电泳鉴定重组

质粒正确'

@D!;$%@

细胞是目前被广泛接受的用于研究肺

气道上皮细胞的模型(是人类细支气管上皮细胞转染

了猴腺病毒
$2+

而建立的永生化细胞系'通过试验证

实
#1X[)

基因在
@D!;$%@

细胞中处于低表达状态(

因此(我们构建的人
#1X[)

真核表达载体(转染至

@D!;$%@

细胞中观察其能否稳定高表达'本实验通

过
G>$#(G

和
,P./P1MWRN/

方法证实(体外转染

#1X[)

质粒的
@D!;$%@

细胞能够稳定地上调表达

#1X[)

蛋白(而转染了空质粒的
@D!;$%@

细胞和
@D$

!;$%@

细胞本身表达
#1X[)

较少'

#1X[)

蛋白的相

对灰度值与空白对照有显著性差异'这说明
#1X[)$

V

];(E

重组质粒的构建是正确的且能高效表达出相

关的蛋白'

B

#

结
##

论

##

本实验通过克隆的方法已成功构建了
#1X[)$

V

];(E
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