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人 P56蛋白及其各种缺失突变体酵母表达质粒的构建及鉴定
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　　提　要:目的　构建干扰素诱导蛋白 P56 及其各种缺失突变体的酵母表达质粒。方法　干扰素诱导 HT1080 , 提取

mRNA、RT-PCR获取 P56全长及各种缺失突变体的 cDNA ,以酵母表达质粒 pGADT7 为载体 , 构建重组质粒。结果　诱导

的HT1080 中抽提出 P56的 mRNA、RT-PCR扩增出 P56 全长 cDNA片段 , 大小与预期值一致约 1 500 bp , 以 P56 全长 cDNA

为模板 PCR获得 P56各种缺失突变体并插入 pGADT7;正确构建了各种 pGADT7-P56 酵母表达重组质粒。这些质粒 DNA 测

序结果与理论值一致。结论　P56 全长及各种缺失突变体酵母表达质粒的成功构建 , 为进一步研究 P56功能奠定了基础。
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　　Abstract:Objective　To construct the yeast expressive plasmids of interferon-inducible protein P56 and varied

deletion mutants of P56.Methods　HT1080 was induced by interferon for the extraction of P56 mRNA.P56 whole

length cDNA was obtained by RT-PCR and varied P56 fragments by PCR.The yeast expressive plasmid pGADT7 was

used as a carrier to construct the varied recombinant plasmids of pGADT7-P56.Results　P56 mRNA was extracted

from the inducible HT1080 , and the P56 whole length cDNA obtained by RT-PCR was approximately 1500 bp , equal

to the expected value.Varied deletion mutants of P56 were acquired by PCR and inserted into pGADT7 using the P56

whole length cDNA as their models.The varied recombinant plasmids of pGADT7-P56 were successfully constructed.

The results of sequence analysis of these plasmids (cDNA clones)were consistent with their theoretical values.
Conclusion　The successful construction of varied yeast expressive plasmids has provided the basis for further studies

of the functions of P56.
　　Key words:interferon;P56;RT-PCR;recombinant plasmid

　　干扰素是一类具有抗病毒 、抗肿瘤 、免疫调节作用
的重要的细胞因子 。它是通过与细胞受体结合 ,经信

号转导 ,诱生出效应蛋白质来发挥其生物学作用。人
体的一些细胞经干扰素诱导后可以大量的增加 P56。

被干扰素诱导的 P56 mRNA 是短暂的 ,但 P56的细胞

功能报道很少 ,有待进一步研究。近年来国外的研究
表明 , P56 经病毒 、双链 RNA 、干扰素诱导可以在人体

细胞中合成
[ 1]
。我们通过酵母双杂交方法证实 P56与

糖皮质激素受体(glucocorticoid receptor , GR)的相互
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作用 ,并对 P56 与 GR的相互作用部位及其功能进行

了探讨
[ 2]
。本研究拟以能在酵母细胞中高效表达的质

粒pGADT7 为载体 , 用 RT-PCR法从经干扰素诱导的

HT1080
[ 3]
细胞中合成 P56蛋白;再构建 pGADT7-P56全

长及各种缺失突变体的重组质粒 ,为进一步探讨 P56

基因的功能奠定了基础。

1　材料与方法

1.1　实验材料
1.1.1　细胞株及干扰素　　人 HT1080 纤维肉瘤细胞购自武

汉大学保藏中心 , α-干扰素由沈阳三生制药股份有限公司

生产。

1.1.2　试剂及耗材　　Tripure Isolation Reagent 、AgaroseGel DNA

Extraction Kit(Roche 公司);Taq 酶 、BamHⅠ 、XhoⅠ 酶 、pMD 18-T

Vector、T4 DNA Ligase(TaKaRa 公司);oligo(dT)15 、dNTP和引物
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(上海生物工程有限公司);AMV Reverse Transcriptase(Promega

公司)。 pGADT7质粒(Clontech 公司)。重组质粒测序由上海申

友生物技术有限责任公司完成。

1.2　方法
1.2.1　细胞培养　　人纤维肉瘤细胞(HT1080)采用 IMDM 常

规培养 ,细胞生长至 80%～ 90%密度加入α-干扰素 1 000 U ml ,

6 h 后收细胞提 RNA , 按 Tripure试剂盒说明书进行。

1.2.2　RT-PCR　　RT-PCR 按常规方法进行。 PCR 引物根据

载体 pGADT7和从 GenBank 中获得人全长 P56 基因序列 , 片段

大小为1 500 bp。应用 Primer-Premier 5.0 引物设计软件 , 设计的

一系列引物 ,如表 1。使序列的酶切位点 BamHⅠ和 XhoⅠ之后

各种 P56 缺失突变片段的阅读框与 pGADT7 的阅读框相吻合。

反转录条件:50 ℃, 30 min;99 ℃, 5 min;5 ℃, 5 min。 PCR条件:

94 ℃, 2 min;(94 ℃, 30 s;58 ℃, 30 s;72 ℃, 120 s)×36 循环;

72 ℃, 5 min。产物于 1%琼脂糖凝胶上电泳鉴定纯度和分子量

大小。

表 1　一系列缺失突变 P56的引物

Tab 1　The primers of varied deletion mutants of P56

Fragment End Sequence

Whole length P56 5′ 5′-CGGGATCCAGATCTCAGAGGAGCCT-3′

Whole P56 3′ 5′-CTCGAGCTGGGTGCCTAAGGACCTT-3′

Δ1P56 5′ 5′-CGGGATCCAGATCTCAGAGGAGCCT-3′
Δ1P56 3′ 5′-CCCTCGAGATTTGCTTGGTTGTCAT-3′

Δ2P56 5′ 5′-CGGGATCCAGATCTCAGAGGAGCCT-3′

Δ2P56 3′ 5′-CCCTCGAGTTCAGGGTTTTCAGGGT-3′

Δ3P56 5′ 5′-CGGGATCCAGATCTCAGAGGAGCCT-3′
Δ3P56 3′ 5′-CCCTCGAGCACCTCAAATGTGGGCT-3′

Δ4P56 5′ 5′-CGGGATCCCTGGGTATGCGATCTCT-3′

Δ4P56 3′ 5′-CCCTCGAGTGTGCCTTGTAGCAAAG-3′
Δ5P56 5′ 5′-CGGGATCCCTGGGTATGCGATCTCT-3′

Δ5P56 3′ 5′-CTCGAGCTGGGTGCCTAAGGACCTT-3′

Δ6P56 5′ 5′-CGGGATCCAGATAGGGCTTTGCTAC-3′
Δ6P56 3′ 5′-CTCGAGCTGGGTGCCTAAGGACCTT-3′

1.2.3　RT-RCR产物在 pGADT7 上的定向克隆　　P56 的 RT-

RCR产物电泳 ,切胶 、回收纯化;再以全长 P56 cDNA 为模板扩

增 P56 各种缺失突变片段 。PMD 18-Vector 连接回收的 P56 片

段 , 4 ℃冰箱过夜 , 转化 DH5α;铺板 LB Amp+ 37 ℃过夜;挑单

菌落于 LB 中 37 ℃, 250 r min 摇菌;提取质粒后进行 BamHⅠ和

XhoⅠ双酶切鉴定;电泳;切胶回收酶切后的各种 P56 缺失突变

片段 ,同时用 BamHⅠ和 XhoⅠ 酶切 pGADT7 质粒 , 切胶回收。

用T4 DNA 连接酶连接巳用 BamH Ⅰ 和 Xho Ⅰ 酶切的 P56 和

pGADT7 , 16 ℃, 过夜。次日进行转化(方法同前), 铺板 LB Amp

+倒置 37 ℃过夜;取阳性单菌落进行扩增;抽提 pGADT7- P56

各种缺失突变片段重组质粒备用。

1.2.4　重组质粒的鉴定　　①PCR方法:用 P56 片段各自的上

游引物 、下游引物 , 样本为 pGADT7- P56各种缺失突变片段重组

质粒进行 PCR ,然后电泳鉴定可见 P56 各种缺失突变片段重新

出现。 ②酶切电泳鉴定:重组质粒 pGADT7-P56 各种缺失突变

片段用 BamHⅠ XhoⅠ双酶切 , 然后电泳鉴定目的片段是否插

入。 ③插入片段 DNA 测序鉴定:双向测序 , 上游测序引物为 T7

启动子序列 ,下游测序引物为 T3 启动子序列。抽提的重组质

粒寄送上海申友生物技术有限责任公司测序。

2　结果

2.1　RT-PCR结果

　　紫外光测定抽提的总 RNA A260 A280为 1.813 2 , RNA纯度较

高。 RNA浓度为 0.39 μg ml。 RT-PCR产物经电泳后 , 可见清楚

的1 500 bp 的P56条带。全长 P56条带的大小与GeneBank 中检

索的理论值完全一样。以全长 P56 cDNA 为模板 , 分别用各自

的上下游引物 PCR扩增 7 个不同长度的 P56 片段 , 分别为

1P56、2P56 、3P56、4P56 、5P56、6P56 、全长 P56 , P56 各种缺失突变

片段 PCR产物大小与预期值一致 , 如图 1。

1:DL2000 PCR markers;2:PCR product of whole length P56 f ragment

(1 500 bp);3:PCR product of 1 P56 fragment(336 bp);4:PCR prod-

uct of 2 P56 fragment(588 bp);5:PCRproduct of 3 P56 fragment(1 083

bp);6:PCR product of 4 P56 fragment (357 bp);7:PCR product of 5

P56 fragment(909 bp);8:PCR product of 6 P56 fragment(573 bp)

图 1　P56各种突变体 PCR扩增产物

Fig 1　PCR amplified products of varied deletion mutants of P56

2.2　定向克隆的结果
2.2.1　连接转化　　扩增出的 P56 各种缺失突变片段 PCR产

物回收纯化 、装入 T-Vector、双酶切鉴定 , 酶切片段与线性化

pGADT7 连接。

2.2.2　重组质粒用 PCR方法鉴定　　用 P56 片段各自的上游

引物 、下游引物 , 样本为 pGADT7-P56各种缺失突变体重组质粒

进行PCR ,然后电泳鉴定可见 P56 全长及各种缺失突变体重新

出现。见图 2。

1:DL2000 PCR markers;2:pGADT7-whole length P56 (1 500 bp);

3:pGADT7-1P56(336 bp);4:pGADT7-2P56(588 bp);5:pGADT7-

3P56(1 083 bp);6:pGADT7-4P56(357 bp);7:pGADT7-5P56(909

bp);8:pGADT7-6P56(573 bp)

图 2　重组质粒 PCR鉴定

Fig 2　Identification of the PCR products of recombinant plasmid
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2.2.3　重组质粒酶切鉴定结果　　用内切酶 BamHⅠ和 Xho

Ⅰ同时酶切重组质粒 pGADT7-P56各种缺失突变体。酶切产物

电泳 , 结果可见相应的位置出现相应大小的条带 , 与 P56 全长

和各种突变体的大小相符 ,见图 3。

1:DL2000 PCR markers;2:pGADT7-whole length P56 BamHⅠ+XhoⅠ

(8.0 kb+1.500 kb);3:pGADT7-1P56 BamHⅠ+XhoⅠ(8.0 kb+0.336

kb);4:pGADT7-2P56 BamHⅠ+XhoⅠ(8.0kb+0.588 kb);5:pGADT7-

3P56 BamHⅠ+XhoⅠ(8.0 kb+1.083 kb);6:pGADT7-4P56 BamHⅠ+

XhoⅠ(8.0 kb+0.357 kb);7:pGADT7-5P56 BamHⅠ+XhoⅠ(8.0kb+

0.909 kB);8:pGADT7-6P56 BamHⅠ+XhoⅠ(8.0 kb + 0.573 kb);

9:pGADT7 BamHⅠ+XhoⅠ(8.0 kb)

图 3　重组质粒双酶切鉴定

Fig 3　Identification of the recombinant plasmid after restriction analysis

2.2.4　重组质粒测序结果　　P56 全长及其各种突变体重组

质粒上游以 T7 引物 , 下游以 T3 引物为测序引物 , 送由上海申

友生物技术有限责任公司测序 ,测序结果与理论值完全一致。

3　讨论

　　干扰素(IFN)通过诱导细胞表达多种蛋白质而发

挥多种生物学效应
[ 4 , 5]
,是一类具有抗病毒 、抗肿瘤 、免

疫调节作用的蛋白质 ,也是最早发现 、最早基因克隆化

和最早被批准应用于临床治疗的细胞因子 ,临床上广

泛用于治疗肿瘤和增生性疾病及病毒感染如肝炎 、

SARS等
[ 6]
。有文献报道它的抗病毒作用在于预先阻

断病毒的 RNA 和 DNA 的复制;抗肿瘤作用在于限制

肿瘤细胞的繁殖;免疫调节作用表现在使用后人体内

的相应抗体增多。除上述功能外 , IFN 系统也作为研

究哺乳动物信号转导和转录调节的模式系统 , IFN 结

合到相应受体并启动级联系统 ,包括酪氨酸的 JAK家

族和转录因子的 STAT 家族 , 其引起 IFN 刺激基因

(ISGs)的转录诱导 。

　　IFN诱导蛋白家族包括人类 P54 、P56 、P58和 P60;

小鼠 P54 、P56和 P60;但尚不知其大多数特殊的生化

和细胞功能。上个世纪 70年代末 ,几位研究者分别观

察到 P56是人 、小鼠和鸡细胞经干扰素处理后诱导的

最为丰富的蛋白质
[ 7 ～ 10]

;双链 RNA和病毒也诱导其合

成。但 P56 的细胞功能报道很少 ,有待进一步研究。

Chebath等
[ 9]
对 P56蛋白进行了分子克隆和部分测序;

Wathelet等
[ 11]
克隆了 P56 蛋白的全长 cDNA并测定其

序列。Guo等
[ 10]
研究了编码 P56 的 mRNA 的转录调

节 ,未经 IFN处理细胞未检测到P56mRNA ,但 IFN处理

后快速诱导产生 P56 mRNA , 且 mRNA 水平非常

高
[ 6 ,11 ～ 13]

。由于 IFN 处理细胞 P56 急剧升高 ,由此推

测其有重要功能 ,但通过检测蛋白的初级结构未得到

任何功能线索。因此 ,2000年 ,Guo等
[ 10]
以 P56蛋白为

诱饵 ,通过酵母双杂交技术筛选到 Int-6 P48 ,翻译起始

因子 eIF-3的 P48亚单位与 Int6相同 ,P56通过与 eIF-3

相互作用 ,引起特异的和剂量依赖的翻译抑制。P56

存在时 ,体内外的蛋白合成被抑制 ,因此揭示了哺乳动

物细胞中存在一条新的翻译调节通路。P56-eIF-3通

路不需要活化子 ,P56的诱导合成足以激发这一抑制

通路 ,该通路可能是经常观察到的 IFN 对细胞生长抑

制作用的主要贡献者 。

　　我们的研究证实人体细胞 HT1080经干扰素处理

后呈急剧升高的变化 。我们推测 P56可能是参与人体

重要生命活动的蛋白 ,具有重要的细胞功能 。P56与

其它蛋白相互作用机制一直是一个引人注目的领域 ,

进展缓慢 , 国内外少见文献报道。本研究所证实了

P56与糖皮质激素受体(GR)有相互作用。本实验中我

们成功的获取 P56 全长及其各种缺失突变体 ,并且构

建成功P56全长及P56各种缺失突变体重组酵母表达

质粒。它将对参与细胞生命活动的两个重要分子 IFN

和P56的许多功能活动作进一步的阐释 ,对下一步研

究P56在人体内的作用奠定了基础 ,具有重要的理论

意义和临床指导作用 。
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54例子宫肌瘤保留子宫改良手术治疗分析

Therapeutic analysis of 54 cases of hysteromyoma uterus treated by modified surgical

method

程　湘 ,李　真 ,杨　鹰 ,钟序素 ,林桂兰　　(第三军医大学新桥医院妇产科 , 重庆 400037)

　　子宫肌瘤是妇科常见病 ,对于较大的肌瘤目前的治疗仍以

手术为主。以往多数医生和患者均采用子宫切除术。 近年来

随着健康保健意识的增强 , 有越来越多的患者要求保留子宫 ,

保留其内分泌功能 ,因而保留子宫手术的人数明显增加。我院

自 2002年 5 月后对子宫肌瘤切除术进行了改进 , 减少了术中出

血 ,术后患者恢复顺利 , 效果好。至 2003 年 3 月共对子宫肌瘤

患者进行了保留子宫的改良手术 54 例 ,进行总结分析。

1　资料和方法

1.1　资料来源
　　2002年 5 月至 2003 年 3 月因子宫肌瘤在第三军医大学新

桥医院妇产科进行保留子宫手术治疗者 54 例为改良组。年龄

27 ～ 50岁 , 均已生育过。其中40岁以下 35 人 , 41～ 45 岁14人 ,

46 岁以上 5人。临床症状中月经紊乱 、腹痛 、贫血 、肌瘤大于 2

月孕的例数分别为 40、10 、7 和 22 人 。单发性肌瘤 20 人 ,多发

性肌瘤 34人。选 2001 年9 月至2002年 4月在我院按常规方法

手术的子宫肌瘤 44例为对照组。年龄 29～ 50 岁 , 40 例已生育

过 , 4例未生育过。其中 40 岁以下 25 人 , 41 ～ 45岁 16人 , 46 岁

以上3 人。临床症状中月经紊乱 、腹痛 、贫血 、肌瘤大于 2 月孕

的例数分别为 30、8、4 和 17 人 。单发性肌瘤 18 人 , 多发性肌
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瘤 26人。

1.2　手术方式的改进
　　常规方法行肌瘤切除术 , 即打开腹腔探察后在阔韧带上打

洞, 用导尿管在子宫峡部水平扎住子宫血管 ,切开肌壁进行肌瘤

剥出手术。我们对手术方法进行了改进 , 即打开腹腔探察后 , 暴

露子宫于切口下, 在子宫峡部水平, 用14号导尿管将卵巢固有韧

带、输卵管峡部 、子宫动静脉一起扎住, 阻断子宫的全部血供。

切开肌壁剥出肌瘤 ,用 2-0 可吸收线缝合子宫肌壁 ,用 4-0可吸

收线缝合浅肌层和浆膜层。静脉快速滴入催产素 10 U后放开

导尿管 , 于子宫切口上注射蛋白胶止血防粘连 , 继续静滴催产

素(500 ml葡萄糖液加 20 U催产素)同时逐层关腹。

1.3　统计学分析
　　采用 t检验。

2　结果

2.1　手术情况
　　常规方法开腹后 ,对照组患者剥出肌瘤和缝合子宫的时间

为20 ～ 100 min ,平均为(46±8.90)min , 出血量为40～ 600 ml , 平

均为(220±24.80)ml。改良组患者剥出肌瘤和缝合子宫的时

间为 10 ～ 70 min , 平均为(28±6.70)min , 出血量为 10 ～ 40 ml ,

平均(24±3.60)ml。 全部患者手术过程很顺利。多发性肌瘤

中肌瘤数目为2 ～ 25个。其中包括 1 例双子宫的多发性肌瘤 ,

肌瘤数目多达 17个。
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