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［摘　要］目的：构建ＬＩＭ激酶（Ｌｉｍｋ）１不同突变体的ＨＡ融合表达载体，并在真核细胞中表达，观察这些突
变体在细胞内定位。方法：利用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增Ｌｉｍｋ１全长序列，构建ＨＡＬｉｍｋ１真核表达质粒；利
用定点突变策略对ＨＡＬｉｍｋ１进行核定位信号（ＮＬＳ）缺失突变，命名为Ｌｉｍｋ１ＮＬＳ（ｄｅｌ）；用合成两条互补序列退
火获得目标片段插入载体的策略构建Ｌｉｍｋ１ＮＬＳ；将２表达质粒转染 ＨｅｐＧ２细胞，细胞免疫荧光方法以及核质
分离后用ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测其在细胞中定位。结果：经测序鉴定Ｌｉｍｋ１及其不同突变体序列正确，在ＨｅｐＧ２细胞
中高表达；其中ＨＡＬｉｍｋ１在细胞质、细胞核均有表达，Ｌｉｍｋ１ＮＬＳ（ｄｅｌ）主要定位于细胞质，Ｌｉｍｋ１ＮＬＳ主要定位
于细胞核。结论：成功构建了Ｌｉｍｋ１全长及不同突变体的ＨＡ融合表达载体，初步明确突变体在细胞内的定位。
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　　人ＬＩＭ激酶（ＬＩＭｋｉｎａｓｅ，ＬＩＭＫ）１是ＬＩＭＫ蛋
白家族两大成员之一，属于双特异性（丝氨酸／苏
氨酸和酪氨酸）激酶，参与细胞迁移、细胞周期、神

经元分化等多种细胞功能调节，在肿瘤细胞侵袭、

转移以及神经发育紊乱（Ｗｉｌｌｉａｍ＇ｓｓｙｎｄｒｏｍｅ）等多
种病理过程中发挥作用［１－２］。Ｌｉｍｋ１能将 Ｃｏｆｉｌｉｎ
磷酸化使其成为失活的 ｐＣｏｆｉｌｉｎ，进而参与细胞肌
动蛋白骨架的重新组合［３］。Ｌｉｍｋ１编码的蛋白既
有核 定 位 信 号 （Ｎｕｃｌｅａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅ，
ＮＬＳ），又有核输出信号（ｎｕｃｌｅａｒｅｘｐｏｒｔｓｉｇｎａｌｓ，
ＮＥＳ），在不同细胞中亚细胞定位不同［４］。蛋白质

在细胞内定位的不同，导致其行使的功能不同［５］。

虽然目前对Ｌｉｍｋ１在胞质中的作用及其机制研究
很多，但是其在细胞核中究竟发挥何种作用及其机

制尚不清楚。因此，对Ｌｉｍｋ１不同亚细胞定位进行
探讨具有重要意义。本研究构建了 ＨＡ标记的
Ｌｉｍｋ１不同突变体的融合表达载体，并在哺乳动物
细胞中进行表达，观察这些突变体在细胞内的定位

情况。

１　材料和方法

１．１　试剂
ＨｏｍｏｓａｐｉｅｎｓＬＩＭｄｏｍａｉｎｋｉｎａｓｅ１（Ｌｉｍｋ１），

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｖａｒｉａｎｔ１，ｍＲＮＡ（ＮＭ＿００２３１４ＢＣ１５２９８２）
片段购自长沙赢润生物技术有限公司。ＤＮＡｌａｄ
ｄｅｒ和ＭｕｔａｎＢＥＳＴ定点突变试剂盒购自大连宝生
物公司，引物由英骏公司合成。激光共聚焦培养皿

和细胞培养皿购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，４，６联脒２苯基
吲哚（４，６Ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）购自美
国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，ＤＭＥＭ培养基、ＯｐｔｉＭＥＭ
培养基和胎牛血清（ＦＢＳ）购自美国 ＧｉｂｃｏＢＲＬ公
司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂购自美国 Ｌｉｆｅ公
司，质粒小量制备试剂盒购自 ＱＩＡＧＥＮ公司。兔
抗ＨＡ、兔抗 βａｃｔｉｎ一抗及羊抗兔二抗购自美国
ＣＳＴ公司，ＴＲＩＴＣ（红色荧光）标记的羊抗兔二抗购
自美国Ｌｉｆｅ公司。
１．２　细菌和细胞

实验用大肠杆菌株 ＤＨ５α和人 ＨｅｐＧ２细胞系
为本室保存，ＨｅｐＧ２细胞用含 ５％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ
培养基在ＣＯ２培养箱（３７℃、５％ ＣＯ２）中培养。
１．３　ＨＡ标记的Ｌｉｍｋ１不同突变体的构建

利用 ＰＣＲ扩增 Ｌｉｍｋ１序列全长，插入 ｐｃＤ
ＮＡ３ＨＡ真核表达质粒的ＫｐｎⅠ和ＸｂａＩ酶切位点

之间，命名为ＨＡＬｉｍｋ１。ｐｃＤＮＡ３ＨＡ是以点突变
策略在ｐｃＤＮＡ３载体的ＨｉｎｄＩＩＩ和ＫｐｎＩ之间插入
ＨＡ序列构建而成。利用 ＭｕｔａｎＢＥＳＴ定点突变试
剂盒对 ＨＡＬｉｍｋ１进行 ＮＬＳ缺失突变，命名为
Ｌｉｍｋ１ＮＬＳ（ｄｅｌ）。用合成两条互补序列退火获得
目标片段插入载体的策略构建在 Ｌｉｍｋ１上游插入
串联两个ＮＬＳ序列的质粒，命名为Ｌｉｍｋ１ＮＬＳ。所
有引物序列见表１。

表１　引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

质粒名称 引物序列

ＨＡＬｉｍｋ１ ５′ＣＡＣＧＧＴＡＣＣＡＴＧＡＧＧＴＴＧＡＣＧＣＴＡＣＴＴＴＧ３′
５′ＡＴＡＴＣＴＡＧＡＧＴＣＧＧＧＧＡＣＣＴＣＡＧＧＧＴＧＧ３′

ＨＡＬｉｍｋ１
　ＮＬＳ（ｄｅｌ）

５′ＡＡＧＣＧＣＴＡＣＡＣＣＧＴＧＧＴＧＧＧＣＡＡ３′
５′ＣＡＧＧＣＣＣＴＣＡＧＧＣＴＧＡＧＴＣＴＴＣＴ３′

ＨＡＬｉｍｋ１
ＮＬＳ

５′ＡＧＣＴＴＣＣＡＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＧＡＡＡＡＧＴＧＡＧ
ＣＧＧＣＧＧＣＡＧＣＣＣＡＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＧＡＡＡＡＧ
ＴＧＧＧＴＡＣ３′
５′ＣＣＡＣＴＴＴＴＣＴＣＴＴＣＴＴＣＴＴＴＧＧＧＣＴＧＣＣＧＣ
ＣＧＣＴＣＡＣＴＴＴＴＣＴＣＴＴＣＴＴＣＴＴＴＧＧＡ３′

１．４　Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００介导的瞬时转染
在细胞培养皿中按２×１０４个／皿加入 ＨｅｐＧ２

细胞，２４ｈ后，利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００对 ＨＡ标记
的Ｌｉｍｋ１野生型及不同突变体的重组质粒进行瞬
时转染，ｐｃＤＮＡ３ＨＡ原质粒作为阴性对照。具体
操作步骤按照产品说明书进行，细胞置于ＣＯ２培养
箱（３７℃、５％ ＣＯ２）中孵育２４ｈ后，进行核质分离、
ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ或细胞免疫荧光检测。
１．５　细胞核质分离

将转染质粒培养２４ｈ后的细胞用预冷的ＰＢＳ洗
２遍，尽量吸尽ＰＢＳ，加入预冷的匀浆缓冲液１２０μＬ，
冰上匀浆１５ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，上清即
为胞浆蛋白。胞核沉淀中加入６０μＬ匀浆缓冲液，
洗涤２次，４℃，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，沉淀中加入
１０μＬ核提取缓冲液，冰上１５０ｒ／ｍｉｎ摇动１ｈ，４℃，
１４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，上清液即为核提取物。
１．６　Ｌｉｍｋ１蛋白在细胞核及细胞质中的含量

将各组细胞核、细胞质蛋白定量后，各取４０μｇ
进行１２％的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，电泳完成后，将蛋白
转移至ＰＶＤＦ膜，经过封闭、抗 ＨＡ一抗孵育、辣根
过氧化物酶偶联的二抗孵育后，用增强型化学发光

试剂（ＥｎｈａｎｃｅｄＣｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）显色，应
用柯达２０００ＭＭ图像工作站分析蛋白质水平。
１．７　Ｌｉｍｋ１在细胞内定位
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将转染后细胞接种到激光共聚焦皿，多聚甲醛

固定，ＴｒｉｔｏｎＸ１００对细胞膜通透处理，一抗使用兔
源性抗ＨＡ抗体，二抗使用 ＴＲＩＴＣ（红色荧光）标
记的羊抗兔二抗；ＤＮＡ用 ＤＡＰＩ复染，封片后用激
光共聚焦显微镜观察荧光分布情况。

２　结果
２．１　Ｌｉｍｋ１不同突变体的测序

为了鉴定各突变体是否突变成功，将小量提

取的重组质粒进行序列分析。测序结果证实，各突

变反应都成功得到了相应的突变体（图１）。
２．２　Ｌｉｍｋ１不同突变体在 ＨｅｐＧ２细胞中的表达
和定位

ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明转染 ｐｃＤＮＡ３ＨＡ
的细胞，无论细胞质还是细胞核中均检测不到相应

的条带；转染Ｌｉｍｋ１ＮＬＳ（ｄｅｌ）的细胞，在细胞质中
可检测到明显的条带，而细胞核中该蛋白条带非常

微弱；转染 Ｌｉｍｋ１ＮＬＳ的细胞，在细胞核中可检测
到明显的条带，而细胞质中该蛋白条带非常微弱

（图２）。该实验重复３次。

Ａ．Ｌｉｍｋ１；Ｂ．Ｌｉｍｋ１ＮＬＳ（ｄｅｌ）；Ｃ．Ｌｉｍｋ１ＮＬＳ

图１　Ｌｉｍｋ１不同突变体测序结果
Ｆｉｇ．１　ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｕｔａｎｔｓｏｆＬｉｍｋ１

　　细胞免疫荧光实验结果发现转染２４ｈ后，从
荧光分布可以看出，ＨＡＬｉｍｋ１在胞质胞核中均有
分布，大部分定位于胞质中，Ｌｉｍｋ１ＮＬＳ（ｄｅｌ）主要
分布于细胞质内，而Ｌｉｍｋ１ＮＬＳ主要分布于细胞核
内（图３）。该实验重复３次。

３　讨论
近年来，ＬＩＭＫ在肿瘤中的作用引起了广泛关

注［６］。Ｌｉｍｋ１的主要功能包括：（１）Ｌｉｍｋ１磷酸化

Ｃｏｆｉｌｉｎ，从而抑制纤丝状肌动蛋白的聚合，影响肌
动蛋白的稳定，参与肌动蛋白细胞骨架的重组，因

此调控各种细胞运动分裂、各种膜结构和其他的微

细结构形成，对于肿瘤细胞的迁移、黏附、侵袭起着

相当重要的作用［７－８］；（２）Ｌｉｍｋ１可被ＲＯＣＫ激活，
继而导致细胞内的肌动蛋白的聚合及微管重

排［９，１０］。目前，对 Ｌｉｍｋ１功能及其分子机制的研
究主要集中于胞质中的Ｌｉｍｋ１蛋白，但是该蛋白也
可定位于胞核，而这方面的研究甚少。
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Ａ．ＨｅｐＧ２细胞质蛋白；Ｂ．ＨｅｐＧ２细胞核蛋白

图２　Ｌｉｍｋ１不同突变体在ＨｅｐＧ２细胞核
和细胞质中表达（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＬｉｍｋ１ｍｕｔａｎｔｓｉｎ
ｃｙｔｏｐｌａｓｍｏｒｎｕｃｌｅａｒｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

图３　 Ｌｉｍｋ１不同突变体在ＨｅｐＧ２细胞核
和细胞质含量（免疫荧光法）

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＬｉｍｋ１ｍｕｔａｎｔｓ
ｉｎｃｙｔｏｐｌａｓｍｏｒｎｕｃｌｅａｒｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

Ｌｉｍｋ１基因位于人类染色体的７ｑ１１２３，全长
３９４９９ｂｐ，含１６个外显子。选择性剪切该基因可
产生两种 ｍＲＮＡ，一种编码全长 Ｌｉｍｋ１蛋白，另一
种因缺失６１个碱基而使编码蛋白缺乏羧基末端激
酶域。该蛋白 Ｎ末端含两个 ＬＩＭ结构域及一个
ＰＤＺ结构域，Ｃ末端含一个激酶结构域。其中，
ＬＩＭ结构域由一对锌指结构构成，可作用于Ｃ末端
的激酶结构域而负性调节激酶活性，同时介导蛋白

与蛋白间的相互作用，参与决定细胞命运、生长调

节、癌症发生及细胞骨架重组。ＰＤＺ包括两个富含
亮氨酸的功能性核转运信号，使Ｌｉｍｋ１优先定位于
细胞质［１１－１２］。

为了进一步阐明 Ｌｉｍｋ１的细胞内定位与功能

之间的关系，本实验构建了 ＨＡ标记的Ｌｉｍｋ１不同
突变体融合表达载体，并在真核细胞中进行了表

达，观察这些突变体在细胞内的定位情况。结果表

明：即使Ｌｉｍｋ１含有 ＮＬＳ，但是过表达后主要定位
于细胞质中，与删除 ＮＬＳ的 Ｌｉｍｋ１定位一致。因
此，为了使 Ｌｉｍｋ１定位于细胞核中，本实验将两个
串联的ＮＬＳ序列插入Ｌｉｍｋ１序列的５’端，经检测，
使Ｌｉｍｋ１成功定位于细胞核中。

本次研究成功构建了 Ｌｉｍｋ１全长及不同突变
体的ＨＡ融合表达载体，初步明确突变体在细胞内
的定位。为进一步研究 Ｌｉｍｋ１的移位机制奠定了
实验学基础，同时也为阐明 Ｌｉｍｋ１在细胞内的确
切生理功能提供了工具。
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