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摘 要 乳腺癌易感基因 .3!4!（E/,7FC @7=@,/ FIF@,BC:.:(:C; L,=, !）在乳腺癌的发生、发展中起重要作用。EOPM! P
末端含有 $ 个 EOP3 结构域（EOP3! 和 EOP3$），许多乳腺癌易感突变发生在 EOPM! 的 EOP3 结构域中。利用染色

质结构检测技术表明，EOP3 结构域具有染色质伸展活性。本文利用缺失突变技术构建了 # 种 EOP3! 结构域（!#2$0
!Q5# 77）缺失突变体并将 EOP3! 结构域中与染色质伸展相关的重要区域定位到 !#4!0!Q$! 之间的氨基酸残基；用丙

氨酸扫描技术构建了 !% 种 EOP3! 结构域丙氨酸扫描突变体并将重要氨基酸残基序列定位到 !Q%Q0!Q!! 之间的

RMJJS。利用定位的重要区域进行 E(7FC 分析，结果找到一新型同源蛋白质。EOP3! 结构域的定位有助于预测

EOP3! 结构域突变后发生乳腺癌的风险，也为进一步研究 EOP3! 结构域的功能机制提供了有用的材料。
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作为抑癌基因，乳腺癌易感基因 .3!4!（E/,7FC
@7=@,/ FIF@,BC:.:(:C; L,=, !）在乳腺癌的发生、发展中

起重要作用［! U #］。2%V U 1%V的遗传性乳腺癌是由

EOPM! 突变引起的，而 EOPM! 突变引起的遗传性乳

腺癌和卵巢癌的比例至少为 "%V。EOPM! 基因编

码 !"#5 个氨基酸，在氨基端包含锌指结构，在羧基

端包含 $ 个转录激活结构域，称为 MA!（!$450!114
77）和 MA$（!1#%0!"#5 77）。MA$ 包含 $ 个串联的

EOP3 结构域，其中一个位于 !#2$0!Q5# 77 之间（称

为 EOP3!），另 一 个 位 于 !Q1#0!"1$ 77 之 间（称 为

EOP3$）。许多乳腺癌易感突变发生在 EOPM! 的锌

指结构域和 EOP3 结构域中，提示这两个结构域在

乳腺癌中起重要的调节作用。

已有研究表明，EOPM! 与 A*M 损伤修复和转录

调节有关。因此，EOPM! 是乳腺中维持基因组稳定

性所必需的。EOPM! 可与 A*M 修复相关的蛋白质

如 O7G1! 和 O7G1% 相互作用。EOPM! 也可与一些转

录因子如雌激素受体（9O）和雄雌激素受体（MO）相

互作用。尽管 EOPM! 羧基端具有明显的转录激活

功能，但因其缺乏明显的序列特异的 A*M 结合活

性，大多认为 EOPM! 是一些转录因子的辅助因子

（P’D7@C’/）。EOPM! 的这些功能提示其可能通过调

节染色质结构来调节不同的染色体事件，染色质结

构调控失衡必将增加乳腺癌发生的可能［Q］。

!444 年，M=G/,W N) E,(-’=C 领导的实验室建立

了哺乳动物细胞大规模染色质结构检测技术［"］。利

用 (7@ 阻遏物识别和结合 (7@ 操纵基因的原理，将强

病毒转录因子 &X!# 的转录激活结构域与 (7@ 阻遏

物融合，&X!# 的转录激活结构域能诱导包括 (7@ 操

纵基因在内的大规模染色质伸展（P?/’-7C:= I=D’(G0
:=L），并使该伸展区域转录增强、组蛋白高度酰基化

和一些组蛋白酰基化酶聚集（O,@/I:C-,=C）。我们利

用染色质结构检测技术观测到 EOPM! 能诱导大规

模染色质伸展，并发现 P 末端转录激活结构域中存

在三个独立的能诱导染色质伸展的结构域，即 MA!、

EOP3! 和 EOP3$［Q］。由于 EOP3 结构域在乳腺癌抑

制功能中的重要性，本文利用缺失突变技术进一步

定位了 EOP3! 结构域中与染色质伸展相关的区域，

并用丙氨酸扫描技术［4］确定了与该活性相关的重要

氨基酸残基，从而有助于预测 EOP3! 结构域突变后

发生乳腺癌的风险，也为进一步研究 EOP3! 结构域

的功能机制提供了有用的材料。



! 材料与方法

!"! 质粒

!"#$%&’ 载体由本实验室构建［(］，含有 %&’ 阻遏

物编码序列，其下游含有一单一克隆位点 )*’+。含

有全长 ,"#)- 编码序列的质粒由 ./01 21’34 博士

（5/167 846& 8’3//% /9 5:;4’46:，<8)）和 "&%!3 8’1%%=
（>&0?&0; 5:;4’&% 8’3//%，<8)）博士赠送。

!"# 抗体

抗 %&’ 阻遏物多克隆抗体购自 870&7&@:6: 公司，

#=A 偶联的羊抗兔 +@B 购自 )C:0*3&C 公司，辣根过

氧化物酶偶联的羊抗兔 +@B 购自 D:’7/0 公司。

!"$ 分子生物学试剂

各种分子生物 学 试 剂 分 别 购 自 EF,、G4&@:6、

"/’3: 及 +6?470/@:6 等公司。

!"% 细胞株

)2A$- 细胞株由 )6;0:H 8I ,:%C/67（<64?:0*47= /9
+%%46/4*，<8)）博士赠送［J］。该细胞株是由 #>2 细胞

衍变而来，整合有 KLM 拷贝的 %&’ 操纵基因。在 %&’
操纵 基 因 上 游 含 有 N>O" 基 因，可 用 甲 氨 蝶 呤

（5.P）进行基因共扩增。

!"& 重组质粒的构建

!"&"! ,"#.- 结构域缺失突变体的构建：利用常

规 Q#" 技术构建三种氨基端缺失突变体（-ML($-(AM
&&、-M(K$-(AM && 和 -MJ($-(AM &&）和三种羧基端缺失

突变体（-MRK$-(K- &&、-MRK$-(SM && 和 -MRK$-MT- &&）。

以含有全长 ,"#)- 编码序列的质粒作模板，以表 -
和 K 中所列的 Q#" 引物扩增相应片段。将扩增的

片段用 )*’+ 酶切后分别克隆于用 )*’+ 酶切的 !"#$
%&’ 载体中。

!"&"# ,"#.- 最小结构域丙氨酸扫描突变体的构

建：经检测 ,"#.- 结构域缺失突变体染色质伸展活

性表明，,"#.- 最小功能结构域位于 -MJ($-(AM 之间

氨基酸残基，因此利用该区域进行丙氨酸扫描突变

确定重要的氨基酸残基。共构建 -S 种丙氨酸扫描

突变体，依次命名为 )-$)-S。利用重组 Q#"（0:’/C$
U46&67 Q#"）技术［-S］构建 )-$)-S。共进行两轮 Q#"
扩增。第一轮扩增中，以野生型 ,"#)- 质粒为模

板，以表 - 和 K 中所列相应引物（含有突变为丙氨酸

的编码序列）扩增片段 - 和 K。在第二轮循环中，以

片段 - 和片段 K 为模板，以表 - 和 K 中所列以扩增

-MJ($-(AM 区域的引物为引物扩增丙氨酸扫描突变

体片段，将扩增的片段用 )*’+ 酶切后分别克隆于用

)*’+ 酶切的 !"#$%&’ 载体中。

表 ! ’() 扩增所用引物的序列

*+,-. ! ’/01./ 2.34.56.2 42.7 89/ :;. ’() +1<-0806+:095

E&C: *:V1:6’:
Q- LW$..BB#B#B#B##))#.B)####)B))B))...).B $AW
QK LW$..BB#B#B#B##))#)##)#).#)#...))#.)).# $AW
QA LW$..BB#B#B#B##))B..B..).B))))#)B).B#.B $AW
QR LW$..BB#B#B##)).#))#)B)))BBB.#))#))))B$AW
QL LW$..BB#B#B##.BB)#..#)))).#).B#.#)..# $AW
QM LW$..BB#B#B##.B#.BBB.#)###)B))).)B$AW
Q( LW$..BB#B#B##.B.##.)B)))).)...#)B.B $AW
QJ LW$..BB#B#B##.B.B....#).))#))#).B)B $AW
QT LW$..BB#B#B##))B#.B#.B#BB#)B#)B).B#.B)B...B.B$AW
Q-S LW$..BB#B#B##))BB))####..)##.BB)).# $AW
Q-- LW$#B#)B##B#)B#)B#.B....#).))#))#).B $AW
Q-K LW$).B))))#)B#.B#.B#BB#.B#B.B.B))#BB)#)#.B$AW
Q-A LW$..BB#B#B##.BB.)B.BB#.B.BBBBB).# $AW
Q-R LW$#B#.B##B#.B#)B##)#)))#.#)B#).#.B$AW
Q-L LW$B)B...B.BB#.B#)B#BB#)B#B))).)....#.)BB))..B $AW
Q-M LW$.B#.B#)B#)B#.B##)B.B.##B..#)#)#$AW
Q-( LW$#BB)#)#.BB#)B#.B#.B#)B#))..B#BBB)BB)))).B $AW
Q-J LW$.B#.B#.B##B#)B#.##.)B)))).)...#)B.B $AW
Q-T LW$...#.)BB)B#.B#BB#)B#)B#).BBB.)B..)B#.)...# $AW
QKS LW$)B#BB#)B#.B##B#....##.###B#))..#$AW
QK- LW$BB)BB))))B#BB#)B#.B##B#...#.BBB.B)###)B.#$AW
QKK LW$#B#BB##B##B#BB#).)B#.))#.)###)....# $AW
QKA LW$B..)B#.).B##B#BB#BB##B#B.#.)..)))B)))B))))).B $AW
QKR LW$.B#.B#.B#)B#)B##.BBB.#)###)B))).)B$AW
QKL LW$B.B)###)BB#.B#.B#)B#)B#))))).B#.B)).B)B#).B $AW
QKM LW$#B#)B##B##B#.B#.#...#...)).)B)#.BB $AW
QK( LW$)))B)))B)B#)B#BB#BB#.B#B#).B)....B))B.#)B $AW
QKJ LW$..BB#B#B##.BBB#.B#)B#)B#)B##.#)..#)B#).....#. $AW

表 # ’() 扩增所用引物

*+,-. # ’/01./2 42.7 89/ :;. ’() +1<-0806+:095

#/6*701’7 Q04C:0* 9/0 90&@C:67 - Q04C:0* 9/0 90&@C:67 K
-ML($-(AM Q-，QL
-M(K$-(AM QK，QL
-MJ($-(AM QA，QL
-MRK$-(K- QR，QM
-MRK$-(SM QR，Q(
-MRK$-MT- QR，QJ

)- QT，QL
)K Q-S，Q-- Q-K，Q-A
)A Q-S，Q-R Q-L，Q-A
)R Q-S，Q-M Q-(，Q-A
)L Q-S，Q-J Q-T，Q-A
)M Q-S，QKS QK-，Q-A
)( Q-S，QKK QKA，Q-A
)J Q-S，QKR QKL，Q-A
)T Q-S，QKM QK(，Q-A
)-S QA，QKJ

由于所有 Q#" 片段克隆于 !"#$%&’ 载体的 %&’
阻遏物编码序列下游的单一 )*’+ 位点，因此我们用

Q#" 鉴定插入方向。Q#" 所用上游引物为 %&’ 阻遏
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物中的序列（!"#!"#$$#!#!#!#$"），下游引物与

扩增突变体片段时所用的下游引物相同。若用上述

引物扩增后得到预期的 %#& 产物，即为正相插入，

反之，若无 %#& 产物，即为阴性。所有重组质粒均

经 ’($ 序列分析，证明插入方向和突变序列正确。

!"# $%& 扩增

本文扩增 )&#$* 片段所用 %#& 扩增条件如下：

+,-变性 . /01 后，按以下参数进行 .2 次循环：+,-
变性 * /01，22-复性 * /01，3.-延伸 *42 /01。最

后 3.-延伸 3 /01。鉴定插入方向所用 %#& 条件除

复性温度为 ,+-外，其余条件与扩增 )&#$* 片段所

用条件相同。%#& 扩增所用酶为 567 ’($ 聚合酶

（89:;9;<=1=）。

!"’ 细胞转染

用 >7"?(? @（&ABC=）转染 $DEF* 细胞。$DEF*
细胞接种密度为 , G *H2 IE2 // 平皿。将 *!< ’($
与 *HH!J 不含胸苷和次黄嘌呤的 >*. 培养基（K1F
L09:A<=1）混 合，加 入 3!J >7"?(? @，室 温 放 置 EH
/01，逐滴加入到含有 . /J >*. 和 *HM透析过的胎

牛血清（NOBPA1=）的 E2 // 细胞培养皿中。., C 后

换成新鲜培养基，并加入浓度为 H4E //APIJ Q!R 进

行基因扩增。

!"( )*+,*-. /01, 分析

样品进行 8’8F%$"? 后，电转移至硝酸纤维素

膜，然后用 2M脱脂奶粉 , -封闭过夜，弃溶液，加

入用 2 M脱脂奶粉稀释的抗 P;B 阻遏物多克隆抗体，

室温轻摇 * C，!)8! 洗膜 E 次后，加入用 2 M脱脂奶

粉稀释的辣根过氧化物酶偶联的羊抗兔 K<"，室温

轻摇 * C，!)8! 洗膜 E 次后，用化学发光法显色 2
/01，压片显影。

!"2 染色质伸展技术

参照参考文献［S］进行。在 E2 // 细胞培养皿

中，放入盖玻片，接种 $DEF* 细胞。., C 后，用 >7F
"?(? @ 将重组质粒转染 $DEF* 细胞。,S C 后，取出

盖玻片，进行免疫荧光染色。先用含有 *4@M多聚

甲醛的 %)8 液室温固定细胞 EH /01。用含有 H4.M
!:09A1 RF*HH 的 %)8 液通透 2 /01，然后用含 *M正常

羊血清的 %)8 封闭 * C。加入 * T .H HHH 用 *M正常

羊血清稀释的抗 P;B 阻遏物多克隆抗体，室温孵育 *
C，用含 *M正常羊血清的 %)8 洗涤 *H /01，共 E 次，

然后用 * T*H，HHH 稀释的 #OE 偶联的羊抗兔 K<" 室温

孵育 * C，用 %)8 洗 E 次后，用浓度为 H4.!<I/J ’$F
%K 染色细胞核 2 /01，封片。用荧光显微镜（(0UA1
Q0B:A5CA9F8$）观察染色质伸展活性。用 ##’ 照相机

（N;/;/;9V7 D&#$）进行摄影。

3 结果

3"! 4&%5! 缺失突变体的克隆及表达

)&#!* 含有 +2 个氨基酸（*@,.F*3E@ ;;），其不

同缺失突变体如图 * 所示。本文共构建 E 种 ( 端缺

失突变体（*@23F*3E@ ;;、*@3.F*3E@ ;; 和 *@S3F*3E@
;;）和 E 种 # 末端缺失突变体（*@,.F*3.* ;;、*@,.F
*3H@ ;; 和 *@,.F*@+* ;;）。最 小 缺 失 突 变 体 含 有

)&#!* 中的 2H 个氨基酸。为研究染色质伸展活性，

所有缺失突变片段均在下游以正确相位与 P;B 阻遏

物融合，构建成融合蛋白。将这些缺失突变体转染

哺乳动物细胞 $DEF* 后，收集细胞总蛋白，用抗 P;B
阻遏物抗体进行 W=V9=:1 XPA9 检测表明（图 *），5&#F
P;B 空载体表达了分子量约为 ,. U’ 的 P;B 阻遏物，

而这些缺失突变体均表达了相应的融合蛋白，与预

期结果一致。

图 * )&#!* 缺失突变体的结构及其表达

>0<Y* 89:7B97:= ;1Z =[5:=VV0A1 A6 Z066=:=19 )&#!* Z=P=90A1 /79;19V

3"3 4&%5! 缺失突变体染色质伸展活性检测

为评价 )&#$* 转录激活区不同重组体对哺乳

动物细胞中大规模染色质结构的影响，本文利用由

#ND 细胞衍生的 $DEF* 细胞株［S］。该细胞株整合

有 P;B 操纵基因，经 ’N>& 基因共扩增，产生 +H QX
的基因组异染色质区。将含 P;B 阻遏物或其融合蛋

白的编码序列的重组质粒转染 $DEF* 细胞后，表达

的 P;B 阻遏物或其融合蛋白通过与 P;B 操纵基因的

结合将这些蛋白靶向到上述异染色质区，经免疫荧

S2@ 生 物 工 程 学 报 *S 卷



光染色 !"# 阻遏物，可观察大规模染色质结构的改

变。

与报道结果一致［$］，只表达 !"# 阻遏物的细胞显

示致密的点状染色质结构（图 %，最亮的白色），说明

!"# 阻遏物无染色质伸展活性，而强病毒转录因子

&’() 的转录激活结构域与 !"# 阻遏物融合后的融合

蛋白（阳性对照）则能诱导大规模染色质伸展（最亮

的白色），该图中，较暗部分是用 *+’, 染色后显示

的细胞核结构。在表达 &’() 融合蛋白的转染细胞

中，)-.的细胞具有这种活性（每次实验至少计数

(-- 个转染细胞）。

图 % /012( 缺失突变体染色质伸展活性检测

3456% *7879:4;"84<; <= 8>7 #>9<:"84; ?;=<!@4;5 "#84A48B <= @4==797;8 /012( @7!784<; :?8";C
( 6 !"#；%6 &D()；E6()F%G(HE)；F6()$HG(HE)；I6()F%G()J(

对 /012( 不同缺失突变体染色质伸展活性检

测表明（图 %），缺失 /012( 1 末端 FI 个氨基酸的突

变体（()F%G()J( ""）使 /012( 染色质伸展活性丧失，

而缺失 /012( K 端 F) 个氨基酸的突变 体（()$HG
(HE) ""）仍保留染色质伸展活性。与完整 /012(

（()F%G(HE) ""）相似，在表达缺失 /012( K 端 F) 个

氨基酸的突变体的转染细胞中，)E.的细胞具有染

色质伸展活性（图 (）。上述结果说明，/012( 1 末

端决定 /012( 的染色质伸展活性。比较所有缺失

突变体染色质伸展活性百分数可以看出（图 (），

/012( 的 ()J(G(H%( 之间氨基酸残基在决定 /012(
的染色质伸展活性中起更重要的作用。

!"# $%&’( 最小功能结构域同源蛋白的检索

由于 /012( 的 ()J(G(H%( 之间氨基酸残基在决

定 /012( 的染色质伸展活性中起重要的作用，因此

利用该区域进行 /!"C8（LLL6 ;#M4 6 ;!:6 ;4> 6 5<A）分析

搜索其同源的蛋白质，结果发现一新型蛋白质（N7;G
/";O 登录号为 +P-%%J-J），该新型蛋白亦具有染色

质伸展活性（另文发表）。

!") $%&’( 最小结构域丙氨酸扫描突变体的克隆

及表达

由于 /012( 的 ()$HG(HE) "" 仍 保 留 与 完 整

/012( 相似的染色质伸展活性。本文在该区域中构

建以 I 个丙氨酸为一组的丙氨酸扫描突变体，以便

进一步确定 /012( 中重要的氨基酸残基（图 E）。如

材料与方法中所述，利用重组 ’10 技术构建 (- 种

丙氨酸扫描突变体，依次命名为 +(G+(-。将这些突

变体转染哺乳动物细胞 +QEG( 后，收集细胞总蛋白，

用抗 !"# 阻遏物抗体进行 R7C879; M!<8 检测表明（图

E），这些缺失突变体均表达了相应的融合蛋白，与预

期结果一致。

图 E /012( 丙氨酸扫描突变体的结构及其表达

3456E S89?#8?97 ";@ 7TD97CC4<; <= @4==797;8 /012( "!";4;7
C#";;4;5 :?8";8C

!"* 丙氨酸扫描突变体的染色质伸展活性检测

将 (- 种丙氨酸扫描突变体转染 +QEG( 细胞后，

经免疫荧光染色 !"# 阻遏物观察染色质结构的改

变。结果表明（图 E），/012( 功能结构域中 (H-HG
(H(( 之间的氨基酸序列由 ,+NNP 突变为 I 个丙氨

酸后（突变体 +I），其染色质伸展活性丧失。与比较

所有缺失突变体染色质伸展活性百分数的结果相

似，比较所有丙氨酸扫描突变体染色质伸展活性百

分数可以看出（图 E），/012( 中 (H-%G(H%( 之间氨基

酸残基在决定 /012( 的染色质伸展活性中起更重

要的作用。

# 讨论

近几年的研究表明，大规模的染色质结构改变

在基因转录调节中起重要作用［((］，它可能与细胞生
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长、静止、老化和分化有关，因此，染色质结构的改变

与生命活动息息相关。!"#$% 在 &’$ 损伤修复和

转录调节中起重要作用，而这些功能的发挥主要取

决于 # 末端转录激活结构域。!"#$% # 末端转录

激活结构域含有 ( 个串联但不重复的 !"#) 结构

域。目前发现含有 !"#) 结构域的蛋白已有几十

种［%(］，但 很 多 蛋 白 的 功 能 还 不 清 楚。一 般 认 为，

!"#)结构域与 &’$ 修复、细胞周期和转录调节有

关。我们利用染色质结构检测技术观测到 !"#$%
的!"#) 结构 域 能 诱 导 大 规 模 染 色 质 伸 展，提 示

!"#$% 可能通过调节染色质结构来调节 !"#$% 的

其它功能，染色质结构调控的失衡必将增加乳腺癌

发生的可能。

从我们所构建的 !"#) 结构域突变体（缺失突

变体和丙氨酸扫描突变体）来看，染色质伸展活性似

乎与其蛋白质的稳定性无关。如图 * 中，$+ 突变体

的表达水平高于 $,，前者无染色质伸展活性，而后

者具有较高的染色质伸展活性；又如 $( 突变体的

表达水平与 $+ 相似，但 $( 具有较高的染色质伸展

活性。

组蛋白酰基化是核小体水平染色质修饰的常见

形式，它是染色质转录活跃的标志之一。病毒转录

因子 -.%/ 诱导的染色质伸展伴随着组蛋白酰基化

酶聚集和局部组蛋白的高度酰基化，但 !"#) 结构

域诱导的染色质伸展区没有组蛋白酰基化（数据未

显示），说明 !"#) 诱导的染色质伸展不同于 -.%/
诱导的染色质伸展。另外，也不排除其它的组蛋白

修饰（如磷酸化）与 !"#) 诱导的染色质伸展有关。

目前已发现几百种 !"#$% 的基因突变，大约

*/0的 !"#$% 突变为错义突变，其中 +1(0为良性

多态性，2130是恶性的，而 320还未分类［%*］，因此

对这些未分类的突变体表型的预测对于预防和治疗

乳腺癌具有非常重要的意义。由于许多乳腺癌易感

突变发生在 !"#$% 的锌指结构域和 !"#) 结构域，

因此，对 !"#$% !"#) 结构域中的重要区域及氨基

酸残基的确定有助于预测该区域突变后乳腺癌发生

的风险。从 !"#)% 染色质伸展活性看（图 ( 和图

*），!"#)% 的 %/4%5%2(% 之间氨基酸残基是发挥其功

能的重要区域。可以想象，该区域的重要氨基酸的

突变导致乳腺癌发生的危险性或恶性程度可能比

!"#)% 的其它区域（%/,(5%/46）的突变更大或更高。

丙氨酸扫描突变体的染色质伸展活性检测表明，

!"#)% 中 %2625%2%% 之间的氨基酸序列由 7$889 突

变为 + 个丙氨酸后，其染色质伸展活性丧失。由于

缺乏 !"#)% 结构域不同基因型与表现型一一对应

的临床资料，!"#)% 的 %/4%5%2(% 之间氨基酸残基突

变后 的 表 型 有 待 进 一 步 研 究。已 有 资 料 表 明，

!"#)% 中 %263 位由 $ 突变为 : 后的病人易发生乳

腺癌［%,］，而该位点正好位于上述提到的重要丙氨酸

扫描突变体中。

另外，!"#)% 中染色质伸展活性重要区域和重

要残基的确定，缩小了寻找与其相互作用的靶分子

的范围，为准确搜索同源蛋白质奠定了坚实的基础，

也为进一步研究 !"#)% 结构域的功能机制提供了

有用的对照。
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