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癌基因ｐ２８ＧＡＮＫ突变体的构建及其对ｐ５３的调控
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　　［摘要］　目的　构建癌基因ｐ２８ＧＡＮＫ缺失不同ａｎｋｙｒｉｎ序列的突变体，进一步研究ｐ２８ＧＡＮＫ的功能及在肝癌发生发展中的
作用。方法　利用ＱｕｉｋＣｈａｎｇＳｉｔｅＤｉｒｅｃｔｅｄＭｕｔａｇｅｎｅｓｉｓＫｉｔ构建ｐ２８ＧＡＮＫ５个ａｎｋｙｒｉｎ缺失突变体并检测各个突变体对ｐ５３
的影响。结果　构建出分别缺失第１个ａｎｋｙｒｉｎ（３９～７１ａａ）、第２个ａｎｋｙｒｉｎ（７２～１０４ａａ）、第３个ａｎｋｙｒｉｎ（１０５～１３７ａａ）、第４
个ａｎｋｙｒｉｎ（１３８～１７０ａａ）和第５个ａｎｋｙｒｉｎ（１７１～２０３ａａ）的突变体，琼脂糖凝胶电泳及蛋白免疫印迹法验证正确。野生型

ｐ２８ＧＡＮＫ可促进ｐ５３降解，其他突变体对ｐ５３的表达无明显影响。结论　成功构建了ｐ２８ＧＡＮＫ的５个突变体，证实ｐ２８ＧＡＮＫ对
ｐ５３的调控需要全部的ａｎｋｙｒｉｎ序列，为ａｎｋｙｒｉｎ的研究和ｐ２８ＧＡＮＫ对肝癌的调控作用研究奠定了基础。
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　　肝细胞性肝癌（简称肝癌，ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉ
ｎｏｍａ，ＨＣＣ）是我国最常见的高发肿瘤之一。目前
研究认为：肝炎病毒感染和肝特异性致癌物是肝癌
发生的主要外因；同时肝癌和其他恶性肿瘤一样，其
发生和发展也是体内多基因参与、多步骤协同的复
杂过程［１３］。至今，已有超过２０种基因被鉴定出在
肝细胞癌内表达异常，如ｒａｓ、ｃｍｙｃ、ｃｆｏｓ、ｃｊｕｎ、

ｒｈｏ、ＴＧＦα［４６］等，这些基因的突变、杂合性缺失、甲
基化状态的改变或表达量的异常使它们的蛋白产物

参与的肿瘤细胞内信号转导和细胞周期进展发生异

常改变，进而逐渐导致肿瘤细胞的恶性增殖。它们

在基因水平改变的累积效应以及它们之间可能发生

的相互协同作用，共同促进了肿瘤的发展。然而，这
些基因的改变也常见于除肝癌外的其他肿瘤，因此，
肝癌中特异性高表达癌基因的发现及其功能研究就

显得非常重要。

　　２０００年日本科学家［７］应用消减杂交法从人肝细

胞癌组织高表达的基因中筛选出１条编码重复

ａｎｋｙｒｉｎ（ＡＮＫ）序列的新基因，命名为 ｇａｎｋｙｒｉｎ。

Ｇａｎｋｙｒｉｎ基因序列与从２６Ｓ蛋白酶体ＰＡ７００复合
物中发现的１个非 ＡＴＰ酶亚单位ｐ２８蛋白的基因
序列完全一致，因此我们将它们合并命名为ｐ２８ＧＡＮＫ
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基因。ｐ２８ＧＡＮＫ基因ｃＤＮＡ全长约１．５ｋｂ，开放阅读
框编码１个２２６氨基酸组成的２５０００大小的蛋白质，
其中含有５个重复ａｎｋｙｒｉｎ序列，加上分别向 Ｎ端
和Ｃ端延伸的３８个和２２个氨基酸组成。其保守的

ａｎｋｙｒｉｎ序列介导蛋白与蛋白间的相互作用。

　　研究发现癌蛋白ｐ２８ＧＡＮＫ参与ＣＤＫ４／ＣｙｃｌｉｎＤ１／

ｐ１６ＩＮＫ４ａ／Ｒｂ１／Ｅ２Ｆ１信号转导通路的调节［８］，此
通路的失调控在肝癌的发生发展过程中具有相当重

要的作用，在肝癌细胞增殖和凋亡调控中具有重要
意义。

　　抑癌基因ｐ５３的过度降解将导致细胞异常增
生、基因组不稳定及肿瘤发生。ｐ５３的降解由泛素蛋
白酶体系统调节，ＭＤＭ２是一种泛素连接酶 Ｅ３，

５％～１０％的肿瘤中过表达 ＭＤＭ２［９］，ＭＤＭ２与ｐ５３
结合加强ｐ５３的降解，而ｇａｎｋｙｒｉｎ可与 ＭＤＭ２的
环指区域（４１１～４３８ａａ）结合，增强 ＭＤＭ２的Ｅ３酶
的活性，从而增强 ＭＤＭ２介导的ｐ５３泛素化［１０］；并

与２６Ｓ蛋白酶体的Ｓ６ＡＴＰ酶相互作用，降解ｐ５３。
在斑马鱼体内过表达ｐ２８ＧＡＮＫ将下调ｐ５３表达、促进
细胞增殖［１１］。下调 ｇａｎｋｙｒｉｎ可减少 ＭＤＭ２ｐ５３
２６Ｓ蛋白酶体复合物的形成，诱导具有野生型ｐ５３
基因的肿瘤细胞凋亡。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　质粒３．１Ａｐ２８ＧＡＮＫ由第二
军医大学东方肝胆外科医院信号转导实验室构建；
人胚肾２９３Ｔ细胞有第二军医大学东方肝胆外科医
院信号转导实验室保存备用；人胚肾２９３Ｔ细胞参照
细胞株培养说明采用贴壁细胞培养法，在３７℃、５％
ＣＯ２孵箱内培养。转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购
自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，细胞用培养基购自Ｇｉｂｃｏ公司。
突变体构建过程中所需的物质见表１。

１．２　引物设计及合成　引物序列见表２，均由上海
生工生物工程技术服务有限公司合成。

表１　突变体构建所需的材料

Ｔａｂ１　Ｍａｔｅｒｉａｌｓｎｅｅｄｅｄｆｏｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｕｔａｎｔｓ

ＰｆｕＴｕｒｂｏ○ＲＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（２．５Ｕ／μｌ） ２５Ｕ

１０×ｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ ５００μｌ
ＤｐｎⅠｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅ（１０Ｕ／μｌ） １００Ｕ
Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｃｏｎｔｒｏｌｐｒｉｍｅｒ＃１［３４ｍｅｒ（１００ｎｇ／μｌ）］ ７５０ｎｇ
　５′ＣＣＡＴＧＡＴＴＡＣＧＣＣＡＡＧＣＧＣＧＣＡＡＴＴＡＡＣＣＣＴＣＡＣ３′
Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｃｏｎｔｒｏｌｐｒｉｍｅｒ＃２［３４ｍｅｒ（１００ｎｇ／μｌ）］ ７５０ｎｇ
　５′ＧＴＧＡＧＧＧＴＴＡＡＴＴＧＣＧＣＧＣＴＴＧＧＣＧＴＡＡＴＣＡＴＧＧ３′
ｐＷｈｉｔｅｓｃｒｉｐｔＴＭ４．５ｋｂｃｏｎｔｒｏｌｐｌａｓｍｉｄ（５ｎｇ／μｌ） ５０ｎｇ
ｄＮＴＰｍｉｘ １０μｌ
ＸＬ１Ｂｌｕｅｓｕｐｅｒｃｏｍｐｅｔｅｎｔｃｅｌｌｓ（ｂｌｕｅｔｕｂｅｓ） ３×２００μｌ
ｐＵＣ１８ｃｏｎｔｒｏｌｐｌａｓｍｉｄ（０．１ｎｇ／μｌｉｎＴＥｂｕｆｆｅｒ） １０μｌ

表２　合成引物的序列

Ｔａｂ２　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅｒｓ

Ｄｅｌｅｔｉｏｎｍｕｔａｎｔ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′→３′）

ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ１ ＧＣＴＡＣＴＡＧＡＡＣＴＧＡＣＣＡＧＧＣＡＧＧＴＴＧＧＴＣＴＣＣＴＣＴＴＣＧＡＡＧＡＧＧＡＧＡＣＣＡＡＣＣＴＧＣＣＴＧＧＴＣＡＧＴＴＣＴＡＧＴＡＧＣ
ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ２ ＧＴＧＡＡＴＧＡＴＡＡＡＧＡＣＧＡＴＡＡＴＧＧＣＴＧＴＡＣＴＣＣＣＴＴＡＣＧＴＡＡＧＧＧＡＧＴＡＣＡＧＣＣＡＴＴＡＴＣＧＴＣＴＴＴＡＴＣＡＴＴＣＡＣ
ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ３ ＧＴＧＡＡＴＧＣＴＧＴＣＡＡＴＣＡＡＴＡＴＧＡＧＧＣＴＡＣＡＧＣＡＡＴＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＴＣＡＴＡＴＴＧＡＴＴＧＡＣＡＧＣＡＴＴＣＡＣ
ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ４ ＣＣＡＧＡＴＧＣＴＧＣＴＡＡＧＧＡＣＣＡＴＧＡＧＧＧＴＡＡＣＡＣＴＣＣＴＣＴＡＣＧＴＡＧＡＧＧＡＧＴＧＴＴＡＣＣＣＴＣＡＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＡＴＣＴＧＧ
ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ５ ＣＡＣＡＡＡＣＡＴＣＣＡＡＧＡＣＡＣＴＧＡＡＡＡＧＡＣＡＣＣＣＣＴＧＣＡＧＧＧＧＴＧＴＣＴＴＴＴＣＴＴＣＡＧＴＧＴＣＴＴＧＧＡＴＧＴＴＴＧＴＧ

１．３　突变体的构建　分别将ｐ２８ＧＡＮＫ的第１个

ａｎｋｙｒｉｎ（３９～７１ａａ），第２个ａｎｋｙｒｉｎ（７２～１０４ａａ），
第３ 个 ａｎｋｙｒｉｎ（１０５～１３７ａａ），第 ４ 个 ａｎｋｙｒｉｎ
（１３８～１７０ａａ），第５个ａｎｋｙｒｉｎ（１７１～２０３ａａ）进行
缺失，具体方法和流程见 ＱｕｉｋＣｈａｎｇＳｉｔｅＤｉｒｅｃｔｅｄ
ＭｕｔａｇｅｎｅｓｉｓＫｉｔ说明书。

１．４　突变体的鉴定　取对数生长期的人胚肾２９３Ｔ
细胞铺１２孔板，３７℃、５％ＣＯ２孵箱内培养１２ｈ；分

别转 染 ｍｙｃｐ２８ＧＡＮＫ、ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ１、ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ２、

ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ３、ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ４、ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ５质粒，蛋白质

免疫印迹法检测其蛋白表达水平。

２　结　果

２．１　突变体质粒的鉴定　构建的ｐ２８ＧＡＮＫ突变体结
构见图１。ＤＮＡ凝胶电泳结果如图２，质粒条带位
置正确，经测序检测，结果一致。

２．２　野生型ｐ２８ＧＡＮＫ及不同突变体的蛋白电泳鉴

定　蛋白质印迹法检测结果显示，野生型ｐ２８ＧＡＮＫ的
蛋白电泳条带位于２６０００左右，而各个突变体的蛋
白条带位于２４０００左右（图３）。
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图１　癌基因ｐ２８ＧＡＮＫ突变体结构示意图

Ｆｉｇ１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｐ２８ＧＡＮＫａｎｄｉｔｓｍｕｔａｎｔｓ
ＡＮＫ１，ＡＮＫ２，ＡＮＫ３，ＡＮＫ４，ＡＮＫ５ ｒｅｓｐｒｅｓｅｎｔｐ２８ＧＡＮＫｄＡ１，

ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ２，ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ３，ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ４，ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图２　质粒ｐ２８ＧＡＮＫ的鉴定

Ｆｉｇ２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄｐ２８ＧＡＮＫ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１，２，３，４，５，６ｒｅｓｐｒｅｓｅｎｔｐ２８ＧＡＮＫ，ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ１，

ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ２，ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ３，ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ４，ａｎｄｐ２８ＧＡＮＫｄＡ５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图３　ｐ２８ＧＡＮＫ及突变体的蛋白表达水平鉴定

Ｆｉｇ３　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐ２８ＧＡＮＫａｎｄｍｕｔａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
１：ｐ２８ＧＡＮＫ；２：ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ１；３：ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ２；４：ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ３；５：

ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ４；６：ｐ２８ＧＡＮＫｄＡ５

２．３　野生型ｐ２８ＧＡＮＫ及不同突变体对ｐ５３的调控作
用　实验结果显示在ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ作用下，野生型

ｐ２８ＧＡＮＫ明显下调ｐ５３蛋白表达水平，每个突变体对

ｐ５３的影响相对于野生型则没有明显变化。

图４　ｐ２８ＧＡＮＫ及突变体对ｐ５３表达的影响

Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐ２８ＧＡＮＫａｎｄｉｔｓｍｕｔａｎｔｓ

ｏｎｐ５３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

１：ｍｙｃｐ２８ＧＡＮＫｄＡ１；２：ｍｙｃｐ２８ＧＡＮＫｄＡ２；３：ｍｙｃｐ２８ＧＡＮＫｄＡ３；４：

ｍｙｃｐ２８ＧＡＮＫｄＡ４；５：ｍｙｃｐ２８ＧＡＮＫｄＡ５；６：ｍｙｃｐ２８ＧＡＮＫ

３　讨　论

　　目前已证实癌基因ｐ２８ＧＡＮＫ编码的蛋白是人

２６Ｓ蛋白酶体调节亚单位１９Ｓ／ＰＡ７００复合物的一
种非ＡＴＰ酶亚基，其核酸序列中还有５个串联排列
的ＡＮＫ重复单位，其保守的ａｎｋｙｒｉｎ序列介导蛋白
与蛋白间的相互作用。目前尚不清楚癌蛋白

ｐ２８ＧＡＮＫ在２６Ｓ蛋白酶体降解蛋白过程中的具体分
子作用机制。前期研究［７］发现癌蛋白ｐ２８ＧＡＮＫ与

ＣＤＫ４竞争结合 ＲＢ１，从而参与Ｅ２Ｆ１信号转导通
路的调节，此通路的失调控在肝癌的发生发展过程
中具有相当重要的作用。然而ｐ２８ＧＡＮＫ与 ＲＢ结合
的位点和序列仍没有报道和研究。ｐ２８ＧＡＮＫ基因在
肝细胞癌中呈特异性的高表达状态，本实验室前期
对ｐ２８ＧＡＮＫ基因进行了大量的研究工作，包括对６４
例国人 ＨＣＣ样本Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹的检测，结果显示，

ｐ２８ＧＡＮＫ基因 ｍＲＮＡ 在人肝细胞肝癌中的表达上
调，其在肝硬化组织中也有一定程度的表达，不表达
于正常组织；在４种肝癌细胞系（ＨｅｐＧ２、Ｈｕｎ７、

ＳＫＨｅｐ１、Ｈｅｐ３Ｂ）中ｐ２８ＧＡＮＫ也呈高表达状态［１２］。
我们早期实验结果表明在肝癌细胞中利用腺病毒介

导的ｓｉＲＮＡ（Ａｄｓｉｐ２８ＧＡＮＫ）下调ｐ２８ＧＡＮＫ的表达可明
显抑制肿瘤细胞的生长，并可在体内、体外诱发肿瘤
细胞凋亡［１３］。本实验小组前期研究表明癌蛋白

ｐ２８ＧＡＮＫ抑制 ＮＦκＢ的转录活性，并促使 ＮＦκＢ的
出核，实验结果发现ｐ２８ＧＡＮＫ结合 ＲｅｌＡ，免疫共沉淀
发现ｐ２８ＧＡＮＫ结合 ＲｅｌＡ需要５个ａｎｋｙｒｉｎ片段共同
参与，说明ａｎｋｙｒｉｎ序列在ｐ２８ＧＡＮＫ的功能作用上有
重要的作用［１４］。研究发现ｐ２８ＧＡＮＫ能与泛素蛋白连
接酶 ＭＤＭ２相互作用，介导野生型ｐ５３蛋白的泛
素化及降解，说明在肝细胞癌中存在着癌蛋白

ｐ２８ＧＡＮＫ负调控野生型ｐ５３的抗凋亡机制。本研究
分别对ｐ２８ＧＡＮＫ的５个ＡＮＫ序列进行突变，构建其
突变质粒，检测其不同的突变体对抑癌基因ｐ５３的
蛋白表达水平的差异。结果表明各个突变体对ｐ５３
的表达水平相对于野生型是没有调控作用的，也说
明野生型ｐ２８ＧＡＮＫ对ｐ５３的调控是整体结构参与的，
其中的ａｎｋｙｒｉｎ序列缺一不可。

　　要使肝癌患者的诊治率和生存率提高，加强肝
癌分子病理机制的研究、寻找肝癌治疗的有效靶基
因和探讨肝癌生物治疗新途径就成为了一个迫在眉

睫的问题［１５１６］。构建ｐ２８ＧＡＮＫ的结构突变体是研究

ｐ２８ＧＡＮＫ功能的基础，有助于进一步阐明ｐ２８调节肝
细胞癌发生发展中的精细分子机制，并为以ｐ２８ＧＡＮＫ

为靶点的生物治疗提供理论依据。
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·消　息·

第五届中德军事医学研讨会在我校举行

　　２０１０年９月２７日，由中德两军卫生部门共同主办的第五届中德军事医学研讨会在上海第二军医大学隆重召开。此次研

讨会是中德双边军事医学交流框架的重要内容之一，得到了两国国防部和有关部门的大力支持，总后卫生部部长张雁灵少将、

德军卫生总监纳卡特中将出席会议并分别发表了主旨演讲。

　　此次研讨会的主题是卫勤训练改革及多样化军事行动卫勤保障。来自中德两国从事军队卫勤管理和研究工作的百余位

机关领导和代表，围绕“卫生专业训练与实践”、“热带医学”、“传染病防控”、“军民结合医疗救援行动”、“多国行动卫勤指挥与

协同”以及突发公共卫生事件应急处置等重大问题，进行了深入探讨和交流。

　　新世纪以来，随着多种安全威胁的增多，执行多样化军事任务已成为各国军队新的历史使命的重要组成部分。卫勤保障

工作在执行多样化军事任务中具有不可替代的作用。研究探索非战争军事行动卫勤保障特点规律，提高保障能力，是军队卫

勤系统紧迫而重要的任务。会上，中方代表以我军参与非战争军事卫勤行动、执行国际维和任务以及突发事件医学救援为案

例，介绍了一些成功的做法和经验；德方代表也在会上就德军多样化军事任务卫勤保障及训练改革、多国行动卫勤指挥与协同

机制等课题展开了研究和探讨。

　　此次会议共交流学术论文１８篇，其研究成果客观反映了中德两国军队近年来卫勤训练与实践的现状及未来发展趋势，此

次会议的召开为两国两军军事卫勤联合研究构筑了相互学习的平台，对促进两国人民和军队的友谊，进一步推进中德军事医

学交流与合作，创新非战争军事行动卫勤理论和训练方法，探索军地一体化灾害医学救援方式方法，将产生积极地推进作用。


