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摘要  DNA 损伤效应激酶 Chk1 是一种在进化过程中高度保守的蛋白激酶, 它是联系 DNA 完

整监控器和细胞周期引擎的关键介导蛋白. 通过对一系列 GFP 标记的 Chk1 调控结构域缺失

突变体细胞核定位变化分析, 发现 Chk1 C 末端调控结构域中的 34 个氨基酸残基(334~368)参与了

调控损伤诱导的 Chk1 核积累. 同时通过构建 Chk1 及不同 Chk1 调控结构域缺失突变体的

pXJ41 重组质粒, 并与报告质粒 pEGFP-N2 共转染 HeLa 细胞, 研究不同 Chk1 调控结构域缺失

突变体的 DNA 损伤修复能力, 同时检测了不同 Chk1 调控结构域缺失突变体对细胞周期的影

响, 并通过 Western blot 检测 Chk1 下游靶标 Cdc25C 的磷酸化情况进行了 Chk1 缺失突变体激

酶活性分析. 结果显示, C 末端缺失 108 个氨基酸残基(368~476)的 C368 活性高于全长 Chk1, 

并且其过表达可诱导细胞 G1/S 期阻滞, 延迟细胞周期进程. C 末端缺失 142 个氨基酸残基

(334~476)的 C334 活性与全长 Chk1 相当, C 末端缺失 188 个氨基酸残基(288~476)的 C288

几乎没有酶活性, 说明调控结构域包括抑制和激活元件. 通过本研究对 Chk1 的功能有了新的

更为深入的认识. 
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为了将遗传信息准确传递 , 生物体面临着巨大

的挑战. 为了维持基因组的完整, 细胞在进化中建立

和发展了检验点机制, 即探测基因组紊乱, 通过感受

蛋白、传感蛋白、中介蛋白和效应蛋白组成的复杂网

络信号传导通路启动应答反应 [1]. 感受蛋白探测

DNA 损伤或异常 DNA 结构并启动信号应答, 传感蛋

白将信号放大并将信号传递给效应蛋白 , 效应蛋白

进行一系列细胞活动如停滞细胞周期、修复损伤

DNA 或诱导细胞凋亡.  

检验点可以探测 DNA 损伤并使细胞周期停滞, 

从而为细胞提供充足的时间进行修复 . 检验点在染

色体  DNA 受到损伤或某些其他重要事件 , 如  S 期

DNA 复制、M 期染色体联会未正常完成时被激活. 细

胞对 DNA 损伤和复制干扰的应答, 包括检验点信号

传导通路的激活能够确保高保真地完成 DNA 复制和

染色体分离. 在高等生物中, 检验点应答缺陷会导致

基因组不稳定、细胞死亡和易患癌体质.  

细胞周期检验点激酶 1(checkpoint kinase1, Chk1)

首先是在裂殖酵母中鉴定的, 随后陆续在哺乳动物、苍

蝇、出芽酵母、蠕虫、青蛙和鸡中确定了 Chk1 的同

源物, 并且发现在这些生物体中 Chk1 同源物的检验

点功能高度保守[2]. Chk1 在 DNA 损伤引起的细胞周

期检验点调节中有着非常重要的作用 [3,4]. 在酵母和

高等真核生物中, Chk1 在 Atm 样蛋白的下游起作用, 

是联系细胞周期和 DNA 修复的关键介导蛋白[5], 它

可以有效地调节细胞周期进程 , 实时监控细胞基因
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组 DNA的完整性, 及时启动 DNA修复系统修复受损

伤的基因组 DNA. Chk1 高表达有利于细胞的自我修

复 , 若存在  Chk1 基因功能的缺失或表达减少 , 会导

致细胞不能及时停滞于  G2/M 期 , 不利于自我修复 , 

细胞发生凋亡[6~8].  

研究认为 , 细胞周期检验点途径主要由毛细血

管扩张性共济失调有关基因 (ATM Rad3 related, 

ATR)、毛细血管扩张性共济失调突变基因 (ataxia 

telangiectasia mutated, ATM)、Chk1/2 和细胞分裂周

期蛋白(Cdc25A/B/C)等组成[9]. ATR 和 ATM 通过磷

酸化激活 Chk1. Chk1 应答 DNA 损伤或复制阻滞需要

ATR/ATM 磷酸化 Chk1 的位点. Chk1 通过信号转导

和放大 , 调节下游靶蛋白表达 , 使细胞周期出现阻

滞[10]. 基于 Chk1 是 ATM 和 ATR 的下游靶点, DNA

损伤后通过  2 条细胞周期检验点信号通路引起细胞

周期阻滞, 灭活 Chk1 基因可能进一步阻断细胞周期

检验点信号通路[11].  

有丝分裂的起始所需要的关键事件是 cyclinB- 

Cdk1 激酶的激活[12], 通过 Wee1 和 Myt1 激酶介导的

抑制性磷酸化使 cyclinB-Cdk1 失活, 但是 Cdc25C 磷

酸酶能够激活 cyclinB-Cdk1[13], Chk1 是 G2/M DNA

损伤校验的核心 , 在存在  DNA 损伤时检验点激酶

Chk1 通过磷酸化  Cdc25C 来阻止  Cdc25C 激活  cyclinB- 

Cdk1, 从而阻止细胞通过 G2/M 检验点[14], 使细胞有

足够的时间启动  DNA 修复机制 . 磷酸化抑制了

Cdc25C 的活性 , 阻断了有丝分裂 , 若能对受损的

DNA 进行有效修复, 则能继续进入细胞周期[15].  

Chk1 由 2 个不同的部分组成, 即 N 端编码激酶

结构域和 C 端编码调控结构域. 调控结构域中含有

SQ/TQ 域(317~383), 其中 ATM 的靶蛋白一般都含有

SQ/TQ 序列, 其特征是谷氨酸盐紧随丝/苏氨酸残基, 

DNA 损伤后, ATM 磷酸化 Chk1 的第 317 位和第 345

位丝氨酸, Chk1 含有核定位序列(NLS)(260~271) (图

1)[16~21]. 在酵母和哺乳动物细胞中 , DNA 损伤前 , 

Chk1 定位在核和胞质中, DNA 损伤后, Chk1 在核内

积累 , 使  Chk1 的亚细胞定位发生了明显的变化 [22]. 

Ng 等人[5]的实验结果显示, 在培养的细胞中表达的重

组 Chk1 仅具有低的基本活性, 与全长蛋白不同, C 末

端缺失的 Chk1 显示自磷酸化和磷酸化 Cdc25C 的第

216 位丝氨酸. 但迄今为止, 关于 C 末端调控结构域对

DNA 损伤后 Chk1 核定位和修复活性的研究并不深入.  

本文通过对一系列 GFP 标记的 Chk1 调控结构域 

 

图 1  Chk1 蛋白结构域示意图 
Chk1 由 N 端编码激酶结构域和 C 端编码调控结构域组成, 调控结构

域中含有SQ/TQ域(317~383)和SQ/TQ序列. P表示磷酸化位点, DNA

损伤后, ATM 磷酸化 Chk1 的第 317 位和第 345 位丝氨酸. Chk1 含有

核定位序列(NLS)(260~271) 

缺失突变体细胞定位研究, 发现 Chk1 C 末端调控结

构域中的 34 个氨基酸残基(334~368)参与了调控损伤

诱导的 Chk1 核积累. 构建 Chk1 及不同 Chk1 缺失突

变体的 pXJ41 重组质粒, 通过与报告质粒 pEGFP-N2

共转染细胞, 研究不同 Chk1 调控结构域缺失突变体

的损伤修复能力, 同时研究不同 Chk1 调控结构域缺

失突变体对细胞周期的影响, 并通过 Western blot 检

测  Chk1 下游靶标  Cdc25C 的磷酸化情况 , 进行了

Chk1 缺失突变体激酶活性分析.     

1  材料与方法 

(ⅰ) 材料.  人子宫颈癌细胞 HeLa, pXJ41-neo

和 pEGFP-C1 均为本研究室保存 . 真核转染试剂

VigoFect 购自 VIGOROUS 公司. 限制性内切酶购自

Promega 公司. Oligo(dT)5 和 TriZol RNA 提取试剂盒

购自 Invitrogen 公司. DMEM 培养基购自 GIBCO 公司. 

Phospho-cdc25C(Ser216)(63F9)兔单抗、cdc25C(5H9)兔

单抗购自 Cell Signaling 公司. 羊抗兔 IRDye800 标记

的荧光二抗购自 Rockland Immunochemicals 公司 . 

Nucleoid occlusion protein (NOC), hydroxyurea (HU)
和 propidium iodide (PI) 购自 Sigma.  

(ⅱ) 重组质粒的构建.  提取 HeLa 细胞总 RNA, 

RT-PCR 法获得人 Chk1 基因全长, 将纯化的 PCR 产

物连接到 pMD18-T 载体上. 以 pMD18-T-Chk1 为模

板, 用表达载体 pXJ41 和 pEGFP-C1 构建 Chk1 基因

及缺失突变体亚克隆, 通过 PCR 方法扩增 Chk1 基因

全长及不同的 Chk1 基因缺失片段, 经 EcoRⅠ, XhoⅠ

(Promega)双酶切后插入 pXJ41 和 pEGFP-C1 质粒. 

所有的 PCR 引物都在赛百盛公司合成. 所有的重组

子插入片段都用 DNA 测序软件核对.  

(ⅲ ) 细胞培养及转染 .  HeLa 细胞培养在含
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10%胎牛血清的 DMEM 培养基(GIBCO BRL)中, 37℃, 

5% CO2 的 CO2 培养箱中培养. 将处于对数生长期的

HeLa 细胞以 32 × 104 个/孔接种在放置有盖玻片的 6

孔板中. 于转染前培养 24 h, 转染前 1 h 更换新鲜培

养基(0.5 mL 培养基/孔). 10 g 质粒 DNA 及 2 L 

VIGOROUS High efficient Transfection (Vigorous)分

别用 100 L 无血清培养基稀释, 充分混匀, 室温下

放置 5 min. 混合 2 种溶液, 充分混匀, 于室温下放置

15 min. 将转染混合物加入细胞培养液中 , 混匀 , 

37℃培养 12 h.  

(ⅳ) DNA 损伤后 Chk1 缺失突变体核积累状况

分析.  用 pEGFP-C1-Chk1 转染 HeLa 细胞, 40 h 后选

择不同的处理时间(0, 5, 10, 15 min)用 UV 处理转染

细胞, 在荧光显微镜下观察转染细胞的定位状况. 选

择研究 Chk1 的调控结构域对损伤后 Chk1 细胞定位

调控的最佳处理时间.  

用 pEGFP-C1-Chk1, pEGFP-C1-C288, pEGFP- 

C1-C334, pEGFP-C1-C368转染 HeLa细胞, 40 h后, 

UV (90 J/m2)处理, 将培养基从 6 孔板中吸出, 每孔

加 1~2 mL 甲醇20℃固定 10 min. PBS 洗 3 次, 5 min/

次, 蒸馏水洗 1 次, 1~2 min. 封片(封片剂: 防淬灭甘

油与 PBS 以 9:1 混合 ), 在荧光显微镜 (Olympus 

Fluoview 300)下观察转染细胞的核定位状况 , 其中

绿色荧光细胞为转染的阳性细胞 . 为了从数量上评

价定位变化 , 根据核信号和胞质信号的差别将细胞

分成 2类: (1) N=C的细胞, 核信号和胞质信号几乎没

差别; (2) N>C的细胞, 核信号和胞质信号有差别. 统

计每种转染细胞在显微镜 20 倍镜下不同视野内 2 种

类型细胞的数目及发出荧光的细胞总数 , 通过比较

损伤前后 2 种类型细胞的相对比值来分析 Chk1 的核

定位变化, 每个实验至少检测 4 个视野, 求平均数.  

(ⅴ) 不同 Chk1 缺失突变体的损伤修复能力检

测.  UV (90 J/m2)处理 pEGFP-N2 不同时间(0, 10, 20, 

30, 40, 50 min), 转染 HeLa 细胞 , 在荧光显微镜

(Olympus Fluoview 300)下观察转染细胞内绿色荧光

蛋白表达情况 , 选择研究不同缺失突变体修复能力

的报告质粒的最佳处理时间.  

用未处理重组质粒和 UV 处理过的质粒 DNA 共

转染 HeLa 细胞, 将转染细胞固定后在荧光显微镜蓝

光激发下观察 , 其中绿色荧光细胞为转染的阳性细

胞 . 统计每种细胞在显微镜下不同视野中的荧光强

度和细胞总数 , 获得单个细胞的平均荧光强度来进

行 DNA 损伤修复能力评估. 荧光蛋白表达强度采用

Image Pro Plus 软件进行分析. 在统计分析中, 每种

细胞至少选取 4 个视野进行统计.  

(ⅵ) 不同 Chk1 缺失突变体对细胞周期影响的

分析.  用重组质粒转染HeLa细胞24 h, NOC (0.1 g/mL) 

(Sigma)处理细胞 16 h, 收集细胞, 一半细胞用来提

细胞总 RNA, 通过 RT-PCR 扩增 neo 基因(neo 基因是

pXJ41 载体上所携带的基因)来检测转染效率; 另一

半细胞用来分析对细胞周期的影响: 收集细胞, PBS

洗 2 遍, 固定在 75%的乙醇中, RNase 37℃消化 30 

min, PI (Sigma)染色, FACS 分析(Becton Dickinson, 

San Jose, CA), 每个样品需要 10000 个细胞.  

(ⅶ) 不同 Chk1 缺失突变体激酶活性分析.  用

重组质粒转染 HeLa 细胞 48 h, 5 mmol/L HU (Sigma)

处理细胞 18 h, 收集细胞, 提细胞总蛋白, 采用 BCA

方法进行蛋白质定量. 通过 Western blot 方法检测

Cdc25C 第 216 位丝氨酸磷酸化情况. 用 Odyssey 红

外成像系统对膜进行扫描成像 , 读取灰度值 . 以

Cdc25C 作为内参 , 对目标蛋白的灰度值进行校正 ; 

再以未经 HU 处理的细胞中磷酸化的 Cdc25C 所占百

分比作为 1, 对其余各组进行校正 . 统计分析采用

Prism 4.0 版软件进行, 一批样本只有在 3 次的重复实

验中结果稳定 , 才可将其均值纳入统计学分析 . 以

P<0.05 作为在统计学差异的界限.  

2  结果 

2.1  Chk1 及调控结构域缺失突变体的 pEGFP-C1

重组质粒和 pXJ41 重组质粒的构建与鉴定 

Chk1 调控结构域缺失突变体分别是: (ⅰ) C288, 

C 末端缺少 188 个氨基酸残基(288~476); (ⅱ) C344, 

C 末端缺少 142 个氨基酸残基(334~476); (ⅲ) C368, 

C 末端缺少 108 个氨基酸残基(368~476)(图 2).  

 

图 2  Chk1 调控结构域缺失片段的结构示意图 
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重组质粒 pXJ41-Chk1, pXJ41-C288, pXJ41-C334

和 pXJ41-C368, pEGFP-C1-Chk1, pEGFP-C1-C288, 

pEGFP-C1-C334 和 pEGFP-C1-C368, 双酶切法和

PCR 扩增法鉴定出阳性克隆并测序, 测序结果证实

重组体构建成功.  

2.2  DNA损伤后Chk1缺失突变体核积累状况分析 

用 pEGFP-C1-Chk1 转染 HeLa 细胞, 40 h 后选择

不同的处理时间用 UV 处理转染细胞, 在荧光显微镜

下观察转染细胞的定位状况 . 如图  3 和  4 所示 , 在

0~10 min内, 随着UV处理时间的增加, 融合蛋白GFP- 

Chk1核定位信号增强, 而且具有明显 GFP-Chk1核定

位的细胞数量增多, 当 UV 处理 10 min 时核定位信号

最为明显, 但在 UV 处理 15 min 时细胞损伤严重, 细

胞数目减少, 且荧光强度减弱. 因此, 选择 10 min 作

为研究 Chk1 的调控结构域对损伤后 Chk1 细胞定位

的调控的最佳处理时间.  

用 pEGFP-C1-Chk1, pEGFP-C1-C288, pEGFP- 

C1-C334, pEGFP-C1-C368 转染 HeLa 细胞, 40 h 后

用 UV 处理转染细胞 10 min, 在荧光显微镜下观察转

染细胞的核定位状况. 如图 5 和 6 所示, UV 处理后, 

融合蛋白 GFP-Chk1 和 GFP-C368 的核定位发生了

明显变化, 而且在 pEGFP-C1-Chk1 和 pEGFP-C1- 

C368 转染细胞中, 具有明显核定位的细胞数目增

多; UV 处理后的 GFP-C288 和 GFP-C334 的核定位

状况没有发生太大变化, 说明 C 末端调控结构域中  

 

图 3  不同程度损伤(UV 处理 0, 5, 10, 15 min)后 Chk1 

核定位状况 
从左到右分别是用 UV (90 J/m2)处理转染细胞 0, 5, 10, 15 min 后在荧

光显微镜下所观察到的 Chk1 的核定位状况. (a) GFP 绿色荧光显示 

Chk1 定位; (b) PI 染色红色荧光显示细胞核 

的 34 个氨基酸残基(334~368)参与了调控损伤诱导的

Chk1 核积累. 

 

图 4  不同程度损伤(UV 处理 0, 5, 10, 15min)后 Chk1 

核定位状况分析 
(a) 根据核信号和胞质信号的差别将细胞分成 2 类: (ⅰ) N=C 的细胞, 

核信号和胞质信号几乎没差别; (ⅱ) N>C 的细胞, 核信号和胞质信号

有差别. (b) 统计每种转染细胞在显微镜 20 倍镜下不同视野内 2 种类 

型细胞的数目及发出荧光的细胞总数, 通过比较 2 种类型细胞的相对

比值来分析 Chk1 的核定位变化, 每个实验至少检测 4 个视野, 求平

均数 

 

图 5  DNA 损伤后不同 Chk1 缺失突变体的核定位状况 
(a) 未经 UV 处理; (b) 经过 UV 处理 
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图 6  DNA 损伤后不同 Chk1 缺失突变体的核定位 

状况分析 
“”表示未经 UV 处理; “+”表示经过 UV 处理. (a) 统计每种转染细胞

在显微镜 20 倍镜下不同视野内 2 种类型细胞的数目及发出荧光的细

胞总数, 通过比较 2 种类型细胞的相对比值来分析 Chk1 的核定位变

化, 每个实验至少检测 4 个视野, 求平均数. (b) 数据来源于(a)中各

组损伤前后(+UV/UV)比值, 将各缺失突变体组与 Chk1 组进行差异

统计分析. **与 Chk1 相比, P<0.01 

2.3  不同 Chk1 调控域缺失突变体参与 DNA 损伤

修复能力的检测 

用 UV 处理报告质粒 pEGFP-N2 不同时间, 转染

HeLa 细胞, 48 h 后对报告基因产物 GFP 蛋白的荧光

强度进行分析. 如图 7 和 8 所示, 随着 UV 处理时间

的增加, 细胞内绿色荧光逐渐减弱, 且发出绿色荧光

的细胞也越来越少; 当 UV 处理报告质粒的时间达到

40 和 50 min 时, 报告质粒 pEGFP-N2 损伤相当严重, 

转染细胞内的 GFP 荧光强度非常弱, 发出绿色荧光

的细胞也非常少, 说明 UV 处理达到 40 min 以上, 大

部分报告质粒 pEGFP-N2 已经被损伤, 不能够表达出

有活性的 GFP 蛋白, 在显微镜下观察不到细胞发出

绿色荧光, 因此我们选择 40 min 作为研究不同缺失

突变体修复能力的最佳处理时间. 

用 UV 处理报告质粒 pEGFP-N2 40 min, 用未损伤

质粒 pEGFP-N2 和 pXJ41 共转染 HeLa 细胞, 用损伤报

告质粒 pEGFP-N2 分别与 pXJ41, pXJ41-Chk1, 

 

图 7  不同程度损伤后 GFP 蛋白的荧光强度 
(a) GFP 绿色荧光; (b) 由明场和绿色荧光叠加而成 

 

图 8  不同程度损伤后 GFP 蛋白的荧光强度 

pXJ41-C288, pXJ41-C334 和 pXJ41-C368 共转染

HeLa 细胞, 48 h 后对报告基因产物 GFP 蛋白的荧光

强度进行分析, 如图 9和 10所示, 以共转未损伤报告

质粒 pEGFP-N2 和 pXJ41 的细胞作为对照 1, 以共转

损伤报告质粒 pEGFP-N2 和 pXJ41 的细胞作为对照

2, 以共转损伤报告质粒 pEGFP-N2 和 pXJ41-Chk1 的

细胞作为对照 3. 与对照 1 相比, 对照 2 的荧光强度明

显减弱, 对照 3 的荧光强度强于对照 2. 共转损伤报 

 

图 9  不同 Chk1 缺失突变体修复损伤报告质粒 

pEGFP-N2 的能力 
(a) GFP 绿色荧光; (b) 由明场和绿色荧光叠加而成 
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图 10  不同 Chk1 缺失突变体修复损伤报告质粒 

pEGFP-N2 的能力 
统计每种细胞在显微镜下不同视野中的荧光强度和细胞总数, 获得

单个细胞的平均荧光强度来进行 DNA 损伤修复能力评估. 荧光蛋白

表达强度采用 Image Pro Plus 软件进行分析. $$, 与对照 1 相比,  

P<0.01; ##, 与对照 2 相比, P<0.01; *, 与对照 3 相比, P<0.05 

告质粒 pEGFP-N2 和 pXJ41-C368 细胞的荧光强度

强于对照 3, 共转损伤报告质粒 pEGFP-N2 和 pXJ41- 

C334 细胞的荧光强度与对照 3 相当, 共转损伤报告

质粒 pEGFP-N2 和 pXJ41-C288 细胞的荧光强度明

显弱于对照 3. 结果显示 C368 对细胞中损伤报告质

粒 pEGFP-N2 修复能力强于全长 Chk1, C334 与全长

相当, 而 C288 对细胞中损伤报告质粒 pEGFP-N2

几乎无修复能力, 表明缺失部分调控结构域, Chk1 激

酶活性增强, 当缺失调控结构域中的整个 SQ/TQ 域

时, Chk1 激酶活性降低. 

2.4  不同 Chk1 缺失突变体对细胞周期的影响 

为研究不同 Chk1 缺失突变体对细胞周期的影响, 

用 pXJ41, pXJ41-Chk1, pXJ41-C288, pXJ41-C334

和 pXJ41-C368 转染 HeLa 细胞, 24 h 后, 加入 NOC

阻断, 孵育 16 h, 一部分细胞用来提取总 RNA, 通过

扩增 neo 基因来反映不同细胞克隆的转染效率. 结果

表明, 转染效率与所转染的质粒种类无关, 不同质粒

的转染效率基本相同(图 11). 另一部分细胞刚进行细

胞周期分析. 如图 12 所示, 以正常细胞作为对照 1, 

以转染 pXJ41 的细胞作为对照 2, 以 NOC 处理的转

染 pXJ41 的细胞作为对照 3. 与对照 1 相比, 对照 2

的细胞周期分布没有明显变化, 而对照 3 的细胞滞留

在 G2/M 期. 与对照 3 相比, NOC 处理的转染 pXJ41- 

Chk1, pXJ41-C288, pXJ41-C334 的细胞也在 G2/M  

 

图 11  转染细胞 neo 基因检测 
1, 正常; 2, pXJ41; 3, pXJ41; 4, pXJ41-Chk1; 5, pXJ41-C288; 6,  

pXJ41-C334; 7, pXJ41-C368 

 

图 12  不同 Chk1 缺失突变体对细胞周期的影响 
“+”表示经过 NOC 处理, “”表示未经 NOC 处理 
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期滞留, 而 NOC 处理的转染 pXJ41-C368 的细胞因 

为细胞周期延迟而没有在 G2/M 期滞留, 表明过表达

有活性的 C368 使 G1 或 S 期延迟. 上述结果显示, 

不同 Chk1 调控结构域缺失突变体的活性不同, 因此

推测 Chk1 的调控结构域存在空间位阻, 缺失 108 个

氨基酸的 C368 破坏了这个结构, 暴露出活性位点, 

表现出最强的活性, 说明 Chk1 调控结构域的空间结

构对于 Chk1 修复活性的调控至关重要. 

2.5 不同 Chk1 缺失突变体激酶活性分析 

为分析不同 Chk1 缺失突变体激酶活性, 分别用

pXJ41, pXJ41-Chk1, pXJ41-C288, pXJ41-C334 和

pXJ41-C368 转染 HeLa 细胞, 48 h 后, 加入 HU (5 

mmol/L), 孵育 18 h, 收集细胞, 提细胞总蛋白, 通过

Western blot 方法检测 Cdc25C 第 216 位丝氨酸磷酸

化情况. 如图 13 和 14 所示, 以未用 HU 处理的转染

pXJ41 的细胞作为对照 1, 以 HU 处理的转染 pXJ41

的细胞作为对照 2, 以 HU 处理的转染 pXJ41-Chk1

的细胞作为对照 3. 与对照 1 相比, 对照 2 的细胞中

Cdc25C 磷酸化明显, 这是内源性 Chk1 发挥激酶活性.  

对照 3 的细胞中 Cdc25C 磷酸化程度强于对照 2, 这

是内源性 Chk1 和外源性 Chk1 共同发挥激酶活性. 

HU 处理的转染 pXJ41-C368 细胞的磷酸化程度强于

对照 3, HU 处理的转染 pXJ41-C334 细胞的磷酸化

程度与对照 3 相当, HU 处理的转染 pXJ41-C288 细

胞的磷酸化程度与对照 2 相当, 发现 C368 磷酸化

Cdc25C 的能力强于全长 Chk1, C334 与全长相当, 

而 C288 几乎没有磷酸化 Cdc25C 能力. 上述结果显

示, 不同 Chk1 调控结构域缺失突变体的活性不同, 

进一步说明缺失部分调控结构域, Chk1 激酶活性增

强, 当缺失调控结构域中的整个 SQ/TQ 域时, Chk1  

 

图 13  不同 Chk1 缺失突变体激酶活性分析 

 

图 14  不同 Chk1 缺失突变体激酶活性分析 
以 Cdc25C 作为内参, 对目标蛋白的灰度值进行校正; 再以未经 HU

处理的细胞中磷酸化的 Cdc25C 所占百分比作为 1, 对其余各组进行

校正. 统计分析采用Prism 4.0版软件进行, 一批样本只有在 3次的重

复实验中结果稳定, 才可将其均值纳入统计学分析. 与对照 2 相比, *示 

P<0.05, **示 P <0.01; #, 与对照 3 相比, P<0.05 

激酶活性降低. 

3 讨论 

用 DNA 损伤剂 CPT 处理裂殖酵母后, Chk1 的亚

细胞定位发生了明显的变化, Chk1 积累在核内; 用

EYFP-Chk1 融合蛋白构建载体转染 HeLa 细胞[22], 用

DNA 损伤剂 HU 或 MMS[23]处理转染细胞后, 发现融

合蛋白 EYFP-Chk1 积累在核内[21]. 这些实验结果都

表明, DNA 损伤前, Chk1 定位在核和胞质中, 经过 

DNA 损伤剂处理后, Chk1 在核内积累从而应答 DNA

损伤, 因此研究参与调控损伤诱导的 Chk1 核积累的

序列十分必要. DNA 损伤后, 缺少 C 末端 115 个氨基

酸残基(361~476)的  Chk1缺失突变体的亚细胞定位没

有发生变化[21], 推测参与调控损伤诱导的 Chk1 核积

累的序列存在于前 460 个氨基酸残基中, Chk1 的 C

末端调控结构域中的 SQ/TQ 域 (317~383)中包含

ATM/ATR 磷酸化位点, 为了应答复制压力或其他类

型的 DNA 损伤, 以依赖 ATM/ATR 的方式磷酸化

Chk1 的 Ser317 和 Ser345[16~20]. 本研究构建了不同的

Chk1 调控结构域缺失突变体与 GFP 的融合蛋白表达

载体, 转染细胞, UV 处理, 观察不同的 Chk1 调控结

构域缺失突变体在 DNA 损伤后核定位状况, 以确定

决定 DNA损伤诱导的 Chk1核积累的序列. 荧光显微

镜观察结果显示 UV 处理后, C 末端缺少 108 个氨基

酸残基(368~476)的 Chk1 缺失突变体 C368 在核内

积累, 而 C 末端缺少 142 个氨基酸残基(334~476)的

Chk1 缺失突变体 C334 和 C 末端缺少 188 个氨基酸
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残基(288~476)的 Chk1 缺失突变体 C288 的亚细胞

定位没有发生明显变化, 说明 C 末端调控结构域中

的 34 个氨基酸残基(334~368)参与了调控损伤诱导的

Chk1 核积累 . 有文献报道在裂殖酵母中 , Chk1 与

14-3-3 蛋白相互结合, DNA 损伤后 Chk1 与 14-3-3 蛋

白结合增强了 10 倍, 其中 14-3-3 蛋白优先与磷酸化

的 Chk1 结合 [24], 同时有研究指出人类 Chk1 也与

14-3-3 蛋白相互结合 [21]. 最近的研究结果显示 , 

14-3-3 蛋白调控特定结合蛋白的亚细胞定位 [25], 如

磷酸化 Cdc25, Chk1 磷酸化人类 Cdc25 的第 216 位丝

氨酸 [26], 磷酸化为 14-3-3 蛋白提供了结合位点 [27]. 

考虑到 Chk1 与 14-3-3 蛋白相互结合及 14-3-3 蛋白的

结合蛋白的亚细胞定位与 14-3-3 蛋白相关, 同时 DNA

损伤后, Chk1 与 14-3-3 蛋白的结合增强, 我们猜测

14-3-3 蛋白通过结合 Chk1 来调控 Chk1 的亚细胞定

位, DNA 损伤后, 14-3-3 蛋白通过结合参与调控损伤

诱导的 Chk1核积累的序列使 Chk1积累在核内, 所以

一旦缺失决定 DNA 损伤诱导的 Chk1 核积累的序列, 

DNA 损伤后 Chk1 的亚细胞定位就不会发生改变, 从

而无法对 DNA 损伤作出应答.  

Ng 等人[5]将全长 Chk1 和缺少 C 末端 86 个氨基

酸残基(390~476)的 Chk1 缺失突变体 C390 同放射

性 ATP 一起孵育, 只有少量的全长 Chk1 被放射性同

位素标记, 但 C390发生明显的自磷酸化; 同时用包

含 Chk1 的磷酸化位点(Ser216)的 GST-Cdc25C195~259

融合蛋白作为 Chk1 的底物 , 发现 C390 磷酸化

Cdc25C 的能力强于全长 Chk1, 进一步删除 Chk1 的

C 末端, 发现 C 末端缺失 167 个氨基酸残基(309~476)

的 C309 仍然能显示一定的自磷酸化活性, 而整个

SQ/TQ 域被删除的 C 末端缺失 192 个氨基酸残基

(284~476)的 C284 几乎不发生自磷酸化, 因此推测

C 末端调控结构域可能参与调控激酶结构域.  

为了进一步证实调控结构域参与调控激酶结构

域, 我们首先检测不同 Chk1 调控结构域缺失突变体

修复损伤 DNA 的能力. 研究人员曾采用 pEGFP-N2

作为报告质粒用于细胞修复能力的研究 [28]. 本文以

pEGFP-N2 作为报告质粒, 与不同的 Chk1 调控结构

域缺失突变体的重组质粒共转染细胞 , 通过荧光显

微镜测定荧光强度, 进而反映不同的 Chk1 缺失突变

体的 DNA 损伤修复能力. 实验结果显示, 缺失突变

体 C368 的修复能力强于全长 Chk1, C334 与全长

相当, C288 几乎无修复能力. 这说明调控结构域抑

制 Chk1 的活性, 缺失部分调控结构域, Chk1 的激酶活

性增强, 缺失整个 SQ/TQ 域, Chk1 几乎没有激酶活性.  

接下来通过观察不同的 Chk1 调控结构域缺失突

变体对细胞周期的影响来研究调控结构域对激酶结

构域的调控. 用不同的 Chk1 缺失突变体的重组质粒

转染细胞, NOC 处理后, 收集细胞进行周期分析. 实

验结果显示过表达 Chk1, C334 和 C288 不能阻碍

细胞周期进程, 过表达有活性的 C368 使 G1 或 S 期

延迟. 上述结果说明 Chk1 缺失突变体诱导的 G1/S 期

延迟与缺失突变体的活性相关, 其中 C368 的活性

最强.  

实验结果显示缺失突变体 C334, 虽然缺失可

能参与调控损伤诱导的 Chk1 核积累的 34 个氨基酸

残基(334~368), 不能有效地完成核积累 , 但仍能表

现出与全长 Chk1 相当的修复活性. 提示核积累并不

是 Chk1 应答 DNA 损伤的唯一途径. C334 有可能通

过其他途径磷酸化 Cdc25C 来阻止 Cdc25C 激活

cyclinB-Cdk1, 从而阻止细胞通过 G2/M 检验点, 使

细胞有足够的时间启动 DNA 修复机制. C 末端缺失

108 个氨基酸残基(368~476)的 C368 活性高于全长

Chk1, C 末端缺失 142 个氨基酸残基 (334~476)的

C334 活性与全长 Chk1 相当, 我们认为 142 个氨基

酸形成了一个特殊的空间结构 , 这个空间结构形成

了一个屏障, 阻断了 142 个氨基酸中包含的潜在的活

性位点与外界的联系, 形成了一个抑制元件, 一旦破

坏这个空间结构会暴露这些活性位点, 所以 C368

活性高于全长; C334 缺少由 142 个氨基酸形成的完

整空间结构, 但具有激活元件, 所以 C334活性与全

长 Chk1 相当, C 末端缺失 188 个氨基酸残基(288~476)

的 C288 完全缺失激活元件, 所以几乎没有酶活性. 

为了验证上述构想, 我们通过 Western blot 检测 Chk1

下游靶标 Cdc25C 的磷酸化情况进行了 Chk1 缺失突

变体激酶活性分析. 结果显示 C368 磷酸化 Cdc25C

的能力强于全长 Chk1, C334 与全长相当, 而 C288

几乎没有磷酸化 Cdc25C 能力. 上述结果提示, 不同

缺失突变体表现出的活性差异源于激酶活性的不同.  

以上结果表明, Chk1 的调控结构域通过分子内

相互作用来控制激酶结构域, Chk1 调控结构域的空

间结构对于 Chk1 激酶活性的调控至关重要. 因此缺

失部分调控结构域有可能破坏这些相互作用 , 导致

激酶活性增强. 但是缺失整个 SQ/TQ 域时, Chk1 几

乎没有激酶活性 , 说明调控结构域包括抑制和激活
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元件, SQ/TQ 域刺激激酶结构域, 但必须克服 C 末端

的抑制 , C 末端可能直接作用激酶结构域或者抑制

SQ/TQ 域的激活, 其中调控结构域可以通过 Chk1 折

叠抑制激酶结构域或通过原子空间位阻阻止激酶靠

近 Mg2+-ATP 或底物从而影响激酶结构域, 一旦有压

力诱导, SQ/TQ 域的磷酸化可能消除 C 末端对激酶结

构域的限制.  

总之, C 末端调控结构域中的 34 个氨基酸残基

(334~368)参与了调控损伤诱导的 Chk1 核积累, 缺失

部分调控结构域, Chk1 的激酶活性增强, 而缺失整个

SQ/TQ域, Chk1几乎没有激酶活性. 调控结构域包括

抑制和激活元件, 调控结构域参与调控激酶结构域, 

但是调控结构域如何参与调控损伤诱导的 Chk1 核积

累和激酶结构域的具体机制需要进一步的研究. 
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·动 态· 

个体化医疗离我们还有多远 

近日, 在“对话生命”——Life Technologies新任大中华

区总裁媒体见面会上, “个体化医疗”成为会议的热点话题. 

Life Technologies大中华区总裁 Siddhartha Kadia博士, 中

国医学科学院副院长、《科学通报》副主编詹启敏教授以

及中国科学院北京基因组研究所副所长于军教授与近 40

家媒体探讨了中国生命科学发展的现状与未来.  

詹启敏教授指出, 现在是中国医学科技发展的最佳时

期, 我国目前重大疾病防治的迫切性和社会需求非常大. 

我国恶性肿瘤发病 260 万人, 死亡 160 万人. 重大疾病是

造成我国人力资源丧失和经济损失的主要原因. 癌症的早

期诊断包括生物治疗、个体化治疗、细胞治疗等, 基因组

分析与分子诊断是肿瘤防治的关键. 我国“八五”、“九五”

以及“十五”计划主要研究的重点是基因组的研究, 包括疫

苗、抗体等生物信息, 从“十一五”开始, 研究重点转向临

床医学的发展, 例如个体化的治疗等, 这是令人欣慰的. 我

国“十一五”计划对医学的支持是以前的 3 倍以上, 而且政府 

部门高度重视分子靶向治疗 . 发达国家的经验告诉我们 , 

任何重大疾病的最终控制有赖于医学的突破, 医学科学研究

在提高人类在疾病防治水平和突发事件的反应能力方面起

着关键性的作用, 所以要开展医学科学研究, 这需要 Life 

Technologies和很多国内外企业给我们大力支持.  

于军教授指出, 从理论上讲, 基因决定着人的生老病

死, 一切生命的存在与衰亡的形式都是由基因决定的, 包

括个体的面相、肤色、体型、寿命、对某些疾病的易感性

等. 基因分析是个体化医疗的前提, 基因测序技术的发展

在驱动着个体化医疗的进程. 

Kadia博士认为, 展望未来 10~20年, 我们能够看到这

个行业蓬勃的发展, 越来越多基于生物技术的实用解决方

案或应用将出现, 这将影响到生活的各个方面, 不仅仅是

防治癌症和个体化医疗.  

 
(王元火  高媛) 

 


