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抑癌基因ＮＦ２突变子真核表达载体的构建与表达
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［摘要］　目的：分别构建抑癌基因ＮＦ２的４２位和４７位点突变的２种真核表达载体，并在大鼠神经鞘瘤细胞ＲＴ４Ｄ６Ｐ２Ｔ中

诱导表达。方法：用定点突变法分别将ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２第４２位赖氨酸（Ｌｙｓ）突变为脯氨酸（Ｐｒｏ），第４７位苯丙氨酸（Ｐｈｅ）突

变为亮氨酸（Ｌｅｕ）构建２种ＮＦ２突变子（ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＬｙｓ４２Ｐｒｏ和ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＰｈｅ４７Ｌｅｕ），将３种ＮＦ２质粒用脂质体法分别

转染ＲＴ４细胞，ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法分析ＮＦ２基因及蛋白表达，ＭＴＴ法检测转染后ＲＴ４细胞的增殖情况。结果：测

序证实定点突变成功，构建的重组真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＬｙｓ４２Ｐｒｏ和ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＰｈｅ４７Ｌｅｕ均能表达相应的蛋白和

ｍＲＮＡ，这２种ＮＦ２突变体对ＲＴ４细胞抑制率明显低于野生型ＮＦ２组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论：成功构建了２
种能够在ＲＴ４中表达的单个点突变的ＮＦ２基因真核表达载体。
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　　Ⅱ型神经纤维瘤病（ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｏｍａｔｏｓｉｓⅡ，ＮＦ２）是
一种常见的常染色体显性遗传性疾病，以双侧听神

经受累为主，其相关基因是位于２２号染色体上的抑
癌基因ＮＦ２［１２］。ＮＦ２基因主要转录产物ｍｅｒｌｉｎ（或
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称Ｓｃｈｗａｎｎｏｍｉｎ）蛋白是第一个被发现的具有肿瘤
抑制作用的蛋白质，通过与众多蛋白质直接或间接
的相互作用，参与了细胞活动，具有调控细胞运动、
抑制细胞增殖等生物学功能［３５］。ＮＦ２基因突变可
导致其编码的蛋白质变性，从而丧失肿瘤抑制作用，
诱导肿瘤产生［６］。

　　我们的前期研究［７８］证实ＮＦ２基因突变是导致

ＮＦ２的重要因素，其突变率约３６％，进一步的研究［９］

发现其４２和４７位点是最常见的两个突变位点，４２位
赖氨酸突变为脯氨酸，４７位苯丙氨酸突变为亮氨酸。
本研究在上述研究基础上分别构建ＮＦ２基因４２、４７
位点突变体，并在大鼠神经鞘瘤细胞中诱导表达，以
确定这些位点突变对ＮＦ２功能的影响，为进一步探
讨ＮＦ２突变的致瘤机制奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清（ＦＣＳ）、
限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自ＴａＫａＲａ公司；
低熔点琼脂糖购自华美公司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂
质体转染试剂盒、ＴＲＩｚｏｌ试剂均购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司；质粒提取试剂盒 ＱｉａｇｅｎＭｉｎｉｐｒｅｐＫｉｔ、

ＲＴＰＣＲ反应试剂盒均为Ｑｉａｇｅｎ公司产品；胰蛋白
酶为美国Ｇｉｂｃｏ公司产品；ＤＮＡＬａｄｄｅｒ、ＤＥＰＣ、丙
烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺等购自美国Ｓｉｇｍａ公司；

ＥＸＬ发光试剂盒购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ生物技术公司；引
物由上海英俊公司合成。ＱｕｉｋＣｈａｎｇｅＳｉｔｅｄｉｒｅｃｔｅｄ
ＭｕｔａｇｅｎｅｓｉｓＫｉｔ购自美国 Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司，包括

ＰｆｕＴｕｒｂｏＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、限制性内切酶ＤｐｎⅠ
和ＸＬ１Ｂｌｕｅ感受态细胞等。兔抗 ｍｅｒｌｉｎ多克隆抗
体ＮＦ２（Ａ１９）Ａｎｔｉｂｏｄｙｓｃ３３１、辣根过氧化物酶

ＨＲＰ标记羊抗兔ＩｇＧ购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，

ＧＡＰＤＨ单克隆抗体购于Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　质粒及细胞培养　大鼠神经鞘瘤ＲＴ４Ｄ６Ｐ２Ｔ
细胞购于美国 ＡＴＣＣ 公司（ＣＲＬ２７６８），质粒ｐｃＤＮＡ
３．１ＮＦ２由上海交通大学医学院神经病学研究所构
建。ＲＴ４细胞培养于ＤＭＥＭ 高糖培养液（体积分数
为１０％胎牛血清＋１００ＩＵ／ｍｌ青霉素＋１００ＩＵ／ｍｌ
链霉素），同时细胞培养液加入０．５Ｕ胰岛素，并将细
胞于３７℃、体积分数为５％ＣＯ２饱和湿度孵箱中培养，
经过消化传代，取对数生长期的细胞进行实验。

１．３　突变体质粒的构建及鉴定　采用ＱｕｉｋＣｈａｎｇｅ
定点突变的方法扩增 ＮＦ２ 的 ２ 个突变体。以

ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２为模板，根据ＧｅｎＢａｎｋ中ＮＦ２的编
码序列设计扩增其突变体编码序列所用的引物：（１）
第４２位赖氨酸（Ｌｙｓ）密码子 ＡＡＡ 突变为脯氨酸

（Ｐｒｏ）密码子 ＣＣＡ，上游为 ５′ＧＣＧ ＡＧＡ ＴＧＡ
ＡＧＴＧＧＣＣＡＧＧＧＡＡＧＧＡＣＣＴＣＴＴＴＧ３′，下
游为 ５′ＣＡＡ ＡＧＡ ＧＧＴ ＣＣＴ ＴＣＣ ＣＴＧ ＧＣＣ
ＡＣＴＴＣＡ ＴＣＴ ＣＧＣ３′；（２）第４７位苯丙氨酸
（Ｐｈｅ）密码子 ＴＴＴ 突变为亮氨酸（Ｌｅｕ）密码子

ＴＴＡ，上游为５′ＧＧＧＡＡＧＧＡＣＣＴＣＴＴＡＧＡＴ
ＴＴＧ ＧＴＧ ＴＧＣ ＣＧＧ３′；下 游 为 ５′ＣＣＧ ＧＣＡ
ＣＡＣＣＡＡＡＴＣＴＡＡＧＡＧＧＴＣＣＴＴＣＣＣ３′。

　　基因定点突变以ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２为模板，根据
定点突变试剂盒说明，以第１对点突变引物以及

ＰｆｕＴｕｒｂｏＤＮＡ多聚酶建立热循环反应体系，９５℃
预变性３０ｓ，９５℃３０ｓ，５５℃１ｍｉｎ，６８℃１６ｍｉｎ扩增

１６个循环，扩增出带缺口的突变质粒，然后加１μｌ
（１０Ｕ）ＤｐｎⅠ到热循环产物中，将无突变的模板质
粒消化。取消化过的热循环产物３μｌ转化感受态细
菌，取５ｍｌ转化细菌摇菌过夜。部分菌液按照

ＱｉａｎｇｅｎＭｉｎｉｐｒｅｐＫｉｔ说明书方法提取质粒，核酸电
泳证实有质粒条带。取少量菌液送公司进行质粒提
取测序并冻存剩余菌液。

１．４　质粒转染　按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书分
别 将 编 码 人 野 生 型 ＮＦ２ 真 核 表 达 质 粒

ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２、突变型ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＬｙｓ４２Ｐｒｏ和

ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＰｈｅ４７Ｌｅｕ转染对数生长期的 ＲＴ４细
胞；未转染ＲＴ４细胞作阴性对照。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测转染后ＮＦ２ｍＲＮＡ表达　用质
量分数为０．２５％胰蛋白酶消化，收集培养细胞。制成
悬浮液并计算细胞数，每个样本收集等量细胞（３．０×
１０６），用 ＴＲＩｚｏｌ试剂分别提取各组细胞中的总

ＲＮＡ，总ＲＮＡ沉淀溶解于ＤＥＰＣ处理过的无ＲＮａｓｅ
的三蒸水中。利用引物合成软件Ｐｒｅｍｉｅｒ５和ｏｌｉｇｏ６
自我设计ＮＦ２（预期产物３４８ｂｐ）引物序列为ＮＦ２／

ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′ＣＴＣＣＴＧＧＣＴＴＣＴＴＡＣＧＣＣＧＴ
３′，ＮＦ２／ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ：３′ＴＧＴＡＧＡ ＧＣＡ ＴＧＴ
ＣＡＣＴＧＴＴＣ５′；ＧＡＰＤＨ（预期产物２２６ｂｐ）／ｓｅｎｓｅ

ｐｒｉｍｅｒ：５′ＧＡＡ ＧＧＴ ＧＡＡ ＧＧＴＣＧＧ ＡＧＴＣ３′，

ＧＡＰＤＨ／ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′ＧＡＡＧＡＴ ＧＧＴＧＡＴ
ＧＧＧＡＴＴ ＴＣ３′。反应体系：５０℃３０ｍｉｎ（ＲＴ反
应），９５℃１５ｍｉｎ（预变性），９４℃４５ｓ（变性），５５℃１
ｍｉｎ（退火），７２℃１ｍｉｎ（延伸），共３０个循环，７２℃１０
ｍｉｎ（后延伸）；ＰＣＲ产物进行１．５％琼脂糖凝胶电泳
观察结果。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测转染后 ＮＦ２蛋白的表达　
０．２５％胰蛋白酶消化，收集培养的各组细胞，制成悬
浮液 并 计 算 细 胞 数，每 个 样 本 收 集 等 量 细 胞
（５．０×１０６），加入细胞裂解液，提取蛋白质，以质量
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分数为１０％聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，然后将
蛋白电泳转移至硝酸纤维膜（ＰＶＤＦ）上，硝酸纤维
膜上加入质量分数１０％脱脂奶粉封闭后，加入一抗
工作液（兔抗 ｍｅｒｌｉｎ多克隆抗体，工作浓度为１∶
５００），４℃过夜，加入辣根过氧化物酶标记的二抗
（１∶４０００），ＥＣＬ发光试剂进行显像后拍照，图像经
扫描仪扫描后，用ＳｃｉｏｎＩｍａｇｅ图像分析软件进行光
密度积分值（ｉｎｔｅｇｒａｌｏｆｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）分析。

１．７　ＭＴＴ法检测转染后细胞的增殖情况　分别取
各组细胞在含１０％ＦＣＳ的ＤＭＥＭ 中培养４８ｈ，加
入１０ｍｇ／ｍｌＭＴＴ１０μｌ，继续培养４ｈ，每孔加入

１００μｌＤＭＳＯ，取出后用酶标仪测定光密度值
（Ｄ５７０），取３个平行孔的均值，实验重复３次。肿瘤
细胞相对增殖率（％）＝（实验组Ｄ５７０／阴性对照组

Ｄ５７０）×１００％。

１．８　统计学处理　计量资料用珚ｘ±ｓ表示，使用

ＳＰＳＳ１５．０统计软件进行统计学分析，行单因素方
差分析和ｑ检验，两组抑制率比较行ｔ检验。

２　结　果

２．１　突变体质粒的构建及测序结果　测序结果显示

ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２编码序列上原第４２位赖氨酸密码子

ＡＡＡ突变成丙氨酸密码子 ＣＣＡ，证实ｐｃＤＮＡ３．１
ＮＦ２ΔＬｙｓ４２Ｐｒｏ已构建成功（图１Ａ）；ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２编码
序列上原第４７位苯丙氨酸（Ｐｈｅ）密码子ＴＴＴ突变为
亮 氨 酸 （Ｌｅｕ）密 码 子 ＴＴＡ，证 实ｐｃＤＮＡ３．１
ＮＦ２ΔＰｈｅ４７Ｌｅｕ构建成功（图１Ｂ）。

图１　ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２突变体的测序结果

Ｆｉｇ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｕｔａｎｔｓｏｆ

ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔ

Ａ：ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＬｙｓ４２Ｐｒｏ；Ｂ：ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＰｈｅ４７Ｌｅｕ

２．２　转染后ＮＦ２ｍＲＮＡ的表达结果　ＲＴＰＣＲ结
果发现，转染ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２以及突变子细胞３４８
ｂｐ处有清晰明亮的条带，５组细胞２２６ｂｐ处均出现
明亮的条带（图２）。结果表明ＲＴ４细胞和转染空载

体ｐｃＤＮＡ３．１的 ＲＴ４细胞 ＮＦ２ｍＲＮＡ几乎没有
表 达，而 转 染 ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ 以 及 突 变 型

ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＬｙｓ４２Ｐｒｏ和ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＰｈｅ４７Ｌｅｕ组
细胞中ＮＦ２ｍＲＮＡ高表达。

图２　ＲＴＰＣＲ法检测ＮＦ２的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦ２ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ
１：ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２；２：ｐｃＤＮＡ３．１；３：ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＬｙｓ４２Ｐｒｏ；

４：ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＰｈｅ４７Ｌｅｕ；５：ＲＴ４ｃｅｌｌ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

２．３　 转 染 后 ＮＦ２ 蛋 白 的 表 达 结 果 　 转 染

ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２、突变型ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＬｙｓ４２Ｐｒｏ和

ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＰｈｅ４７Ｌｅｕ的 ＲＴ４ 细 胞 具 有 明 显 的

ｍｅｒｌｉｎ蛋白条带，而ＲＴ４细胞ｍｅｒｌｉｎ蛋白条带不明
显（图３）。结果说明，ＲＴ４细胞 ｍｅｒｌｉｎ蛋白表达水
平较低，而转染后ｍｅｒｌｉｎ蛋白表达水平升高。

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＮＦ２蛋白的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦ２ｐｒｏｔｅｉｎ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
１：ＲＴ４ ｃｅｌｌ；２：ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２；３：ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＬｙｓ４２Ｐｒｏ；

４：ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＰｈｅ４７Ｌｅｕ

２．４　转染后ＲＴ４细胞的增殖情况　与阴性对照相
比，转染ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２的ＲＴ４细胞增殖明显受到
抑 制； 而 突 变 型 ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＬｙｓ４２Ｐｒｏ 和

ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＰｈｅ４７Ｌｅｕ的ＲＴ４细胞增殖率与阴性对
照 组 无 统 计 学 差 异，其 抑 制 率 明 显 低 于

ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２组（Ｐ＜０．０５，表１）。

表１　转染后ＲＴ４细胞的增殖情况比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＲＴ４ｃｅｌｌｓ

（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｄ５７０ Ｉｎｈｉｂｉｔａｒｙ
ｒａｔｅ（％）

ＲＴ４ ０．５５３９±０．０２１ ０．００±０．００
ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ ０．２８７８±０．０１７ ４７．７４±２．５０

ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＬｙｓ４２Ｐｒｏ ０．５７３８±０．０１４△ ６．５８±１．６７△

ｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ΔＰｈｅ４７Ｌｅｕ ０．５９４６±０．０１６△ ７．５４±３．２０△

　Ｐ＜０．０５ｖｓＲＴ４ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｐｃＤＮＡ３．１ＮＦ２ｇｒｏｕｐ
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３　讨　论

　　癌基因的激活与抑癌基因的失活是目前较为公
认的肿瘤发生发展的重要机制。在研究诸如听神经
瘤、脑膜瘤、胶质瘤发病机制的过程中，人们发现抑
癌基因 ＮＦ２的突变、缺失、失活极为关键［１０１１］。

ＮＦ２编码的ｍｅｒｌｉｎ蛋白包含３个结构域：氨基末端

ＦＥＲＭ 区域、α螺旋臂和带电荷的羧基末端区
域［１２１３］。Ｍｅｒｌｉｎ蛋白存在“开放”和“关闭”两个构
型，关闭状态的 ｍｅｒｌｉｎ蛋白具有抑制肿瘤细胞生
长，维护机体健康的作用；当其两端发生改变，处于
开放状态时，其生长抑制作用即丧失。本研究根据
前期发现的２个错义突变，构建ＮＦ２基因４２、４７位
点突变体，并在大鼠神经鞘瘤细胞中诱导表达，观察
转染后肿瘤细胞的增殖率，以确定这些位点突变对

ＮＦ２功能的影响，为进一步探讨ＮＦ２突变的致瘤机
制奠定基础。

　　本研究测序结果证实ＮＦ２基因第４２位和第４７
位的突变体均构建成功，ＲＴＰＣＲ结果证实转染后

ＮＦ２基因的表达，ＭＴＴ法确定这些位点突变对抑
制肿瘤细胞增殖的功能发生了变化。结果显示，与
野生型ＮＦ２相比，各突变体抑制肿瘤细胞增殖的功
能明显降低，这说明这２个突变位点所在的氨基末
端ＦＥＲＭ区域是一个高度保守区域，一旦发生有义
突变会导致功能上的失活。可进一步认为，有鉴于

ＦＥＲＭ区域是蛋白质三级结构区，ｍｅｒｌｉｎ的功能可
能高度依赖于整个蛋白质的三级结构。临床中也同
样发现，在被鉴定出的大多数的人类ＮＦ２突变多是
缺失或点突变产生，而其中导致功能完全丧失的突
变大部分分布于整个ＦＥＲＭ结构域。

　　本研究利用转基因方法制备了 ＮＦ２基因突变
细胞模型，并初步证实了ＮＦ２第４２位和第４７位为
病理性突变。因此该模型可以用于 ＮＦ２发病分子
和细胞水平的机制研究以及药物筛选和药物作用机

制的探讨，为进一步研究奠定了基础。国外文
献［１４１５］报道ｍｅｒｌｉｎ蛋白抑制肿瘤细胞生长的作用
可能与Ｒａｃ信号转导途径有关，在以后的研究中我
们将努力提高对呈网络状的信号转导通路的认识，
为寻找肿瘤细胞药物治疗的靶点提供理论依据。
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