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微丝相关新基因 hHBrk1 的克隆及功能鉴定

徐勤枝 , 　丁新民 , 　段瑞峰 , 　周平坤 , 　项晓琼 , 　张开泰 3 , 　吴德昌 3

(军事医学科学院放射医学研究所 ,北京　100850)

摘要 　微丝相关新基因 hHBrk1 被克隆. hHBrk1 基因位于 3p251322411 区 ,由 3 个外显子和 2 个内含

子组成. Northern 印迹杂交结果表明 hHBrk1 基因有 2 个转录本 ,在人体 12 种组织中均有表达 ,尤

以心肌和骨骼肌为著. hHBRK1 蛋白含 75 个氨基酸 ,分子量约 9 kD ,与动植物界相关蛋白的同源性

达 98 %～35 %. hHBRK1 蛋白定位于细胞浆 ,在细胞运动的最前沿富集 ;在有丝分裂期 ,hHBRK1 蛋

白定位于细胞膜皮质区和缢缩环. 实验结果提示 ,hHBRK1 蛋白可能通过调控 F2肌动蛋白的聚合而

参与调控细胞运动、分化等基础生命活动.
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Cloning and Identif ication of a Novel Gene hHBrk1 , Encoding a

F2actin Associated Protein Highly Conserved in Animals and Plants

XU Qin2zhi , DING Xin2min , DUAN Rui2feng ,ZHOU Ping2kun , XIANG Xiao2qiong , ZHANG Kai2tai
3

, WU De2chang
3

( Beijing Institute of Radiation Medicine , Beijing 　100850 , China)

Abstract 　Reorganization of cortical actin filaments plays a critical role in cell movement and pattern
formation1 It has been identified that the hHBrk1 ( human homology of Brick1) gene was localized on
chromosome 3p and spanned over 11 kb comprising three exons and two introns. Northern blot analysis
demonstrated two transcripts of hHBrk1 gene in most of the human tissues and relatively higher level of
expression was observed in adult heart and skeletal muscle tissues. hHBrk1 encodes a small novel protein of 75
amino acids residues. Database searches showed that hHBRK12related proteins was highly conserved from
mammals to plants. Ectopically expressed GFP2hHBRK1 fusion protein colocalized with F2actin in mitotic
cells. It was suggested that hHBRK1 was a F2actin related protein. hHBRK1 might be involved in actin
cytoskeletal organization by polymerizing F2actin.
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　　肿瘤细胞的浸润、转移与微丝及其相关蛋白有

关 ,微丝的异常聚合可增强肿瘤细胞的运动能

力[1 ]
. Brick 1 ( Brk1) 是新近在玉米表皮细胞中发现

的微丝相关基因 , Brk1 基因隐性突变后 ,玉米表皮

细胞呈现去分化现象 ,此病变系微丝蛋白 ( F2肌动蛋

白 ,F2actin)聚合减少所致. Northern 印迹杂交显示 ,

Brk1 在分裂活跃的玉米组织高表达[2 ] . 无独有偶 ,

本实验室应用抑制性消减杂交技术 ,从人支气管上

皮恶性转化细胞系 BERP35 中筛选到人 Brk1 同源

基因的表达序列标签 , 命名为 hHBrk1 ( human

homology of Brick1) . 利用基因芯片技术发现 , hHBrk1

基因在肺癌组织中的表达丰度高于配对的正常肺组

织[3 ]
. 为探讨 hHBrk1 基因的功能 ,应用快速扩增

cDNA 末端 (rapid amplification cDNA end ,RACE) 的方

法克隆了 hHBrk1 基因的全长 cDNA ,应用激光共聚

焦技术对 hHBRK1 蛋白进行了细胞亚定位分析. 结

果提示 ,hHBRK1 蛋白为微丝相关蛋白 ,可能参与微



丝的聚合 , 从而在肿瘤的浸润、转移过程中发挥

作用.

1 　材料与方法

111 　细胞培养

人永生化支气管上皮细胞 BEP2D 由美国 C. C.

Harris 教授惠赠 ,BERP20、BERP35 细胞为 BEP2D 细

胞经 115 Gyα粒子照射后连续培养的第 20 和 35 代

细胞. 35 代细胞接种裸鼠成瘤 ,病理类型为高分化

鳞癌. LHC28 无血清培养液 (Biofluids Inc1 USA) ,

37 ℃,5 %CO2 条件下培养. 具有高转移潜能的大细

胞肺癌细胞株 95D 购自解放军总医院病理科 ,常规

细胞培养.

112 　试剂与载体

Prime2a2gene 随机标记试剂盒购自 Promega 公

司 ; [α232
P] dCTP 购自北京亚辉生物医学工程公司 ;

Human Fetal Brain Marathon2Ready
TM

cDNA 、Human

adult MTN
TM

Blot 和 pEGFP2C1 载体购自 CLONTECH

公司 ;TaKaLa LA Taq with GC buffer 和 EX Tag 酶购自

宝生物公司 ;p GEM2T easy vector kit 购自 Promega 公

司 ;TRIzol 、Lipofectin 购自 Invitrogen 公司 ; PCR 纯化

试剂盒、T4 DNA 连接酶购自 Promega 公司 ; TRITC 标

记的鬼笔环肽购自 Sigma 公司 ,限制性内切酶购自

BioLabs 公司. 引物合成及序列测定由上海博亚生物

技术公司完成.

113 　序列数据获取及分析

本研究采用的序列数据均取自 GenBank (http :Π
www1ncbi . nlm. nih. gov) ;多序列比对采用 Clustal W

(ver1 1182 ) 程序 ;序列同源比对采用 GenBank 中的

Blast 程序 ; 序列格式转换采用 DNASTAR 公司的

EdiSeq 软件.

114 　Northern 印迹杂交

收获永生化 BEP2D 细胞、BERP20 和恶转

BERP35 细胞 ,异硫氰胍一步法提取细胞总 RNA ,取

15μg 总 RNA ,1 %甲醛变形胶电泳后转膜 ,与[α232 P]

dCTP标记的 hHBrk1 基因探针杂交 , X 线胶片于

- 70 ℃放射自显影 2～3 d ,经显影、定影后分析杂交

信号 ,以看家基因 GAPDH探针的杂交信号为对照.

115 　RACE

引物设计原则、PCR 体系及循环参数参阅

CLONTECH 的用户手册. 初级 PCR 产物 1∶50 稀释后

用做巢式 PCR 的模板. PCR 仪为 PE GENEAmp

systems 2400. PCR 结果用 115 %琼脂糖凝胶鉴定.

PCR 产物克隆至 p GEM2T 载体后测序 ,序列测定由

上海博亚生物技术公司完成. 5′RACE 引物 : GSP2a ,

5′> agc ctt cag ctc ctt cct ttc tcc < 3′;NGSP2a ,5′> agc

agc acg gca ctg ttc tag gt < 3′. 3′RACE 引物 : GSP2s ,5′

> taa cgt cgt ttc caa cgg ttc ctc < 3′;NGSP21 ,5′> tca

cag cca aaa gcc tgg gac tc < 3′; NGSP22 , 5′> gac tgt gat

tat ggt ggg gag a < 3′. PCR 循环参数 :94 ℃5 min ,94 ℃

30 s ;9410 ℃5 s ,6810 ℃2 min , 25 个循环.

116 　构建 pEGFP2 hHBrk1 真核表达载体

参照 hHBrk1 基因 cDNA 序列设计引物 ,分别引

入 Bgl Ⅱ和 Sal Ⅰ酶切位点 ,具体序列为 P1 :5′> aga

tct atg gcg gga cag gag gat < 3′,P2 : 5′> gtc gac tta ggt

gag tgt ctc acc < 3′. 以人胎脑 cDNA 文库为模板 ,PCR

测序为 :94 ℃变性 5 min 后 ,进入 30 个循环 (94 ℃, 5

s ; 60 ℃, 5 s ; 72 ℃30 s1) ,115 %琼脂糖凝胶电泳鉴

定. PCR 产物纯化后 ,与 p GEMT Easy 载体连接成重

组子 ,命名为 p GEM2 hHBrk1. 测序确证序列无误后 ,

用 Bgl Ⅱ和 Sal Ⅰ双酶切 pEGFP2C1 和 p GEM2
hHBrk1 ,将从后者切下的 230 bp 片段割胶回收后与

pEGFP2C1 连接 ,16 ℃连接过夜后转化 E. coli DH5α

感受态 ,菌落 PCR 鉴定有片段插入后 ,测序鉴定目

的基因同框插入 , 质粒命名为 pEGFP2hHBrk1.

117 　真核表达载体纯化及细胞转染

pEGFP2hHBrk1 和 pEGFP2C1 的纯化按说明书进

行. pEGFP2hHBrk1 和 pEGFP2C1 载体的转染方法 ,参

阅Lipofectin 说明. 转染 48 h 后倒置荧光显微镜下观

察 hHBrk1 蛋白在 95D 细胞中亚定位. 鬼笔环肽标记

95D 细胞微丝的方法参阅文献 [4 ] . 采用激光共聚焦

技术检测 GFP2hHBRK1 融合蛋白与微丝的共定位.

共聚焦激光扫描显微镜为 Radiance 2100 型 (Bio Rad

公司) , 激发波长分别为 488 nm 和 543 nm.

2 　结果

211 　hHBrk1 基因的 Northern 印迹杂交

杂交结果显示 , hHBrk1 基因有 2 个转录本 ,分

别为 114 kb 和 111 kb. hHBrk1 基因在 12 种成人组

织均有表达 ,成人心脏、骨骼肌组织的表达丰度高于

其余组织 ( Fig. 1 A) . hHBrk1 基因在 BEP2D 细胞、

BERP20 及 BERP35 三个细胞系中的表达丰度逐次

上升. 经 GAPDH 基因校正后 , hHBrk1 基因在恶转细

胞BERP35 中的表达丰度为 BEP2D 细胞的 119 倍

(Fig. 1B) .

212 　hHBrk1 基因 RACE 测定

5′RACE和 3′RACE初级 PCR 产物为 500～2 kb

的弥散条带 ;巢式PCR产物凝胶电泳显示 ,5′RACE
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Fig. 1 　Expression of hHBrk1 in normal human tissues and cell lines

(A) Adult tissues. Lanes 1 —12 : brain , heart , skeletal muscle , colon , thymus , spleen , kidney , liver , small intestine , placenta , lung ,

peripheral blood leukocyte ; (B) Cell lines(Left :hHBrk 1 ,Right : GAPDH) . Lanes 1 —3 : BEP2D , BERP20 , BERP35

PCR 产物为 300 bp 的特异条带 ,3′RACE 的 PCR 产

物为 450 bp ,其后隐约可见一 650 bp 的条带. 根据

GenBank 中 的 EST ( GenBank Accession No : BM

669309) 序列 ,重新设计 3′RACE 引物 NGSP22 ,循环

数增加至 45 个循环 ,可见特异性的 300 bp 左右的电

泳条带. PCR 产物纯化后克隆至 T 载体 ,DNA 测序

分别得到 hHBrk1 基因的 5′cDNA 和 3′cDNA 序列 ,序

列拼接后证实 hHBrk1 基因的 cDNA 全长 1197 bp .测

序结果证实 , hHBrk1 基因 3′端存在剪切 ,在 hHBrk1

基因的 cDNA 的 930 bp 处插入 20 个 polyA ,致使出

现一个 111 kb 的小转录本 ( Fig. 2A) . 该序列已递交

至 GenBank ,序列号为 AY148219 和 AY148220.

213 　hHBrk1 基因及其编码蛋白的生物信息学分析

hHBrk1 基因位于染色体 3p251322411 区 ,含 3

个外显子和 2 个内含子. 外显子与内含子交界处的

剪接序列符合“AG”及“GT”的规律 (见 Fig12B) .

hHBrk1 基因编码 75 个氨基酸蛋白 ,分子量约 817

kD. hHBRK1 蛋白家族 (注 :除 hHBRK1 和 BRK1 外 ,

其余种属氨基酸序列均为根据 cDNA、EST或基因组

序列推导得到 ) 在动植物中的同源性达 98 %～

35 % ,是小分子蛋白质 ,在动、植物界高度保守 ( Fig.

3) . hHBRK1 与家鼠的同源蛋白只有一个氨基酸的

差异 , 同源性达 98 % ;与 BRK1 蛋白有 35 %的同源

性. hHBRK1 蛋白与 HSPC300 蛋白 ( GenBank 序列

号 : AAF28978) 的 5～79 个氨基酸残基同源性为

100 %. HSPC300 蛋白为一功能未明确的人造血干Π
祖细胞蛋白 , 克隆自 CD34 + 造血干细胞 ,分子量约

为 12 kD. 与 hHBrk1 基因相比 , HS PC300 基因的 5′

端非翻译区的多个碱基突变导致翻译起始点上移了

12 个碱基. HSPC300 基因在终止密码子“TGA”之前

缺失了一个“C”,致终止密码子被破坏 ,而继续编码

了 31 个氨基酸 ,其中第 5～79 位的氨基酸序列与

hHBRK1 蛋白完全相同. hHBRK1 蛋白家族保守性很

强 ,其功能域尚未明确.

(B)

Sequence around exon2intron boundaries

Exon 1(171 bp) 5′2UTR ⋯⋯CGTTCG gtcggc

Exon 2 (84 bp) tctcag GATATG⋯⋯GGGTGA gtgagt

Exon 3(922 bp) tcacag GTGACA ⋯⋯3′UTR

Fig. 2 　Characterization of hHBrk1 gene

(A) DNA sequence of human hHBrk1 gene and its corresponding

predicted protein sequence , the standard one letter amino acid code

is used. The start codon , stop codon and“aataa”are marked in

boldface type. The alternative splicing site of hHBrk1 gene is

indicated by 3 ;

(B) Exon2intron boundaries of the hHBrk1 gene. Exon sequences

are shown by large caps , while intron sequences by small caps
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Fig. 3 　Sequence homologous analysis of hHBRK1 protein

Alignment of hHBRK1 amino acid sequence with related sequence in other eukaryotes (assembled with the Clustal W aligment tool , version 1182) . Residues

shaded light gray are identical in > 50 % of proteins shown. Residues marked with 3 are shared 100 % identities in proteins shown. GenBank accession

numbers are as follows. Human , AY148219 (cDNA) ; mouse , NP2598698 (protein) ; Xenopus laevis , BG515680 (cDNA) ; Drosophila melanogaster ,

AE003462 ( Genomic) ; Caenorhaditis elegans , AU202036 (cDNA) ; Dictyostelium discoidium , AU074535 (cDNA) ; maize , AY093614 (cDNA) ; Araidopsis

thaiana , AF370530 (cDNA) ; Gossypium arboreum (cotton) , BF274937 (cDNA) ; Pinus taeda (pine) , AW290353 (cDNA) ; Physcomitrella patens

(moss) , AW738961 (cDNA) .

Fig. 4 　Detection of hHBRK1 protein in 95D cells by Laser confocal

214 　hHBRK1 蛋白的细胞亚定位

如 Fig. 4 所示 , GFP2hHBRK1 融合蛋白定位于

95D 细胞胞浆 ,并在细胞运动的最前沿富集. 当 95D

细胞进入有丝分裂期时 , GFP2hHBRK1 融合蛋白出
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现类似微丝蛋白 F2actin 的周期性变化 ,定位于细胞

皮质区及缢缩环. 应用鬼笔环肽标记微丝显示 ,95D

细胞的微丝排列紊乱 ,应力纤维缺如 ,主要分布在细

胞的皮质区 ,并在细胞运动的前沿富集. 利用激光共

聚焦显微镜发现 ,在细胞运动的最前沿 ,hHBRK1 蛋

白与微丝蛋白共定位 , 呈现桔黄色. 结果提示 ,

hHBRK1 为一相关蛋白 ,可能参与细胞的运动等生

理或病理过程.

3 　讨论

hHBrk1 基因是本实验室通过抑制性消减杂交

手段从人支气管上皮细胞恶性转化株 BERP35 中克

隆到的差异表达基因[3 ] . hHBrk1 基因在人体的多种

组织均有表达 ,且 hHBRK1 相关蛋白在动、植物界高

度保守 ,提示 hHBRK1 蛋白家族参与细胞的基础生

命活动. hHBRK1 的玉米同源蛋白 BRK1 已于 2002

年鉴定 ,Frank
[2 ,5 ]等的研究结果显示 BRK1 蛋白突变

后 ,与野生型相比 ,玉米的表皮细胞出现特异性去分

化改变 :如表皮细胞的叶突消失 ,特化结构如表皮毛

变短、顶端变钝 ,气孔的副卫细胞的极性化分裂现象

消失. 深入研究表明玉米表皮细胞的上述改变与细

胞皮质区的微丝蛋白 F2肌动蛋白的聚合减少有关 ,

表明 BRK1 参与 F2肌动蛋白的聚合过程. 本研究结

果与 Frank 等的报道一致. 利用 GFP 荧光报告载体 ,

首次发现 GFP2hHBRK1 融合蛋白在细胞间期定位于

细胞胞浆 ,而在分裂期 GFP2hHBRK1 融合蛋白在缢环

和细胞皮质区富集. Pelhan 和Chang 的研究发现 ,在真

核生物酵母的有丝分裂期 ,缢环是肌动蛋白聚合的活

跃区[6 ] ,提示 hHBRK1 蛋白为 F2肌动蛋白相关蛋白 ,

可能参与肌动蛋白的聚合作用 ,调控细胞迁移.

微丝的聚合过程分为 3 个阶段 :即成核期、生长

期 以及平衡期 ,成核期是微丝聚合的限速过程.

WASPΠScarΠWAVE蛋白家族是目前研究较为关注的

微丝成核促进因子 ,功能定位于细胞片状伪足 ,参与

细胞的运动[7 ,8 ]
. Eden

[9 ] 等应用亲合层析的方法 ,从

牛脑中分离出 WAVE1 复合体 ,发现此复合体为一

五聚体 ,分别与人 WAVE1、PIP121、Nap 125、HSPC300

和 Abi2 蛋白同源. 细胞外信号传递至此复合体时 ,

后者反式激活 ,释放 PIP121、Nap 125 及Abi2 ,WAVE1

与 HSPC300 形成亚二聚体 ,以 Arp2Π3 复合物依赖的

方式参与微丝蛋白组装的成核期. Eden 等结果表

明 ,牛 HSPC300 同源蛋白分子量为～9 kD ,蛋白质谱

分析显示 12 个肽段涵盖了人 HSPC300 序列的

45 %. hHBRK1 蛋白的分子量为 817 kD , HSPC300 蛋

白的分子量为 12 kD ,故而与牛 WAVE1 结合的蛋白

实为 hHBRK1 的同源蛋白. Eden 等的实验结果证实

了我们的推论 : hHBRK1 蛋白可能通过参与 WAVE1

介导的微丝成核作用 ,调节细胞的运动.

Northern 杂交证实 , hHBrk1 基因在 12 种正常成

人组织中均有表达 ,在骨骼肌和心肌的表达丰度较

高.在骨骼肌和心肌中的高表达 ,这与 WAVE 基因

的表达谱存在冲突. WAVE 家族含 3 个成员 :

WAVE1、WAVE2 和 WAVE3 , 其 中 WAVE1 和

WAVE3 仅在脑组织中表达 ,WAVE2 的表达谱相对

较广 ,在除骨骼肌外的各个组织均有表达[10 ]
. 此冲

突提示 hHBRK1 在骨骼肌中存在不依赖于 WAVE 1

的功能 , 这有待进一步研究. 本研究结果提示

hHBRK1 蛋白可能以调控 F2肌动蛋白成核作用的方

式参与细胞运动 ,进一步的实验正在进行中.
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