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人 Cuedc2真核表达载体的构建及其在 HEK293细胞中的表达 *
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摘要 目的：构建人 Cuedc2的真核表达载体，并进行体外验证。方法：提取人卵巢癌细胞总 RNA，通过 RT-PCR的方法其反转录为
cDNA；以之为模板，利用 PCR获得 Cuedc2的编码区，纯化后克隆入 pcDNA3.1myc-his(-)，利用菌落 PCR及 DNA测序进行鉴定。

最后，采用瞬时转染的方法，将所构建的重组 CUEDC2真核表达载体通过脂质体转染 HEK293细胞，48h后通过 western blot检

测 Cuedc2蛋白的表达。结果：Cuedc2编码区 cDNA正确地插入真核表达载体 pcDNA3.1myc-his(-)中，western blot检测证实其在
HEK293细胞中表达，而空载体转染的细胞为阴性，表明所构建的 pcDNA3.1myc-his(-)-Cuedc2能够在体外有效表达。结论：本研

究成功地克隆了人 Cuedc2 cDNA，构建了重组真核表达载体，并在 HEK293细胞中有效表达，为进一步研究人 Cuedc2的功能及
其与肿瘤的关系奠定了实验基础。
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Construction of Human Cuedc2 eukaryotic Expression Vector and Expression
of Cuedc2 in HEK293 Cells*

To construct the recombinant expression vector of Cuedc2 and detect its expression in HEK293 cells.

Total RNA was isolated from ovarian cancer cells and RT-PCR was conducted to acquire the cDNA. A 952 bp fragment

containing the coding region of Cuedc2 was amplified by PCR and the resulting product was purified. Then this fragment was used as
new template and the coding region of Cuedc2 (864 bp)was amplified, purified and inserted into the BamHI and HindⅢ sites of the

pcDNA3.1myc-his (-)A expression vector. The sequence was confirmed by colony PCR and DNA sequencing. In the end, pcDNA3.1

myc-his(-)A-Cuedc2 was transiently transfected into HEK293 cells and the expression of this new construct was detected by western blot.

The full length coding region of Cuedc2 was obtained and confirmed, the expression of Cuedc2 was detected successfully in

HEK293 cells. The eukaryotic expression vector of Cuedc2 had been successfully constructed, which would provide a useful
tool for designing an in-depth investigation of the role of Cuedc2 in tumorigenesis.
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前言

卵巢癌是妇科恶性肿瘤之一，预后极差，其中尤以上皮性

卵巢癌最为多见，约占 75%[1]。由于症状不典型(常表现为腹部

胀气或胃肠道功能紊乱)，易导致漏诊或误诊。其起病隐袭的特

点往往导致患者在就诊时，肿瘤已发展至晚期阶段，错过了最

佳治疗时机，5年生存率可低于 25%[2]。化疗耐药是卵巢癌低生

存率的主要原因之一[3]。近年来，肿瘤干细胞在卵巢癌的发生及

耐药特性中的作用开始受到关注[4]，研究认为卵巢癌中也存在

肿瘤干细胞[5,6]，其再生与增殖特性是卵巢癌进展、复发及耐药

的根源之一 [7]。也有研究认为受体酪氨酸激酶 [8] 及多种 mir-

coRNA[9,10]参与的信号转导途径在卵巢癌的发生、发展及预后

中起关键作用。

Cuedc2是近年来发现并鉴定的一种包含 Cue结构域的真

核蛋白，是 Cue家族的新成员[11]。由于 Cue结构域是一个由 40

个氨基酸残基构成的中等保守的泛素结合结构域，因此

Cuedc2的功能与泛素化调节密切相关[12]，如 Cuedc2可通过泛

素 -蛋白酶体途径降解 PR及 ER琢，研究者首先在乳腺癌中对
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Cuedc2进行分析，发现该分子通过与 PR及 ER琢相互作用参
与乳腺癌耐药及内分泌治疗过程[13]。进一步的研究发现 Cuedc2

在卵巢癌中也呈高表达[13,14]，提示 Cuedc2在卵巢癌的发生及内

分泌治疗中具有重要作用。本研究从人卵巢癌细胞中扩增获得

Cuedc2 的编码区序列，将之克隆入真核表达载体 pcDNA3.

1myc-his(-)A中，成功构建了 Cuedc2的重组真核表达载体，为

进一步研究该分子在卵巢癌的发生、发展及治疗中的作用奠定

了实验基础。

1 材料和方法

1.1 材料

人卵巢癌细胞系 SKOV-3 为本室保存，胎牛血清及

DMEM 细胞培养基购自杭州四季青公司，脂质体 (Lipofec-

tamineTM2000) 及 TRIzol购自 Invitrogen；His-Tag单克隆抗体

购自 Abcam公司、质粒提取试剂盒及琼脂糖凝胶回收试剂盒

购自 TIANGEN公司；限制性内切酶、RT-PCR试剂盒、T4 DNA

连接酶均购自 TaKaRa 公司；DNA 序列合成及测序由上海生

工完成。Western blot 检测设备采用 LI-COR bioscience 的

Odyssey Infrared Imaging System，细胞总蛋白定量采用 Pierce

公司的 BCA Protein Assay Kit。

1.2 方法

1.2.1 总 RNA 的提取及 RT-PCR 培养人卵巢癌 SKOV-3 细

胞至对数生长期，按照说明书提供的方法，使用 TRIzol裂解细

胞并提取细胞总 RNA，并对所提取的总 RNA进行纯度和浓度

测定。根据逆转录试剂盒操作说明提供的反应体系将其反转录

为 cDNA。

1.2.2 包含 Cuedc2 编码区的 DNA 片段的初步扩增 以反转

录所得的 cDNA为模板，通过 PCR扩增包含 Cuedc2编码区的

目的片段，PCR 引物序列为：Sense P1：5'-ACGGAGCAGAA-

GAGAGAGCATG-3'，Antisense P2：5'-GGGGTATAGGGCTC-

CTGCAT-3'，所扩增的目的片段的长度为 952 bp。PCR反应总

体系 50 滋L，其中 PrimeSTAR HS DNA Polymerase为 0.5 滋L，

模板 cDNA1 滋L。具体反应条件：95℃ 5 min，52℃退火 50s、72

℃延伸 1.5 min，扩增反应为 25 个循环；最后 72 ℃延伸 10

min。反应完毕，PCR产物经琼脂糖凝胶电泳进行分析鉴定，使

用凝胶回收试剂盒，按照相应操作说明对 PCR产物进行切胶

回收纯化。

1.2.3 Cuedc2编码区的扩增 以 1.2.2步骤所获得的纯化后的

PCR产物为模板，设计新的针对 Cuedc2编码区的特异性引物，

在 Cuedc2编码区上游和下游 5'端分别加入 BamHI、HindIII酶

切位点，通过 PCR 扩增 Cuedc2 编码区。PCR 引物序列为

Sense P3：5'- CGGGATCCGCCACCATGGAGCTGGAGAGGA-

TCGT-3'，Antisense P4：5'’-CCCAAGCTT TCAATGGAAGCG-

GTACTTTC-3'。扩增片段长度为 864bp。PCR反应条件为：95℃

5 min，50℃退火 45s、72 ℃延伸 1.5 min，扩增反应为 25个循

环；72 ℃延伸 10 min。反应结束后，PCR产物经琼脂糖凝胶电

泳进行分析鉴定，使用凝胶回收试剂盒，按照相应操作说明对

PCR产物进行切胶回收纯化。

1.2.4 pcDNA3.1myc-his(-)-Cuedc2重组真核表达载体的构建与

鉴定 将步骤 1.2.3所获得的纯化 PCR产物用限制性内切酶

I及 III做双酶切，反应条件为 37℃，2h；再将其与

经相同双酶切的 pcDNA3.1myc-his(-)载体通过 T4DNA连接酶

相连，4℃过夜后转化 DH5琢感受态细胞，37℃培养 16h后挑取

克隆进行菌落 PCR鉴定，将菌落 PCR结果为阳性的克隆进行

双酶切鉴定并送公司测序，将鉴定正确的质粒命名为 pcDNA3.

1myc-his(-)-Cuedc2。

1.2.5 Cuedc2重组质粒的体外表达验证 将所构建的重组质

粒 pcDNA3.1myc-his(-)-Cuedc2 进行体外瞬时表达，所使用的

工 具 细 胞 为 HEK293。 具 体 转 染 过 程 参 照 Lipofec-

tamineTM2000的说明书进行，待细胞融合约 60%且生长状态

良好时进行操作，以转染空载体 pcDNA3.1myc-his (-)的

HEK293细胞作为对照，转染 6 h后换液，培养 48 h后，胰酶消

化并离心细胞，使用 4 ℃预冷的 PBS洗涤 3次，再加入裂解液

(RIPA+PMSF，比例为 100：1)，吹打数次，于冰上裂解 10 min

后，超声 3次，每次 10秒。于 4 ℃、12000 rpm离心 10 min，收集

上清液，加入适量 5× loading buffer，并于 100 ℃煮沸变性 7

min。将所处理之样品行 SDS-PAGE后，转于 NC膜(具体条件

为：恒压 100V，2 h)。5 %脱脂奶粉室温封闭 1 h，加入 Anti-His

单克隆抗体(1：1000)，4 ℃孵育过夜。次日 TBST洗膜 3次，每

次 5 min。加入荧光标记的羊抗小鼠 IgG(1：12000)，室温孵育 l

h，TBST洗膜 3次，每次 6min。使用 Odyssey Infrared Imaging

System对膜上的荧光信号进行检测。

2 结果

2.1 包含 Cuedc2编码区的片段的初步扩增及 Cuedc2 编码区

的克隆

提取 SKOV-3细胞总 RNA，通过 RT-PCR反应将其反转

录为 cDNA。首先以该 cDNA为模板，使用引物 P1、P2进行扩

增，该扩增产物大小为 952 bp，包含但大于 Cuedc2 的编码区，

目的是方便选择合适的 PCR引物，提高 PCR的成功率。将该

反应产物行琼脂糖凝胶电泳，结果显示在近 1000 bp处有一特

异性扩增条带，符合预期目的片段的大小(图 1A)。对该片段进

行切胶纯化，随后以该纯化片段为模板，使用添加了 BamHI、

HindIII酶切位点的引物 P3P4进行 PCR反应，将该反应产物行

琼脂糖凝胶电泳，结果显示在 864 bp处有一特异性扩增条带，

符合预期目的片段的大小(图 1B)，对该片段进行纯化，此片段

即为携带酶切位点的 Cuedc2编码区片段，方便后续克隆操作。

2.2 Cuedc2真核表达载体的构建与鉴定

将真核表达载体 pcDNA3.1myc-his(-)用 BamHI、HindIII进

行双酶切，行琼脂糖凝胶电泳并切胶回收，与经同样酶切的

Cuedc2编码区片段进行连接。连接产物转化大肠杆菌后，挑取

克隆进行菌落 PCR鉴定。琼脂糖凝胶电泳结果显示，在 864 bp

处出现特异性扩增条带(图 2A)，该长度与 Cuedc2编码区大小

一致；再将该克隆摇菌提取质粒做 BamHI、HindIII双酶切验

证，可见 864bp大小的目的条带从载体上切下(图 2B)，表明重

组真核表达载体 pcDNA3.1myc-his(-)-Cuedc2构建成功。所有
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图 1 包含 Cuedc2编码区的长片段及 Cuedc2编码区的扩增

A：1：包含 Cuedc2编码区的长片段扩增产物；B：1：Cuedc2编码区

的扩增产物

M：DL2000 DNA marker

Fig. 1 The PCR amplification for Cuedc2 CDS

A: PCR product for the longer fragment containing Cuedc2 CDS; B:

PCR product Cuedc2 CDS; M: DL2000 DNA marker

阳性克隆均送测序进一步验证。

2.3 真核表达载体 pcDNA3.1myc-his (-)-Cuedc2的体外表达及

鉴定

将 pcDNA3.1myc-his (-)-Cuedc2 转染工具细胞 HEK293

后，以转染空载体 pcDNA3.1myc-his(-)的细胞做为对照，使用

anti-his单抗进行Western blot检测，可在 33 kD处检测到预期

大小的条带，而对照细胞无 Cuedc2 表达，表明 pcDNA3.

1myc-his(-)-Cuedc2转染 HEK293后 Cuedc2有效表达(图 3)。

3 讨论

卵巢癌是女性生殖系统预后最差的恶性肿瘤，这与其发病

机制复杂、症状多样而缺乏特异性以及早期诊断困难有关。目

前，卵巢癌的发病及耐药机制研究主要集中于卵巢癌肿瘤干细

胞的存在[15]、癌基因 /抑癌基因的相互作用[16]以及卵巢癌细胞

内信号转导途径等方面，然而其具体的分子机制十分复杂，新

的突破有赖于新的信号分子的发现与鉴定。

Cuedc2是 Cue家族的新成员，对 PR(孕酮受体)具有调节

作用，可通过泛素 -蛋白酶体途径降解 PR；通过与 PR相互作

用，Cuedc2可以抑制 PR的转录激活作用从而阻断孕酮信号途

径。此外，Cuedc2对 ERα 也具有明确的作用。研究证实，在人

乳腺癌细胞系 MCF-7及 ZR-75-1中，Cuedc2的过表达可导致

ERα 数量的显著下降；而利用针对 Cuedc2的 siRNA在乳腺

癌细胞系中下调 Cuedc2的表达，可使 ERα 的蛋白表达显著

增加[13, 14, 17]。值得注意的是，近年来研究发现 Cuedc2在卵巢癌

组织中呈高表达，可能与卵巢癌的发生发展密切相关。但目前

关于 Cuedc2在卵巢癌发生、进展及预后方面的作用尚无报道。

本研究利用人卵巢癌细胞系 SKOV-3，通过 PCR 扩增获得

Cuedc2 的编码序列，并将之插入真核表达载体 pcDNA3.

1myc-his(-)中，利用工具细胞 HEK293进行体外瞬时转染，确定

Cuedc2 在体外得到有效表达，表明重组真核表达质粒 pcD-

NA3.1myc-his(-)-Cuedc2构建成功，为深入研究 Cuedc2在卵巢

癌中的作用机制打下了良好基础。
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