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Grb2在 MCF-7 乳腺癌细胞中的核定位研究

陈　敏 ,陈　彬 ,李渝萍 ,陈　健 ,李　强 ,钟小林 ,周度金　　(第三军医大学基础医学部生物化学与分子生物学教研室 ,
重庆 , 400038)

　　提　要:目的　构建 Grb2 的红色荧光蛋白融合表达质粒 pDsRed1-C/Grb2 ,并观察 Grb2 在MCF-7乳腺癌细胞的核定位

情况。方法　用 PCR方法扩增 Grb2 cDNA , 与红色荧光蛋白表达质粒 pDsRed1-C 重组构建融合蛋白表达质粒 pDsRed1-C/

Grb2 , 酶切 、测序鉴定后 , 瞬时转染MCF-7 乳腺癌细胞株 , 用荧光显微镜观察 Grb2 的核定位情况。结果　pDsRed1-C/Grb2

质粒有正确的阅读框 ,融合表达蛋白 DsRed1-C/Grb2可定位于 MCF-7 乳腺癌细胞核内。结论　成功构建了Grb2 的红色荧

光蛋白融合表达质粒 pDsRed1-C/Grb2 , 在MCF-7 乳腺癌细胞株中 , Grb2 除存在于胞浆外 , 也可定位于细胞核内 , 可能与其

参与核内基因的转录调控有关。
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Nucleic localization of Grb2 in MCF-7 cells
CHEN Min , CHEN Bin , LI Yu-ping , CHEN Jian , LI Qiang , ZHONG Xiao-lin , ZHOU Du-jin(Department of Biochemistry and

Molecular Biology , College of Medicine , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To construct the recombinant plasmid pDsRed1-C/Grb2 expressing a fusion construction

of red fluorescent protein pDsRed1-C and Grb2 and observe the nucleic localization of Grb2 in MCF-7 cells.Meth-

ods　A cDNA fragment encoding Grb2 was amplified by PCR and inserted into MCS of red fluorescent protein

pDsRed1-C.After identification of the positive clone by digestion of restriction endonuclease and sequencing , the re-

combinant construct was transiently transfected into MCF-7 cells and the nucleic localization of the fusion protein

DsRed1-C/Grb2 was observed by fluorescence microscopy.Results　The fusion protein , expressed by the plasmid

with a correct reading frame , could be localized in the nuclei of MCF-7 cells.Conclusion　The recombinant plasmid

pDsRed1-C/Grb2 , which encodes fusion protein of DsRed1-C and Grb2 , has been successfully constructed.Grb2

can be localized in the nuclei of MCF-7 cells except as a cytosolic protein.
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　　Grb2是生长因子/Ras信号传导途径中的一个关

键接头分子[ 1 , 2] 。Grb2由一个位于中央的 SH2(src ho-

mology 2)结构域和两个位于两侧的 SH3(src homology

3)结构域构成
[ 3]
,Grb2可通过其 SH2 结构域与生长因

子激活的生长因子受体结合 ,还能通过其 SH3结构域

与SOS(son of sevenless ,又称 Ras的鸟嘌呤核苷酸交换

因子)形成复合物[ 4] ,从而活化 Ras ,激活 MAP 激酶系

统 ,导致细胞的增殖与分化
[ 5]
。通常Grb2被认为是一

种胞浆蛋白 ,已有文献表明Grb2可与多种调节蛋白相
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互作用 ,参与胞内多种代谢调节[ 6 ～ 8] ,因此 ,Grb2也可

能从胞浆转移到核内 ,在核内参与基因的转录调控。

为证实这一假设 ,我们构建了Grb2的红色荧光蛋白融

合表达质粒pDsRed1-C/Grb2 ,并观察了Grb2的核定位

情况 。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　质粒与菌株　　红色荧光蛋白表达质粒 pDsRed1-C 购

自Clontech 公司。MCF-7乳腺癌细胞株 , 大肠杆菌 DH5a菌株均

为本室保存。

1.1.2　引物及主要试剂　　PCR引物(上海生工生物工程公

司), Taq DNA聚合酶、限制性内切酶(New England 公司), T4 DNA

连接酶(Promega公司)。PCR纯化试剂盒 、凝胶抽提试剂盒(Qia-

gen公司), Eagle' s MEM 培养液及经木炭葡聚糖(Charcoal-1 dex-

tran)处理的胎牛血清(Hyclone公司);Lipofectin(Life 公司)。
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1.2　方法
1.2.1　PCR扩增 Grb2 cDNA　　扩增两端带 EcoRⅠ和 BamH1

位点的Grb2 cDNA 的 PCR引物为:

　　正向引物:5′-GCCGAATTCATGCTGCTGCAGGGGAGCCA-3′

　　反向引物:5′-CGCGTCGACTCAAGTCTGCTGGGCCTGCAGCAT-3′

　　以Grb2 真核表达质粒 pCMV5- Grb2 为模板 ,用上述两条引

物进行 PCR 反应。 扩增条件为:94 ℃, 1 min;58 ℃, 1 min;

72 ℃, 2 min;循环 25 次;94 ℃, 1 min;58 ℃, 1 min;72 ℃, 8 min;

循环 1次。反应体积 100 μl。PCR 产物进行 1%琼脂糖凝胶电

泳 ,用 Qiagen PCR纯化试剂盒纯化并回收所需 DNA片段 ,纯化

的 DNA 溶解在 50μl的 TE缓冲液中。

1.2.2　红色荧光蛋白融合表达质粒 pDsRed1-C/Grb2 的构建　

　用 EcoRⅠ和 BamHⅠ双酶切上述 PCR产物 , Qiagen PCR纯化

试剂盒回收纯化 DNA , 加入经相同双酶切处理 、Qiagen 凝胶纯

化回收红色荧光蛋白表达质粒 pDsRed1-C ,经过连接反应 ,构建

成红色荧光蛋白融合表达质粒 pDsRed1-C/Grb2。反应体系为:

pDsRed1-C 2μl(100 ng), Grb2 6μl(60 ng), 10×连接缓冲液1μl ,

T4 DNA连接酶 1 μl(3 U),室温 4 h。将 1μl连接产物转化大肠

杆菌 DH5a 感受态细胞 ,氨苄青霉素抗性筛选阳性克隆。小量

提取质粒 , 双酶切消化 , 1%琼脂糖凝胶电泳 , 鉴定阳性重组质

粒并用 DsRed1-C 测序引物。 5′-AGCTGGACATCACCTCCC- A-

CAACG-3′测定序列。

1.2.3　哺乳系细胞培养 、瞬时转染及 Grb2 的核定位观察　　

MCF-7 乳腺癌细胞株培养于 Eagle' s MEM 常规培养基中 , 培养

基含 10%FBS , 100 U/ml青霉素 , 100 U/ml 链霉素 , 置 CO2 培养

箱中 37 ℃恒温培养。按 Lipofectin 试剂盒使用手册 , 将 MCF-7

细胞按 4×105细胞/孔接种 6 孔培养皿 , 培养至 70%～ 80%满

密度(18～ 24 h), 分别用 1 μg 的 pDsRed1-C/Grb2 质粒 、pDsRed1-

C 空质粒和 6 μl的 Lipofectin 进行转染实验。两种表达质粒瞬

时转染 5 h 后 ,吸出含有Lipofectin和 DNA的培养液 , 加入含5%

木炭葡聚糖处理过的胎牛血清培养液。48 h 后 ,用荧光显微镜

观察Grb2 的核定位情况。

2　结果

2.1　红色荧光蛋白融合表达质粒 pDsRed1-C/Grb2的

构建
2.1.1　红色荧光蛋白表达质粒 pDsRed1-C 的酶切结果　　用

EcoRⅠ和 BamH1双酶切红色荧光蛋白表达质粒 pDsRed1-C , 结

果见图 1。

M:Marker;1:pDsRed1-C

图 1　EcoRⅠ和 BamHⅠ双酶切红色荧光蛋白表达质粒 pDsRed1-C

Fig 1　Digestion of pDsRed1-C vector with EcoRⅠ and BamHⅠ

2.1.2　Grb2 cDNA 的 PCR产物电泳分析　　取 Grb2 cDNA PCR

产物 100(l于 1%琼脂糖凝胶电泳 ,结果显示 , 在分子量约 653

bp处有一条带 , 与Grb2 的编码区大小一致(图 2)。

M:Marker;1:Grb2

图 2　Grb2编码区 的 PCR 产物

Fig 2　PCR product of the Grb2 coding region with EcoRⅠ at

5′end and BamHⅠ at 3′end

2.1.3　重组质粒 pDsRed1-C/Grb2 的鉴定　　从氨苄抗性 LB

平板上挑取 10 个阳性克隆 , 小量抽提质粒后 , 用 EcoR Ⅰ 和

BamHⅠ双酶切 ,分别可切出约 4.7 kb和 653 bp 的片段 , 可初步

确定它们均为阳性重组质粒(图 3),阳性重组质粒的测序结果

进一步证实上述所得的质粒正确克隆了 Grb2 的编码区 cDNA ,

插入方向及阅读框均正确(结果未显示)。

M:Marker;1-10:pDsRed1-C/Grb2

图 3　pDsRed1-C/Grb2融合蛋白表达质粒的酶切鉴定

Fig 3　Restriction digestion to screen the right pDsRed1-C/Grb2

plasmids

2.2　Grb2的核定位观察结果
　　分别用 pDsRed1-C/Grb2 质粒 、pDsRed1-C 空质粒瞬时转染

MCF-7乳腺癌细胞株 48 h 后 , 用荧光显微镜观察 Grb2的核定位

情况, 结果显示融合蛋白 DsRed1-C/Grb2可定位于细胞核内(图4)。

A:DsRed;B:DsRed/Grb2

图 4　荧光显微镜观察 DsRed1-C/ Grb2融合蛋白的核定位

Fig 4　Nucleic localization of DsRed/Grb2 fusion proteins in the

transfected MCF-7 cells by fluorescence microscopy
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3　讨论

　　Grb2 是 Ras 信号途径所必需的胞内接头蛋

白[ 1 , 2] 。Grb2由一个位于中央区的 SH2(src homology

2)结构域和两个位于两侧的 SH3结构域构成。在无

生长因子(如 EGF)刺激的情况下 , Grb2以 Grb2/SOS

(son of sevenless , Ras 的鸟嘌呤核苷酸交换因子)复合

物的形式存在于胞浆;当生长因子与位于细胞膜上的

受体的胞外结构域结合后 ,受体形成二聚体并被激活 ,

使其胞内结构域上某些酪氨酸残基发生磷酸化。Grb2

通过其SH2结构域特异地识别PYXNX模体序列 ,直接

与活化的生长因子受体作用或间接地与生长因子受体

相连接的蛋白质发生相互作用 。Grb2/SH3结构域与

磷酸化的生长因子受体结合后 , 将位于胞浆的以

Grb2/SH3/SOS复合物形式存在的 SOS 转移到嵌在细

胞膜上的 Ras 附近 , SOS 以 GPT 取代与 Ras 结合的

GDP ,使无活性的 GDP-Ras 活化成有活性的 GTP-Ras;

活化的 Ras则激活下游的 MAPK激酶的级联磷酸化 ,

导致细胞的增殖与分化[ 5] 。

　　Grb2通常被认为是一种胞浆蛋白 ,采用免疫荧光

显微镜研究 Grb2 在天然细胞中的定位 ,可发现 Grb2

定位在膜绉褶处 ,这种定位有赖于其 SH3 结构域 ,表

明Grb2可与调节肌动蛋白细胞骨架形成中起重要调

节作用的蛋白质结合[ 9] 。最近的文献[ 6 ～ 8]表明Grb2

可与多种调节蛋白相互作用 ,参与胞内多种代谢调节 ,

我们最近的研究结果也显示 ,Grb2可与一种核内的核

受体辅活化子 PNRC相互作用并调节的核受体基因表

达。因此 ,推测 Grb2除存在于胞浆外 ,也可能从胞浆

转移到核内 ,在核内参与基因的转录调控 。Verbeek[ 10]

采用免疫组化技术研究了 Grb2在人乳腺癌细胞及其

相应正常组织细胞中的分布情况 ,Grb2在所有乳腺癌

组织中过表达 ,除定位于胞浆外 ,在所有正常和乳腺癌

组织的细胞核中也可检测到 Grb2 ,在乳腺癌组织中

58%的Grb2存在于细胞核中 , 37%Grb2 存在于胞浆

中;而在正常组织细胞中 ,只有 22%的 Grb2 存在于细

胞核中 ,70%Grb2存在于胞浆中 ,表明 Grb2在人乳腺

癌组织中过表达且主要分布在细胞核中 。

　　与 Verbeek 的上述研究结果相似 ,我们构建的

Grb2红色荧光蛋白融合表达质粒 pDsRed1-C/Grb2定

位在了 MCF-7乳腺癌细胞核中 ,从而进一步证实在正

常组织细胞中作为胞浆蛋白和 Ras信号途径所必需的

胞内接头蛋白的 Grb2在乳腺癌细胞中可转移到核内。

由于核受体辅活化子 PNRC 作为一种核蛋白 ,主要存

在于细胞核 ,我们最近的研究结果显示 PNRC 能与

Grb2发生相互作用 ,提示它们在某种条件下必然在细

胞的同一位置共定位(colocalization)。我们下一步的实

验将把 PNRC 表达成 EGFP-PNRC 绿色荧光融合蛋白 ,

而将 Grb2 表达成 DSRed-Grb2红色荧光融合蛋白 ,将

表达这两种融合蛋白的质粒共转染MCF-7 乳腺癌细

胞后 ,用共聚焦荧光显微镜观察这两种不同颜色的融

合蛋白在细胞内是否共同存在于一个细胞部位。Grb2

的核定位结果以及 PNRC与 Grb2共定位的结果 ,将为

深入地研究 PNRC 与 Grb2 间的相互作用分别对核受

体信号途径和生长因子Grb2Rao 信号途径的调控及其

调控机制 ,研究它们相互作用的分子基础 ,提供理论基

础。
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