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　　［摘要］　目的　构建野生型和突变型小鼠动力蛋白激活蛋白１（ｄｙｎａｃｔｉｎ１）真核表达载体，并观察其在小鼠足细胞中表
达。方法　以总ＲＮＡ反转录合成的ｃＤＮＡ为模板，通过ＰＣＲ扩增得到小鼠ｄｙｎａｃｔｉｎ１的全长ｃＤＮＡ，将该片段克隆到真核
表达载体ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＦＬＡＧ和ｐＥＧＦＰＮ１；利用部位特异性突变插入方法构建突变型表达载体，经酶切和测序鉴定；各载

体转染小鼠足细胞 ＭＰＣ５后，用蛋白质印迹分析法和免疫荧光显微镜法检测ｄｙｎａｃｔｉｎ１蛋白表达。结果　ＰＣＲ扩增得到大
小为３．８ｋｂ的小鼠ｄｙｎａｃｔｉｎ１片段，连接到载体后，酶切鉴定电泳结果分别显示ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＦＬＡＧ（５．４ｋｂ）、ｐＥＧＦＰＮ１
（４．７ｋｂ）以及小鼠ｄｙｎａｃｔｉｎ１（３．８ｋｂ）片段，测序分析结果显示克隆的野生型和突变型小鼠ｄｙｎａｃｔｉｎ１序列与数据库序列相

同；蛋白质印迹分析法检测到重组ｄｙｎａｃｔｉｎ１的蛋白条带；免疫荧光显微镜观察到ｄｙｎａｃｔｉｎ１主要表达在小鼠足细胞的细胞

质。结论　成功构建了野生型和突变型小鼠ｄｙｎａｃｔｉｎ１真核表达载体，并在足细胞中表达，为进一步开展细胞生物学研究奠
定了实验基础。

　　［关键词］　动力蛋白激活蛋白１；真核表达载体；足细胞

　　［中图分类号］　Ｒ３４９．６５　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１２）０７０７８００５

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｍｏｕｓｅｗｉｄｅｔｙｐｅａｎｄｍｕｔａｎｔｄｙｎａｃｔｉｎ１ｖｅｃｔｏｒｓａｎｄｔｈｅｉｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｏｕｓｅｐｏｄｏｃｙｔｅｓ

ＷＡＮＧＣｈｕｎｈｕａ１△，ＬＩＬｉｎ２△，ＦＵＰｅｎｇ１，ＬＩＪｉｎｈｕａ１，３，ＹＵＡＮＡｉｈｏｎｇ１，ＳＵＮＸｉａｎｇｈｕａ４，ＪＩＡＮＧＸｉａｏｆｅｎｇ１，ＹＵＣｈｅｎ１

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｐｈｒｏｌｏｇｙ，ＴｏｎｇｊｉＨｏｓｐｉｔａｌ，ＴｏｎｇｊｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００６５，Ｃｈｉｎａ

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｐｈｒｏｌｏｇｙ，ＣｈａｎｇｚｈｅｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００００３，Ｃｈｉｎａ

３．Ｔｈｅ６ｔｈＤｉｖｉｓｉｏｎｏｆＮｅｐｈｒｏｌｏｇｙ，ＪｉｕｊｉａｎｇＴＣＭ Ｈｏｓｐｉｔａｌ，Ｊｉｕｊｉａｎｇ３３２０００，Ｊｉａｎｇｘｉ，Ｃｈｉｎａ

４．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，ＴｏｎｇｊｉＨｏｓｐｉｔａｌ，ＴｏｎｇｊｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００６５，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１２０５２９　　　　［接受日期］　２０１２０６２５
［基金项目］　上海市自然科学基金 （０９ＺＲ１４３４８００）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＳｈａｎｇｈａｉ（０９ＺＲ１４３４８００）．
［作者简介］　王春花，硕士生．Ｅｍａｉｌ：ｊｉａｏｈｕａｚｈｕ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ；李　林，博士，主治医师．Ｅｍａｉｌ：ｌｉｌｉｎ＿６１６＠１６３．ｃｏｍ
△共同第一作者（Ｃｏｆｉｒｓｔａｕｔｈｏｒｓ）．
通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒｓ）．Ｔｅｌ：０２１６６１１１０６９，Ｅｍａｉｌ：ａｉｈｏｎｇｙｕａｎｘｎ００＠１２６．ｃｏｍ；Ｔｅｌ：０２１６６１１１０６２，Ｅｍａｉｌ：ｙｕｃｈｅｎ２００１＠

ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｍｏｕｓｅｗｉｄｅｔｙｐｅａｎｄｍｕｔａｎｔｄｙｎａｃｔｉｎ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓａｎｄｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｉｒ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｏｕｓｅｐｏｄｏｃｙｔｅｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＭｏｕｓｅｃＤＮＡｗａｓｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｆｒｏｍｍｏｕｓｅｔｏｔａｌＲＮＡａｎｄｗａｓｕｓｅｄａｓａｔｅｍｐｌａｔｅｆｏｒ

ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｏｏｂｔａｉｎｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｄｙｎａｃｔｉｎ１ｃＤＮＡ．ＴｈｅＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｗａｓｔｈｅｎｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＦＬＡＧａｎｄ

ｐＥＧＦＰＮ１ｖｅｃｔｏｒｔｏｐｒｏｄｕｃｅｗｉｄｅｔｙｐｅｄｙｎａｃｔｉｎ１ｖｅｃｔｏｒ．Ｔｈｅｍｕｔａｎｔｄｙｎａｃｔｉｎ１ｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｓｉｔｅｄｉｒｅｃｔｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｋｉｔ．

Ａｌｌｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｓｗｅｒｅｖｅｒｉｆｉｅｄｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ，ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ，ａｎｄｔｈｅｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏｍｏｕｓｅｐｏｄｏｃｙｔｅｃｌｏｎｅ５
（ＭＰＣ５）．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｙｎａｃｔｉｎ１ｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｍｏｕｓｅｄｙｎａｃｔｉｎ１ｃＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎｄａｓｉｎｇｌｅ

ｄｉｓｃｒｅｔｅｂａｎｄｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｃｔｓｉｚｅ（３．８ｋｂ）ｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ．Ｔｈｅｖｅｃｔｏｒｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｍｏｕｓｅｄｙｎａｃｔｉｎ１ｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ

ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄｔｗｏｖｅｃｔｏｒｆｒａｇｍｅｎｔｓ（ｐｃＤＮＡ３．１［＋］ＦＬＡＧ（５．４ｋｂ）ａｎｄｐＥＧＦＰＮ１［４．７ｋｂ］ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｌｙ）ａｎｄｔｈｅ３．８

ｋｂｉｎｓｅｒｔｆｒａｇｍｅｎｔｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｃｌｏｎｅｄｄｙｎａｃｔｉｎ１

ｗａｓｉｄｅｎｔｉｃａｌｔｏｔｈａｔｒｅｐｏｒｔｅｄｉｎＧｅｎｂａｎｋ．Ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｒｒｅｃｔｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ，ａｎｄｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｓｈｏｗｅｄｄｙｎａｃｔｉｎ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｏｆｔｈｅ



第７期．王春花，等．野生型和突变型小鼠动力蛋白激活蛋白１真核表达载体的构建及其在小鼠足细胞中的表达 ·７８１　　 ·

ｍｏｕｓｅｐｏｄｏｃｙｔｅｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｗｅｈａｖｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｗｉｄｅｔｙｐｅａｎｄｍｕｔａｎｔｄｙｎａｃｔｉｎ１ｖｅｃｔｏｒｓａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄｔｈｅｍｉｎ

ｍｏｕｓｅｐｏｄｏｃｙｔｅｓ，ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅｓａｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｆｕｔｕｒｅｒｅｓｅａｒｃｈｏｎｄｙｎａｃｔｉｎ１．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｄｙｎａｃｔｉｎ１；ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓ；ｐｏｄｏｃｙｔｅｓ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（７）：７８０７８４］

　　动力蛋白激活蛋白（ｄｙｎａｃｔｉｎ）是一个重要的微
管相关的马达蛋白，是由５个大小不同亚单位所构
成的复合体，它通过激活动力蛋白（ｄｙｎｅｉｎ）而参与
细胞核迁移、有丝分裂纺锤体定位、细胞骨架再组装
以及细胞内物质输送等重要的细胞生命活动。动力
蛋白激活蛋白１（ｄｙｎａｃｔｉｎ１），又名ｐ１５０Ｇｌｕｅｄ，是一种
相对分子质量为１５００００的动力蛋白激活蛋白重要
亚单位［１］。研究表明，神经元的ｄｙｎａｃｔｉｎ１功能低
下是神经变性疾病的直接原因［２４］。比较生物学发
现神经元和肾小球足细胞在形态、生理功能方面有
很多相同点［５７］。我们的前期研究（待发表）发现糖
尿病肾病中足细胞ｄｙｎａｃｔｉｎ１表达显著下降，提示
足细胞ｄｙｎａｃｔｉｎ１功能紊乱与糖尿病肾病发病有
关。本研究利用基因重组技术，构建小鼠ｄｙｎａｃｔｉｎ１
野生型和突变型真核表达载体，并观察其在小鼠足
细胞中的表达，为进一步探究ｄｙｎａｃｔｉｎ１在糖尿病
肾病足细胞损伤中的作用奠定实验基础。

１　材料和方法

１．１　材料　真核表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＦＬＡＧ
（５．４ｋｂ）和ｐＥＧＦＰＮ１（４．７ｋｂ）由日本名古屋大学
医学部黄哲博士提供。ＮＥＢ５α感受态大肠杆菌购
自ＮＥＢ公司，限制性内切酶购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ（Ｔｈｅｒ
ｍｏ）公司，快速连接试剂盒购自 ＮＥＢ公司，ＰｆｕＵｌ
ｔｒａⅡ 高保真 ＤＮＡ 聚合酶购自Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ（Ａｇｉ
ｌｅｎｔ）公司，ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ反转录酶购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司，Ｗｉｚａｒｄ○ＲＳＶ 凝胶及ＰＣＲ纯化系统购自Ｐｒｏ
ｍｅｇａ公司，小鼠脊髓总ＲＮＡ购自Ｃｌｏｎｔｅｃｈ（ＴａＫａ
Ｒａ）公司，小鼠足细胞株 ＭＰＣ５由复旦大学附属华
山医院肾内科郝传明教授赠予，位点特异性突变导
入试剂盒购自ＴＯＹＯＢＯ公司，多位点点突变试剂盒
购自 Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ（Ａｇｉｌｅｎｔ）公司，ＰＣＲ 引物由Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购
自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，兔抗ｄｙｎａｃｔｉｎ１（Ｈ３００）多克隆
抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，小鼠抗ＦＬＡＧＭ２单克
隆抗体购自Ｓｉｇｍａ公司，兔抗αｔｕｂｕｌｉｎ单克隆抗体
购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司，小鼠抗ＧＡＰＤＨ单克隆抗
体购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５９４标记的驴抗
兔ＩｇＧ二抗购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＥＣＬＰｒｉｍｅ蛋白
质印迹检测系统购自ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司。

１．２　ｃＤＮＡ合成　以 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８为引物，用Ｓｕ

ｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ反转录酶将总ＲＮＡ反转录合成ｃＤＮＡ。

１．３　野生型小鼠ｄｙｎａｃｔｉｎ１载体的构建　以合成
的ｃＤＮＡ为模板，用ＰｆｕＵｌｔｒａⅡ 高保真ＤＮＡ聚合
酶进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ引物（大写划线部分为酶切
位点）分别为：ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１Ｆｏｒｗａｒｄ（ＫｐｎⅠ）：５′
ｔｔａａＧＧＴＡＣＣｇｃｃａｃｃａｔｇｇｃｃｃａｇａｇｃａｇｇａｇｇｃａ
３′；ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１Ｒｅｖｅｒｓｅ（ＸｈｏⅠ）：５′ｔａａｔＣＴ
ＣＧＡＧａｔｇｇａｇａｔｇａｇｇｃｇａｃｔｇｔｇａａｇｃ３′；ｍｕｓｄｙ
ｎａｃｔｉｎ１Ｆｏｒｗａｒｄ（ＸｈｏⅠ）：５′ｔｔａａＣＴ ＣＧＡ Ｇｇｃ
ｃａｃｃａｔｇｇｃｃｃａｇａｇｃａｇｇａｇｇｃａ３′；ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１
Ｒｅｖｅｒｓｅ（ＥｃｏＲⅠ）：５′ｔａａｔＧＡＡＴＴＣＧｇｇａｇａｔｇ
ａｇｇｃｇａｃｔｇｔｇａａｇｃ３′。ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶
电泳，用 Ｗｉｚａｒｄ○ＲＳＶ凝胶及ＰＣＲ纯化系统回收和纯
化ＰＣＲ产物，然后用ＸｈｏⅠ和ＥｃｏＲⅠ酶切ＰＣＲ产
物及载体ｐＥＧＦＰＮ１，用ＫｐｎⅠ和ＸｈｏⅠ酶切ＰＣＲ
产物及载体ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＦＬＡＧ，用快速连接试
剂盒进行连接反应。转化感受态大肠杆菌，取阳性
克隆 菌 落 抽 提 质 粒，进 行 ＸｈｏⅠＥｃｏＲ Ⅰ 或

ＫｐｎⅠＸｈｏⅠ双酶切鉴定及测序。测序用８个不
同阶段的小鼠 ｄｙｎａｃｔｉｎ１引物，由 ＣＥＱ８０００型

ＤＮＡ分析系统（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）进行。所构
建的载体命名为ｐｃＤＮＡ３．１ＦＬＡＧ／ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１
（ｗｔ）或ｐＥＧＦＰＮ１／ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１（ｗｔ）。

１．４　突变型（Ｇ５９Ｓ）小鼠ｄｙｎａｃｔｉｎ１载体的构建　利
用位点特异性突变导入试剂盒把小鼠ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｃＤ
ＮＡ第４６０个碱基Ｇ改变成Ａ，ＰＣＲ引物（大写划线部
分为突变碱基）为：ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１（Ｇ５９Ｓ）ｐｒｉｍｅｒＦ：

５′Ａｃｇｔｇａｔｔｃｔｇｇａｔｇａａｇｃａａａａｇｇ３′；ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ
１（Ｇ５９Ｓ）ｐｒｉｍｅｒＲ：５′ｃｃａｃｃｃａｔｔｔｇｃｃａｇｔｇｇｃａａａｇａｇ
３′。用Ｔ７引物（５′ｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇ３′）和

ＣＭＶＦ引物（５′ｃｇｃａａａｔｇｇｇｃｇｇｔａｇｇｃｇｔｇ３′）分别对

ｐｃＤＮＡ３．１ＦＬＡＧ／ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１（Ｇ５９Ｓ）或ｐＥＧＦＰ
Ｎ１／ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１（Ｇ５９Ｓ）进行测序。

１．５　表达载体的转染及其表达　用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００试剂盒进行细胞转染。实验组用ｐｃＤＮＡ３．１
ＦＬＡＧ／ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１（ｗｔ或Ｇ５９Ｓ）或ｐＥＧＦＰＮ１／

ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１（ｗｔ 或 Ｇ５９Ｓ）转 染 小 鼠 足 细 胞

ＭＰＣ５；对照组用ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＦＬＡＧ或ｐＥＧＦＰ
Ｎ１转染 ＭＰＣ５；空白组不转染。各种重组载体转染

４８ｈ后，提取总蛋白，进行蛋白质印迹分析，用兔抗

ｄｙｎａｃｔｉｎ１（Ｈ３００）多克隆抗体 （１２００）、小鼠抗
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ＦＬＡＧＭ２单克隆抗体（１１０００）、小鼠抗ＧＡＰＤＨ
单克隆抗体（１１０００）分别在４℃孵育过夜，ＨＲＰ二
抗（１５０００）室温孵育１ｈ，然后用ＥＣＬＰｒｉｍｅ化学发
光试剂进行显色，Ｘ光胶片曝光，检测各组蛋白表达；

ｐＥＧＦＰＮ１／ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１（ｗｔ或Ｇ５９Ｓ）转染４８ｈ后，
用４％多聚甲醛固定２５ｍｉｎ，０．２５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００浸透
处理５ｍｉｎ，５％ＢＳＡ溶液封闭４０ｍｉｎ，兔抗αｔｕｂｕｌｉｎ
单克隆抗体（１１０００）４℃孵育过夜，ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５９４
标记的驴抗兔ＩｇＧ二抗（１１０００）室温孵育１ｈ，封片
后在荧光显微镜下观察表达与分布情况。

２　结　果

２．１　小鼠ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｃＤＮＡ 片段的ＰＣＲ扩增　以
小鼠脊髓ｃＤＮＡ为模板，利用含小鼠ｄｙｎａｃｔｉｎ１阅
读框架（ＯＲＦ）头尾序列和相应酶切位点的ＰＣＲ引
物和ＰｆｕＵｌｔｒａⅡ 高保真ＤＮＡ聚合酶进行ＰＣＲ反
应，在０．８％琼脂糖凝胶电泳后，可见大小为３．８ｋｂ
的相应目的ＤＮＡ片段。

２．２　重组表达载体的酶切鉴定　用限制性内切酶

ＫｐｎⅠ、ＸｈｏⅠ双酶切经纯化后的ＰＣＲ产物和ｐｃＤ
ＮＡ３．１（＋）ＦＬＡＧ，质粒再经脱磷酸后，进行连接反
应得到 ｐｃＤＮＡ３．１ＦＬＡＧ／ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１（ｗｔ）载
体；用限制性内切酶ＸｈｏⅠ、ＥｃｏＲⅠ双酶切经纯化后
的ＰＣＲ产物和ｐＥＧＦＰＮ１，质粒再经脱磷酸后，进
行连接反应得到ｐＥＧＦＰＮ１／ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１（ｗｔ）载
体。经感受态大肠杆菌转化，筛选阳性克隆后提取
质粒，再双酶切和经０．８％琼脂糖凝胶电泳后，得到
目的载体和插入片段（图１）。

图１　酶切重组质粒

Ｆｉｇ１　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

ｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＤｉｇｅｓｔｉｏｎｗｉｔｈＫｐｎⅠＸｈｏⅠ；２：ＤｉｇｅｓｔｉｏｎｗｉｔｈＸｈｏ

ⅠＥｃｏＲⅠ．Ａ：ｐｃＤＮＡ３．１ＦＬＡＧ／ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１（ｗｔ）；Ｂ：ｐＥＧＦＰ

Ｎ１／ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１（ｗｔ）

２．３　重组表达载体的测序鉴定　所构建的载体分
别用８个不同阶段的小鼠ｄｙｎａｃｔｉｎ１引物进行测
序，结 果 与 ＧｅｎＢａｎｋ 数 据 库 （Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ：ＮＭ ＿

００７８３５）进行对比（ＢＬＡＳＴ），发现有６个密码子的突
变，因此用多位点点突变试剂盒进行修补，使构建的
序列与ＧｅｎＢａｎｋ序列相一致。

２．４　突变型（Ｇ５９Ｓ）小鼠ｄｙｎａｃｔｉｎ１的鉴定　以

ｐｃＤＮＡ３．１ＦＬＡＧ／ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１（ｗｔ）和 ｐＥＧＦＰ
Ｎ１／ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１（ｗｔ）为模板，利用突变引物和位点
特异性突变导入试剂盒进行突变，测序结果表明成功
把小鼠ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｃＤＮＡ第４６０个碱基Ｇ改变成Ａ，
使ｄｙｎａｃｔｉｎ１第５９个谷氨酸（Ｇｌｙ：ＧＧＣ）变为丝氨酸
（Ｓｅｒ：ＡＧＣ），结果见图２，表明插入突变成功。

图２　重组质粒的测序结果

Ｆｉｇ２　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓ
Ａ：Ｐａｒｔｉａｌｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１ｐｌａｓｍｉｄ；Ｂ：Ｍｕｔａｔｅｄｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１ｐｌａｓｍｉｄ．ＴｈｅｍｕｔａｔｉｏｎＧ→Ａａｔｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

４５９ｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｎａｒｒｏｗ
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２．５　重组表达载体在小鼠足细胞 ＭＰＣ５中的表

达　各种重组载体转染小鼠足细胞 ＭＰＣ５４８ｈ后，

提取总蛋白，进行蛋白质印迹分析。ｐｃＤＮＡ３．１

ＦＬＡＧ／ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１转染细胞，用ｄｙｎａｃｔｉｎ１抗

体检测时，内源性ｄｙｎａｃｔｉｎ１和外源性ｄｙｎａｃｔｉｎ１

ＦＬＡＧ融合蛋白都在同一条带中，因为ＦＬＡＧ标签

蛋白只有２４个氨基酸，ｄｙｎａｃｔｉｎ１ＦＬＡＧ融合蛋

白无法与内源性ｄｙｎａｃｔｉｎ１分开，用ＦＬＡＧ抗体则

检测到相对分子质量约１５００００的ｄｙｎａｃｔｉｎ１ＦＬＡＧ
融合蛋白。ｐＥＧＦＰＮ１／ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１转染细胞，用

ｄｙｎａｃｔｉｎ１抗体检测时，检测到相对分子质量约

１５００００的内源性 ｄｙｎａｃｔｉｎ１和相对分子质量为

１７７０００的外源性ｄｙｎａｃｔｉｎ１ＥＧＦＰ融合蛋白（图３）。

　　ｐＥＧＦＰＮ１／ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１（ｗｔ或 Ｇ５９Ｓ）转染

４８ｈ后，再用αｔｕｂｕｌｉｎ抗体进行免疫荧光染色，在

荧光显微镜下观察表达与分布情况，可见野生型

（ｗｔ）广泛表达在细胞质，呈丝状分布，突变型

（Ｇ５９Ｓ）表达在细胞质，并有明显的蛋白凝聚（图４）。

图３　蛋白质印迹分析法检测ｄｙｎａｃｔｉｎ１
在小鼠足细胞 ＭＰＣ５中的表达

Ｆｉｇ３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｙｎａｃｔｉｎ１（ｗｔｏｒＧ５９Ｓ）

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｏｕｓｅｐｏｄｏｃｙｔｅｃｌｏｎｅ５（ＭＰＣ５）

１，４：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ｐｃＤＮＡＦＬＡＧｄｙｎａｃｔｉｎ１（ｗｔ）；３：ｐｃＤＮＡＦＬＡＧ

ｄｙｎａｃｔｉｎ１（Ｇ５９Ｓ）；５：ｐＥＧＦＰｄｙｎａｃｔｉｎ１（ｗｔ）；６：ｐＥＧＦＰｄｙｎａｃｔｉｎ

１（Ｇ５９Ｓ）．Ａ：ｐｃＤＮＡ３．１ＦＬＡＧ／ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１（ｗｔａｎｄＧ５９Ｓ）；Ｂ：

ｐＥＧＦＰＮ１／ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１（ｗｔａｎｄＧ５９Ｓ）

图４　免疫荧光法检测ｄｙｎａｃｔｉｎ１在小鼠足细胞 ＭＰＣ５中的表达

Ｆｉｇ４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｙｎａｃｔｉｎ１（ｗｔｏｒＧ５９Ｓ）ｉｎｍｏｕｓｅｐｏｄｏｃｙｔｅｃｌｏｎｅ５（ＭＰＣ５）ａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
Ａ：ｐＥＧＦＰＮ／ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１（ｗｔ）；Ｂ：ｐＥＧＦＰＮ／ｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１（Ｇ５９Ｓ）．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｉｅｓ

３　讨　论

　　ｄｙｎａｃｔｉｎ１（又名ｐ１５０Ｇｌｕｅｄ）是相对分子质量为

１５００００的动力蛋白激活蛋白重要亚单位，由１２７８
个氨基酸组成，有微管结合结构域（ｄｏｍａｉｎ）、马达结
合结构域和货物结合结构域［１］。微管结合结构域中

ＣＡＰＧｌｙ（ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｇｌｙｃｉｎｅ
ｒｉｃｈ）模体（ｍｏｔｉｆ）具有高度保守的特性［８１０］，为很

多神经变性疾病的突变部位［２，１１］。人和小鼠的ｄｙｎ
ａｃｔｉｎ１之间具有９０％同源性，第５９个甘氨酸及其
周围的氨基酸序列完全相同［２］，研究表明神经特异
性ｄｙｎａｃｔｉｎ１突变（Ｇ５９Ｓ）敲入小鼠［１２］和人ｄｙｎａｃ
ｔｉｎ１突变型（Ｇ５９Ｓ）转基因小鼠［１３１４］中出现运动神

经元变性病变。因此第５９个甘氨酸突变型可作为

ｄｙｎａｃｔｉｎ１的病理型，用于体外细胞模型的研究。

　　本研究首先将总ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ后，通
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过 ＰＣＲ 方法扩增得到全长小鼠 ｄｙｎａｃｔｉｎ１ 的

ｃＤＮＡ，我们先后反转录了小鼠大脑、脊髓、肝脏、肾
脏及骨骼肌的总ＲＮＡ，并利用４种高保真ＰＣＲ酶
进行扩增，最终以脊髓ｃＤＮＡ为模板，用ＰｆｕＵｌｔｒａ
Ⅱ 高保真ＤＮＡ聚合酶进行ＰＣＲ扩增，得到预期的
片段。这说明不同组织里存在不同的变异体（ｖａｒｉ
ａｎｔ），在脊髓里ｄｙｎａｃｔｉｎ１的表达较多。ＰＣＲ产物
与载体连接后，酶切鉴定表明载体中含有相应的片
段插入；进而用８个不同阶段引物进行测序，与

ＧｅｎＢａｎｋ数据库对比后发现有６个碱基突变，随后
利用多位点点突变试剂盒修补，最终得到正确的序
列。

　　本研究用 ｄｙｎａｃｔｉｎ１抗体和标签蛋白抗体
（ＦＬＡＧ和ＧＦＰ）进行蛋白质印迹分析，检测所构建
的各种表达载体转染小鼠足细胞ＭＰＣ５后的表达情
况和分布，结果均有相应蛋白表达。利用免疫荧光
显微 镜 观 察 转 染 ｐＥＧＦＰＮ１／ｄｙｎａｃｔｉｎ１（ｗｔ或

Ｇ５９Ｓ），可见野生型广泛表达在细胞质，呈丝状分
布；突变型表达在细胞质，并出现蛋白凝聚，与文献
报道一致［３，１５］。

　　本研究成功构建了野生型和突变型小鼠ｄｙｎａｃ
ｔｉｎ１真核表达载体，并在小鼠足细胞中表达，为进
一步探究ｄｙｎａｃｔｉｎ１在糖尿病肾病足细胞损伤中的
细胞分子机制和为下一步开展体外研究奠定实验基

础。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。

　　（志谢　本研究在引物设计、工具质粒的提供、
质粒的测序、分子生物学技术等方面得到了日本名
古屋大学医学部黄哲博士的大力帮助与指导，在此
表示感谢！）
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