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脾脏酪氨酸激酶 ( spleen tyrosine kinase, Syk) 是一种非受体型酪氨酸激酶 , 被认为是一种细胞

应用 GFP 质粒构建及转染技术探讨 Syk(L)核移位机制
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摘 要 :【目的】 通过研究 Syk(L)在乳腺癌细胞亚细胞器中的分布和移位机制 , 探讨 Syk(L)抑制乳腺癌的

可能性机制。【方法】采用细胞胞核、胞浆分离技术和 Western blot 的方法 , 检测乳腺癌细胞系 BT474 中两种

Syk 蛋白异构体在细胞内的分布。构建绿色荧光蛋白 ( GFP)和 Syk(L)核移位相关功能域融合蛋白质粒 , 转染入

Cos 7 细胞内 , 荧光显微镜下观察融合蛋白在细胞内的分布。【结果】 BT474 细胞的细胞浆中可检测到 Syk(S)

和 Syk(L)的表达 , 细胞核中只检测到 Syk(L)的表达。在 Cos 7 细胞中 , GFP 与 Syk(L)的缺失域 ( deletion domain,

DEL域 )融合蛋白均匀分布于细胞内 , GFP 与 Syk(L)的 IDB域融合蛋白聚集于细胞核中 ;将DEL域上的 294K、

300K、及 305K突变域非碱性氨基酸后构建成 GFP- IDB(L)- M, 突变的融合蛋白则失去核聚集现象。【结论】 在

乳腺癌细胞中 , Syk(L)可从细胞胞浆移位到细胞核内。Syk(L)的 IDB域具有完整的核移位功能 , 能将融合的胞

浆蛋白 GFP 转移到细胞核内 ; DEL域的碱性氨基酸具有核定位信号功能。Syk(L)在乳腺癌细胞中的抑癌功能

与其核移位有关。
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Using GFP Constructs Making and Transfection Technology to Explore

Mechanism of Syk(L) Nuclear Translocation
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Abstract:【Objective】By studying the subcellular localization of Syk(L) in breast cancer cells and the

mechanism of its nuclear translocation, explore the possible mechanism of Syk( L) tumor suppression function.

【Methods】Cytosolic and nuclear fractionation experiments were used to separate the cytosolic and nuclear cell lysate

of breast cancer cell lines BT474. Western blot was used to analyze the subcellular localization of Syk. Green

fluoresent protein(GFP) and Syk(L) nuclear translocation domain fusion proteins were constructed and transfected into

Cos 7 cells.The subcellular localization of fusion proteins were observed under fluorescence microscope.【Results】

Both Syk(S) and Syk(L) was found in the cytosolic extracts of breast cancer cell BT474, while only Syk(L) was found

in the nuclear extracts. GFP and Syk(L)’s deletion(DEL) domain fusion protein was observed expressing in the cells

evenly. Fused IDB domain of Syk(L) was able to transport GFP into nucleus and congregated in the nuecleus.When

the basic amino acids 294K, 300K and 305K in the DEL domain were mutated to non- basic amino acids asparagine,

the mutated GFP- IDB (L) fusion protein lost the ability of nuclear congregation.【Conclusions】 Syk (L) is able to

translocate to nucleus from cytoplasm in breast cancer cell.The IDB domain of Syk (L) has complete nuclear

translocalization function, which is able to transport cytoplasm protein GFP into nucleus. The basic amino acids in

DEL domain of Syk(L) contains nuclear localization signal. Syk(L) tumor suppression function is possiblely associated

with its nuclear translocation.
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浆蛋白 , 在血液细胞信号传导中起着重要的作用。

Syk 由 NH2 端的 2 个 SH2 功能域 (SH2 domain)和

COOH 端的激酶功能域(kinase domain,KD)构成 ,两

个 SH2 功能域之间的区域称为功能域间域 A

( interdomain A, IDA) , 第 2 个 SH2 功能域和激酶

功能域之间的部分称为功能域间域 B( interdomain

B,IDB)。由于 SYK基因在转录时外显子之间选择

性拼接 , 翻译成两种蛋白异构体 [1], 即全长的 Syk

(L)和在 IDB上缺失 23 个氨基酸的 Syk(S), 缺失的

部分称为缺失域( deletion domain,DEL域)。近年来

Syk 在乳腺癌中具有潜在的抑癌功能的报道引起

人们的关注 [2], 我们在前期研究中发现在两种 Syk

蛋白异构体中 , 只有 Syk(L)具有抑制乳腺癌细胞

侵袭力功能 , 而 Syk(S)对乳腺癌细胞侵袭力功能

没有影响[3]。本文拟通过对 Syk(L)在乳腺癌细胞亚

细胞器分布和移位机制进行研究 , 以探讨导致 Syk

(L)抑癌功能的可能性机制。

1 材料和方法

1.1 药品和试剂

pEGFP质粒购自美国 Clontech Laboratories 公

司 , EcoRⅠ、Bam HⅠ和 T4 连接酶购自公司 , 脂质

体 FuGENE6 和蛋白酶抑制剂复合物购自 Roche

公司 , G418、RPMI 1640 和 DMEM细胞培养液购

于美国 Gibco公司 , 胎牛血清购于美国 Hyclone 公

司 , Syk(N- 19) 、Ki- 67、Oct- 1 ( C- 21)、Actin(I- 19)

及 GFP ( FL) 抗体均购自 Santa Cruz生物技术公

司 , 检测蛋白质浓度的 BCA 试剂、抗羊二抗、抗兔

二抗及超强信号显影剂均购自 Pierce 公司 , 3,3′-

diaminobenzidine、Spermide 和 Spermine 购自 Sigma

公司 ,核染色剂 DAPI 购自 Sigma 公司。

1.2 质粒构建

质粒 pEGFP- DEL的构建是为了表达 Syk(L)的

DEL域与绿色荧光蛋白 ( green fluorescent protein,

GFP) 的融合蛋白。插入片段采用 PCR 的方法合

成 : 以 pCDNA3.1- Syk(L)为模板 [3], 上游引物为 5′-

TAGAATTCCGACTTGGTCAGCGG GTG- 3′, 下游引

物为 5′- ATGGATCCCTTTCTGT GGCCAGGCTTTG-

3。采用 EcoRⅠ和 BamHⅠ酶切 PCR 产物及载体

质粒 pEGFP- C3 后用 T4 DNA连接酶连接而成。

质粒 pEGFP- IDB(L)的蛋白表达产物是绿色

荧光蛋白与 Syk(L)的 IDB域融合蛋白。插入片段

采用 PCR 的方法合成 : 以 pCDNA3.1- Syk(L)为模

板 , 上 游 引 物 为 5′- TAGAATTCCTCAAAA

AATCGGCACACAGG- 3′, 下游引物为 5′- ATG

GATCCCAGCAGCTTTCGGTCCAG- 3′。EcoRⅠ 和

BamHⅠ酶切 PCR 产物及载体 pEGFP- C3 后用 T4

DNA连接酶连接。

pEGFP- IDB(L)- M构建方法与 pEGFP- IDB(L)

相同 , 唯一区别是采用 pCDNA3.1- Syk (L)- M[3]为

PCR 模板。pCDNA3.1- Syk (L)- M亦是采用两步

PCR 为基础的突变技术将 Syk(L)的DEL域上的 3

个赖氨酸( 294K、300K、305K)突变为天冬酰胺。

构建的所有质粒均通过 DNA 测序分析加以

证实。

1.3 细胞培养

乳腺癌细胞系 BT474 和 MB435、白血病细胞

系 K562、淋巴瘤细胞系 Raji 及猴肾成纤维细胞系

COS 7 均购自 American Type Culture Collection。所

有细胞系均培养在公司推荐的培养液内 , 培养液

中加入体积分数 10%的胎牛血清、10 g/L谷胺酰

胺、青霉素及链霉素的终浓度均为 100 U/mL, 于

37 ℃下、体积分数 5%饱和湿度的培养箱内培养。

用 2.5 g/L 胰酶和质量分数 0.02%EDTA 消化传

代 ,每 3～4 d 传代 1 次。取对数生长期的细胞进行

实验。

1.4 细胞的胞浆、胞核蛋白分离试验

大约 1×107 细胞经过胰酶消化后 , 200 ×g 离

心沉淀 5 min 除去上清液 ,加 入 800 "L 缓冲液 A
[10 mmol/L HEPES ( pH 7.4) , 1 mmol/L EDTA, 1

mmol/L DTT和 1×蛋白酶抑制剂复合物], 在冰上

孵育 10 min, 将细胞转移到杜氏均质器 ( Dounce

homogenizer)中。细胞经过 12～18 次的均质(pestle

B)后 , 采用台盼蓝染色的方法检测细胞膜破损百

分率 , 当破损百分率达到 95%时 , 离心 3 000 ×g、

4 ℃、10 min, 收集上清液留作细胞浆蛋白。采用

400 "L 缓冲液 B [50 mmol/L NaCl, 10 mmol/L
HEPES( pH 8.0) , 体积分数 25%丙三醇 , 0.1 mmol/

L EDTA, 0.5 mmol/L spermide, 及 0.15 mmol/L

spermine] 洗涤管底的细胞核两次 , 离心3 000 ×g、

4 ℃、5 min, 在洗涤后的细胞核内加入150 "L缓冲
液C[350 mmol/L NaCl, 10 mmol/L HEPES( pH8.0) ,

体 积 分 数 25% 丙 三 醇 , 0.1 mmol/L EDTA, 0.5

mmol/L spermide,及0.15 mmol/L spermine ], 在4 ℃

条件下震荡 30 min, 离心 20 000 ×g、4 ℃、30 min,
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上清液留作为细胞核提取物。所有的缓冲液中均

加入 1 倍的蛋白酶抑制剂。

1.5 Western blot

采用 BCA 试剂检测蛋白含量 , 取 50 !g的全
细胞裂解液、细胞浆提取物、细胞核提取物进行十

二烷基硫酸钠- 聚丙酰胺凝胶 ( SDS- PAGE)电泳。

在胞核、胞浆分离试验中 , 在转膜并用封闭液封闭

硝酸纤维素膜后 , 根据 Ki- 67( 345 ku)或者 Oct- 1

( 110 ku) (细胞核蛋白标记物)、Syk(L)( 72 ku)、及

Actin( 42 ku) (细胞浆蛋白标记物 )分子质量的不

同 , 将纤维素膜剪成 3 个部分 , 分别用抗体 Ki- 67

(抗体稀释浓度为 1 ∶100)、Oct- 1( C- 21) (抗体稀

释浓度为 1∶200)、Syk(N- 19)(抗体稀释浓度为 1∶1

000)、及 Actin(I- 19)(抗体稀释浓度为 1∶200)与靶

蛋白进行结合 ,时间均为室温下 1 h。TTBS液洗涤

3 次 , 每次 10 min, 然后将膜转移到加入二抗的

TTBS液中结合 1 h。抗 Ki- 67 抗体所用二抗为 1∶

6 000 稀释的抗鼠抗体 , 抗 Syk 抗体和抗 Oct- 1 抗

体所用的二抗是 1∶10 000 稀释的抗兔抗体 , 抗

Actin 抗体所用二抗为 1∶4 000 稀释的抗羊抗体。

然后将膜转移到 TTBS 液中洗涤 3 次 , 每次 20

min。辣根过氧化物酶聚集的第二抗体与一抗结合

后 ,采用超强信号显影剂检测、拍照。

所有全细胞裂解液采用 1 倍的 SDS 细胞裂解

液( 0.05 mol/L Tris- HCl, pH 6.8, 20 g/L SDS, 体积

分数 5%丙三醇 )裂解 , 用细胞刮刀将细胞收集到

1.5 mL的离心管中 , 超声破碎细胞 , 使蛋白释放。

100 ℃加热 5 min 使蛋白变性。鉴定 GFP 及 GFP

融合蛋白所用一抗为 1∶400 稀释的抗 GFP 抗体 ,

二抗为 1∶10 000 稀释的抗兔抗体。

1.6 荧光显微镜分析

为了研究 Sy(L)的核移位机制 , 将 Syk 功能域

( DEL、IDB及突变的 IDB)连接在绿色荧光蛋白上,

荧光显微镜下观察融合蛋白在细胞内亚细胞器中

的分布。将 Cos 7细胞培养在置入到 6孔细胞培养

板的载玻片上 1 d 后 , 采用 Fugene 6 试剂将质粒

pEGFP、pEGFP- DEL、pEGFP- IDB(L)和 pEGFP- IDB

(L)- M转染到不同的孔内 ,培养 24～48 h。DPBS清

洗细胞后 , 常温下加入新鲜配置的 DPBS/40 g/L多

聚甲醛溶液中固定 30 min; DPBS 洗涤两次 , 每次

10 min。采用 1 μg/mL Dapi/DPBS进行细胞核染色,

常温下 10 min; 然后用 DPBS洗涤两次 , 每次 20

min。最后将培养在载玻片上的细胞放在荧光显微

镜下观察计数不同融合蛋白在细胞胞浆和胞核中

的分布。

将绿色荧光物质在细胞内均匀分布的细胞定

义为非核聚集细胞,细胞核内荧光物质明显增强的

细胞定义为核聚集细胞。据此定义对各组转染细胞

观察记数 100个细胞,表 1 中数值为 3 次独立实验

的平均结果,所有数据以(x±s)表示。

2 结 果

2.1 Syk(L)蛋白可移位到细胞核内

为了探讨抑癌基因 Syk 在细胞内的分布 , 选

用同时表达 Syk(L)和 Syk(S)蛋白的乳腺癌细胞系

BT474, 首先分离出细胞浆蛋白和细胞核蛋白部

分 , 采用 Western blot 的方法 , 观察两种 Syk 蛋白

异构体在分离的亚细胞成分中的分布。如图 1A所

示 , T表示全细胞裂解液; C表示细胞浆提取液 , 抗

Ki- 67 抗体 (细胞核蛋白标志物) 的 Western blot

结果中未显示任何条带证明分离的细胞浆提取液

未被细胞核蛋白交叉污染 ; N表示细胞核提取液 ,

抗 Actin 抗体(细胞浆蛋白标志物)的 Western blot

结果中未显示任何条带证明分离的细胞核提取液

未被细胞浆蛋白交叉污染。

在 BT474 分离的胞浆蛋白中 , Syk(L)及 Syk(S)

均有表达 , 说明 Syk(L)及 Syk(S)均存在于细胞浆

中 ;而在细胞核蛋白提取液中 , 只发现分子量较大

的 Syk(L)蛋白的表达 , 而未发现 Syk(S)。结果提示

Syk(L)蛋白在乳腺癌细胞中可移位到细胞核内 ,

Syk(S)则只分布在细胞浆中。

Syk(L)在血液细胞中广泛表达。采用上述相同

的胞核、胞浆分离技术和 Western blot 的方法 , 检

测白血病细胞 K562 和淋巴瘤细胞 Raji 的细胞浆

中 Syk(L)的亚细胞器分布 , 如图 1- B 所示 , 显示

Syk(L)在细胞胞核和胞浆中均有表达 , 说明在血液

肿瘤细胞中 Syk(L)亦可以从细胞胞浆移位到细胞

核内。

2.2 GFP 及构建的 GFP 与 Syk(L)功能域融合蛋

白的检测

采用不表达 Syk基因的乳腺癌细胞系 MB435,

分别转染质粒 pEGFP- C3、pEGFP- DEL、pEGFP-

IDB(L)和 pEGFP- IDB(L)- M, 2 d 后裂解细胞 , 采用

Western blot 的方法 ,用 GFP 抗体检测 GFP 及构建

的 GFP- Syk(L)功能域融合蛋白的表达 , 如图 2 所
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示 , 转染的 GFP 质粒及融合蛋白质粒 GFP- DEL、

GFP- IDB(L)和 GFP- IDB(L)- M在 MB435 细胞中均

有表达。

2.3 Syk(L)的 IDB 功能域具有核移位完整序列

Syk(S)只存在于细胞浆中 , 而比 Syk(S)多出 23

个氨基酸的 DEL域的 Syk(L)则可移位到细胞核内

(图 1A, B)。为了探讨 Syk(L)的核移位机制 , 我们

将Syk(L)的 DEL功能域连接到 GFP 上构建成融合

蛋白 , 转染入 Cos 7 细胞中 , 2 d 后在荧光显微镜

下观察 GFP 及 Syk (L)- DEL融合蛋白在细胞内的

分布,每项检查测重复 3 次(表 1)。GFP- DEL在细

胞内的分布与 GFP 相似 , 91%的记数细胞均匀地

分布于细胞内。若将 Syk(L)的 IDB连接到 GFP 上

后 , 融合蛋白则移位到细胞核内 , 核内聚集的

GFP- IDB细胞比例高达 86.3%, 说明 Syk(L)的 IDB

内包含有向细胞核移位的完整序列 , 可将胞浆蛋

白 GFP带入到细胞核内。

2.4 DEL 功能域内的碱性氨基酸是 Syk(L)核位

移不可缺少的

核定位信号通常是由碱性氨基酸构成的 , Syk

(L)的DEL域上共有 5 个碱性氨基酸 , 若突变 294

K, 300K,及 305K成天冬酰胺构建成 GFP- IDB(L)

- M后 , GFP 与 IDB (L)- M融合蛋白则失去在细胞

核内聚集的功能 , 如表 1 所示 , 聚集到细胞核内的

细胞比例与 GFP或者 GFP- DEL转染细胞相似 ,只

有 5.3%,说明 DEL域内碱性氨基酸在核定位中的

关键作用, DEL域内的碱性氨基酸是 Syk(L)细胞核

移位所必需的。

3 讨 论

SYK及它的同族体 Zap70 共同构成非受体型

酪氨酸蛋白激酶中的 SYK亚族 [4,5]。Syk 广泛表达

于血液细胞中 , 与被激活的细胞膜免疫受体结合

后 , 激活下游的多个细胞信号传导通路 , 调节细胞

的增生、分化及吞噬细胞的溶解 [6- 8], 该途径被认为

是血液细胞的主要激活方式。

上皮细胞内亦有 Syk 表达的报道 , 首先报道

SYK在乳腺病理生理中起作用的是 Coopman 等[2],

他们的研究发现 Syk 在高度侵润性乳腺癌细胞系

中的表达丢失 , 并用原位杂交实验证明 SYK 的

mRNA在正常乳腺上皮中高度表达、在原位导管

癌中的表达降低、在侵润性导管癌中的表达丢失。

图 1 Syk(L)可移位到细胞核内

Fig.1 Syk(L) translocating to nucleus

Subcellular fractionation and Western blot were carried

out to determine Syk (L) translocated to nucleus from

cytoplasm in breast cancer cell line BT474 (A), and

hematopoietic cell lines K562 and Raji.T:total cell

lysates;C:cytosolic cell lysates;N:nuclear cell lysates

图 2 Western blot 检测 GFP 及 GFP- Syk(L)功能域融合

蛋白的表达

Fig.2 GFP and GFP - Syk (L) domain fusion proteins’

expression were examined by Western blot

GFP: green fluorescence protein; GFP- DEL:GFP fused

to DEL domain of Syk(L) protein; GFP- IDB(L): GFP fused

to IDB domain of Syk (L) protein; GFP - IDB(L) - M: GFP

fused to mutated IDB domain of Syk(L) protein

表 1 GFP 和 GFP- Syk(L)功能域融合蛋白在 Cos 7 细胞内

的分布

Table 1 GFP and GFP- Syk(L) domain fusion proteins’

localization in the Cos 7 cells (x±s)

Group

GFP

GFP- DEL

GFP- IDB(L)

GFP- IDB(L)- M

Cytoplasm

89.3±2.5

91.0±2.5

13.7±3.4

94.7±1.7

Nucleus

10.7±2.5

9.0±2.5

86.3±3.4

5.3±1.7

The experiments repeated 3 times
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而将野生型的 Syk 转染入不表达 Syk 的乳腺肿瘤

细胞后 , 可明显抑制无胸腺小鼠的肿瘤生长和转

移。因此 Syk 被认为是一个潜在的上皮细胞生长

调节物及潜在的乳腺肿瘤抑癌基因[2,3]。

为了探讨 Syk 在乳腺上皮细胞内的功能 , 我

们首先研究了 Syk 在乳腺癌细胞亚细胞器中的分

布 , 发现分子质量较大的 Syk(L)可从细胞浆移位

到细胞核内 , 而 Syk(S)只表达于细胞浆中。Syk(L)

的核移位现象不单纯存在于乳腺癌细胞中 , 采用

白血病细胞系 K562 和淋巴瘤细胞系 Raji 亦得出

Syk(L)具有细胞核内移位功能的结论。我们在前期

研究中已经发现 Syk(L)在乳腺癌中的表达可以抑

制肿瘤细胞的侵袭力 , 而 Syk(S)对细胞的侵袭力

没有影响 [3]。因此 , 对 Syk(L)核移位现象的发现及

对其核移位机制的探讨非常重要 , 将为 Syk 基因

抑癌机制及其功能研究打开新的领域。

Syk 基因 NH2 端的 2 个 SH2 功能域和 COOH

端的激酶功能域的生物学功能被广泛研究 , IDA

和 IDB被认为是这些功能域之间连接部分 , 长期

被人们所忽视。本研究中发现在 IDB上较 Syk(S)

多出 23 个氨基酸 (即 DEL域 )的 Syk(L)可移位到

细胞核内 , 提示 IDB上的 DEL域对 Syk(L)的核移

位起着不可缺少的作用。为了验证 DEL域是否具

备有核移位功能 , 我们构建了 GFP- DEL融合蛋

白 , 在荧光显微镜下观察到 DEL并不能将细胞浆

蛋白 GFP 转移到细胞核内 , 而融合蛋白 GFP- IDB

则主要聚集在细胞核中 , 说明只有 23 个氨基酸的

DEL功能域并不是一个完整的核移位序列 , 需要

与周边的其他氨基酸序列一起、即 IDB来完成蛋

白的细胞核内转运。

核定位信号(nuclear localization signal, NLS)是

存在于亲核蛋白内的一些短的氨基酸序列片段 ,

富含碱性氨基酸残基 , 如赖氨酸 ( Lys, K)、精氨酸

( Arg, R) [9- 11]。NLS的氨基酸片段可以是一段连续

的 序 列 , 如 SV40 的 大 T 抗 原 核 定 位 信 号

PKKKRKV, 称为单族 NLS[9];碱性氨基酸也可以分

成两段 , 两段之间间隔约 10 个左右的非碱性氨基

酸 , 称为双族 NLS[10,11 ], 如 p53 的核定位信号KRA

LPNNTSSSPQPKKKP[12]。Syk(L)的 DEL域的氨基酸

序列为 TWSAGGIISRIKSYSFPKPGHRK , 内有 5

个碱性氨基酸 , 分别为 292R , 294K , 300K, 304R,

及 305K, 它们以两簇的方式存在 , 即 RIK 及

KPGHRK,中间被 5 个非碱性氨基酸分开。我们将

3 个赖氨酸( 294K、300K、305K)突变为天冬酰胺后

构建成突变的 GFP- IDB- M融合蛋白质粒 , 转染入

Cos 7 细胞后则失去核聚集的功能 , 证实 DEL域

中碱性氨基酸具有核定位信号功能。

本文采用绿色荧光蛋白质粒构建及转染技

术 , 证明 Syk(L)蛋白核移位需要 IDB完整序列 , 发

现 DEL中的碱性氨基酸具有核定位信号功能 , 阐

明了 Syk(L)核移位的具体机制 , 为 Syk(L)在乳腺癌

中的抑癌功能研究开辟了新的方向 : Syk(L)在乳腺

癌中的抑癌功能可能于它移位到细胞核内所行使

的功能有关。
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