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过氧化物酶蛋白 1真核表达载体构建及在 Hela细胞的表达与定位 *
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摘要 目的：构建过氧化物酶蛋白 1（PRDX 1）的真核表达载体，观察其在 Hela细胞内表达及定位。方法：提取 BALB/c小鼠肝脏
组织总 RNA，通过 RT-PCR方法扩增得到小鼠 PRDX 1编码序列，酶切后克隆至 pcDNA3-myc载体。重组质粒通过 PCR、酶切、测
序证明构建正确后经脂质体转染 Hela细胞，然后利用Western blot和荧光显微镜技术观察该融合蛋白在细胞内表达及定位。结
果：经鉴定证明重组质粒构建正确；Western blot实验显示，该质粒能够在 Hela细胞中特异表达；免疫荧光试验显示，蛋白产物分

布在胞浆和胞核，证明该蛋白在细胞内高表达。结论：成功构建带有 myc标签的 PRDX 1真核表达载体，该质粒能够在哺乳细胞
中特异表达并且外源性 PRDX 1蛋白分布在 Hela细胞胞浆胞核内，为深入研究 PRDX 1蛋白在细胞内相关生物学研究奠定了基

础。
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ABSTRACT Objective: To construct an eukaryotic vector of Peroxiredoxin 1 (PRDX 1) and detect its expression and localization

in Hela cells. Methods: The total RNA was extracted from the liver tissues of BALB/c mice, and the corresponding coding sequences of

mouse PRDX 1 were amplified by RT-PCR, then they were cloned into the pcDNA3-myc vector to construct a new recombinant plasmid

pcDNA3-PRDX 1-myc. The recombinant plasmid was verified by PCR, double digested by restriction endonuclease, and followed by se-

quencing. Subsequently, the correct construct was transfected into Hela cells with liposome transfection reagent Polyfect. The expression

and localization of the fusion protein were detected by Western blot and fluorescence microscope. Results: The recombinant plasmid

pcDNA3-PRDX 1-myc was correctly constructed. After transfection the recombinant plamid into Hela cells, the fusion protein was

detected in Hela cells by Western blot and the fusion protein was founded in whole cells as shown by fluorescence microscopy.

Conclusion: The eukaryotic expression vector for Prdx 1-myc fusion protein has been successfully constructed and effectively expressed

in mammalian cells, and it can serve as an important tool for the further study of the correlated biological functions of PRDX 1 in

eukaryotic cells.
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前言

Peroxiredoxin 1(PRDX 1)是一种过氧化物酶，属于 2-Cys

Peroxiredoxin抗氧化蛋白超家族。它广泛存在于原核生物和真
核生物中，并在多种组织中高表达[1]。PRDX 1的主要生化功能
是通过硫氧还蛋白还原过氧化物或超氧化物，在消除代谢产生

的过氧化物中发挥重要作用 [2-5]。对该家族基因进一步研究表

明，它除具有抗氧化作用外，还具有其他多种功能。Jang等研究
发现，在氧化应激和热休克刺激下，PRDX 1经历了从过氧化物

酶到分子伴侣的功能的改变[6]。PRDX 1还可以通过调节体内
H2O2浓度从而发挥信号转导功能[7]。PRDX 1蛋白也被称为增
殖相关蛋白(proliferation-associated protein，PAG)，与细胞增殖

和分化密切相关[8]。因此，研究 PRDX 1在不同生理条件下发挥
的生理功能以及如何在机体内发挥作用具有重要意义。为深入
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研究 PRDX 1在细胞不同生理状态下的调控机制，本研究构建

myc标签的 PRDX 1真核融合表达载体，利用Western blot技

术检测其在 Hela细胞内表达情况，然后利用细胞免疫荧光技

术，观察其在 Hela细胞中的表达及定位情况。PRDX 1真核融
合表达载体的构建，为我们下一步深入研究 PRDX 1在细胞内

的相关生物学功能提供了一个方便有力的工具。

1 材料与方法

1.1 实验材料

SPF级 BALB/c小鼠由南方医科大学动物所提供。CO2培
养箱（Heraeus 公司，德国），荧光显微镜（Leica 公司，德国）。
Petri小皿和细胞培养皿（Corning公司，美国），真核表达载体

pcDNA3-myc、大肠杆菌菌株 DH5α和 Hela细胞系（本室保
存），DNA ladder、KOD Plus DNA聚合酶（TOYOBO公司，日
本），限制性内切酶、T4 DNA连接酶（TaKaRa公司，日本），质
粒提取试剂盒和凝胶回收试剂盒（Axygen公司，美国），RNeasy

Mini Kit、RT-PCT一步法试剂盒和 PolyFect转染试剂盒（QIA-
GEN公司，德国），DMEM培养液和胎牛血清（Hyclone 公司，

美国），anti-myc抗体（Cell Signaling Technology公司，美国），A-

lexa Fluor 488偶联的抗鼠 IgG（Molecular Probes公司，美国），

琼脂糖和 LB培养基（Life Technology公司，美国），其他试剂均

为国产分析纯。引物合成由 Invitrogen公司（美国）完成。
1.2 方法

1.2.1 BALB/c小鼠肝脏组织的总 RNA的提取及 RT-PCR扩增

PRDX 1 BALB/c小鼠去眼球放血处死后，迅速取出肝脏组织，

液氮速冻下研磨。按 QIAGEN的 RNA提取试剂盒操作方法提
取总 RNA。以制备的总 RNA为模板，按照 QIAGEN RT-PCR
一步法试剂盒操作说明行 RT-PCR反应。扩增引物分别为：上
游引物：5'-GC GGTACC ATG TCT TCA GGA AAT GCA AAA

ATT GG -3'（下划线为 Kpn I位点）；下游引物：5'-TA GGATCC

CTTCTGCTTAGAGAAATACTCTTTGC-3'（下划线为 BamH

I位点）。产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定并切胶回收。
1.2.2 pcDNA3-PRDX 1-myc重组质粒构建 将 PCR产物和载

体 pcDNA3-myc用 Kpn I和 BamH I进行双酶切，酶切产物凝

胶电泳回收后，用 T4 DNA连接酶 16℃过夜连接。连接产物转
化氯化钙制备的新鲜 DH5α感受态菌并接种到含有氨苄青霉
素的 LB琼脂糖培养板，37℃孵箱培养 12h。挑取单菌落接种于
含氨苄青霉素的 LB培养基中，37℃振摇过夜。小量提取质粒，
分别进行菌液 PCR、酶切及测序鉴定。构建质粒命名为 pcDN-
A3-PRDX 1-myc，具体构建流程见文献[9]。
1.2.3 Western Blot 检测 用含有体积分数为 10% FBS 的

DMEM，在 37℃体积分数为 5%的 CO2孵箱中培养 Hela细胞。
转染前 12h，以 2×105/孔将 Hela细胞铺于 3.5cm细胞培养皿
中。待细胞长至 70%融合时，按 PolyFect转染试剂盒操作，转染
2μg重组质粒 pcDNA3-PRDX 1-myc和空载体质粒 pcDNA3
(作为对照)。细胞转染 24h后收集细胞，按文献[10]方法取每组细
胞进行Western Blotting检测。一抗为 Anti-myc（1:1000稀释）、
Anti-β-actin（1:3000稀释），一抗 4℃孵育过夜后，与 1:2000稀
释的 HRP偶联的抗鼠 IgG室温孵育 1h，采用 Pirece公司的 S-

upersignal West Pico 化学发光底物进行显色，利用 Kodak

IS4000R图像工作站进行化学发光检测。
1.2.4 脂质体介导的瞬时转染和表达 Hela细胞用含有体积分

数为 10% FBS的 DMEM，置于体积分数为 5%的 CO2孵箱中，

37℃培养。转染前 12h，按每孔 1×104个细胞将细胞铺于 Petri
皿中。待细胞长至约 70%融合时，将 0.2 μg重组质粒 pcDNA
3-PRDX 1-myc和空载体质粒 pcDNA3（对照）用无血清培养基

稀释至终体积 25 μl并混匀，取 1 μl PolyFect加入 DNA中，温
和混匀，于室温下孵育 10min。随后加入 150 μl含有 10% FBS
的培养基混匀，用 PBS洗细胞三次，最后将含有 DNA转染复

合物的培养基加入 Petri皿中。细胞置于 5%的 CO2孵箱中，
37℃继续培养。
观察前，去除细胞培养上清，PBS洗涤 2次，以质量体积分

数为 4%的多聚甲醛固定细胞 10min，用 PBS洗一次后，用含

0.1％Triton X-100的 PBS(PBST)透化细胞膜 5min，之后用 PBS
洗三次，用质量分数为 0.1%的硼氰化钠 (NaBH4) 处理细胞

5min，PBST洗一次后，用质量分数为 3%的 BSA封闭 1h，PBS-

T洗一次后用 anti-myc特异性抗体(1:100稀释)孵育Ⅰh，PBST

洗三次后，用 Alexa Flour-488偶联的抗鼠 IgG(1:1000稀释)室

温孵育 1h，用 DAPI染核 5min后封片，于倒置荧光显微镜下观

察结果并照相。

2 结果

2.1 pcDNA3-PRDX 1-myc重组质粒构建

以 BALB/c小鼠肝脏组织的总 RNA为模板行 RT-PCR反

应，扩增产物行 1%琼脂糖凝胶电泳，可见特异的约 600bp的片

段，与 PRDX 1编码序列大小相符(图 1)。构建 pcDNA3-PRDX
1-myc重组质粒鉴定，构建的重组质粒的菌液 PCR扩增产物进

行 1%的琼脂糖电泳可见到特异的约 600bp DNA片段，与插入

的 DNA序列大小相符，Kpn I和 BamH I双酶切鉴定产物电泳

可见约 5.4kb和约 600bp两个条带，一条与 pcDNA3-myc原质

粒 Kpn I和 BamH I双酶切产物电泳结果一致，另一条与 PCR

扩增产物大小一致(图 1)。DNA测序结果显示，重组质粒 pcD-
NA3-PRDX 1-myc构建正确（结果未给出）。
2.2 Western Blot检测 PRDX 1-myc表达

结果显示，pcDNA3-PRDX 1-myc重组质粒在 Hela细胞中

可有效的表达含 myc标签的重组蛋白，分子量大小为 24kD，与

小鼠 PRDX 1蛋白的分子量接近(图 2)。
2.3 pcDNA3-PRDX 1-myc 融合蛋白在 Hela 细胞中的表达及

定位

转染了 pcDNA3-PRDX 1-myc质粒的 Hela细胞在 Petri小

皿培养 24h后，免疫细胞化学检测外源 PRDX 1在 Hela细胞

中有表达。过表达的蛋白定位于细胞浆和胞核中，且基本呈均
匀分布，而转染空载体质粒 pcDNA3的 Hela细胞内未检测到

标记的蛋白荧光信号(图 3)。

3 讨论

生命的演化经历了从无氧到有氧的过程。在有氧的条件
下，生物的代谢反应中会普遍产生活性氧族 (reactive oxygen

species，ROS)，这包括过氧化氢、羟基自由基和超氧阴离子等。
ROS是机体有氧代谢的一个有毒产物，但也是细胞内信号连接
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图 1 pcDNA3-PRDX 1-myc真核表达载体的 PCR鉴定、酶切鉴定及菌液 PCR: M．DNA ladder；1. PRDX 1 PCR产物 2. pcDNA3-PRDX 1-myc经
Kpn I和 BamH I双酶切后产物；3.菌液 PCR产物

Fig.1 Analysis of plasmid pcDNA3-PRDX 1-myc with PCR, restrictive endonuclease digestion and bacteria liquid PCR: M. DNA ladder; 1. PADX 1 PCR

product 2. pcDNA3-PRDX 1-myc double digested by restriction endonuclease Kpn I and BamH I; 3. Bacteria liquid PCR

的介体，过量产生的活性氧可能会导致氧应激，使细胞发生不

可修复的损伤，最终导致细胞凋亡[11-13]。生物在进化过程中发展
形成了各种抗氧化系统，以抵抗这些活性氧族的破坏作用。
PRDX 1 是抗氧化酶 peroxiredoxin 家族一员，属 2-Cys

Prxs家族，编码 299个氨基酸，分子大小为 22.110 Da，其活性

位点为 52位、173位半胱氨酸氧化还原位点。PRDX 1的主要
生化功能是消除机体代谢产生过氧化物和超氧化物[2-5]。当机体
内过氧化物过高时，其 52位 Cys-SOH与另一分子 Cys-173-SH

形成分子键二聚物，同时降低体内过氧化氢和烷基氢过氧化物

含量，在机体内发挥抗氧化保护作用[14]。PRDX 1具有分子伴侣
的功能，Jang等研究发现，在氧化应激和热休克刺激下，2-Cys

Prxs被过氧化，分子结构由二聚体变成了高分子量的多聚体，

其功能也由原来的过氧化物酶转变为分子伴侣的功能[15]；人类

PRDX 1 (h PrxⅠ)同样具有分子伴侣功能，将 hPrxⅠ磷酸化的

靶氨基酸残基 Thr90替换为 Asp模拟磷酸化状态，其分子伴侣

功能明显增强，并伴随着高分子量复合物形成[16,17]。PRDX 1具
有调控细胞内的信号传导功能，2-Cys Prxs在生物体内分布广

泛且对 H2O2具有高亲和力，从而间接调节细胞内的信号传导[7]；

Chuang等研究发现，血小板介导的生长因子(platelet-derived

growth factor, PDGF)和表皮生长因子(epidermal growth factor,

EGF)诱导的细胞内 H2O2的产生是蛋白质酪氨酸磷酸化所必需

的，这些发现表明 H2O2不仅可以氧化损伤细胞，还可以作为细

图 2 Western blot检测 PRDX 1-myc在 Hela细胞内表达：1：未转染细胞对照；2：转染空载体 pcDNA3对照；3：转染 pcDNA3-PRDX 1-myc真核表

达载体

Fig.2 Expression of Prdx-myc in Hela cells detected by western blot: 1. Hela cells transfected nothing; 2. Hela cells transfected pcDNA3; 3. Hela cells

transfected plasmid pcDNA3-PRDX 1-myc

图 3 PRDX 1-myc融合蛋白在 Hela细胞中的表达：A-C:转染 pcDNA3的 Hela细胞；D-F：转染 pcDNA3-PRDX 1-myc质粒细胞；A和 D：检测转染

质粒细胞绿色荧光；B和 E：细胞核染色；C：图片 A和 B重叠；F：图片 D和 E重叠

Fig. 3 Detection of the localization of PRDX 1-myc in Hela cells: A-C: Hela cells transfected pcDNA3; D-F: Hela cells transfected pcDNA3-PRDX

1-myc; A-D: detect green fluorescence of transfected Hela cells; B-E: nucleus staining; C: overlay A and B; F: overlay D and E
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胞内第二信使参与调节体内信号转导[18,19]。PRDX 1蛋白又被称

为增殖相关蛋白，与细胞增殖和分化密切相关[8]；在原代培养的

人乳腺上皮细胞系中，血清刺激能诱导 PRDX 1的表达升高，

但当细胞增殖停止时，PRDX 1表达降低，这提示 PRDX 1与细

胞增殖与分化密切相关[20]。由于 PRDX 1蛋白能够通过清除氧

自由基以及以分子伴侣形式参与氧化应激细胞信号通路调节，

在细胞的多种生理病理过程扮演了重要的角色，因而近年来已

成为研究的热点。

本实验构建了 PRDX 1的真核表达载体，该表达质粒保留

了 PRDX 1的全长序列。Western blot检测结果显示该质粒能

够在真核细胞中成功表达。为了解 PRDX 1-myc融合蛋白在
Hela细胞内的表达定位情况，本研究又进行了细胞免疫荧光实

验，结果发现过表达的 PRDX 1-myc均匀地分布在细胞中，与

内源性 PRDX 1表达分布情况类似。PRDX 1-myc真核细胞表

达载体的成功构建，为进一步研究其在细胞内的定位、移位以

及与重要信号分子的共定位奠定了基础，因而为深入阐明

PRDX 1细胞内的相关生物学功能提供了方便有力的工具。
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