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摘摇 要:摇 目的摇 构建带 His 标签的突变型及野生型 pcDNATM3. 1 / myc鄄HisB / NPCEDRG 重组表达载体。 摇 方

法摇 以 pcDNA3. 1鄄NPCEDRG 重组质粒为模板,采用聚合酶链式反应(PCR)技术扩增 NPCEDRG 基因编码区,利用

PCR 过程中的碱基错配,随机突变产生 NPCEDRG 的突变体,分别将野生型及突变型 NPCEDRG 基因编码区 cDNA
插入 pcDNATM3. 1 / myc鄄HisB 真核表达载体,双酶切鉴定,测序验证,生物信息学方法进行蛋白质结构预测。 摇 结果

双酶切突变型及野生型 pcDNATM3. 1 / myc鄄HisB / NPCEDRG 重组表达载体,均产生 519 bp 长度的目的片断。 测序结

果证实,突变型 NPCEDRG 基因有两个点发生了突变,分别是 T260 鄄C260 和 T287 鄄C287,但没有移码突变,在线生物信息

学分析结果示其相应氨基酸序列改变为 V73 鄄A73和 M82 鄄T82;野生型 NPCEDRG 基因序列与 Genebank 已知序列一致。
两个重组载体插入片段大小均为 513 bp,插入方向及位置正确,能表达预期所要的融合蛋白。 摇 结论摇 成功构建

了带 His 标签的突变型及野生型 pcDNATM3. 1 / myc鄄HisB / NPCEDRG 重组表达载体,为深入研究 NPCEDRG 基因功

能和揭示鼻咽癌发病分子机制提供实验手段。
关键词:摇 NPCEDRG;摇 聚合酶链式反应;摇 随机突变
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Construction of Eukaryotic Expression Recombinant of Mutational
NPCEDRG and Its Bioinformatics Analysis
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Abstract:摇 Objective摇 To construct two eukaryotic expression vectors of mutational and wild NPCEDRG by Random
Mutation. 摇 Methods摇 The ORF of NPCEDRG gene was amplified from the recombinant plasmid of pcDNA3. 1鄄NPCEDRG
by polymerase chain reaction (PCR),and mutational NPCEDRG was procured by Random Mutation. The ORFs謘 cDNAs of
the wild NPCEDRG gene and its mutant were recombined respectively into the pcDNATM3. 1 / myc鄄HisB vector with two tags
of myc and 6 伊 His following the target genes. Then the products were transferred into E. coli DH5琢,and the positive clones
were screened after being identified with restrictive enzymes and sequence analysis. 摇 Results摇 The 519 bp target segments
of mutational and wild NPCEDRG were obtained successfully in digestion products. The DNA sequence of wild NPCEDRG
was consistent with the cDNA sequence of NPCEDRG from GeneBank. And the sequence of the mutational NPCEDRG re鄄
vealed two altered codons,T260 鄄C260 and T287 鄄C287,which resulted in amino acid exchanges V73 鄄A73 and M82 鄄T82 . 摇 Conclu鄄
sion摇 Two recombinant expression vectors of mutational or wild NPCEDRG gene were constructed successfully.
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摇 摇 鼻咽癌(nasopharyngeal carcinoma,NPC)的分布

具有明显的种族性和地区性[1],全球范围以黄种人

发病率最高,尤其是在中国南方和国外的中国南方

移民及后裔中发病率极高,提示 NPC 是一个多基因

影响的遗传性肿瘤[2]。 鼻咽癌表达下调基因(naso鄄
pharyngeal carcinoma express down related gene,
NPCEDRG,GenBank 登陆号为 AF538150)是新近克

隆的一个鼻咽癌相关新基因,定位于 3p21. 3,该点

存在于湖南家族性鼻咽癌的遗传易感区 3p21. 31 ~
21. 2 区域内[3鄄4]。 前期研究显示,NPCEDRG 基因为

一个鼻咽癌候选抑瘤基因,至少存在 7 个转录起始

位点,产生 7 种 mRNA 剪接变异体,但其关键功能

位点还不清楚[5鄄9]。 本研究在前期研究的基础上,
利用 PCR 错配随机突变方法,构建带 His 标签的突

变型及野生型 pcDNATM3. 1 / myc鄄HisB / NPCEDRG 重

组表达载体,并结合生物信息学分析,初步筛选出可

能具有生物学意义的突变体,为深入研究 NPCE鄄
DRG 基因的抑瘤功能及其功能位点分析奠定基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 细菌、质粒及主要试剂

摇 摇 大肠杆菌 DH5琢 菌株为本室保存。 含 NPCE鄄
DRG 基因编码区的 pcDNA3. 1鄄NPCEDRG 重组质粒

由中南大学肿瘤研究所构建; pcDNATM 3. 1 / myc鄄
HisB 载体购自 Invitrogen 公司。 胰蛋白胨、酵母提

取物购自 Oxoid 公司,TaqDNA 聚合酶、dNTP 购自上

海生工,BamH玉、Hind芋内切酶购自华美生物工程

公司,T4DNA 连接酶购自 Promega 公司,胶回收试

剂盒购自上海华舜生物公司,质粒小量抽提试剂盒

购自 TaKaRa 公司,其他试剂为进口或国产分析纯。
引物由大连宝生物工程有限公司合成。
1. 2摇 引物设计

在 Genebank 中检索 NPCEDRG 基因 cDNA 序列

(登陆号为 AF538150),根据其编码序列(位于 cDNA
全长的 43 ~552 bp),应用 Primer Premier 5. 0 软件进

行引物设计,在上游引物 5忆端添加 Hind 芋 酶切位点

和 Kozak 序列,并包含 ATG 起始密码子序列,下游引

物 5忆端添加 BamH I 酶切位点,但不包括 TAA 终止密

码子序列,并在酶切位点外侧添加数个碱基以保证内

切酶的切割效率。 设计的引物序列如下:上游引物:
5忆鄄GGAAGCTTGCCACCATGTCCCGCGTTTT鄄3忆, 下 游

引物:5忆鄄CCAGGGATCCCCTAGGGTGAGGGCTTAC鄄3忆,

扩增片段长度为 531 bp。
1. 3摇 PCR 扩增目的基因片段

以 pcDNA3. 1鄄NPCEDRG 重组载体为模板,聚
合酶链式反应(polymerase chain reaction,PCR)扩增

NPCEDRG 基因编码区。 反应体系:在 100 滋L 总反

应体系中加 10 伊 缓冲液 10 滋L,模板 DNA 1 ng,25
mmol / L MgCl2 6 滋L,20 mmol / L dNTP 混合液 4 滋L,
20 滋mol / L 上、下游引物各 4 滋L,Taq DNA 聚合酶 5
u,灭菌去离子水补足至 100 滋L。 反应条件:95 益预

变性 5 min,进行下述循环:94 益 45 s,55 益 45 s,72
益 50 s,30 个循环,再 72 益延伸 5 min。 扩增产物

进行 1%琼脂糖凝胶电泳,检测扩增片段大小。
1. 4摇 质粒和 PCR 产物酶切、连接

将 PCR 产物于 1% 琼脂糖凝胶电泳后,切下

530 bp目的条带,回收、纯化。 BamH玉和 Hind芋双酶切

PCR 产物,纯化试剂盒纯化、回收。 BamH玉和 Hind 芋
双酶切 pcDNATM3. 1 / myc鄄HisB 质粒,1%琼脂糖凝胶

电泳,回收,纯化。 所有步骤均按试剂说明书进行操

作。 将酶切后的 pcDNATM3. 1 / myc鄄HisB 质粒及 PCR
产物按摩尔比1颐 3 连接,连接条件为15 益,水浴16 h。
1. 5摇 重组质粒转化及筛选

取 10 滋L 过夜连接产物转化 200 滋L 感受态细

菌,在氨苄青霉素抗性平板上筛选重组载体,随机挑

取数个单克隆进行 PCR 鉴定,以空 pcDNATM3. 1 /
myc鄄HisB 质粒作为阴性对照。 挑选多个阳性细菌

克隆扩增并抽提质粒。
1. 6摇 重组质粒的酶切和测序鉴定

对候选阳性克隆质粒进一步用限制性内切酶

BamH玉和 Hind芋做双酶切鉴定,以空 pcDNATM3.
1 / myc鄄HisB 质粒作为阴性对照,阳性克隆送上海生

工测序验证。 将测序结果与 Genbank 序列比对,获
得野生型和突变型 NPCEDRG 重组表达载体。
1. 7摇 在线生物信息学分析

DNA 序列比对参照 http: / / www. ncbi. nlm. nih.
gov / blast / bl2seq / wblast2. cgi;蛋白质二级结构预测

参照 http: / / www. cmpharm. ucsf. edu / ~ nomi / nnpre鄄
dict. html;蛋白质三级结构预测参照 http: / / www.
sbg. bio. ic. ac. uk / phyre / html / index. html。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 重组质粒酶切鉴定结果

摇 摇 随机选取 1、2 号细菌克隆扩大培养,小量抽提
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质粒。 将空 pcDNATM 3. 1 / myc鄄HisB 质粒和 pcD鄄
NATM3. 1 / myc鄄HisB / NPCEDRG 重组质粒 1、2 号分

别用限制性内切酶 Hind 芋和 BamH玉做双酶切,重
组质粒 1、2 号均成功切出约 5. 5 kb 的载体片段和

519 bp 的目的片段,而空 pcDNATM3. 1 / myc鄄HisB 质

粒只切出约 5. 5 kb 的线性载体片段(图 1)。
2. 2摇 重组质粒测序鉴定结果

将 pcDNATM3. 1 / myc鄄HisB / NPCEDRG 重组质粒

1、2 号克隆菌测序,结果发现 1 号重组质粒有两个点

发生了突变,分别是 T260鄄C260和 T287鄄C287,但没有移码

突变;2 号重组质粒经测序结果证实,将测序所得序

列与 Genebank 中 NPCEDRG 基因 cDNA 序列进行比

对,结果完全相符,无移码、缺失和突变。 两个重组质

粒插入片段大小均为 513 bp,包括起始密码子 ATG
及其之前添加的 Kozak 序列,不含终止密码子 TAA,

插入方向及位置正确,能表达预期所要的融合蛋白

(图 2)。 将 1、2 号重组质粒分别命名为突变型及野

生型 pcDNATM3. 1 / myc鄄HisB / NPCEDRG 重组质粒(分
别以 MUTANT 和 NPCEDRG 表示)。

图 1摇 pcDNATM3. 1 / myc鄄HisB / NPCEDRG 重组质粒双酶切

鉴定摇 1:DNA ladder;2:1 号重组质粒;3:空 pcDNATM3. 1 / myc鄄HisB
质粒;4:2 号重组质粒

图 2摇 突变型 NPCEDRG 与野生型 NPCEDRG DNA 序列比对摇 尹引显示突变位点

2. 3摇 野生型及突变型 NPCEDRG 蛋白质结构预测

NPCEDRG 基因 DNA 序列的两个碱基突变,导
致其相应氨基酸序列发生改变:Val73 鄄Ala73,Met82 鄄
Thr82(图 3)。

图 3摇 野生型及突变型 NPCEDRG 氨基酸序列比对 摇 引显

示突变位点

摇 摇 经蛋白质二级结构预测分析发现,Val73鄄Ala73突

变导致其二级结构中的 茁鄄折叠转变为 琢鄄螺旋结构

(图 4)。 三级结构预测结果显示,与野生型 NPCE鄄
DRG 相比较,突变后的 NPCEDRG 蛋白质结构发生改

变,突变处两个 琢鄄螺旋由紧密变得松散(图 5)。

3摇 讨摇 摇 论

NPCEDRG 基因定位于染色体 3p21. 3,该区域

图 4摇 野生型及突变型 NPCEDRG 二级结构比较摇 引显示突

变位点

图 5摇 野生型及突变型 NPCEDRG 三级结构预测比较

↙显示突变型蛋白质结构改变

已被定为是湖南鼻咽癌遗传易感区,并已发现多个

与鼻咽癌及其他肿瘤相关的肿瘤抑制基因[4,10鄄13]。
本课题组前期研究也表明,NPCEDRG 基因在鼻咽

癌中存在明显的表达下调,且该基因具有抑制鼻咽
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癌细胞生长的作用,并初步将其定位为域类肿瘤抑

制基因。 为探明其具体作用机制及功能位点,本实

验构建了一个包含 V73 鄄A73和 M82 鄄T82两个点突变的

NPCEDRG 突变体,经蛋白质结构预测分析发现,突
变后的 NPCEDRG 蛋白质其二、三级结构均发生改

变,其中一个 茁鄄折叠转变为 琢鄄螺旋结构,突变处两

个 琢鄄螺旋由紧密变得松散。 蛋白质是生物体各种

功能的执行者,同时也是生物体结构的构建者,蛋白

质只有正确折叠并形成相应的高级结构,才能正常

行使其生物学功能。 蛋白质结构是其功能的基础,
结构发生改变,可能导致其功能发生改变。 例如镰

刀型贫血症就是由于血红蛋白的 茁鄄亚基上的第六

位氨基酸由谷氨酸变成了缬氨酸,从而导致血红蛋

白的结构和功能的改变,其运输氧气的能力大大降

低。 又如血红蛋白亚基之间存在大量离子键,使其

构象呈紧张状态,对氧的亲和力很低,第一个亚基与

O2 结合时,离子键的破坏较困难,所需要的能量较

多。 当血红蛋白的一个亚基结合氧之后引起它的构

象从紧张态变成松弛态,其它的离子键也依次破坏,
此时破坏离子键所需要的能量也少,构象的变化导

致血红蛋白对氧的亲和力大大增强。 因此,本研究

中所构建的 NPCEDRG 突变体可能由于其蛋白质结

构的改变而导致其功能的改变,这对进一步研究该

基因的功能位点提供有利的实验手段。
NPCEDRG 基因来源于湖南鼻咽癌遗传易感

区,与鼻咽癌的发生发展关系密切,根据李桂源

等[14]提出的鼻咽癌发病易感基因群主导的多阶段

性多米诺骨牌效应分子机制假说,推测该基因可能

作为易感基因之一参与鼻咽癌发生发展过程中的诸

多分子事件。
基因变异是疾病发生的分子基础,包括基因结

构变异和基因表达变异两种。 在通常情况下,基因

结构上的变异包括 DNA 点突变、基因融合、染色体

异位、大片断的 DNA 缺失、基因扩增、基因插入和多

样性等。 而基因表达水平的变化则体现在功能基因

表达水平的过高或过低,导致表达产物的生物活性

失衡而致疾病[15]。 Knudson 提出的“两次突变冶学

说认为,抑癌基因的两个等位基因都失活才导致肿

瘤的发生[16]。 近年,表观遗传学( epigenetics)研究

认为,由于突变导致肿瘤发生的基因仅占所有基因

的 2% ,而大量的肿瘤相关基因是以表达激活或受

阻的方式在肿瘤发生发展过程中起作用。 DNA 甲

基化和非编码 RNA 干扰等原因也是抑癌基因失活

的重要原因[17鄄21]。 NPCEDRG 基因在鼻咽癌中存在

表达下调,但其是否还有基因突变存在,其功能失活

是否与 DNA 甲基化、非编码 RNA 作用等有关,V73 鄄
A73和 M82 鄄T82突变能否导致 NPCEDRG 基因生物学

功能发生改变,该基因第 73 和 82 位氨基酸位点是

否为其关键功能位点,这些问题仍然有待进一步深

入研究和探讨。

参考文献:
[1] 摇 Wei WI,Sham JS. Nasopharyngeal carcinoma[J] . Lancet,

2005,365(9476):2041鄄2054.
[2] 摇 Lo KW,To KF,Huang DP. Focus on nasopharyngeal car鄄

cinoma[J] . Cancer Cell,2004,5(5):423鄄428.
[3] 摇 Xiong W,Zeng ZY,Xia JH,et al. A susceptibility locus at

chromosome 3p21 linked to familial nasopharyngeal carci鄄
noma[J] . Cancer Res,2004,64(6):1972鄄1974.

[4] 摇 关勇军,贺修胜,候德富,等. 一个鼻咽癌相关 EST 的

鉴定及其全长 cDNA 序列分析[ J] . 生命科学研究,
2006,10(2):173鄄177.

[5] 摇 阳帅,胡华,邓敏,等. 鼻咽癌相关新基因 NPCEDRG 表

达对 CNE2 细胞生长的影响[J] . 生物化学与生物物理

进展,2010,37(2):167鄄174.
[6] 摇 阳帅,贺修胜,蒋俊豪,等. 鼻咽癌相关新基因 NPCE鄄

DRG 真核诱导表达载体的构建及鉴定[ J] . 南华大学

学报:医学版,2008,36(2):162鄄165.
[7] 摇 Hou DF,Guan YJ,Liu JP,et al. Cloning and characteriza鄄

tion of the NPCEDRG gene promoter[ J] . Mol Cell Bio鄄
chem,2011,346(1鄄2):1鄄10.

[8] 摇 侯德富,关勇军,关瑞,等. 人 NPCEDRG 基因启动子的

克隆及 CCAAT / NFY 结合位点初步分析[ J] . 生物化

学与生物物理进展,2011,38(8):713鄄723.
[9] 摇 侯德富,关勇军,关瑞,等. 鼻咽癌细胞系 CNE2 中

NPCEDRG 基因 mRNA 剪接变异体分析[J] . 生物化学

与生物物理进展,2011,27(9):841鄄850.
[10] 摇 Wong AM,Kong KL,Chen L,et al. Characterization of

CACNA2D3 as a putative tumor suppressor gene in the
development and progression of nasopharyngeal carcino鄄
ma [J] . Int J Cancer,2013,133(10):2284鄄2295.

[11] 摇 贺修胜,陈主初,田芳,等. 鼻咽癌中染色体 3p21 区

域一个表达下调的 EST 的鉴定[ J] . 癌症,2003,22
(1):1鄄5.

[12] 摇 Tommasi S,Dammann R, Jin SG, et al. RASSF3 and
NORE1:identification and cloning of two human homo鄄
logues of the putative tumor suppressor gene RASSF1
[J] . Oncogene,2002,21(17):2713鄄2720.
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浆 SOD 活性升高,血浆 MDA 水平降低,通过抗氧化

应激作用改善高胰岛素血症。 Endo K 等[7] 的研究

发现普罗布考可以抑制糖尿病肾病的进展和肾功能

不全事件的发生。 本文观察结果提示普罗布考对老

年糖尿病肾病患者也有较强的抗氧化的作用,使抗

氧化剂如 SOD 表达升高,而脂质过氧化代谢产物

MDA 合成减少,延缓糖尿病肾病的发展。 本文还观

察到使用普罗布考后尿素氮降低,与部分报道尿素

氮升高有出入,考虑因本研究样本量较小,随访时间

较短,还有待进一步观察。
糖尿病肾病严重程度还与炎性状态及脂肪细胞

因子的水平等因素有关[8鄄9],并且考虑到老年糖尿

病患者往往合并基础疾病较多、个体对药物反应不

同,故普罗布考对老年 2 型糖尿病肾病抗氧化作用

还需进一步的深入研究,因此用药时要全面考虑患

者整体情况,注意个体化用药并加强监测。
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