
书书书

畜牧兽医学报　２０１０，４１（４）：４６９４７７

犃犮狋犪犞犲狋犲狉犻狀犪狉犻犪犲狋犣狅狅狋犲犮犺狀犻犮犪犛犻狀犻犮犪

猪细胞周期蛋白犃基因的克隆及其功能研究

范　丽，唐青海，张彦明，刘　伟，仝　刚

（西北农林科技大学动医学院，杨凌７１２１００）

摘　要：本研究旨在克隆猪细胞周期蛋白Ａ基因（犆狔犮犾犻狀犃），并在猪脐静脉血管内皮细胞（ＳＵＶＥＣ）中表达，以验

证其功能。以人的犆狔犮犾犻狀犃 基因为信息探针，经电子克隆得到猪犆狔犮犾犻狀犃 基因，通过ＲＴＰＣＲ和ＤＮＡ测序验证

电子克隆结果并对其作生物信息学分析，用ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ研究它在ＳＵＶＥＣ中的表达情况。应用激光共

聚焦显微镜分析它在细胞中的亚细胞定位，并通过流式细胞仪分析细胞周期以及用 ＭＴＳ法测定细胞的增殖能力。

结果如下：核酸测序证明ＲＴＰＣＲ产物同电子克隆结果相符。该ｃＤＮＡ包含１２９９ｂｐ的完整开放阅读框（ＯＲＦ），

共编码４３２个氨基酸，经ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ分析，该基因定位于猪的８号染色体上。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示犆狔犮犾犻狀犃

基因编码蛋白的相对分子质量大小约为４０ｋｕ，亚细胞定位研究表明该蛋白定位于细胞核中。经流式细胞仪分析

表明稳定表达该基因的细胞，其Ｇ１ 期的细胞数量比对照组细胞增加了１５％～２０％，而Ｓ期的细胞数量比对照组细

胞减少了约１８％；ＭＴＳ法检测显示细胞株ＳＵＶＥＣＣｙｃＡＧＦＰ的增殖活性明显高于对照组细胞。作者成功克隆到

新基因猪源细胞周期蛋白Ａ，并验证了其生物学功能，为今后开展病毒感染对猪细胞周期蛋白Ａ影响的研究奠定

了基础。
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ｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ；ＭＴＳ

　　细胞周期蛋白家族控制着真核细胞的分裂周

期，作为一种可定期活化蛋白质激酶特定子集的调

节亚基，它们控制着细胞周期各个阶段的过渡时

间［１６］。ＣｙｃｌｉｎＡ作为细胞周期蛋白家族的一员，在

细胞周期调控系统中发挥着重要作用，它通过和

ＣＤＫ２激酶结合来参与控制细胞周期进入Ｓ期，并

与ＣＤＣ２结合来促进Ｇ２／Ｍ 时相的转换
［７１０］。Ｃｙｃ

ｌｉｎＡ的ｍＲＮＡ及蛋白质产物在Ｇ１ 晚期开始积累，

并在Ｓ期达到高峰
［１１］。目前，大量试验证实人犆狔

犮犾犻狀犃 基因的反常增殖与肿瘤的形成有关
［１２１４］，并

且，在病毒感染的细胞中，ＣｙｃｌｉｎＡ的表达也会出现

异常。已有的研究证实，ＣｙｃｌｉｎＡ的高表达与乙型

肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染成正相关，

ＨＢＶ基因整合入宿主细胞后，其序列中的增强子与

启动子激活犆狔犮犾犻狀犃 基因，使其高表达，从而导致

细胞增殖失控，可能是诱导肝细胞癌变的一个重要

因素［１５］。Ｙａｎｇ等证实丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣ

ｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）非结构蛋白 ＮＳ２可以抑制细胞增殖，

并通过下调ＣｙｃｌｉｎＡ蛋白的表达将细胞周期抑制

于Ｓ期
［１６］。这些试验结果表明，ＣｙｃｌｉｎＡ不仅仅是

细胞周期的重要调控蛋白，而且在肿瘤疾病和病毒

感染过程中可能也扮演着重要角色。

为探讨猪犆狔犮犾犻狀犃 基因的功能，本研究结合基

因存在论（Ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ）和生物信息学方法，按照

人的犆狔犮犾犻狀犃 基因序列在 ＮＣＢＩ数据库中电子克

隆到该基因的猪体同源性基因［１７１９］，并对其编码蛋

白的功能进行了生物信息学分析。通过试验验证了

该基因的存在，并将基因转入猪源细胞进行表达，验

证了其功能，为今后对肿瘤发生以及病毒与猪细胞

周期蛋白Ａ相互作用的研究奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　菌株、载体、细胞来源

感受态大肠埃希氏菌 ＤＨ５α、ｐＥＧＦＰＣ１ 和

ｐＥＧＦＰＮ１载体由作者实验室保存；ｐＭＤ１９Ｔ载体

购自宝生物工程（大连）有限公司；永生化的猪血管

内皮细胞由作者实验室保存，ＳＵＶＥＣ 细胞用含

１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基，在３７℃、５％的

ＣＯ２ 培养箱内培养，每隔２ｄ传代１次。

１．２　主要试剂及工具酶

ＴＲＩｚｏｌ试剂及细胞培养基ＤＭＥＭ购自美国Ｉｎ

ｖｏｔｒｉｇｅｎ公司；胎牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；ＴＩＡＮ

ＳｃｒｉｐｔｃＤＮＡ第一链合成试剂盒、ＴｉａｎＧｅｎＭｉｄｉＰｕｒｉ

ｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ胶回收试剂盒、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，均购自

ＴｉａｎＧｅｎ公司；质粒小提试剂盒购自杭州爱思进公

司；限制性内切酶犅犪犿ＨⅠ、犛犪犮Ⅱ和 犎犻狀ｄⅢ购自

ＴａＫａＲａ公司；高效真核转染试剂购自北京威格拉斯

生物技术有限公司；新霉素（Ｇ４１８）购自德国 Ｍｅｒｋ公

司；鼠抗ＧＦＰ单克隆抗体、辣根过氧化物酶标记的羊

抗鼠ＩｇＧ多克隆抗体均购自美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。

１．３　软件及网络资源

美国国家生物技术信息中心（Ｎａｔｉｏｎａｌｃｅｎｔｅｒ

ｆｏｒｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）的ＥＳＴ数据

库及蛋白质序列数据库；蛋白质一级结构预测工具

（ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ／）、二级结构预测

工具（ｈｔｔｐ：／／ｎｐｓａｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉｂｉｎ／ｎｐｓａａｕｔｏ

ｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａｇｏｒ４．ｈｔｍｌ）。蛋白亚细胞定

位预测工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏ．ｔｓｉｎｇｈｕａ．ｅｄｕ．

ｃｎ／Ｓｕｂｌｏｃ／）。同时，利用ＤＮＡＳｔａｒ、Ｍｅｇａ（４．０）软

件对ＤＮＡ序列进行辅助分析。

１．４　候选基因的电子克隆

以人的细胞周期蛋白ＡｃＤＮＡ序列为信息探针，

在ＮＣＢＩ上猪ＥＳＴ数据库中筛选与之同源的ＥＳＴ序

列，取２００ｂｐ以上、同源性大于８０％的猪的ＥＳＴ序

列进行拼接并构建ＥＳＴ连接群，得到与连接群一致

的序列；用同样方法再次比对拼接，直到不再延长为

止。最终校对的序列通过了猪基因组数据库的验证，

获得１条全长１６２２ｂｐ的相应猪基因的序列。

１．５　犆狔犮犾犻狀犃 的分子克隆

根据电子克隆得到的犆狔犮犾犻狀犃 基因序列，使用

ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０及Ｏｌｉｇｏ６．０等设计软件，设计

了１对特异性引物，预期扩增片段为１６２２ｂｐ，覆盖

犆狔犮犾犻狀犃 基因完整的编码区域。引物由北京三博

远志生物有限公司合成，引物序列 Ｐ１：５′ＡＧ

ＣＡＧＴＧＡＴＧＴＴＧＧＧＣＡＧＣ３′； Ｐ２： ５′ＴＧＴＡ

ＣＡＣＣＡＴＡＴＡＣＴＴＡＧＡＧＴＧＡＴＴＴＡＣＡＴＣＣ３′。

０７４
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采用ＴＲＩｚｏｌ法从ＳＵＶＥＣ细胞中提取总ＲＮＡ，用

ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒进行ｃＤＮＡ第一链的合

成。以ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ 扩增。反应体系：

ｃＤＮＡ模板２μＬ、２×ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ、１０μｍｏｌ·Ｌ
１

的上下游引物各１μＬ、ｄｄＨ２Ｏ６μＬ。反应条件：９５

℃４ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃１．５ｍｉｎ，共

３２个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用琼

脂糖凝胶电泳检测，并用ＤＮＡ凝胶回收试剂盒回

收目的片段，将回收产物与ｐＭＤ１９Ｔ载体连接，并

转化大肠杆菌ＤＨ５α，挑取阳性克隆、摇菌并提取质

粒，经犅犪犿ＨⅠ和 犎犻狀ｄⅢ双酶切鉴定后命名为

ｐＭＤＣｙｃＡ，并进行测序分析。

１．６　猪犆狔犮犾犻狀犃 序列的生物信息学分析

利用ＤＮＡＳｔａｒ６．０、ＭＥＧＡ４．０等分析软件，将

克隆到的猪犆狔犮犾犻狀犃 基因与ＧｅｎＢａｎｋ中登录的８

个不同物种的犆狔犮犾犻狀犃 基因在核酸水平和蛋白质

水平上进行相似性比较，并进行ＣｙｃｌｉｎＡ系统发生

进化关系分析。

１．７　犆狔犮犾犻狀犃 真核表达载体的构建

设计２对引物：上游引物Ｐ３（５′ＧＣＧＡＡＧＣＴＴＴ

ＧＡＴＧＴＴＧＧＧＣＡＧＣＴＣＣＧ３′），５′端带有犎犻狀ｄⅢ酶切

位点，下游引物Ｐ４（５′ＧＣＧＧＧＡＴＣＣＡＡＴＡＴＴＴＡＧＴ

ＧＴＣＴＣＴＧＧＴＧＧＧＴＴＧ３′），５′端加上犅犪犿ＨⅠ酶切位

点；上 游 引 物 Ｐ５ （５′ＧＣＧＡＡＧＣＴＴＡＴＧＴＴ

ＧＧＧＣＡＧＣＴＣＣＧ３′），５′端带有犎犻狀ｄⅢ酶切位点，下

游引物Ｐ６（５′ＧＣＧＣＣＧＣＧＧＡＡＴＡＴＴＴＡＧＴＧＴＣＴＣＴ

ＧＧＴＧＧＧＴＴＧ３′），５′端带有犛犪犮Ⅱ酶切位点。用上

述２对引物从已构建质粒ｐＭＤＣｙｃＡ的阳性菌液中

扩增出目的片段并双酶切，然后分别同经 犎犻狀ｄⅢ／

犅犪犿ＨⅠ双酶切的ｐＥＧＦＰＣ１和犎犻狀ｄⅢ／犛犪犮Ⅱ双酶

切的ｐＥＧＦＰＮ１连接，构建真核表达质粒ｐＥＧＦＰ

ＣｙｃＡ和 ｐＣｙｃＡＧＦＰ。用此质粒转化大肠杆菌

ＤＨ５α，筛选阳性克隆、扩增，用酶切法鉴定重组质

粒，并送北京三博远志生物公司测序。

１．８　重组质粒的细胞转染与稳定表达细胞株的建立

将处于指数生长期的ＳＵＶＥＣ细胞接种于六孔

板，待细胞汇合度达到５０％～６０％时，弃去细胞培

养液，加入２ｍＬ含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养

液，２ｈ后在单层细胞上加入高效转染试剂和质粒的

混合物（２∶６，质粒ＤＮＡ的终浓度为４ｍｇ·Ｌ
１），置

３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养６ｈ后，弃细胞上清

液，加入２ｍＬ含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液继

续培养，４８ｈ后加入Ｇ４１８筛选液，连续培养。每２

ｄ更换相同浓度的Ｇ４１８筛选液１次，并观察细胞生

长及死亡情况。同时设转染载体ｐＥＧＦＰＣ１、ｐＥＧ

ＦＰＮ１和未转染的ＳＵＶＥＣ细胞的阴性对照。待对

照孔的细胞全部死亡后将Ｇ４１８的浓度换为维持浓

度（筛选浓度的一半）。继续培养细胞，每２ｄ换１

次液，直到出现阳性克隆细胞。荧光倒置显微镜下

观察绿色荧光蛋白表达情况，扩大培养细胞。

１．９　表达产物的犚犜犘犆犚和 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

将筛选的单克隆细胞、空载体转染细胞和未转

染的细胞用ＴＲＩｚｏｌ法提取ＲＮＡ，进行ＲＴＰＣＲ验

证。细胞转染６０ｈ后用裂解液裂解细胞收集蛋白

上清，加入２×加样缓冲液，煮沸５ｍｉｎ，然后进行

１２０ｇ·Ｌ
１ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，１８０ｍＡ稳压状态下转

膜３ｈ，室温下用２０ｇ·Ｌ
１蛋白干粉封闭１ｈ后，用

鼠抗ＧＦＰ单克隆抗体（１∶１０００）４℃孵育过夜。

ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ。然后用辣根过氧化物

酶标记的羊抗鼠二抗（１∶４０００）室温作用１ｈ，同上

洗涤后，进行放射自显影。

１．１０　蛋白质的亚细胞定位

质粒ｐＥＧＦＰＣｙｃＡ 和ｐＣｙｃＡＧＦＰ转染２４ｈ

后用细胞核染料 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２进行活细胞染色，

并用Ｎｉｋｏｎ荧光倒置显微镜进行观察，同时设立空

载体ｐＥＧＦＰＣ１、ｐＥＧＦＰＮ１转染和未转染细胞作

为对照。

１．１１　流式细胞术分析细胞周期

取１×１０８ 个对数生长期细胞，用ＰＢＳ离心洗

涤２次，然后加１ｍＬＰＢＳ悬浮均匀，再加入２ｍＬ４

℃预冷的无水乙醇，立即振荡混匀，４℃固定１８ｈ

后用流式细胞仪分析细胞周期。

１．１２　犕犜犛法检测细胞增殖活性

分别将ＳＵＶＥＣ、ＳＵＶＥＣＧＦＰ和ＳＵＶＥＣＣｙ

ｃＡＧＦＰ以１×１０４ 个细胞的密度接种于９６孔培养

板，每孔加入２０μＬＭＴＳ／ＰＭＳ混合液进行培养，

分别于２４、４８、７２、９６ｈ在４９０ｎｍ 波长下测定 ＯＤ

值。试验重复３次，收集数据用ＳＰＳＳ１１．５软件进

行方差分析，以犘＜０．０５为差异显著，如果差异显

著，再进行Ｄｕｎｃａｎ′ｓ多重比较。

２　结　果

２．１　基因电子克隆结果

电子克隆获得的新基因经反复验证，获得了１

条全长１６２２ｂｐ的ｃＤＮＡ序列，其最大ＯＲＦ位于

６９－１３６７ｂｐ，共１２９９个核苷酸，编码４３２个氨基

１７４
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酸；ＯＲＦ起始密码子ＡＴＧ，５′ＣＡＧＴＧＡＴＧ３′序列

基本符合Ｋｏｚａｋ规则（－３，－６，－９位置，Ｇ是偏好

碱基），符合真核细胞 ｍＲＮＡ有效转录的需要。且

起始密码子上游同一相位含有终止密码子。该基因

无ＰｏｌｙＡ加尾信号。

２．２　猪犆狔犮犾犻狀犃的犚犜犘犆犚扩增和重组质粒狆犕犇

犆狔犮犃的酶切鉴定

　　用所合成的特异性引物Ｐ１和Ｐ２进行扩增，结

果显示，在约１６２２ｂｐ处有一特异性条带（图１）和

预期的目的片段一致。重组质粒ｐＭＤＣｙｃＡ 经

犅犪犿ＨⅠ／犎犻狀ｄⅢ双酶切产生了约１６２２和２６９２

ｂｐ的条带，与预期结果一致（图２）。

１．ＥＣ细胞总ＲＮＡ的ＲＴＰＣＲ产物；Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ相

对分子质量标准

１．ＴｈｅＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｆｒｏｍｔｈｅｔｏｔａｌＲＮＡｏｆＥＣｃｅｌｌ；Ｍ．

ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

图１　猪犆狔犮犾犻狀犃基因犚犜犘犆犚产物电泳图

犉犻犵１　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳犚犜犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狅犳狆犻犵犆狔犮犾犻狀犃犵犲狀犲

２．３　测序结果及序列分析

将重组质粒ｐＭＤＣｙｃＡ用全自动测序仪进行

序列分析。测序结果经分析与电子克隆相符。将测

序结果提交ＧｅｎＢａｎｋ，获得的登录号为ＧＱ２６５８７４。

１．犎犻狀ｄⅢ单酶切结果；２、３．犅犪犿ＨⅠ／犎犻狀ｄⅢ双酶切结果；

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标准

１．ＴｈｅｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐＭＤＣｙｃＡｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犎犻狀ｄⅢ；２，３．

ＴｈｅｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐＭＤＣｙｃＡｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犅犪犿ＨⅠ／犎犻狀ｄⅢ；

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

图２　重组质粒狆犕犇犆狔犮犃的双酶切及单酶切鉴定

犉犻犵２　犈狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狆犕犇犆狔犮犃

２．４　不同物种间犆狔犮犾犻狀犃 基因的相似性分析

用ＤＮＡＭＡＮ软件将克隆获得的猪（犛狌狊狊犮狉狅

犳犪）犆狔犮犾犻狀犃 基因与 ＧｅｎＢａｎｋ中８个不同物种的

犆狔犮犾犻狀犃 基因进行相似性比较，结果如表１所示。

核酸水平上猪犆狔犮犾犻狀犃 基因与其它８个物种的相

似性在８５．３％～９４．１％，而在蛋白水平上猪犆狔犮犾犻狀

犃 基因与其它８个物种的相似性在 ８５．７％ ～

９５．８％，其核酸序列和蛋白序列与人ＣｙｃｌｉｎＡ相似

性最高。

表１　猪犆狔犮犾犻狀犃和其它物种的犆狔犮犾犻狀犃的核酸序列与蛋白质序列的相似性比较

犜犪犫犾犲１　犘犪犻狉狑犻狊犲犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狋犺犲狀狌犮犾犲犻犮犪犮犻犱犪狀犱狆狉狅狋犲犻狀狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犆狔犮犾犻狀犃狅犳狆犻犵狑犻狋犺狅狋犺犲狉狊狆犲犮犻犲狊 ％

登录号

ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｕｍｂｅｒ

种

Ｓｐｅｃｉｅｓ

相似性Ｉｄｅｎｔｉｔｙ
核酸Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ 蛋白质Ｐｒｏｔｅｉｎ

ＮＭ２００２９９５１ 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 ９４．１ ９５．８

ＸＭ２００１１３４６３８８ 犘犪狀狋狉狅犵犾狅犱狔狋犲狊 ９３ ９３．４

ＸＭ５４０９６５７ 犆犪狀犻狊犳犪犿犻犾犻犪狉犻狊 ９２．９ ９３．１

ＮＭ２００８５１０ 犕狌狊犿狌狊犮狌犾狌狊 ８６．８ ８７．１

ＮＭ２１３４３６１ 犚犪狋狋狌狊狀狅狉狏犲犵犻犮狌狊 ８５．３ ８５．７

ＮＭ２１７５７１６ 犅狅狊犜犪狌狉狌狊 ９３．５ ９４．４

ＮＭ２００１０３２９４７ 犕犪犮犪犮犪犿狌犾犪狋狋犪 ９３．７ ９５

ＮＭ２００１００９４２７ 犗狏犻狊犪狉犻犲狊 ９３ ９３．６

２．５　犆狔犮犾犻狀犃系统发生进化关系分析

用ＤＮＡＭＡＮ软件对猪（犛狌狊狊犮狉狅犳犪）的犆狔犮犾犻狀

犃 基因与８个参考物种的犆狔犮犾犻狀犃 基因推倒的氨

基酸进行系统发生进化关系分析。从图３可看出构

建的进化树可聚为３类，猪（犛狌狊狊犮狉狅犳犪）与牛（犅狅狊

犜犪狌狉狌狊）、人（犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊）以及猕猴（犕犪犮犪犮犪犿狌

犾犪狋狋犪）的进化距离最近，它们可聚为一类；狗（犆犪狀犻狊

犳犪犿犻犾犻犪狉犻狊）、猩猩（犘犪狀狋狉狅犵犾狅犱狔狋犲狊）和羊（犗狏犻狊犪狉犻

犲狊）聚为一类；小鼠（犕狌狊犿狌狊犮狌犾狌狊）和褐鼠（犚犪狋狋狌狊

狀狅狉狏犲犵犻犮狌狊）聚为一类。
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图３　不同物种的犆狔犮犾犻狀犃蛋白系统进化树

犉犻犵３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳狋犺犲狆狉狅狋犲犻狀狅犳犆狔犮犾犻狀犃狆狉狅狋犲犻狀犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狆犲犮犻犲狊

２．６　猪犆狔犮犾犻狀犃蛋白结构特点和功能区分析

该蛋白分子式为 Ｃ２１７０Ｈ３４３９Ｎ５７７Ｏ６４９Ｓ１３，由

６８４８个原子组成，理论ＰＩ值为５．８９，Ｌｅｕ含量最高

（５２个密码子编码，占总量的１２．０％），其次是 Ａｌａ

（由３９个密码子编码，占总量的９．０％）和 Ｇｌｕ（由

３４个密码子编码，占总量的７．９％）；推测该蛋白的

半衰期为３０ｈ，不稳定指数为４４．９，属不稳定蛋白，

其二级结构可能以螺旋为主（图４）。将ＣｙｃｌｉｎＡ的

氨基酸序列输入清华大学生物信息研究所网站（ｈｔ

ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏ．ｔｓｉｎｇｈｕａ．ｅｄｕ．ｃｎ／Ｓｕｂｌｏｃ／）的

在线蛋白质特点及功能区分析软件进行预测，结果

表明可能为核内蛋白（Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｌｏｃａｔｉｏｎ：ｎｕｃｌｅａｒ）。

　　ＭＬＧＳＳＡＰＧＰＶＡＲＥＡＧＳＡＬＬＴＬＱＱＴＡＬＱＥＤＱＥＮＩＮＰＥＫＡＡＡＡＱＱＰＲＴＲＡＧＬＡＶＬＫＡＧＮＳＲＧＰＡＬＱＱＲＰＫＴＲ

　　ｃｃｃｃｃｃｃｃｃｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｃｈｈｈｈｈｈｈｈｃｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃ

　　ＲＶＡＰＬＫＤＬＰＩＮＤＥＨＩＴＶＰＰＷＫＡＮＳＫＱＰＡＦＴＩＨＶＤＥＡＥＥＥＴＱＫＲＰＡＥＳＫＫＰＥＳＥＤＶＬＡＦＮＳＡＩＴＬＰＧＰＲＫＰ

　　ｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｅｅｅｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｅｅｅｃｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｈｈｈｈｈｈｈｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃ

　　ＬＶＰＬＤＹＰＭＤＧＳＦＥＳＰＨＴＭＤＭＳＩＶＬＥＤＥＫＰＶＳＶＮＥＶＰＤＹＨＥＤＩＨＴＹＬＲＥＭＥＶＫＣＫＰＫＶＧＹＴＫＫＱＰＤＩＴＮＳＭ

　　ｅｅｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｈｈｈｈｈｅｅｅｃｃｃｃｃｃｅｅｃｃｃｃｃｃｃｃｃｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｈ

　　ＲＡＩＬＶＤＷＬＶＥＶＧＥＥＹＫＬＱＮＥＴＬＨＬＡＶＮＹＩＤＲＦＬＳＳＭＳＶＬＲＧＫＬＱＬＶＧＴＡＡＭＬＬＡＳＫＦＥＥＩＹＰＰＥＶＡＥＦＶＹ

　　ｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｃｃｃｃｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｃｃｃｃｃｃｃｃｅｅｅｅｅ

　　ＩＴＤＤＴＹＴＫＫＱＶＬＲＭＥＨＬＶＬＫＶＬＡＦＤＬＡＡＰＴＩＮＱＦＬＴＲＹＦＬＨＱＱＳＡＮＣＫＶＥＳＬＡＭＦＬＧＥＬＳＬＩＤＡＤＰＹＬＫＹ

　　ｅｅｃｃｃｃｃｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｃｃｃｃｃｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｃｃｃｃｃｃｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃ

　　ＬＰＳＶＴＡＡＡＡＦＨＬＡＬＹＴＶＴＧＱＳＷＰＥＳＬＶＱＫＴＧＹＴＬＥＴＬＫＰＣＬＬＤＬＨＱＴＹＬＲＡＰＱＨＡＱＱＳＩＲＥＫＹＫＮＳＫＹＨＧ

　　ｃｃｃｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｅｅｅｅｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｅｅｅｃｃｃｃｃｃｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｃｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｈｃｃｃｃｃｃｅ

　　ＶＳＬＬＮＰＰＥＴＬＮＩ

　　ｅｅｅｃｃｃｃｃｅｅｅｃ

　ｈ．α螺旋；ｅ．β折叠；ｃ．无规则卷曲

　ｈ．αｈｅｌｉｘ；ｅ．βｓｔｒａｎｄ；ｃ．Ｒａｎｄｏｍｃｏｉｌ

　图４　猪犆狔犮犾犻狀犃蛋白二级结构预测

　犉犻犵４　犜犺犲狊犲犮狅狀犱狊狋狉狌犮狋狌狉犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狆犻犵犆狔犮犾犻狀犃狆狉狅狋犲犻狀

２．７　猪犆狔犮犾犻狀犃 基因外显子分析

利用ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ将犆狔犮犾犻狀犃 的ｃＤＮＡ序列

与犛狌狊狊犮狉狅犳犪（ｐｉｇ）的进行比对，发现在第８号染色

体（ＣＵ８６１４８８，ＣＵ５７０９５２）上有同源序列，并将ｃＤ

ＮＡ分割成８份，显示可能为８个外显子。通过内

含子与外显子结合序列 ＧＴＡＧ分析，确定为８个

外显子。根据外显子与内含子的大小进行统计，绘

制出该基因的染色体图（图５）。

２．８　猪犆狔犮犾犻狀犃真核表达质粒狆犈犌犉犘犆狔犮犃和

狆犆狔犮犃犌犉犘的鉴定

　　将构建好的ｐＥＧＦＰＣｙｃＡ和ｐＣｙｃＡＧＦＰ转化至

图５　猪犆狔犮犾犻狀犃基因染色体图

犉犻犵５　犆犺狉狅犿狅狊狅犿犲犿犪狆狅犳狆犻犵犆狔犮犾犻狀犃犵犲狀犲

大肠杆菌ＤＨ５α工程菌，筛选阳性克隆，提取的质粒分

别经犎犻狀ｄⅢ／犅犪犿ＨⅠ和犎犻狀ｄⅢ／犛犪犮Ⅱ酶切鉴定，产

３７４
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生的片段大小与推测完全相符（图６、图７）。表明基

因已成功插入ｐＥＧＦＰＣ１和ｐＥＧＦＰＮ１表达载体中，

测序表明基因位置、大小和读码框均正确。

１．犎犻狀ｄⅢ／犅犪犿ＨⅠ双酶切结果；２．犎犻狀ｄⅢ单酶切结果；Ｍ．

ＤＮＡ相对分子质量标准

１．ＴｈｅｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐＥＧＦＰＣｙｃＡｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犎犻狀ｄⅢ／犅犪犿Ｈ

Ⅰ；２．ＴｈｅｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐＥＧＦＰＣｙｃＡｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犎犻狀ｄⅢ；Ｍ．

ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

图６　重组质粒狆犈犌犉犘犆狔犮犃的双酶切及单酶切鉴定结果

犉犻犵６　犈狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀狅犳狆犈犌犉犘犆狔犮犃

２．９　犆狔犮犾犻狀犃的亚细胞定位

转染细胞培养２４ｈ后在激光共聚焦显微镜下

观察，对照组ＥＧＦＰ蛋白荧光信号分布在整个细胞

中，ｐＥＧＦＰＣｙｃＡ融合蛋白分布在整个细胞中，而

且大部分蛋白在核膜周围富集，融合蛋白ｐＣｙｃＡ

ＧＦＰ仅分布在细胞核中（图８）。

１、２．犎犻狀ｄⅢ单酶切结果；３．犎犻狀ｄⅢ／犛犪犮Ⅱ双酶切结果；Ｍ．

ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标准

１，２．ＴｈｅｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐＣｙｃＡＧＦＰｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犎犻狀ｄⅢ；２．

ＴｈｅｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐＣｙｃＡＧＦＰｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犎犻狀ｄⅢ／犛犪犮Ⅱ；Ｍ．

ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

图７　重组质粒狆犆狔犮犃犌犉犘的双酶切及单酶切鉴定结果

犉犻犵７　犈狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀狅犳狆犆狔犮犃犌犉犘

图８　犆狔犮犾犻狀犃的亚细胞定位　４００×

犉犻犵８　犜犺犲狊狌犫犮犲犾犾犾狅犮犪狋犻狅狀狅犳犆狔犮犾犻狀犃　４００×

４７４



　４期 范　丽：猪细胞周期蛋白Ａ基因的克隆及其功能研究

２．１０　阳性细胞的犚犜犘犆犚鉴定

收集筛选出的阳性细胞克隆进行ＲＴＰＣＲ鉴

定，发现转染重组质粒 ｐＥＧＦＰＣｙｃＡ 和 ｐＣｙｃＡ

ＧＦＰ的细胞扩增出１２９９ｂｐ左右的条带，而转染空

载体质粒ｐＥＧＦＰＣ１和ｐＥＧＦＰＮ１的细胞均未扩

增出目的条带（图９），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明

ＣｙｃｌｉｎＡ的相对分子质量约为４０ｋｕ（图１０）。

１、２．分别为转染空载体质粒ｐＥＧＦＰＣ１和ｐＥＧＦＰＮ１细胞

的ＲＴＰＣＲ结果；３、４．分别为转染ｐＥＧＦＰＣｙｃＡ和ｐＣｙｃＡ

ＧＦＰ细胞的ＲＴＰＣＲ结果；Ｍ．ＤＬ２０００相对分子质量标准

１，２．ＴｈｅｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＲＴＰＣＲｏｆｃｅｌｌｓｗｈｉｃｈｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔ

ｅｄｗｉｔｈｐＥＧＦＰＣ１ａｎｄｐＥＧＦＰＮ１；３，４．Ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ

ＲＴＰＣＲｏｆｃｅｌｌｓｗｈｉｃｈｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＥＧＦＰＣｙｃＡ

ａｎｄｐＣｙｃＡＧＦＰ；Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

图９　转染细胞的犚犜犘犆犚鉴定

犉犻犵９　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋狉犪狀狊犳犲狉犮犲犾犾狊犫狔犚犜犘犆犚

ＣｙｃＡＧＦＰ的融合蛋白的分子质量约为６７ｋｕ，ＧＦＰ的分子

质量为２７ｋｕ，推测ＣｙｃｌｉｎＡ的分子质量约为４０ｋｕ

ＴｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆＣｙｃＡＧＦＰａｂｏｕｔ６７ｋＤａ，ＧＦＰｉｓ

２７ｋＤａ，ｓｐｅｃｕｌａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆＣｙｃｌｉｎＡｉｓ

ａｂｏｕｔ４０ｋＤａ

图１０　犆狔犮犾犻狀犃的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测

犉犻犵１０　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犆狔犮犾犻狀犃狆狉狅狋犲犻狀犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

２．１１　犆狔犮犾犻狀犃功能的鉴定

经Ｇ４１８筛选后得到稳定表达ＣｙｃｌｉｎＡ的细胞

株ＳＵＶＥＣＣｙｃＡＧＦＰ和ＳＵＶＥＣＧＦＰ，用流式细胞

术检测细胞周期。结果显示，稳定表达ＣｙｃｌｉｎＡ的

细 胞 株 ＳＵＶＥＣＣｙｃＡＧＦＰ 的 Ｓ 期 细 胞 数 量

（６．５９％）明显低于对照组细胞的Ｓ期细胞数量（分

别为２４．１％和２５．５％）（图１１、１２）；细胞株ＳＵ

ＶＥＣＣｙｃＡＧＦＰ的 Ｇ１ 期相对对照组细胞增加了

１５％～２０％。ＭＴＳ法检测细胞增殖活力，结果表明

细胞株ＳＵＶＥＣＣｙｃＡＧＦＰ的增殖活性明显高于对

照组细胞（犘＜０．０５）（图１３）。

图１１　流式细胞仪分析犛犝犞犈犆、犛犝犞犈犆犌犉犘和犛犝犞犈犆犆狔犮犃犌犉犘的细胞周期分布

犉犻犵１１　犃狀犪犾狔狊犲狊狅犳狋犺犲犮狔犮犾犲狅犳犛犝犞犈犆，犛犝犞犈犆犌犉犘犪狀犱犛犝犞犈犆犆狔犮犃犌犉犘犫狔犉犾狅狑犆狔狋狅犿犲狋狉狔

５７４
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图１２　各细胞株细胞周期分布的数据统计

犉犻犵１２　犜犺犲犱犪狋犪狅犳犛犝犞犈犆，犛犝犞犈犆犌犉犘犪狀犱犛犝犞犈犆犆狔

犮犃犌犉犘犮犲犾犾犾犻狀犲狊犻狀犮犲犾犾犮狔犮犾犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀

．犘＜０．０５

图１３　各细胞株的细胞增殖活性检测

犉犻犵１３　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犮犲犾犾狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳犛犝犞犈犆，犛犝

犞犈犆犌犉犘犪狀犱犛犝犞犈犆犆狔犮犃犌犉犘犫狔犕犜犛

３　讨　论

在哺乳动物中，细胞周期蛋白Ａ家族主要由２

个成员组成：ＣｙｃｌｉｎＡ１和ＣｙｃｌｉｎＡ２，ＣｙｃｌｉｎＡ１在

小鼠中只在精子细胞中表达，但是在人的睾丸和特

定的骨髓白血病中，其表达量可达到很高水平，定向

缺失该基因后，由于产生了对精子发生的早期抑制，

从而引起雄性不育，但是雌性个体显示正常［２０］。在

体细胞中，ＣｙｃｌｉｎＡ２在细胞ＤＮＡ合成起始时以及

Ｇ２／Ｍ过渡时期开始合成，在小鼠中定向缺失该基

因会导致小鼠的胚胎死亡［２１］。在许多组织中，犆狔犮

犾犻狀犃１和犆狔犮犾犻狀犃２基因表达并不同步，说明两者

的功能不能相互替代。

犆狔犮犾犻狀犃２基因又称犆狔犮犾犻狀犃，首先由 Ｗａｎｇ

等［２２］在原发性肝癌细胞中与 ＨＢＶＤＮＡ 整合的部

位检测到，基因定位于４ｑ２５２ｑ３１，ｃＤＮＡ 为１６４９

ｂｐ，无 ｐｌｏｙＡ 尾，由４３２个氨基酸组成，存在于

ＤＮＡ开始合成之前的细胞核中。作者以人犆狔犮犾犻狀

犃 的ｃＤＮＡ序列为信息探针，通过电子克隆方法获

得猪的犆狔犮犾犻狀犃 的编码序列，并通过分子生物学试

验验证了其正确性，证实猪犆狔犮犾犻狀犃 基因的最大

ＯＲＦ由１２９９个核苷酸组成，共编码４３２个氨基酸，

无ｐｏｌｙＡ尾，其编码蛋白相对分子质量约为４０ｋｕ。

将该基因在猪血管内皮细胞中进行融合表达，结果

表明，猪的ＣｙｃｌｉｎＡ也定位于细胞核中，并且ＧＦＰ

蛋白在ＣｙｃｌｉｎＡ的Ｎ端能够阻碍ＣｙｃｌｉｎＡ在细胞

中正确定位，说明ＣｙｃｌｉｎＡ的核定位信号肽序列很

可能分布在该蛋白的Ｎ端。

ＣｙｃｌｉｎＡ属于Ｓ期和 Ｍ期周期蛋白，它的过表

达和细胞增殖失控以及肿瘤的发生有关，目前还未

能将犆狔犮犾犻狀犃 确定为原癌基因，但许多研究表明，

肿瘤组织中ＣｙｃｌｉｎＡ 表达显著高于非肿瘤组织。

ＣｙｃｌｉｎＡ过表达与白血病的发生密切相关；Ｃｙｃｌｉｎ

Ａ在非小细胞肺癌、原发性肝癌中的表达水平显著

高于正常组织［２３２４］。本试验中作者将猪犆狔犮犾犻狀犃

在猪的脐静脉血管内皮细胞中进行过表达，通过流

式细胞术对转染细胞的细胞周期进行分析，表明转

染了犆狔犮犾犻狀犃 基因的细胞其生物代谢增强。ＭＴＳ

法检测细胞增殖活力，结果表明细胞株ＳＵＶＥＣ

ＣｙｃＡＧＦＰ的增殖活性明显高于对照组细胞。以上

结果都说明猪ＣｙｃｌｉｎＡ具有能够促进细胞度过Ｓ

期，增强细胞活力，促进细胞增殖的功能，为Ｃｙｃｌｉｎ

Ａ与肿瘤发生关系的研究提供了重要依据。

目前已有许多研究集中在病毒与细胞周期蛋白

的相互作用上。病毒对宿主的感染最初是发生在宿

主机体内的静止期细胞，许多病毒都精通于刺激宿

主静止期细胞使其进入细胞周期开始分裂增殖，并

通过操纵此过程为自身的增殖提供所需环境。已有

研究证实，病毒可通过与细胞周期蛋白的相互作用

来对细胞周期产生影响。Ｚｅｒｆａｓｓ等证实腺病毒的

犈１Ａ基因在缺乏外源性生长因子的条件下和Ｐ１０７

结合来激活犆狔犮犾犻狀犃 基因的转录
［２５］。Ｈａｒｄｗｉｃｋ

提出，疱疹病毒基因组可以编码表达一组细胞周期

蛋白模拟物，通过这组模拟物对细胞周期进行调

控［２６］。这些结论都提示ＣｙｃｌｉｎＡ在病毒感染的过

程中可能也扮演了重要角色。

作者成功克隆到新基因———猪源细胞周期蛋白

Ａ，并验证了其生物学功能，为今后开展病毒感染对

猪细胞周期蛋白Ａ影响的研究奠定了基础。
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