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　　［摘要］　目的　通过胞内外实验验证谷氨酸氨连接酶（ＧＬＵＬ）与带有核定位信号的维甲酸受体α（ＮＬＳＲＡＲα）之间的
相互作用。方法　将表达ＧＬＵＬ靶蛋白和ＮＬＳＲＡＲα诱饵蛋白的两种重组表达质粒共同转化入 ＡＨ１０９酵母菌，采用一对
一的酵母双杂交技术验证它们在活细胞内的相互作用；通过构建ＧＬＵＬ及ＮＬＳＲＡＲα蛋白标签融合表达载体，共转染至人胚

肾 ＨＥＫ２９３细胞，利用免疫共沉淀技术在细胞外验证它们之间的相互作用。结果　ＧＬＵＬ靶蛋白和ＮＬＳＲＡＲα诱饵蛋白质
粒共转化ＡＨ１０９酵母菌后，可见蓝色的阳性克隆；ＧＬＵＬ蛋白及 ＮＬＳＲＡＲα标签融合表达载体构建成功，共同转染至 ＨＥＫ

２９３细胞，采用抗 ＨＡ多克隆抗体免疫沉淀 ＨＡＮＬＳＲＡＲα相互作用蛋白复合物后，抗ｃＭｙｃ单克隆抗体免疫印迹检测，检测

到ＧＬＵＬｃＭｙｃ蛋白。结论　采用酵母双杂交和免疫共沉淀技术成功地在胞内外验证了ＧＬＵＬ与 ＮＬＳＲＡＲα之间存在特
异性的相互作用。

　　［关键词］　维甲酸受体α；核定位信号；谷氨酸氨连接酶；蛋白质相互作用；双杂交系统技术；免疫共沉淀
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　　早幼粒细胞白血病基因（ＰＭＬ）与维甲酸受体α
（ＲＡＲα）融合而成的ＰＭＬＲＡＲα融合基因在急性
早幼粒细胞白血病（ＡＰＬ）的发生发展中起着重要的
作用，但其作用并非始终通过整体的形式来发挥。
在早期白血病细胞中，ＰＭＬＲＡＲα融合蛋白被中性

粒细胞弹性蛋白酶（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｌａｓｔａｓｅ，ＮＥ）切割后
生成带有核定位信号的维甲酸受体α（ＮＬＳＲＡＲα），
进而参与 ＡＰＬ的发生与发展［１２］，ＮＬＳＲＡＲα带有

ＰＭＬ蛋白的核定位信号，能够干扰正常ＲＡＲα的信
号转导，而其中的具体作用机制尚不明确。从蛋白
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质的相互作用出发，可以为探明其分子作用机制提
供线索与实验依据。为此，我们采用酵母双杂交系
统从人白血病细胞ｃＤＮＡ文库中进行筛选，初步得
到了谷氨酸氨连接酶（ｇｌｕｔａｍａｔｅａｍｍｏｎｉａｌｉｇａｓｅ，

ＧＬＵＬ）、ＡＧＢＬ５与ＪＴＶ１等８种与 ＮＬＳＲＡＲα具
有相互作用的蛋白［３４］。其中，ＧＬＵＬ或谷氨酰胺合
成酶（ｇｌｕｔａｍｉｎｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＧＳ）是细胞增殖与凋亡
信号通路中能量的主要来源。为深入探索 ＧＬＵＬ
与ＮＬＳＲＡＲα的相互联系在人类ＡＰＬ发生发展中
的机制，则需要进一步明确两者是否存在相互作用。
因此，本实验拟通过一对一的酵母双杂交实验与基
于人体细胞内表达的免疫共沉淀实验，在胞内外共
同验证ＧＬＵＬ与ＮＬＳＲＡＲα的特异性相互作用。

１　材料和方法

１．１　质粒、菌种及试剂　ｐｃＤＮＡ３．１ＰＭＬＲＡＲα
质粒由美国华盛顿大学 Ａｎｄｒｅｗ Ａ．Ｌａｎｅ教授赠
予；ｐＧＢＫＴ７ＮＬＳＲＡＲα 载体、ｐＡＣＴ２ＧＬＵＬ 载
体、ｐＴＤ１载体及人胚肾２９３细胞，大肠杆菌ＤＨ５α
为本课题组保存；酵母菌株 ＡＨ１０９、完全极限培养
基、ＳＤ基础培养基、Ｘαｇａｌ，真核表达载体ｐＣＭＶ
Ｍｙｃ、ｐＣＭＶＨＡ，蛋白Ｇ／蛋白 Ａ琼脂糖珠混悬液、
鼠抗ｃＭｙｃ单克隆抗体及兔抗 ＨＡ多克隆抗体为

Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司产品；ＰＣＲ产物纯化试剂盒、胶回收试
剂盒、质粒小抽试剂盒购自上海华舜生物技术有限
公司；限制性内切酶ＳｆｉⅠ、ＳａｌⅠ、ＸｈｏⅠ、ＥｃｏＲⅠ、

Ｔ４连接酶、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、Ｔ４ 载体及ｐＭＤ１８Ｔ载体
为ＴａＫａＲａ公司产品；ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ 为

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品；ＤＭＥＭ 培养液、小牛血清和
通用蛋白裂解／抽提试剂分别购自杭州四季青生物
工程材料有限公司和盖宁生物科技（北京）有限公
司；转染试剂ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司产品；预染标准蛋白相对分子质量购自北京赛百
盛生物工程公司；ＰＶＤＦ膜和化学发光试剂盒分别
为 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司和Ｖｉａｇｅｎｅ公司产品。

１．２　酵母双杂交实验　根据Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司的酵母
双杂交操作手册，采用 ＴＥ／ＬｉＡＣ方法，制备酵母

ＡＨ１０９感 受 态 细 胞，并 采 用 ＰＥＧ／ＬｉＡＣ 法 将

ｐＡＣＴ２ＧＬＵＬ及ｐＧＢＫＴ７ＮＬＳＲＡＲα共同转化至

ＡＨ１０９酵母感受 态细胞，铺于 ＳＤ／Ａｄｅ／Ｈｉｓ／
Ｌｅｕ／Ｔｒｐ营养缺陷平板（ＱＤＯ），此平板内加有Ｘα
ｇａｌ，于３０℃培养３～５ｄ，观察是否有阳性克隆即蓝
色克隆。同时，共同转化ｐＴＤ１１与ｐＧＢＫＴ７ＮＬＳ
ＲＡＲα作为阴性对照。阴性对照不能在 ＱＤＯ平板
上生长。

１．３　免疫共沉淀实验

１．３．１　重组质粒ｐＣＭＶＨＡＮＬＳＲＡＲα和ｐＣ
ＭＶＭｙｃＧＬＵＬ 的构建　ｐＣＭＶＨＡＮＬＳＲＡＲα
重组质粒的构建：以ｐｃＤＮＡ３．１ＰＭＬＲＡＲα为模
板，克隆 ＮＬＳＲＡＲα基因片段，经 ＴＡ 克隆装入

ｐＭＤ１８Ｔ，得 到 含 ＮＬＳＲＡＲα 基 因 片 段 的

ｐＭＤ１８ＴＮＬＳＲＡＲα载体，测序分析验证。再用

ＳａｌⅠ／ＥｃｏＲⅠ双酶切，亚克隆入ｐＣＭＶＨＡ载体，
经酶切鉴定正确后再测序分析。ｐＣＭＶＭｙｃＧＬＵＬ
重组质粒的构建：用ＸｈｏⅠ／ＳｆｉⅠ双酶切，从文库质
粒ｐＡＣＴ２ＧＬＵＬ中得到 ＧＬＵＬ基因片段，亚克隆
入ｐＣＭＶＭｙｃ载体，酶切鉴定及测序分析。

１．３．２　细胞转染　人胚肾２９３细胞以ＤＭＥＭ培养
液培养，待长至９０％融合时共转染 ｐＣＭＶＨＡ
ＮＬＳＲＡＲα和ｐＣＭＶＭｙｃＧＬＵＬ重组质粒，并以
单独转染 ｐＣＭＶＨＡＮＬＳＲＡＲα质粒和 ｐＣＭＶ
ＭｙｃＧＬＵＬ质粒作为对照。转染步骤：（１）无抗生素
无血清 ＤＭＥＭ 培养液２００μｌ分别稀释 ｐＣＭＶ
ＭｙｃＧＬＵＬ质粒和ｐＣＭＶＨＡＮＬＳＲＡＲα质粒各

５μｇ，混匀，室温孵育１０ｍｉｎ。（２）再用２２５μｌ无抗
生素无血清ＤＭＥＭ 培养液稀释２５μｌＬｉｐｏｆｅｔａｍｉ
ｎｅＴＭ２０００混匀后，室温下孵育１０ｍｉｎ。（３）将（１）液
和（２）液混匀成转染混合液，室温下孵育３０ｍｉｎ，加
入已改用１．５ｍｌ无抗生素无血清ＤＭＥＭ 培养液培
养的培养瓶，轻拍混匀，３７℃、５％ＣＯ２培养４ｈ，弃用
原培养液，换用浓度为５％小牛血清的ＤＭＥＭ 培养
液继续培养。

１．３．３　免疫共沉淀　转染４８ｈ后，收集细胞，用预
冷的ＰＢＳ清洗细胞３次，离心并弃去上清；加入５００

μｌ通用蛋白裂解液（已加入蛋白酶抑制剂），冰上吹
打裂解２０ｍｉｎ，于４℃下１４００×ｇ离心３０ｍｉｎ，随后
收集裂解液并加入２μｇ兔抗 ＨＡ 多克隆抗体，于

４℃下振荡混合过夜；次日加入４０μｌ蛋白Ｇ／蛋白Ａ
琼脂糖珠混悬液，于４℃下振荡混合８ｈ，２５０×ｇ离
心５ｍｉｎ，弃上清，再用通用蛋白裂解液洗３次；最后
加入２０μｌ的２×蛋白电泳缓冲液煮沸５ｍｉｎ，瞬时
离心后进行ＳＤＳＰＡＧＥ。

１．３．４　免疫印迹分析　样品以浓度为１２％的ＳＤＳ
ＰＡＧＥ分离胶电泳（８０Ｕ３０ｍｉｎ，１００Ｕ２ｈ），半干
电转仪转至ＰＶＤＦ膜１５Ｕ，１５ｍｉｎ后，５％的脱脂奶
粉中封闭过夜。次日加入鼠抗ｃＭｙｃ单抗，３７℃孵
育２ｈ，加入 ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ，３７℃孵育１ｈ，
再用ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，按操作手册加入
化学发光试剂，成像仪中显影、摄像。

２　结　果

２．１　酵母双杂交的结果　将ｐＡＣＴ２ＧＬＵＬ及ｐＧ
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ＡＨ１０９之后，在相应的培养液中以３０℃培养３～５
ｄ，出现了蓝色的阳性克隆，而阴性对照则未见克隆
生长，该结果证明ＧＬＵＬ与ＮＬＳＲＡＲα在酵母细胞
内确实存在相互作用（图１）。

图１　生长在ＱＤＯ培养板上的阳性克隆

Ｆｉｇ１　ＰｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｉｎＱＤＯｐｌａｔｅ

２．２　重组质粒ｐＣＭＶＨＡＮＬＳＲＡＲα的酶切分析
及测序鉴定　用ＳａｌⅠ／ＥｃｏＲⅠ酶对重组的质粒双
酶切，在１．５％的琼脂糖凝胶中电泳，酶切产物中在

１５７８ｂｐ处可见预期大小相对分子质量的片段（图

２）。测序的结果亦证明扩增的基因片段与预期完全
相符合 （图 ３），说明重组质粒 ｐＣＭＶＨＡＮＬＳ
ＲＡＲα构建成功。

图２　重组质粒ｐＣＭＶＨＡＮＬＳＲＡＲα的双酶切分析图

Ｆｉｇ２　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｐＣＭＶＨＡＮＬＳＲＡＲαｕｓｉｎｇＳａｌⅠ＆ＥｃｏＲⅠ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＣＭＶＨＡＮＬＳＲＡＲα；２：ｐＣＭＶＨＡ

图３　重组质粒ｐＣＭＶＨＡＮＬＳＲＡＲα的测序图（部分）

Ｆｉｇ３　ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｐＣＭＶＨＡＮＬＳＲＡＲα（ｆｒａｇｍｅｎｔ）

２．３　重组质粒ｐＣＭＶＭｙｃＧＬＵＬ的酶切分析及测
序鉴定　采用ＸｈｏⅠ／ＳｆｉⅠ进行双酶切，在１．５％琼
脂糖凝胶中电泳，酶切产物中在３５００ｂｐ处可见预

期大小相对分子质量的片段（图４）。测序的结果亦
证明扩增的基因片段与预期完全相符合（图５），说明
重组质粒ｐＣＭＶＭｙｃＧＬＵＬ构建成功。

图４　重组质粒ｐＣＭＶＭｙｃＧＬＵＬ的双酶切分析图

Ｆｉｇ４　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｐＣＭＶＭｙｃＧＬＵＬｕｓｉｎｇＸｈｏⅠ＆ＳｆｉⅠ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＣＭＶＭｙｃＧＬＵＬ；２：ｐＣＭＶＭｙｃ

图５　重组质粒ｐＣＭＶＭｙｃＧＬＵＬ的测序图（部分）

Ｆｉｇ５　ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｐＣＭＶＭｙｃＧＬＵＬ（ｆｒａｇｍｅｎｔ）

２．４　免疫共沉淀结果　在共同转染了ｐＣＭＶＭｙｃ
ＧＬＵＬ和ｐＣＭＶＨＡＮＬＳＲＡＲα的全细胞裂解液
中，先用ＨＡ抗体免疫沉淀后，再用ｃＭｙｃ单克隆抗
体做蛋白印迹分析，结果检测到相对分子质量大约
为４２０００的蛋白（ＧＬＵＬｃＭｙｃ融合蛋白的相对分
子质量为４２０００），而在单独转染了ｐＣＭＶＭｙｃ
ＧＬＵＬ或ｐＣＭＶＨＡＮＬＳＲＡＲα的全细胞裂解液
中，免疫沉淀则未检测到 ＧＬＵＬｃＭｙｃ融合蛋白表
达（图６）。该实验重复操作３次，结果均一致。结合
前期的酵母双杂交结果，证明ＧＬＵＬ与ＮＬＳＲＡＲα
之间有相互作用。

图６　免疫共沉淀检测ＧＬＵＬ和

ＮＬＳＲＡＲα间的相互作用

Ｆｉｇ６　ＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＧＬＵＬａｎｄＮＬＳＲＡＲα
ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｃｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ

１：ｐＣＭＶＨＡＮＬＳＲＡＲαａｎｄｐＣＭＶＭｙｃＧＬＵＬｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ；２：

ｐＣＭＶＨＡＮＬＳＲＡＲαｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ；３：ｐＣＭＶＭｙｃＧＬＵＬｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
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３　讨　论

　　ＰＭＬＲＡＲα融合基因是急性早幼粒细胞白血
病（ＡＰＬ）特异的细胞遗传学改变，它是由１５ｑ的

ＰＭＬ和１７ｑ的ＲＡＲα基因融合形成。ＰＭＬＲＡＲα
基因表达ＰＭＬＲＡＲα融合蛋白，能够影响野生型的

ＲＡＲα和ＰＭＬ的结构和功能，从而在 ＡＰＬ的发病
机制中起着重要作用。有研究表明，单独将ＰＭＬ
ＲＡＲα导入动物体内，虽然能够在体内检测到高水
平表达的ＰＭＬＲＡＲαｍＲＮＡ和ＰＭＬＲＡＲα蛋白，
但是仅有２％～３％的动物会发展成为白血病。如果
将ＰＭＬＲＡＲα转染入早期的髓细胞，很容易发展成
为ＡＰＬ白血病细胞；若将其转染入晚期的髓细胞，
结果却不能发展为 ＡＰＬ 白血病细胞［５７］。在对

ＰＭＬＲＡＲα的进一步研究中，Ｌａｎｅ和Ｌｅｙ［１］发现，

ＰＭＬＲＡＲα融合蛋白在含有ＮＥ的Ｕ９３７细胞中被
切割成相对分子质量为５２０００和６１０００的２个片
段，即带有ＮＬＳ的 ＮＬＳＲＡＲα和 ＮＬＳ缺失突变的

ＰＭＬ（ＮＬＳｄｅｌｅｔｉｏｎｍｕｔａｔｉｏｎ，ＭｕｔＰＭＬ）。在不包
含ＮＥ的早期髓细胞中导入ＰＭＬＲＡＲα发生 ＡＰＬ
的概率只有２％～３％，远远低于富含 ＮＥ的早期髓
细胞，从而证实了ＮＥ在ＡＰＬ发生中的重要性。裂
解形成的这两段蛋白对白血病的发生极可能有重要

影响，但是仍未见国内外对其作用机制的研究报道。
我们在前期实验中利用酵母双杂交系统从白血病细

胞ｃＤＮＡ文库中筛选出了能够与 ＮＬＳＲＡＲα蛋白
发生相互作用的蛋白［３４］，首次发现了ＧＬＵＬ在酵母
细胞内与 ＮＬＳＲＡＲα蛋白可能存在相互作用。因
此，本实验采用酵母体内共转化和免疫共沉淀进一
步验证两者的作用。

　　ＧＬＵＬ基因编码的蛋白质属于谷氨酰胺合成酶
家族，能够催化谷氨酸和氨合成谷氨酰胺，是主要的
能量来源，与细胞增殖、细胞凋亡抑制等的信号通路
密切相关［８］。ＧＬＵＬ基因可在胎儿的早期阶段表
达，能将氨从循环中清除，从而对氨进行解毒，并通
过平衡循环中酸／碱比对控制机体的ｐＨ 值起重要
作用［９］。目前陆续发现了ＧＬＵＬ基因的几种拼接转
录变异体，已有研究报道ＧＬＵＬ基因突变可引起先
天性的谷氨酰胺缺乏，从而可以导致多器官功能衰
竭和新生儿死亡［１０］。另有研究表明，ＧＬＵＬ基因的
表达受到严格的控制，尤其是在肝小叶中，因为这种
酶与氮的内环境稳定相关。在人类原发性肝癌中，
发现有ＧＬＵＬ基因的高表达，可能与其促进肿瘤发
生／发展环境的形成有关［１１］。因此，ＧＬＵＬ基因突
变或表达异常，均可通过某些机制诱导病变或促进
癌症发生。

　　野生型ＲＡＲα在胞质内发挥其生物学效应，而
带有ＮＬＳ的 ＮＬＳＲＡＲα却在胞核内起作用，其定
位的不同必然导致作用效应的差异。在前期实验
中，我们采用核内酵母双杂交系统进行筛选，初步发
现ＧＬＵＬ与 ＮＬＳＲＡＲα之间可能存在相互作用。
通过本研究，进一步在细胞内外证实了 ＧＬＵＬ与

ＮＬＳＲＡＲα存在相互作用。我们推测通过 ＮＬＳ
ＲＡＲα与ＧＬＵＬ的相互作用，ＧＬＵＬ的正常功能受
到干扰，这可能与 ＡＰＬ的发生、发展有关。目前还
未见国内外有关 ＧＬＵＬ 蛋白与 ＰＭＬＲＡＲα 或

ＲＡＲα蛋白相互作用的报道。因此，本研究结果为
了解这些基因的功能和作用机制提供了新的线索，
同时也为深入探讨其相互作用在 ＡＰＬ发生中的分
子作用机制奠定了实验基础。
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