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·基础研究·
小鼠紧密连接蛋白 ZO-2 真核表达载体的构建和表达 *
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摘要 目的：克隆小鼠紧密连接蛋白 ZO-2（zonula occludens protein2）基因构建其真核表达载体，并验证其在 293T 细胞系中的表

达，为进一步研究其功能奠定基础。方法：从小鼠淋巴结来源的 cDNA 中分三段分别扩增，通过基因克隆方法获得紧密连接蛋白

ZO-2 基因全长，连接至 pMD-18T 载体中，酶切测序正确后，插入 pEGFP-C2 载体中，构建真核表达载体 pEGFP-C2-ZO2。酶切正

确后，瞬时转染入 293T 细胞中，48h 后荧光显微镜观察其绿色荧光 GFP 融合蛋白的表达，并用 Western blot 检测其在转染细胞中

的蛋白水平表达。结果：通过酶切鉴定和测序结果证明成功克隆了 ZO-2 基因，western blot 结果表明成功构建了真核表达载体

pEGFP-C2-ZO2。结论：小鼠紧密连接蛋白 ZO-2 基因的获得和真核表达载体 pEGFP-C2-ZO2 的成功构建为下一步研究其生物学

功能奠定了基础。
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前言

紧密连接是脊椎动物上皮细胞间及内皮细胞间连接的一

种方式，对细胞间隙的封闭起着重要作用。它不仅是细胞间的

防御屏障和选择性屏障，同时参与调解细胞的增殖分化和极性

形成，此外还可能在上皮细胞或内皮细胞间的黏附信号中起重

要作用[1, 2]。ZO-2 是紧密连接蛋白的成员之一，紧密连接蛋白是

位于紧密连接的重要膜内蛋白。ZO-2 与 ZO-1,ZO-3 同属于

MAGUK （membrane-associated guanylate kinase-like homo-
logues）家族的成员，它们具有显著的序列同源性，都含有三个

PDZ 结构域、一个 SH3 结构域和一个 GUK 结构域。此外，它们

还包括核定位、核输出信号及一个亮氨酸拉链，这些是其他

MAGUK 家族成员不具有的基序[3]。它们共同参与构成上皮和

内皮细胞间的紧密连接和对上皮极性的维持，经细胞骨架影响

细胞的形态和运动及与紧密连接之间的信号传递，而且可能参

与紧密连接功能的调节作用[2]。ZO-2 蛋白在紧密连接部被认

为是比较特殊的一员，它通过其 PDZ2 结构域与 ZO-1 相互作

用而共同存在于上皮细胞的紧密连接部和非上皮细胞的黏合

连接处[4]。本实验室前期研究发现 ZO-2 与 Notch 途径的重要信

号分子 RBP-J 的抑制蛋白 KyoT2 在体外有直接的相互作用[5]，

而且研究表明 ZOPs 和胞内的信号传导和转录调节有相关

性[4]。
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Notch 信号是诱导 EMT 发生的主要信号途径，参与调控

恶性肿瘤的侵袭和迁移 [6,7]。EMT 即上皮间充质转化（Epithe-

lial-Mesenchymal Transitione,EMT） 是指上皮细胞丧失其表型

并获得间充质表型的过程。它的发生是通过抑制编码紧密连接

和黏合连接复合物的基因表达，使上皮间的连接复合物裂解和

细胞极性丧失，细胞失去彼此间的连接，并突破基底膜屏障进

入细胞外基质，从而获得迁移和侵袭能力[8,9]。EMT 在成体器官

恶性肿瘤的发生发展中具有关键的作用。研究发现在许多癌症

类型中 ZOPs 是异位和下调的，而且与 EMT 的发生过程密切

相关。缺失 ZO-2 和 ZO-1 细胞间的紧密连接则不能形成，既使

下调 ZO-2 也会使得 E-cadherin 呈现无极性分布，从而使紧密

连接的功能发生改变，而且 E-cadherin 的变化也是 EMT 的一

项重要观察指标。同时 ZO-1 从质膜向胞质的异位和功能失调

可以诱导 MDCKⅠ细胞发生 EMT，而 ZO-2 与 ZO-1 有着直接

的相互作用[10]。ZO-2 的异位聚集可导致 M2PK 蛋白水平提高，

M2PK 是癌细胞中特异性表达的蛋白[11]。而本课题组前期的研

究发现与 ZO-2 相互作用的 Notch 途径抑制蛋白 KyoT2 是位

于胞核的蛋白，是否由于与 KyoT2 的相互作用而导致 ZO-2 的

异位改变呢？结合以上研究结果，本研究设想 ZO-2 可能通过与

KyoT2 的相互作用而参与了 Notch 介导的 EMT 过程，基于对

这一过程可能的功能机制的探索，我们首先克隆构建了小鼠

ZO-2 基因和其真核表达载体，以期为进一步的研究工作奠定

基础。

1 材料与方法

1.1 材料

小鼠淋巴结 cDNA,真核表达载体 pEGFP-C2，293T 细胞系

为本室保存。大肠杆菌 XL-10 为本实验室保存菌种。胰蛋白胨，

酵母提取物为 Oxoid 公司产品。细胞培养用 DMEM 购自

GIBCO 公司，胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料公司。La

Taq 酶，pMD-18T 载体，SolutionΙ 连接酶，限制性内切酶 ClaΙ，
SalΙ，XhoΙ,EcoRΙ 购自 Takara 生物公司，GFP 抗体购自 Stanta

公司。引物合成及序列分析有上海生工生物技术有限公司完

成。细胞裂解液 RIPA，蛋白酶抑制剂 PMSF，PVDF 膜购自

Beyotime。
1.2 实验步骤及方法

1.2 1 分子克隆 PCR 扩增小鼠 ZO-2 基因 根据 Gene Bank (登

录号：NM_011597)中小鼠 ZO-2 基因的核苷酸序列，对其开放

读码框分三段进行扩增。首先设计并合成了三对引物如下所

示 ： 第 一 对 ： 上 游 引 物 F1：5'-ATCGATATGGAGGAGGT-

GATATGG-3'， 下 游 引 物 R1:5'- CTCGAGACTTTTCTAT-

TAACTTCCGAGC-3'; 第 二 对 ： 上 游 引 物 F2:5'-CTCGAG-

GAAAACTGCAGCTTGTGGTG-3'， 下 游 引 物 R2：5'- CG-

GAATTCACGTTGATTGTGGCTGT-3'；第三对：上游引物 F3：

5'- GAATTCAGCCAACGATGGCTGGTTTG-3'，下游引物 R3:

5'- AAGTCGACCTATAACTCCGTGTCTCGGT-3'。以小鼠淋巴

结 cDNA 为模板聚合酶链反应扩增 ZO-2 基因，三段的 PCR 反

应条件为：95℃热变性 5min 后进行 40 个循环。扩增参数分别

如下：95℃变性 30s, 第一段 61℃退火 30s, 第二段 66℃退火

30s, 第三段 63℃退火 30s。72℃延伸 40s。所有循环结束后于

72℃延伸 7min。用 1.0％琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 扩增的结

果。
1.2.2 ZO-2 全长的构建及酶切鉴定 将纯化的 PCR 产物分别

连入 pMD-18T Vecter 中，第一段分别用 ClaⅠ和 XhoⅠ双酶切

和 Hind Ⅲ单酶切，第二段分别用 EcoRⅠ , XhoⅠ双酶切和

BamHⅠ，XhoⅠ双酶切，第三段 EcoRⅠ, SalⅠ双酶切和 Bam
Ⅰ单酶切的酶切方案鉴定克隆是否正确。选取正确的克隆送测

序，测序鉴定正确后，把测序正确的含第一段目的片段的质粒

用 XhoⅠ和 EcoRⅠ双酶切后回收纯化所得片段,同时把含第二

段目的片段的质粒用 EcoRⅠ和 XhoⅠ双酶切后回收纯化目的

片段，把含第三段目的片段的质粒用 EcoRⅠ单酶切后回收纯

化目的片段。把回收后的第二和第三段目的片段分别连入第一

段目的片段，得到 pMD-18T-ZO2。经 XhoⅠ和 NcoⅠ双酶切可

分别获得 852bp,1605bp 和 3704bp 的 DNA 片段，与预期的片

段大小相符，通过基因测序鉴定正确。
1.2.3 真核表达载体 pEGFP-C2-ZO2 的构建及鉴定 将酶切鉴

定过的质粒 PMD-18T-ZO2 选用了 SalⅠ两个酶切位点将目的

片段 ZO-2 切下并纯化产物，空载体 pEGFP-C2 选用 XhoⅠ和

SalⅠ 酶 切 后 回 收 大 片 段 后 ， 把 ZO-2 连 入 酶 切 回 收 后 的

pEGFP-C2 载体中，SolutionⅠ连接酶 4℃连接过夜。将连接产

物转化至宿主菌 E.coli XL10 中，在含有卡那霉素的 LB 琼脂平

板上倒置培养过夜。挑取阳性菌落，提取质粒后，用 ClaⅠ单酶

切 筛 选 正 确 克 隆 并 测 序 鉴 定 ， 正 确 克 隆 命 名 为

pEGFP-C2-ZO2。所涉及的相关实验操作方法参考分子克隆实

验指南。
1.2.4 细胞培养及转染 293T 细胞用含有 10％胎牛血清的

DMEM，50mL/L CO2，37℃饱和湿度下的孵箱中培养。细胞在转

染前，分别以每孔 5×105 个细胞的密度接种于 6 孔板中，第二

天在细胞融合约为 80-90％时，使用脂质体（lipofectamine2000

购自 Invitrogen 公司）进行转染，随后在相应的时间点收获细胞

进行相关试验检测。
1.2.5 真核表达载体 pEGFP-C2-ZO2 的蛋白表达检测 转染

48h 后荧光显微镜下观察 293T 细胞的绿色荧光表达情况观察

转染效率，Western Blot 检测构建的 pEGFP-C2-ZO2 的蛋白表

达。脂质体转染法转染 293T 细胞，每孔细胞约 5×105 个细胞，

共转 2μg 质粒，48h 后，RIPA 裂解液裂解细胞，提取蛋白。对提

取的蛋白进行 SDS-PAGE 电泳，170mA 转膜 2h,脱脂奶粉封闭

1h 后，用抗 GFP 抗体 4℃孵育过夜，PBST 漂洗 3 遍，用 HRP

标记的兔抗羊抗体室温孵育 1h，加入显影剂，化学发光检测目

的蛋白。

2 结果

2.1 ZO-2 基因克隆

将 PCR 产 物 进 行 1％琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 分 别 在

1064bp,1474bp 和 973bp 得到单一条带，与目的片段大小位置

相符（图 1），
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图 2 三个分段克隆 pMD18T-ZO2(1,2,3)酶切鉴定的琼脂糖凝胶电泳

图。1.ClaⅠ和 XhoⅠ双酶切结果(1‘). HindⅢ单酶结果 2. EcoRⅠ和

XhoⅠ双酶切结果 2‘. BamHⅠ和 XhoⅠ双酶切结果 3.EcoRⅠ和 SalⅠ

双酶切结果 3’.BamⅠ单酶切结果:M为 DNAMarker DL5000

Fig.2 Restriction enzyme digestion of three vectors, pMD18T-ZO2(1,2,3).

1.Double enzyme digestion with ClaⅠand XhoⅠ(1’).Enzyme digestion

with HindⅢ2. Double enzyme digestion with EcoRⅠand XhoⅠ(2‘).

Double enzyme digestion with BamHⅠand XhoⅠ3. Double enzyme

digestion with EcoRⅠand SalⅠ(3’). Enzyme digestion with BamHⅠ:M,

DNAMarker DL5000

图 3A 全长克隆 pMD-18T-ZO2 酶切鉴定的琼脂糖凝胶电泳图。 Xho

Ⅰ和 NcoⅠ双酶切结果 3B.载体 pEGFP-C2-ZO-2 酶切鉴定的琼脂糖凝

胶电泳图。ClaⅠ单酶切结果：M 为 DNAMarker，1-2 道为不同克隆酶

切结果

Fig.3 A Restriction enzyme digestion of the vector pMD-18T-ZO2,3B

Restriction enzyme digestion of the vector pEGFP-C2-ZO2:M,DNA

Marker,Line 1-2 is the results of different clones

将目的片段分别连入 pMD-18T Vector 后，得到的第一个

克隆经 ClaⅠ和 XhoⅠ双酶切和 HindⅢ单酶切可分别获得

1062bp 和 716bp 的 DNA 片段。第二个克隆经 EcoRⅠ,XhoⅠ

双酶切和 BamHⅠ,XhoⅠ双酶切可分别获得 1504bp 和 1483bp
的 DNA 片段。第三个克隆经 EcoRⅠ,SalⅠ双酶切和 BamⅠ单

酶切可分别获得 979bp 和 503bp 的 DNA 片段。与预期的片段

大小相符（图 2）。
测序结果表明该序列与 Gene Bank 中序列 （登录号：

NM_011597）完全相符。把测序正确的三个质粒经酶切、回收、
连接构建 ZO-2 基因全长得到的 pMD-18T-ZO2，经 XhoⅠ和

NcoⅠ双酶切可分别获得 852bp,1605bp 和 3704bp 的 DNA 片

段，与预期的片段大小相符（图 3A）。
2.2 ZO2 真核表达载体 pEGFP-C2-ZO2 的酶切鉴定

重组质粒 pEGFP-C2-ZO2 经 ClaⅠ单酶切后，可获得约

4735bp 的 DNA 片段，与预期片段大小相符（图 3B）。测序结果

表明该序列与 Gene Bank 中序列（登录号：NM_011597）完全相

同，且读码框编码正确。
2.3 融合蛋白 pEGFP-C2ZO2 的表达鉴定

用脂质体瞬时转染 293T 细胞 48h 后，在荧光显微镜下观

察到绿色荧光蛋白的表达（图 4），收集蛋白，经 Western blot 检

测（抗 GFP 抗体）鉴定获得表达正确的 ZO-2 融合蛋白（图 4）。

图 1 PCR 扩增 ZO-2 三个片段的琼脂糖凝胶电泳图。M 为DNA marker DL2000。A.第一个片段 B.第二个片段 C.第三个片段

Fig.1 Agarose gel electrophoresis of three PCR products of ZO-2：M,DNA marker DL2000,A.The first sequence,B.The second sequence,C.The third

sequence
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3 讨论

肿瘤的侵袭与转移是癌症治疗中的最大障碍，因此目前研

究主要集中在其发生发展机制，以寻求治疗癌症的突破点。
EMT 作为肿瘤转移与迁徙的重要参与者，使细胞间的连接与

肿瘤的发生产生了新的联系。EMT 过程中紧密连接出现了功

能障碍，细胞与细胞之间的粘附分子和细胞的极性丧失，细胞

的迁移和侵袭能力增强。正常细胞间的紧密连接结构由三种膜

整合蛋白和其内侧的胞浆蛋白组成，在 EMT 过程中，位于紧密

连接的蛋白分子有不同程度的下调缺失和异位。ZO-2 隶属紧

密连接部的胞浆蛋白，是紧密连接复合体中的一个关键调节蛋

白，ZO-2 的在细胞内定位变化可能参与调控细胞间解离及侵

袭转移[12]。许多研究表明，ZO-2 在许多肿瘤细胞中不正常的失

活，它是一个候选肿瘤抑制蛋白，ZO-2 的下调可使紧密连接部

的防护功能下调[13]。这均表明 ZO-2 在 EMT 的发生中具有相关

性。那么它是如何参与 EMT 的发生而在肿瘤的发生发展中起

作用？基于这方面具体机制的研究较少。ZO-1 与 EMT 的发生

直接相关，而 ZO-1 和 ZO-2 具有高度的序列同源性，其编码的

氨基酸序列的同源性可达 51%。ZO-2 是通过与 ZO-1 的相互作

用而被发现的，它们以复合物的方式定位于紧密连接的胞浆

侧，共同参与组成基因表达和细胞功能的信号传导通路 [14]。
ZO-1 参与的 TGF-β 诱导 EMT 过程中，可以明显观察到 Notch
配体 Jagged1 和 Notch 靶基因 Hey1 的表达的变化，同时使

Notch 失活则可阻断 TGF-β 诱导的 EMT[15, 16]。而 ZO-2 可以与

Notch 途径的相关分子 Kyo-T2 相结合，综合以上研究我们推

断 ZO-2 可能通过 KyoT2 参与了 TGF-β 和 Notch 介导的 EMT
过程。对这一过程的研究将进一步阐明 Notch 调控 EMT 发生

过程的机制，为恶性肿瘤中新的治疗靶点奠定理论基础。
小鼠 ZO-2 的分子量为 160kDa,其开放读码框共编码 1167

个氨基酸，分子量为 132kDa[17]。本实验通过对全长 ZO-2 基因

编码区序列的克隆，所得的 DNA 序列与 Gene Bank 所给序列

完全相符。通过生物分子克隆技术成功构建了带绿色荧光蛋白

GFP 的真核表达载体，并在真核细胞水平成功表达了带有绿色

荧光的 ZO-2 融合蛋白。此融合蛋白使得不仅可以直观的观察

到蛋白在细胞组织水平的表达量，而且可通过绿色荧光观察其

在细胞中的功能定位和蛋白的相互作用，为以后对其在 ENT
发生过程中的功能和分子机制的深入研究奠定了良好的基础。
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态性。在国内学者研究中发现，CD 患者及健康对照组中均未发

现与西方白人 CD 发病相关的 rs11209026 存在多态性[13]，而国

外 报 道 与 CD 发 病 可 能 相 关 的 rs1004819，rs7517847，

rs2201841，在中国 CD 患者 - 健康对照组中没有发现在基因型

和等位基因型频率上有显著性差异[14,15]。
本研究通过进行 CD 患者中 IL-23R 的 rs11465779 位点多

态性分析，并未发现与中国南方汉族人群 CD 发病的有相关

性。但需要扩大研究人群，提高样本量进行进一步分析，寻找中

国人群中的与 CD 相关的遗传易感基因。
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