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Ppp5c和 TTC16基因的 TPR结构域与 Hsp70、Hsp90蛋白
的相互作用及对细胞周期的影响 *
刘德康 李 蕾 陈 霞 唐 超 李建民△

（南京医科大学基础医学院 江苏南京 210029）

摘要 目的：研究 Ppp5c及 TTC16基因的 TPR (tetratricopeptide repeat)结构域短片段和 Hsp70及 Hsp90家族蛋白的相互做用，及
其过表达对细胞周期的影响。方法：通过生物信息学的分析及 PCR的方法，克隆 Ppp5c及 TTC16基因的 TPR结构域以及
HSPA1A、HSP90AA1的全长基因，并连入酵母双杂交载体，通过 ClonTech的酵母双杂交实验体系研究蛋白和蛋白之间的相互作
用。把 Ppp5c及 TTC16基因的 TPR结构域克隆入真核表达载体，构架稳定表达 Ppp5c及 TTC16基因的 TPR结构域的MCF-7细
胞系，并通过流式细胞实验观察细胞周期。结果：Ppp5c及 TTC16基因的 TPR结构域能与 HSPA1A或 HSP90AA1发生相互作用。
Ppp5c及 TTC16基因的 TPR结构域在MCF-7中的过表达能严重影响细胞周期，引起细胞凋亡和 S期阻滞。结论：本实验初步揭
示了不同蛋白的 TPR结构域在与 Hsp70及 Hsp90蛋白的相互作用性质的异同点以及其过表达对细胞周期的影响，为全面理解
TPR结构域的功能、Ppp5c以及 TTC16蛋白在细胞内的功能奠定了前期实验基础。
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ABSTRACT Objective: To investigate the interactions between the TPR (tetratricopeptide repeat) domains of Ppp5c/TTC16 and

protein of Hsp70/Hsp90, to study the effect of the overexpression of TPR domains of Ppp5c/TTC16 on cell cycle in MCF-7 cell lines.
Methods: After being analyzed by online informatics tools, the TPR domains of Ppp5c/TTC16 and full-length of HSPA1A/HSP90AA1
genes were respectively sub-cloned into two separate vectors of the yeast two-hybrid system provided by ClonTech to confirm the
protein-protein interactions. The TPR domains of Ppp5c/TTC16 were sub-cloned into eukaryotic expression vectors which were stably
transfected into MCF-7 cell-lines, whose cell cycle was then examined by flow cytometry. Results: The TPR domains of Ppp5c/TTC16
interacted with proteins of HSPA1A/HSP90AA1. A large amount of apoptosis was detected when the TPR domains of Ppp5c
over-expressed in MCF-7 cell line, and the cell cycle was blocked at the S phase when the TPR domains of TTC16 over-expressed in
MCF-7 cell line. Conclusion: This research revealed the discrepancy in the capacity of the combination of dissimilar TPR domains with
Hsp70/Hsp90 proteins, as well as the effect of overexpression of TPR domains on the cell-cycle of MCF-7 cell line, which may help draw
the panoramic picture of the functions of TPR domains and deep the understanding of intra-cellular functions of Ppp5c and TTC16
proteins.
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前言

TPR (tetratricopeptide repeat)是由 34个氨基酸组成的简单
重复序列，于 1990年被发现[1,2]。 TPR结构域通常形成螺旋 -
转角 -螺旋结构，并在其内部形成空隙[3,4]。在形成 TPR结构的
氨基酸残基中，少量残基是保守的，比如形成转角的残基，而其

他氨基酸残基具有很高的可取代性。TPR的这种特殊的结构导
致其可以与许多种不同的配体之间产生相互作用[5]。含有 TPR

结构域的蛋白中的 TPR通常有 3-16个，并且通常呈现串联排
列[6]。对一系列的含有 TPR结构域的蛋白分析表明 TPR结构
在转录控制、线粒体及过氧化物酶体蛋白转运、蛋白激酶抑制、
NADPH氧化酶活性、蛋白折叠、免疫和病毒复制方面具有重要
功能[7-11]。然而，许多 TPR蛋白的功能仍然需要大量的研究来揭
示。

PP5(Protein phosphatase 5)是丝氨酸 /苏氨酸蛋白酶家族的
一员，其他成员还包括 PP1、PP2A、PP2B、PP4、PP6和 PP7[12,13]。
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与其他蛋白酶不同的是，PP5的调节亚基，即决定底物特异性
的亚基，和催化亚基在处于同一条多肽链上。PP5在真核细胞
中广泛分布，并且在胞质和细胞核中都存在[14]。据报道，PP5在
调节细胞生长、细胞凋亡、DNA修复、调节生物钟、糖皮质激素
受体的成熟、溶血抑制因子 eIF2a激酶的合成等方面发挥重要
作用[15-18]。同时，Ppp5c(protein phosphatase 5, catalytic subunit)在
其蛋白的靠近 N端有一个三联 TPR结构域，提示可能与多种
蛋白有相互作用。TTC16（tetratricopeptide repeat domain 16）蛋
白的功能现在还不是很清楚，其含有多个 TPR结构域，提示可
能与其他蛋白相互作用发挥功能。

HSP(heat shock protein)，即热激蛋白，是细胞中具有重要
作用的蛋白家族，在热休克调节、促进蛋白折叠、蛋白转运、细
胞生长分化等许多方面发挥着重要的功能。Hsp70和 Hsp90家
族的 C末端含有的 EEVD结构域可能与 TPR 结构域相互作
用。本研究通过克隆人源的 Ppp5c及 TTC16的 TPR结构域，
通过酵母双杂交实验研究与人源 HSPA1A (heat shock 70kDa
protein 1A)蛋白及 HSP90AA1(heat shock protein 90kDa alpha,
class A member 1provided)蛋白的体外相互作用，并研究这两种
不同的 TPR结构域在细胞中的表达对细胞生长的影响。

1 材料与方法

1.1 材料和设备
pLJM1-EGFP、pEGFP-Hsp70、pEGFP-Hsp90 质 粒 （ad-

dgene）; pGBKT7（BD 载体）（ClonTech）；pACT2 (AD 载体 )
（ClonTech）；X-gal（南京生兴生物）;大肠杆菌细胞株 XL-blue
(南京医科大学细胞生物学系保种)；酵母细胞株 Y-190（clon-
Tech）；质粒小量抽提试剂盒(天根生物)；Taq DNA聚合酶体系
(Promega)；）；脂质体 LipofectamineTM2000(Invitrogen)；胎牛血
清、DMEM高糖培养基（Hyclone）；胰酶(Amersco)；DMSO(Sig-
ma)；HEPES(Gibico)；双抗(Gibico)；PCR仪(Bio-Rad公司)；离心
机(Thermo)；DNA电泳槽(南京大学，DYY－6B稳流稳压电泳
仪)；凝胶成像装置(Panasonic，WV-BP330/G)；空气摇床(上海福
玛)；细胞培养箱(Thermo，Forma Series II)；超净工作台(苏州净
化，SW-CJ-1F)；倒置荧光显微镜(Olympus)。
1.2 质粒构建
人源的 Ppp 5c 及 TTC16 的 TPR 的短片段均以质粒

pCMV-sport6-ppp5c 及 pCMV-sport6-ttc16 为模板，PCR 获得
（引物末端含有 SfiI的酶切位点）片段，再进行 SfiI酶切后连入
酵母双杂交质粒 pGBKT7。细胞实验的质粒用通用引物
pLJM-F2及 Link-CGF-R2从前一步构得的载体上通过 PCR的
方法扩得片段（引物末端分别含有 NheI及 AgeI的酶切位点），
片段再进行 NheI、AgeI双酶切，连入 pLJM1-EGFP载体。另外，
Hsp70及 Hsp90全长蛋白用包含 SfiI酶切位点的引物从质粒
pEGFP-Hsp70、pEGFP-Hsp90质粒上扩得，酶切后连入 pACT2
载体。
1.3 酵母双杂交实验
酵母双杂交实验用来测定 Ppp5c及 TTC16的 TPR结构

域与 HSP70/90的相互作用，采用的是 Clontech酵母双杂交系
统。首先，200 ng含有外源片段的 pGBKT7及 pACT2质粒与
carrier质粒共同转化进预先用化学法（LiAC）制备好的 Y190
酵母感受态细胞中，并加入 500 μl的 1×TE/LiAC/PEG,轻柔混

匀，30℃孵育 30分钟，之后每管加入 15 μl DMSO，轻轻混匀。
42℃热激 15分钟。立即冰上 5分钟，4 000 rpm 5分钟，弃上
清，100 μl 0.9％Nacl重悬菌体，涂布于 SD/-Trp平板上，30℃培
养 72小时左右可得转化子。挑取转化子于滤纸上，液氮 2分钟
裂解菌体，X-gal显色液浸润滤纸，置 37℃培养。20分钟后开始
观察菌落是否变蓝，以 4小时内变蓝为较强的相互作用。4-12
小时为弱相互作用。实验中用含有 p53及 LT抗原的两种质粒
作为阳性控制。
1.4 HEK293T及MCF-7细胞培养
细胞培养于含 10%胎牛血清、100 U/ml青霉素和 100 U/ml

链霉素的 DMEM高糖培养液里，置于 37℃、95%的空气、5%
的 CO2培养箱中常规培养，细胞呈贴壁生长，每 2-3天更换培
养液，细胞覆盖培养瓶瓶底约 70-80％时传代。
1.5 细胞转染及感染实验
转染前一天，胰酶消化 HEK293T细胞，细胞计数，以 180

万所左右的细胞数铺至 60 mm的培养皿里，并加入 4 ml 含
10%胎牛血清的 DMEM完全培养基进行培养。第二天细胞汇
合度达到 90%以上时开始做转染实验。OptiMEM培养液 500
μl和 20 μl Lipofectamine2000混匀，室温静置 5 min制成混合
液 1。OptiMEM培养液 500 μl、目的质粒 4 μg、两种病毒包装
质粒（pVSVG、△8.91）各 4 μg配成混合液 2。两种混合液混匀，
室温放置 20分钟后轻柔加入 HEK293T细胞培养液中，6小时
后换完全培养液。转染 48小时和 72小时分别收 2次病毒上
清，在病毒液中加入 polybrene（终浓度为 1 μl/ml）及 HEPES
(终浓度 10 μl/ml)，混匀后用 0.22 μm滤膜过滤，加入MCF-7
细胞中，8小时后换 DMEM完全培养液。48小时后观察感染效
率。
1.6 细胞周期实验
感染后的细胞每隔两天换新鲜的含嘌呤霉素(0.6 μg/ml)的

完全 DMEM培养基进行阳性克隆筛选 2周后,消化细胞并计
数，以 100个细胞 /孔铺至六孔板，DMEM完全培养液培养 6
小时后，换仅含 0.5%胎牛血清的养基进行血清饥饿培养 24小
时，再换 DMEM完全培养液培养汇合度至 90%以上，收集细
胞，上流式细胞仪。

2 结果

2.1 Ppp5c及 TTC16蛋白的功能结构域分析
从 ncbi数据库得知，人源的 Ppp5c基因在染色体上的位
置为 19q13.3，一共有两种异形体，isoform 1成熟的 mRNA由
13个外显子拼接而成，isoform 2成熟的 mRNA则比 isoform 1
多包含一个外显子，所以由 isoform 1得到的蛋白质要比 iso-
form 2 的要长一些。在线 smart分析（http://smart.embl-heidel-
berg.de/）Ppp5c的蛋白结构域发现，靠近 N末端有一个三联
TPR结构域，C末端则是 Ppp5c的催化结构域（图 1A）。人源的
TTC16基因在染色体上的位置为 9q34.11，成熟的 mRNA由
14个外显子拼接而成，smart分析 TTC16的结构域，发现其蛋
白主要由一些散在的 TPR原件构成（图 1B）。这就促使我们进
一步分析这两种蛋白不同的 TPR结构域与公认的含有 EEVD
结构的 Hsp70及 Hsp90蛋白相互作用的情况。
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2.2 Ppp5c及 TTC16的 TPR结构域与 Hsp70与 Hsp90的相互
作用

为了研究人源的 Ppp5c蛋白和 TTC16蛋白 TPR结构域与
人源 Hsp70与 Hsp90蛋白的相互作用，以 pCMV-sport6-Ppp5c
和 pCMV-sport6-TTC16含有两个基因 cDNA克隆的质粒为模
板，分别以引物 Ppp5cs-F-SfiI: 5'CATGGCCAATCCGGCC-
GCAGAGGAGCTCAAGACTC A；Ppp5cs-R-SfiI: 5'CGTGGCC-
TCTAAGGCCGTCATGGGGCTTCACCTTGA和引物 TTC16s-
F-SfiI：5 ' CATGGCCAATCCGGCCGTCAGGGAATACTACTC-
CAG;TTC16s-R-SfiI:5 'CGTGGCCTCTAAGGCCTTTCTCAGG-
CTGGAGCTCAG扩增出两种蛋白的基因中的 TPR结构域区
段，并连入酵母双杂交载体 pGBKT7，获得质粒 pGBKT7-
Ppp5cs和 pGBKT7-TTC16s。同时，以 pEGFP-Hsp70和pEGFP-
Hsp90为模板，分别以引物 Hsp70-F-SfiI: 5'CATGGCCAATC-
CGGCCATGGCCAAAGCCGCGGCGATCGGC;Hsp70-R-SfiI:5'
CGTGGCCTCTAAGGCCCTAATCTACCTCCTCAATGGTGG
和引物 Hsp90-F-SfiI:5'GGGAGGCCAATCCGGCCATGCCTG-
AGGAAACCCAGACC; Hsp90-R-SfiI:GGGAGGCCTCTAAGG-
CCGTCTACTTCTTCCATGCGTGATG 扩增出 Hsp70 家族蛋

白成员 HSPA1A和 Hsp90家族蛋白成员 HSP90AA1的蛋白全
长序列，并克隆入酵母双杂交载体 pACT2，得到质粒
pACT2-Hsp70及 pACT2-Hsp90。酵母双杂交实验显示，Ppp5c
的三联 TPR 结构域能与 HSPA1A与 HSP90AA1 发生强烈的
相互作用，而我们所选取的 TTC16中的 TPR 结构域只能与
HSP90AA1发生作用。
2.3 稳定表达 Ppp5c及 TTC16的 TPR结构域细胞系的建立
为了进一步研究 Ppp5c及 TTC16 TPR结构域的表达对细

胞生长状态的影响，用通用引物 pLJM-F2:5'AATAATG-
CTAGCGCCACCATGGAATTCAAGGCCAATCC;link-cgf-r2:5'
AATAATACCGGTGACGTCCGTCGACGGCCTCTAAGG从构
建好的酵母双杂交载体 pGBKT7-Ppp5cs 和 pGBKT7-TTC16s
扩增出片段并连入真核表达载体 pLJM1-EGFP中，得到表达质
粒 pLJM1-Ppp5cs及质粒 pLJM1-TTC16s。表达质粒及对照空
质粒 pLJM1-EGFP先按前述方法转染进入 293T细胞，收得的
病毒感染人乳腺癌细胞系MCF-7，感染后的MCF-7细胞按前
述方法进行药物筛选一周，并在荧光显微镜下观察绿色荧光

(图 2)。

图 1 Ppp5c(A图)及 TTC16(B图)的结构域。(所克隆的 TPR区域用红框标注，对应图下面的用灰色标注的 TPR蛋白序列)

Fig.1 Conserved domains of Ppp5c (Figure A) and TTC16 (Figure B).（the TPR domains we cloned in this research were labeled with red boxes,

corresponding to the protein sequences labeled with grey color below）

图 2 稳定转染 Ppp5c及 TTC16 TPR短片段药物筛选后的MCF-7细胞绿色荧光图片
Fig.2 Green fluorescence of MCF-7 cells which have been transfected with TPR domain of Ppp5c and TTC16 after drug screening
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2.4 Ppp5c及 TTC16的 TPR结构域的过表达对细胞周期的影响
酵母双杂交实验已经表明 Ppp5c和 TTC16的 TPR结构域

短片段能与真核细胞的 Hsp90及 Hsp70蛋白发生相互作用，
为了研究 Ppp5c和 TTC16的 TPR结构域如果在真核细胞内过
表达是否会对细胞生长造成影响，我们进行了流式细胞实验，

处理方法如前所述。结果显示，与空对照（转入 pLJM1-EGFP的
稳定表达细胞系）相比，过表达 Ppp5c TPR结构域的细胞有大
量凋亡细胞的存在，而过表达 TTC16 TPR结构域的细胞被完
全阻滞在了 S期，这说明过表达 Ppp5c或 TTC16 TPR结构域
对细胞周期都产生了严重的影响（图 3）。

图 3 过表达 Ppp5c及 TTC16的 TPR结构域短片段的MCF-7细胞周期实验
Fig.3 The flow cytometry assay of MCF-7 cells expressing the TPR domain of Ppp5c and TTC16

3 讨论

TPR(tetratricopeptide repeat)结构域是许多蛋白所包含的具
有重要功能的结构域，其通常形成的螺旋 -转角 -螺旋被认为
介导了蛋白与蛋白的相互作用，这种相互作用对于蛋白的定位

和发挥功能具有重要的作用[3,4]。TPR结构域中的氨基酸残基在
不同的蛋白中具有很高的可变性（只有关键位置的几个残基很

保守），这造成了含有 TPR结构域的蛋白具有不同的亲和性，
本研究选取了两种含有 TPR结构的蛋白 Ppp5c和 TTC16，旨
在说明不同蛋白的 TPR结构域的具有不同性质。

Ppp5c是细胞内重要的丝氨酸 /苏氨酸蛋白酶，在细胞生
长和凋亡等方面发挥着重要功能，其蛋白的 N端有一个比较
典型的三联 TPR结构域。而 TTC16的功能目前还不是很清
楚，结构域分析显示，其蛋白上广泛的分布着二联或者单独的

TPR结构域。Hsp70和 Hsp90家族蛋白也是细胞内广泛分布的
管家蛋白，在蛋白质成熟，细胞周期等方面发挥重要功能，其 C
端保守的 EEVD结构域被认为可能与 TPR结构域相互作用。
本研究把 Ppp5c 及 TTC16 中的 TPR 结构域片段进行单独克
隆，通过酵母双杂交实验发现 Ppp5c 的 TPR 结构域能与
HSPA1A和 HSP90AA1作用，而选取的 TTC16的 TPR结构域
只能与 HSP90AA1发生作用，这个结果有力的说明了 Ppp5c
和 TTC16 蛋白确实是通过其 TPR 结构域或者至少通过其
TPR结构域与 Hsp70或 Hsp90蛋白发生作用，也说明了这两

种 TPR 蛋白在作用性质上确实存在着差异，提示了不同的
TPR结构域性质上的不同。后续研究细胞周期的实验在人的乳
腺癌细胞系 MCF-7中过表达 Ppp5c和 TTC16蛋白的 TPR结
构域，而不是全长蛋白，发现转入 Ppp5c TPR结构域的细胞出
现了严重的凋亡，而转入了 TTC16 TPR结构域的细胞则被完
全阻滞在 S期，这说明了仅仅是蛋白的两种蛋白的 TPR结构
域单独就能严重影响细胞周期，这对于更好的说明两种蛋白的

功能具有很大的帮助。
本研究初步揭示了两种蛋白的 TPR 结构域在体外与

Hsp70与 Hsp90蛋白家族的相互作用，关于其在细胞内的定位
或者与其他蛋白的作用还需要进一步研究。另外，两种 TPR结
构域影响细胞周期的机理也须要通过后续研究得到更加全面

的阐释。

4 结论

本研究成功克隆了 Ppp5c及 TTC16基因的 TPR结构域短
片段，并通过酵母双杂交实验验证了与 Hsp70和 Hsp90蛋白的
相互作用。而后通过细胞实验，发现 Ppp5c及 TTC16基因的
TPR结构域短片段在MCF-7细胞系中的过表达对细胞周期有
显著的影响。
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