
!" 卷 ! 期
!""#年 $月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
%&’(!" )&(!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
*+,-. !""#

收稿日期：!""$/"0/1#，修改日期：!""$/1!/12。

基金项目：国家杰出青年科学基金（)&($223"12）；国家 24$项目（)&(""15631"""3）资助。

"通讯作者。78’：09/1"/992$1$!3；:+;：09/1"/90132#$9；</=+>’：?.8@ABC=;( -8> ( D&E( -@

!"#"$ 入核分子机制的初步研究
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摘 要 为了研究 FG+G$入核的分子机制，将 F%#"大 7抗原的经典核定位序列 )HF（@I-’8+, ’&-+’>J+G>&@ ?8KI8@-8）分别
融合在 FG+G$/L:M分子和缺失突变体 N?G+G$/L:M的分子之间，构建 FG+G$/)HF/L:M和 N?G+G$/)HF/L:M融合分子。转染
!2$7细胞，以 )HF/L:M为阳性对照，通过激光共聚焦显微镜的观察融合分子的亚细胞位置，未经白介素/9刺激的
FG+G$/)HF/L:M和经白介素/9刺激的 FG+G$/L:M呈胞核分布，未经白介素/9刺激的 FG+G$/L:M和 N?G+G$/)HF/L:M呈胞浆
分布 ( 初步证明 FG+G$入核是由于获得了核定位序列。

关键词 FG+G$，入核，核定位序列（)HF）
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F7P7?（?>D@+’ G,+@?QI-8,? +@Q +-G>E+G&,? &B G,+@?-,>RG>&@）是潜
在的转录因子。它在胞浆中是信息的传递者，在胞核中作为

转录的激活者［1］。FG+G$是 F7P7家族的重要一员，能够被多
种细胞因子、生长因子和癌蛋白激活，对细胞的生长和存活

起重要作用［!］。已经发现越来越多的转录因子受核和胞浆

转运机制的调控从而调节特定的基因表达。这些转录因子

包括：F7P7?（?>D@+’ G,+@?QI-8,? +@Q +-G>E+G&,? &B G,+@?-,>RG>&@）、
):/S6?（@I-’8+, B+-G&,? &B TDS 6 -8’’?）［$］和 ):P7?（@I-’8+, B+-G&,?
&B +-G>E+G8Q 7 -8’’?）等［#］。随着被激活的信号分子得到修饰，
他们很快地进入细胞核结合在特定的 N)P上。
当细胞表面的受体激活后，FG+G$ 蛋白通过自身的 FU!

结构域的相互作用而被招募到激活受体的磷酸化停泊位点。

FG+G$然后通过受体激酶本身或中间激酶发生磷酸化。二聚
化的 FG+G$进入细胞核而结合在基因启动子的特定 N)P序
列上来调节基因的表达［3］。

但是自从 F7P7家族发现以来，对其在胞浆中激活后怎
样进入细胞核发挥它们的生物学功能还知之甚少。一般来

说，蛋白质分子进入细胞核的调控机制主要有两种：一是蛋

白质分子具有能引导入核的核定位序列（)HF），在核定位序
列的引导下蛋白质分子进入细胞核；二是蛋白质分子与其它

信号分子形成复合物在需要能量的情况下进入细胞核［9］。

尽管 FG+G$蛋白在 4"3位酪氨酸磷酸化后很快聚集在细
胞核，然而其核定位序列 )HF（@I-’8+, ’&-+’>J+G>&@ ?8KI8@-8）一
直没有被发现。有报道认为 FG+G1的 N)P结合域的一段碱性
氨基酸具有核定位功能，而 FG+G家族在 N)P结合域有很高
的同源性，但随着 FG+G$ 蛋白三维晶体结构的解析发现其

N)P结合域在没有外界信号分子的刺激时被包裹在发卡环
中［4］，即核定位序列被隐藏起来。为了研究 FG+G$ 由胞浆进
入细胞核是否由核定位序列调控或与其它信号分子结合调

控所完成，我们将经典的 F%#"大 7抗原的核定位序列 )HF
融合在绿色荧光蛋白的 )端（)HF/L:M），然后再将 FG+G$及其
缺失突变体 N?G+G$（#"$++/#!9++，对应于 FG+G1的核定位序列）
分子融合在 )HF 的 ) 端形成 FG+G$/)HF/L:M 和 N?G+G$/)HF/
L:M融合分子，转染后激光共聚焦显微镜下观察发现核定位
序列（)HF）能将 FG+G$ 分子由细胞浆带入细胞核；而野生型

FG+G$只有在 TH/9的刺激下才能进入细胞核，但是 )HF不能
将 FG+G$的缺失突变体带入细胞核。

% 材料和方法

%&% 材料

%&% &% 质粒、菌株与细胞：质粒 R<L:M/)1（5’&@8G8-.）由本室
保存，含有全长 F7P7$基因的质粒 M*F1由耶鲁大学的付新
元博士提供；转化菌 NU3!由新加坡国立大学李蓬博士提
供；!2$7细胞由本室保存。

%&% &’ 工具酶和主要试剂：限制性内切酶及 7# N)P连接
酶来自 )8V <@D’+@Q 6>&’+A公司，MW,&A8?G7* N)P聚合酶购自

7+X+Y+公司，质粒提取试剂盒购自 M,&=8D+公司，转染试剂
盒购自 L>A-&公司。

%&’ 方法

%&’ & % )HF/L:M，F+G$/L:M，FG+G$/)HF/L:M和 N?G+G$/)HF/L:M
表达载体的构建：

)HF/L:M的构建：依照 F%#" 大 7 抗原的核定位序列





! 讨论

本研究初步证明 !"#"$入核是由于获得了入核的核定位
序列而不是由于和其它信号分子结合形成复合物而入核。

为了研究 !"#"$ 在没有信号分子刺激下，是否由伴侣分子结
合而停留在胞浆中。我们将 !%&’大 (抗原的经典核定位序
列 )*! 融合在 !"#"$ 和 !"#"$ 的缺失突变体 +,"#"$（&’$##-
&./##）的 0端，然后再将 !"#"$-)*!和 +,"#"$-)*!融合在绿色
荧光蛋白的 )端形成 !"#"$-)*!-123和 +,"#"$-)*!-123分子。
有证据表明，胞浆分布分子蟾蜍核因子 4（)24），即使加上
)*!，也不会引起在细胞核中聚集［5］。仅仅随 )24磷酸化后，
随后释放伴侣分子才能进入细胞核。将 !%&’ 大 (抗原的
)*!融合于 !"#"$和 +,"#"$ 的下游，是为了减少破坏 !"#"$ 的
结构以及和其它蛋白分子的相互作用。转染 .5$(细胞 .&6
后经激光共聚焦显微镜观察，!"#"$-)*!-123主要分布在细胞
核，而 +,"#"$-)*!-123主要分布在胞浆中。由于 !"#"$的缺失
突变体 +,"#"$（&’$##-&./##）正好将其在 +)7结合域的一段与
!"#"8有高度同源性的碱性氨基酸缺失掉，有报道证实 !"#"8
的 +)7结合域（$49##-&8$##）对 !"#"8的入核起重要作用［8’］。
缺失该段碱性氨基酸后即使加上核定位序列也不能将 !"#"$
分子带入细胞核，为我们研究 !"#"$入核的核定位序列提供
了线索。!"#"$-)*!-123 研究说明 !"#"$ 在加上核定位序列
（)*!）后，被核膜上的受体识别，在核定位序列的引导下进入
细胞核。!"#"$-123在没有信号分子刺激的情况下，主要分布
在胞浆，通过 :*-/ 等细胞因子刺激后使其位于发卡结构中
的 +)7结合域的构象发生变化，使其核定位序列暴露，引起
!"#"$ 聚集于细胞核（2;<= .），!"#"$入核需要在 :*-/等细胞因
子的刺激下获得可被识别的 )*!。当然，对 !"#"$入核的更精
细的分子机制还有待更进一步的深入研究。
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