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pEGFP鄄N1鄄Mxi1鄄0 重组质粒的构建与表达

胡圳圳1,李摇 璐2,吴小芸2,郑大同1,2,吴伟玲2

[摘要]目的:构建 Max 作用蛋白 1鄄0(Max interacting protein1鄄0,Mxi1鄄0) 的真核表达载体,在小鼠胚胎成纤维细胞(NIH / 3T3)
中表达,以期为深入研究Mxi1鄄0 的作用及机制奠定基础。 方法:通过 RT鄄PCR 方法从人肿瘤细胞 HepG2 中获得Mxi1鄄0 基因的

编码片段,连接至增强绿色荧光蛋白真核表达载体(pEGFP鄄N1)构建成 pEGFP鄄N1鄄Mxi1鄄0。 经酶切和测序鉴定重组质粒的正

确性;采用脂质体转染技术将重组质粒瞬时转染 NIH / 3T3 细胞,经荧光显微镜观察和 Western blot 方法检测 Mxi1鄄0 表达,免疫

荧光法检测 Mxi1鄄0 在 NIH / 3T3 细胞内的定位情况。 结果:经双酶切和核酸序列测序鉴定证实含 Mxi1鄄0 的重组真核表达载体

pEGFP鄄Mxi1鄄0 构建成功。 重组质粒瞬时转染 NIH / 3T3 细胞后,检测到 Mxi1鄄0 的成功表达,并证实 Mxi1鄄0 主要定位于 NIH /
3T3 细胞质中。 结论:成功构建了真核表达载体 pEGFP鄄N1鄄Mxi1鄄0,并检测到 Mxi1鄄0 的表达,实验证明 Mxi1鄄0 定位于 NIH / 3T3
细胞质中。
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Construction and expression of the recombinant plasmid pEGFP鄄N1鄄Mxi1鄄0
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[Abstract] Objective:To construct the recombinant eukaryote expression vector containing Max interacting protein(Mxi)1鄄0 gene,and
detect the expression of Mxi1鄄0 in mouse embryo fibroblast(NIH / 3T3) cells for providing the basis to explore the effect and mechanism
of Mxi1鄄0. Methods:Mxi1鄄0 gene was cloned by RT鄄PCR from cancer cells,which was subcloned into enhanced green fluorescent
protein eukaryote expression vector ( pEGFP鄄N1) to construct the recombinant vector pEGFP鄄N1鄄Mxi1鄄0. The recombinant vector
pEGFP鄄N1鄄Mxi1鄄0 was identified by enzyme digestion and sequencing,which was transfected into the NIH / 3T3 cells by lipidosome. The
protein expression of Mxi1鄄0 in NIH / 3T3 cells was detected by Western blot,the intracellular localization of Mxi1鄄0 was investigated by
immunofluorescence. Results: The recombinant eukaryote expression vector encoding Mxi1鄄0 was successfully constructed. The
expression of Mxi1鄄0 in NIH / 3T3 cells could be detected by Western blot. The Mxi1鄄0 localized in the cytoplasm of NIH / 3T3 cells.
Conclusions:The recombinant expression vector pEGFP鄄N1鄄Mxi1鄄0 is successfully constructed. The Mxi1鄄0 expression in NIH / 3T3
cells can be detected,which localizes in the cytoplasm.
[Key words] recombinant plasmid;cellular localization;Max interacting protein 1鄄0;mouse embryo fibroblast

摇 摇 Max 作用蛋白 1(Max interacting protein1,Mxi1)
属于 Max 二聚化蛋白 ( Max dimerization protein,
Mad)家族成员,参与原癌基因 c鄄MYC 转录活性的

调节[1 - 2]。 Mxi1鄄0 是 Mxi1 的同型异构体,两者共享

数个功能域[3]。 Mxi1鄄0 在胎盘与新生胎儿组织中

大量表达,在细胞中与 Mxi1 同时表达[4 - 5]。 目前有

关 Mxi1鄄0 的许多生物学功能和其发挥效应的机制

尚未完全明了,值得深入研究。 本研究旨在构建

Mxi1鄄0 的真核表达载体,为深入探索 Mxi1鄄0 的作用

及机制奠定基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料 摇 NIH / 3T3 细胞(中国科学院上海细胞

库);增强绿色荧光蛋白真核表达载体(pEGFP鄄N1)
和大肠埃希菌 DH5琢 由本实验室保存。 PCR 试剂

盒(瑞士 Roche 公司);胶回收试剂盒和质粒纯化试

剂盒(德国 Macherey鄄Nagel 公司);限制性核酸内切

酶 EcoR 玉、BamH 玉(美国 NEB 公司);卡那霉素

(美国 Sigma 公司);TRIzol、T4 连接酶、转染试剂

LipofectamineTM (美国 Invitrogen 公司); GFP 抗体
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(美国 Santa Cruz 公司)。
1. 2摇 方法摇
1. 2. 1 摇 目的片段的 PCR 扩增 摇 根据 GeneBank 中

Mxi1鄄0 基因 mRNA 全长序列(NM130439. 3),采用

Accelrys DS Gene1. 5 软件进行引物设计,引物序列

如下:上游引物 5忆鄄 CCG GAA TTC GCC ACC ATG
GGC AAA CGC GG鄄3忆(下划线表示 EcoR 玉的酶切

位点);下游引物 5忆鄄CGC GGA TCC CGT GAA GTG
AAT GAA AGT TTG ACA鄄3忆(下划线表示 BamH 玉
的酶切位点)。 目的片段产物长度为 911 bp。 PCR
引物由 Invitrogen 公司合成。 Trizol 法提取人肝癌细

胞株 HepG2 的总 RNA,反转录成 cDNA,用上述设

计好的引物进行 PCR 扩增,具体反应条件如下:
95 益预变性 2 min,95 益 30 s,56. 8 益 30 s,72 益
60 s,共进行 30 个循环,最后 72 益延伸 6 min。 PCR
扩增产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳分离,用胶回收试

剂盒回收目的基因片段。
1. 2. 2 摇 重组质粒 pEGFP鄄N1鄄Mxi1鄄0 的构建及鉴定

摇 将 PCR 产物和 pEGFP鄄N1 载体分别用限制性内

切酶 EcoR 玉和 BamH 玉进行双酶切,酶切产物用

T4 连接酶于 16 益连接过夜。 连接产物转化 DH5琢
感受态细胞。 37 益培养 18 h 后挑取单克隆菌落培

养扩增,提取质粒进行酶切鉴定,鉴定为阳性的重组

质粒交由上海美吉生物医药科技有限公司测序验

证。 测序正确的质粒命名为 pEGFP鄄N1鄄Mxi1鄄0。
1. 2. 3 摇 pEGFP鄄N1鄄Mxi1鄄0 重组质粒转染 NIH / 3T3
细胞摇 NIH / 3T3 培养于含 10% 胎牛血清的 DMEM
培养基中,转染前 24 h 将处于对数生长期 NIH / 3T3
细胞以 3 伊 105 细胞 /孔接种至 6 孔细胞培养板中,
于 37 益 5% CO2 培养 24 h,使转染当天细胞处于

80%的汇合率。 转染步骤如下:在 1 支无菌 EP 管中

分别加入 100 滋l Opti鄄MEM 培养液、2 滋g 的质粒、
4 滋l Plus试剂,混匀,室温下孵育 15 min;在另 1 支

EP 管中分别加入 100 滋l Opti鄄MEM 培养液 和 10 滋l
脂质体,混匀。 将 2 支 EP 管中溶液混合,室温下孵

育 15 min。 用 PBS 洗细胞 2 次后加入 0. 8 ml Opti鄄
MEM 培养液。 将 pEGFP鄄N1鄄Mxi1鄄0鄄脂质体混合液

逐滴加入培养孔内。 37 益孵育 5 h 后吸出混合液,
以含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基替换。 转染

48 h后荧光显微镜下观察绿色荧光表达情况。 实验

中以转染空载体为对照。
1. 2. 4摇 Western blot 检测细胞中 Mxi1鄄0 表达摇 细胞

转染 48 h 后收集细胞加入 RIPA 蛋白裂解液提取总

蛋白,蛋白浓度用 BCA 比色法测定。 加 6 伊 上样缓

冲液,煮沸 10 min 使其变性。 取等量蛋白进行 SDS鄄
PAGE 电泳分离,经湿转法转移至 PVDF 膜上,5%
脱脂奶粉室温下封闭 1 h,一抗 anti鄄GFP 抗体(抗体

稀释浓度 1颐 1 000)4 益孵育过夜,TBST 洗膜,二抗

羊抗鼠 lgG鄄HRP(抗体稀释浓度 1颐 1 000)室温孵育

2 h,TBST 洗膜,暗室中加入 ECL 液后曝光和显影。
1. 2. 5摇 免疫荧光检测 Mxi1鄄0 在 NIH / 3T3 细胞内的

定位摇 细胞转染 48 h 后,用预冷 PBS 洗涤 2 次,4%
多聚甲醛室温下固定 30 min。 预冷 PBS 洗涤 3 次,
细胞用 0. 2% TritonX鄄100 处理 5 min。 预冷 PBS 洗

涤 3 次之后细胞用 1% BSA 封闭 1 h,一抗 anti鄄GFP
抗体(抗体稀释浓度 1颐 200)4 益孵育过夜,预冷 PBS
洗涤 3 次,FITC鄄羊抗鼠 lgG(抗体稀释浓度 1 颐 200)
37 益避光孵育 1. 5 h,预冷 PBS 洗涤 3 次,用封片剂

封片,荧光显微镜下观察并拍照。

2摇 结果

2. 1 摇 目的基因 Mxi1鄄0 的扩增 摇 以 HepG2 细胞

RNA 反转录产物为模板,用 Mxi1鄄0 引物,PCR 扩增

Mxi1鄄0 基因,并进行琼脂糖凝胶电泳鉴定,结果如

图 1 所示,可见在 911 bp 左右位置有单一特异性条

带,与 Mxi1鄄0 实际片段大小相符合。

2. 2摇 重组质粒 pEGFP鄄N1鄄Mxi1鄄0 的鉴定摇 重组质

粒用双酶切,产生大小 2 个片段(见图 2 A),分别代

表载体 pEGFP鄄N1 和 Mxi1鄄0 基因片段,初步表明载

体构建成功。 部分测序报告结果显示,pEGFP鄄N1
载体的部分序列,EcoR 玉和 BamH 玉酶切位点,起
始密码子 ATG 以及 Mxi1鄄0 基因 N 端和 C 端的部分

序列。 使用 DNASIS MAX 软件进行同源性比较分

析发现,克隆的基因序列与 GeneBank 上所公布的
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Mxi1鄄0 基因序列一致,说明 Mxi1鄄0 以正确的阅读框

插入真核表达载体 pEGFP鄄N1 中(见图 2B)。
2. 3摇 重组质粒 pEGFP鄄N1鄄Mxi1鄄0 在 NIH / 3T3 中的

表达摇 使用脂质体法将空载体和重组质粒 pEGFP鄄
N1鄄Mxi1鄄0 转染 NIH / 3T3 细胞,转染 48 h 后,荧光显

微镜下可观察到绿色荧光表达(见图 3)。
2. 4摇 Western blot 法检测 Mxi1鄄0 的表达摇 转染 48 h
后裂解细胞提取总蛋白,用 Western blot 鉴定 GFP
和 Mxi1鄄GFP 重组蛋白的表达。 结果表明,转染空

载体 pEGFP鄄N1 和重组质粒 pEGFP鄄N1鄄Mxi1鄄0 的两

个细胞株分别显示相对分子量为 27 000 和 59 000

的蛋白条带(见图 4),与预期蛋白分子量大小一致。
2. 5摇 Mxi1鄄0 在 NIH / 3T3 细胞中的定位摇 免疫荧光

实验结果显示,空载体 pEGFP鄄N1 在细胞中呈弥散

性分布表达,而重组质粒 pEGFP鄄N1鄄Mxi1鄄0 转染细

胞核周围有绿色荧光表达(见图 5)。

3摇 讨论

摇 摇 Mxi1 是 1 种肿瘤抑制基因,参与 c鄄MYC 功能调

节。 其羧基末端的碱性螺旋 -环 -螺旋亮氨酸拉链

结构域和 c鄄MYC 竞争结合 Max,抵消 c鄄MYC 的促转

录作用。 Mxi1 的氨基末端有 Sin3 结合位点鄄SID,当
Mxi / Max 二聚体附着至 DNA 的 E鄄box 后,二聚体上

Mxi 的 Sin3 募集组蛋白去乙酰化酶导致染色体固缩

从而抑制转录, 干扰 c鄄MYC 的促转录作用[2]。
Mxi1鄄0 是 Mxi1 的同型异构体基因[4 - 5],两者除第 1
个外显子外,其后连续的 5 个外显子序列完全一致,
均有 Sin3 结合位点鄄SID。 研究[6 - 7] 表明,Mxi1鄄0 虽

然可以和 Max 形成异源二聚体并募集 Sin3,但是它

并不能像 Mxi1 一样抑制 c鄄MYC 依赖性的转录,提
示 Mxi1鄄0 可能与 Mxi1 有着不同的生物学功能。

蛋白质分子在细胞内的定位决定该分子能否发

挥活性及功能的特异性,增加细胞中 Mxi1鄄0 的表达

并了解其亚细胞定位情况是必要且势在必行的。 本

研究课题的前期生物信息学分析提示 Mxi1鄄0 可能
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定位于细胞质,故 Mxi1鄄0 不一定如 Mxi1 一样定位

于细胞核。 为明确并验证其亚细胞定位情况,本研

究选用 pEGFP鄄N1 为载体, 将 Mxi1鄄0 基因插入

pEGFP鄄N1 载体中,通过酶切测序等验证,成功构建

真核表达载体 pEGFP鄄N1鄄Mxi1鄄0,并将其以脂质体

介导的方法体外瞬时转染 NIH / 3T3 细胞,转染后利

用荧光显微镜观察,可见转染 pEGFP鄄N1 空载体的

NIH / 3T3 细胞,其 GFP 蛋白弥漫分布于整个细胞;
而转染 pEGFP鄄N1鄄Mxi1鄄0 重组质粒的 NIH / 3T3 细

胞,其融合蛋白则集中表达于细胞质,这与我们前期

的生物信息学分析结果相符。
总之,我们利用基因克隆技术成功构建了含

Mxi1鄄0 基因的真核表达载体 pEGFP鄄N1鄄Mxi1鄄0,并
转染至 NIH / 3T3 细胞,结果提示 Mxi1鄄0 在 NIH / 3T3
细胞中可能主要在细胞质中发挥作用。 pEGFP鄄N1鄄
Mxi1鄄0 载体的成功构建为该基因的进一步生物学

作用研究奠定了实验基础。
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医学论文设立对照的方法(三)

3摇 同时自身对照

前面所述各种对照,除了前后对照可以在自身进行外,其他对照都要在不同的个体或群体

之间进行。 同时自身对照是一种难得的常见对照方法,因其在同一个体上进行,误差可较小。
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