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摘要 目的 研究人视网膜母细胞瘤蛋白 1 羧基端( ＲB1-
C) 磷酸化位点突变体的蛋白表达和细胞定位情况及其与迟

发性脊椎骨骺发育不良病蛋白( Sedlin) 共定位的变化情况。
方法 设计 ＲB1-C 磷酸化位点突变体的引物，以质粒 pcD-
NA3. 1-FLAG-ＲB1-C 为 模 板，利 用 PCＲ 技 术 分 别 扩 增 出

pcDNA3. 1-FLAG-ＲB1-C-S788A、 S795A、 S807A、 T811A、
T821A、T826A 共 6 个突变体，并对各位点进行测序。分别将

以上突变体单独转染至 HEK 293T、COS7 细胞中，利用 West-
ern blot 和免疫荧光( IF) 技术观察其蛋白表达和细胞定位情

况; 分别将以上突变体及 Sedlin 共同转染至 COS7 细胞中，利

用 IF 技术观察二者在细胞内的共定位情况，并与野生型

ＲB1-C 的结果进行比较分析。结果 测序结果显示 ＲB1-C
的 6 个磷酸化位点均突变成功，并能够在真核细胞内正常表

达，且与野生型 ＲB1-C 的细胞定位基本一致，即主要定位在

细胞 核 内。与 野 生 型 ＲB1-C 相 比，ＲB1-C-S788A、S795A、
T821A、T826A 与 Sedlin 的共定位未发生改变，即主要共定位

在细胞核内; 但 ＲB1-C-S807A、T811A 与 Sedlin 的共定位发

生了显著变化，除了共定位于细胞核外，在细胞质中也存在

共定位现象。结论 ＲB1-C 磷酸化位点突变体成功构建并

表达，其中 S807A、T811A 两个磷酸化位点的突变能够显著

改变 ＲB1-C 与 Sedlin 在 细 胞 中 共 定 位 区 域，表 明 它 们 是

ＲB1-C 和 Sedlin 结合的关键位点之一，为进一步研究 ＲB1-C
和 Sedlin 的相互作用奠定了基础。
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视网膜母细胞瘤蛋白 1 ( retinoblastomal，ＲB1 )

是人类第一个成功克隆的抑癌基因［1 － 2］，此发现是

人类理解细胞周期调控和肿瘤遗传学的里程碑［3］。

人 ＲB1 基因定位在染色体 13q14 上，全长约 18 kb，

其中 CDS 序列全长 2 787 bp，编码包含 928 个氨基

酸残基的核内磷酸化蛋白 pＲb，其包含 N-末端( 1 ～
379 aa) 、A /B 口袋结构域( 380 ～ 785 aa) 和 C-末端

( 786 ～ 928 aa) 三个结构域，其中 ＲB1 羧基端( ＲB1-
C) 含有高度保守的亮氨酸链，能促进蛋白与周期蛋

白折叠的结合，在蛋白相互作用过程中扮演着重要

角色，而 ＲB1-C 中丝氨酸和苏氨酸的磷酸化是 ＲB1
发挥生物学功能最重要的机制之一［4 － 6］。人 SEDL
基因定位在染色体 Xp22. 12 – Xp22. 31 上，全长约

20 kb，其中 CDS 序列全长 420 bp，编码包含 140 个

氨基酸 残 基 的 迟 发 性 脊 椎 骨 骺 发 育 不 良 病 蛋 白

( spondyloepiphyseal dysplasia tarda associated pro-
tein，Sedlin) ，该蛋白在骨骼正常发育、蛋白运输过

程中 发 挥 着 重 要 作 用［7 － 8］。该 研 究 首 先 探 索 了

ＲB1-C 和 Sedlin 在细胞中的共定位现象，然后通过

构建一系列 ＲB1-C 磷酸化位点突变体，检测其蛋白

表达和细胞定位情况，并进一步观察这些突变体与

Sedlin 的共定位情况，确定 ＲB1-C 中影响其与 Sedl-
in 共定位的磷酸化位点，为接下来研究二者相互作

用的关键结合位点提供依据。

1 材料与方法

1． 1 质粒、菌株和细胞 pcDNA3. 1 空载体质粒、
pcDNA3. 1-FLAG-ＲB1-C 和 pcDGFP-Sedlin 真核表达

载体 质 粒，DH5α 大 肠 埃 希 菌 感 受 态 菌 株，HEK
293T 和 COS7 细胞株均由安徽医科大学生命科学学

院生物学实验室保存。
1． 2 主要试剂 DNA 聚合酶购自日本 TaKaＲa 公

司; BamHⅠ、XhoⅠ和 DpnⅠ限制性内切酶购自上海生工

生物公司; 质粒小量抽提试剂盒购自美国 Axygen 公

司; 细胞裂解液、PMSF 蛋白酶抑制剂、一抗稀释液购

自上海碧云天公司; FLAG 抗体购自德国 Sigma 公司;

DMEM 高糖培养基购自美国 HyClone 公司; 胎牛血清

购自美国 CLAＲK 公 司; 脂 质 体 转 染 试 剂 盒、Opti-
MEMMedium 购自美国 Invitrogen 公司; AL600ＲGB
凝胶成像系统购自美国 GE 公司; Axio Observer 3 倒
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置荧光显微镜购自德国卡尔蔡司公司。
1． 3 方法

1． 3． 1 质粒构建 设计并合成 ＲB1-C 磷酸化位点

突变体引物，见表 1，以质粒 pcDNA3. 1-FLAG-ＲB1-
C 为模板，利用高保真 DNA 聚合酶分别扩增出突变

体 pcDNA3． 1-FLAG-ＲB1-C-S788A、S795A、S807A、
T811A、T821 A、T826A，在 PCＲ 产物中加入 Dpn Ⅰ
酶消化模板，然后转化于 DH5a 感受态中培养至单

克隆生成，挑取单克隆继续扩大培养后进行质粒小

量抽提，并对质粒进行双酶切鉴定( BamHⅠ和 Xho
Ⅰ) ，6 h 后进行琼脂糖电泳，选择鉴定正确的质粒

对目的片段进行测序，并分析磷酸化位点是否成功

突变。

表 1 ＲB1-C 磷酸化位点突变体引物表

引物名称 序 列( 5'-3')
ＲB1-C-S788A F: TCCTCGAGCCCCTTACAAGTTTCCTAGTTCACCCTTACGGA

Ｒ: TGTAAGGGGCTCGAGGAATGTGAGGTATTGGTGACAAGGT
ＲB1-C-S795A F: TCCTAGTGCACCCTTACGGATTCCTGGAGGGAACATCTAT

Ｒ: TAAGGGTGCACTAGGAAACTTGTAAGGGCTTCGAGGAATGT
ＲB1-C-S807A F: TCTATATTGCACCCCTGAAGAGTCCATATAAAATTTCAGA

Ｒ: TCAGGGGTGCAATATAGATGTTCCCTCCAGGAATCCGTAA
ＲB1-C-S811A F: TGAAGGCTCCATATAAAATTTCAGAAGGTCTGCCAACACCA

Ｒ: TATATGGAGCCTTCAGGGGTGAAATATAGATGTTCCCTCCA
ＲB1-C-T821A F: TCTGCCAGCACCAACAAAAATGACTCCAAGATCAAGAATCT

Ｒ: TGTTGGTGCTGGCAGACCTTCTGAAATTTTATATGGACTCT
ＲB1-C-T826A F: AAAAATGGCTCCAAGATCAAGAATCTTAGTATCAATTGGT

Ｒ: ATCTTGGAGCCATTTTTGTTGGTGTTGGCAGACCTTCTGA

1． 3． 2 细胞培养 复苏 HEK 293T 和 COS7 细胞

系，并用完全培养基( 90% DMEM 高糖 + 10% FBS
+ 青链霉素) 在 5%CO2 的恒温培养箱中进行培养，

并及时进行细胞换液和传代。
1． 3． 3 质粒转染 本研究采用的转染方法为脂质

体( Lipo8000) 转染法，具体步骤以 6 孔板为例: 在进

行转染前，把培养有细胞的 6 孔板每孔换成 2 ml 新

鲜的完全培养液，然后取一个洁净无菌的离心管，加

入 125 μl 不含抗生素和血清的 DMEM 培养液或

Opti-MEM  Medium，加入 2. 5 μg 质粒后轻轻混

匀，再加入 4 μl Lipo8000 转染试剂后轻轻混匀，并

将混合液滴加至 6 孔板中，继续培养 24 ～ 48 h，用于

后续的细胞定位和蛋白表达实验。
1． 3． 4 Western blot 检测 转染各 ＲB1-C 磷酸化位

点突变体至 HEK 293T 细胞中，约 48 h 后收集细胞，

加入裂解缓冲液 ( 含蛋白酶抑制剂) 进行裂解 ( 4
℃、30 min) ，超声破碎后收集细胞裂解液进行高速

离心( 4 ℃、10 min) ，收集部分上清液，加入适量的

5 × SDS 上样缓冲液，充分混匀后沸水浴 5 min，冰浴

后取适量蛋白样品先后进行 SDS-PAGE 电泳( 100
V、2 h) 和恒流湿转( 200 mA、1 h) ，取出 PVDF 膜后

先后进 行 封 闭 ( 5% 牛 血 清 白 蛋 白、1 h ) 、清 洗

( TBST 缓 冲 液、30 min ) 、FLAG 一 抗 溶 液 孵 育

( 1 ∶ 500、4 ℃、过 夜 ) 、HＲP-IgG 二 抗 溶 液 孵 育

( 1 ∶ 5 000、室温、1 h) 、清洗( TBST 缓冲液、30 min)

等操作，最后利用 ECL 化学发光试剂盒对 PVDF 膜

进行显色，在蛋白成像仪上进行显影和拍摄。
1． 3． 5 免疫荧光观察 单独转染各 ＲB1-C 磷酸化

位点突变体或与 Sedlin 共同转染至 COS7 细胞中，

约 24 h 后取出细胞爬片，用 PBS 缓冲液清洗 3 次后

进行细胞固定( － 20 ℃预冷甲醇 2 min 、70%乙醇 5
min) ，用 PBS 缓冲液清洗 3 次后进行细胞封闭( 1%
BSA、30 min ) ，加 入 FLAG 一 抗 溶 液 进 行 孵 育

( 1 ∶ 100、室温、2 h ) ，用 封 闭 液 清 洗 3 次 后 加 入

TＲITC 标记的荧光二抗进行避光孵育( 1 ∶ 200、室

温、1 h) ，用 PBS 缓冲液清洗 3 次后加入 0. 15 g /L
DAPI 溶液进行细胞核染色( 室温、2 min) 用 PBS 缓

冲液清洗 3 次后用滤纸尽可能吸去盖玻片上的溶

液，用荧光封片胶将盖玻片封于洁净的载玻片上，在

荧光显微镜下观察并拍摄。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 22. 0 软件进行统计

学分析，两个独立样本间采用 χ2 检验，数据以频数

表示，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 ＲB1-C 与 Sedlin 的细胞内定位及共定位情况

分别将 FLAG-ＲB1-C 和 GFP-Sedlin 转染至 COS7
细胞中，进行免疫荧光实验观察它们各自的细胞定

位情况，结果显示 ＲB1-C 主要定位在细胞核中，而

Sedlin 在细胞核和细胞质中均有显 著 定 位，见 图

1A。将二者共同转染至 COS7 细胞中，并观察它们

在细胞内的共定位情况，结果表明 ＲB1-C 和 Sedlin
在细胞核内明显存在共定位现象，见图 1B。
2． 2 ＲB1-C 磷酸化位点突变体的构建 酶切鉴定

结果显示所有质粒均出现两条带，与 DNA Marker 的

比较，一条带与目的片段 ＲB1-C( 432 bp) 的大小基

本一致，另一条带与 pcDNA3. 1 载体( 5 400 bp) 的

大小基本一致。结果表明 ＲB1-C 磷酸化位点突变

体扩增成功，见图 2A。将各质粒送生物公司进行测

序，且将测序结果与 ＲB1-C 的 CDS 序列进行比对，

显示各磷酸化位点均突变成功，即丝氨酸或苏氨酸

均成功突变为丙氨酸，见图 2B。
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图 1 ＲB1-C 与 Sedlin 的细胞内定位及共定位

A: FLAG-ＲB1-C 与 GFP-Sedlin 各自的荧光定位图; B: FLAG-ＲB1-C 与 GFP-Sedlin 荧光共定位图; GFP: GFP-Sedlin 绿色荧光表达; TＲITC:

FLAG-ＲB1-C 红色荧光; DAPI: 细胞核染色; Merge: 荧光和细胞核叠加图

图 2 ＲB1-C 磷酸化位点突变体的酶切鉴定与测序结果

A: ＲB1-C 各磷酸化位点突变体的酶切鉴定图; B:

ＲB1-C 各磷酸化位点突变体的测序图谱; M: Marker; 1

～ 6: pcDNA3. 1-FLAG-ＲB1-C-S788A、S795A、S807A、

T811A、T821A、T826A

2． 3 ＲB1-C 磷酸化位点突变体的表达与细胞定位

情况 Western blot 结果显示用 FLAG 抗体免疫印

迹时，转染了 ＲB1-C 磷酸化位点突变体的各组样品

在约 15 ku 左右的位置均出现蛋白条带，且分子量

大小与 ＲB1-C 野生型基本一致，见图 3A，这一结果

表明 ＲB1-C 磷酸化位点突变体能够在真核细胞内

正常表达。分别将上述质粒转染至 COS7 细胞中，

并进行免疫荧光实验观察它们各自的细胞定位情

况，结果显示这些 ＲB1-C 磷酸化位点突变体主要定

位在细胞核中，与野生型 ＲB1-C 的定位情况基本一

致，见图 3B，这一结果表明 ＲB1-C 磷酸化位点的突

变并不会影响其表达和定位。
2． 4 ＲB1-C 磷酸化位点突变体与 Sedlin 的共定位

情 况 与 野 生 型 ＲB1-C 相 比，ＲB1-C-S788A、
S795A、T821A、T826A 与 Sedlin 的共定位未发生明

显改变，主要还是共定位于 细 胞 核 内，但 ＲB1-C-
S807A、T811A 与 Sedlin 的共定位结果发生了很大

变化。在各拍摄的 30 余组结果中，ＲB1-C-T811A 与
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图 3 ＲB1-C 磷酸化位点突变体的表达与细胞定位图

A: ＲB1-C 磷酸化位点突变体的蛋白表达图: 1: 未转染的细胞裂解液; 2: 转染了 FLAG-ＲB1-C 的细胞裂解液; 3 ～ 8: 转染了 FLAG-ＲB1-C-

S788A、S795A、S807A、T811A、T821A、T826A 的细胞裂解液; B: ＲB1-C 磷酸化位点突变体的荧光定位图; TＲITC: 红色荧光; DAPI: 细胞核染色;

Merge: 荧光和细胞核叠加图

Sedlin 有 19 组共定位于细胞核内，另有 13 组共定

位于细胞质中; 而 ＲB1-C-S807A 与 Sedlin 变化则更

大，有 29 组共定位于细胞质中，仅有 4 组定位在细

胞核中，见图 4 和表 2; 这一结果表明 807、811 位点

的突变对 ＲB1-C 与 Sedlin 的共定位产生了影响。

表 2 ＲB1-C 磷酸化位点突变体与 Sedlin 的细胞共定位情况( 组数)

组别 细胞核共定位 细胞质共定位 χ2 值 P 值

野生型 30 30
S807A 4 4 42． 66 6． 513 × 10 －11

T811A 19 13 10． 67 0． 001 1

3 讨论

ＲB1 在哺乳动物的组织细胞中广泛表达，预示

着其功能上的多样性，而磷酸化是 ＲB1 最基本、最

普遍和最重要的功能机制，其磷酸化水平的变化能

够对细胞周期产生调控作用，进而影响细胞增殖、分
化、衰老、凋亡等生物学功能，而其抑癌作用与这些

功能的正常发挥密切相关［9 － 11］。ＲB1 功能的发挥

依赖于其口袋结构域，能够通过该结构域与许多重

要蛋白相互作用，如 E2F 转录因子; ＲB1-C 磷酸化

位点的研究对进一步探索其生物学功能有重要意

义［12］。另外，Sedlin 是一个高度保守的蛋白，广泛

分布于心脏、肝脏、肾脏、骨骼肌等组织，且在酵母、
果蝇和脊椎动物中都存在着同源物［13］，它是转运蛋

白颗粒复合物中的一员，也可能是 EＲGIC /VTC 复

合物的一部分，在蛋白运输过程即内质网 － 高尔基

复合体之间的膜泡运输中发挥着重要作用［8，14］。
本研究首先对 ＲB1-C 与 Sedlin 的共定位进行

了探索，结果表明二者在细胞核内明显存在共定位

现象，但二者结合的具体位点尚不明确，需进行进一

步的点突变研究。ＲB1 的磷酸化对其功能的发挥有

重要作用，其磷酸化位点的突变可能引起蛋白结构

变化进而影响相互作用功能，磷酸化位点一般有丝

氨酸 ( serine，S ) 、苏 氨 酸 ( thr-eonine，T ) 、酪 氨 酸

( tyrosine，Y) ，其中 S 和 T 最常见，因为其结构末端

含有活泼的羟基，更容易与磷酸基团结合促进磷酸

化发生。另外，丙氨酸( alanine，A) 是氨基酸中侧链

最短的手性氨基酸，通过将某氨基酸残基突变为 A，

可以通过考察该突变蛋白的功能是否因此突变而失

去或改变，从而可以定位对该蛋白功能有关键影响

的氨基酸残基，这种方法被称作“丙氨酸扫描”，是

丝氨酸 /苏氨酸的磷酸化功能研究的一种手段。本

研究即通过将 S /T 突变为 A 来构建 ＲB1-C 中 6 个

重要的磷酸化位点突变体。
虽然点突变构建已经是成熟的基因修饰技术，

但与普通质粒构建相比，其在实际操作过程中还存

在着一些难点。本研究中点突变构建采用了一步

法［15］，即以 pcDNA3. 1-FLAG-ＲB1-C 为模板将整个

环状 质 粒 扩 增 出 来。该 目 的 片 段 较 长，将 近

6 000 bp，所以扩增的成功率和保真率有所下降，即

便扩增成功，后期的模板消化操作也很关键。如果模
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图 4 ＲB1-C 磷酸化位点突变体与 Sedlin 的细胞共定位图

TＲITC: FLAG-ＲB1-C 的红色荧光; GFP: GFP-Sedlin 的绿色荧光; DAPI: 细胞核染色; Merge: 荧光和细胞核叠加图

板消化不完全，将会在质粒转化过程混入野生型

ＲB1-C，导 致 假 阳 性。克 隆 中 存 在 大 量 野 生 型

ＲB1-C，增加了测序成本，影响实验进程。本研究首

先成功构建了 6 个 ＲB1-C 磷酸化位点突变体，即

pcDNA3. 1-FLAG-ＲB1-C-S788A、 S795A、 S807A、
T811A、T821A、T826A，并对其定位和表达情况进行

了研究，结果表明它们的细胞亚定位和野生型 ＲB1-
C 基本一致，即主要定位在细胞核内，且蛋白表达的

分子量也与野生型 ＲB1-C 的基本一致。与野生型

ＲB1-C 相 比，ＲB1-C-S788A、S795A、T821A、T826A
和 Sedlin 的共定位未发生改变，依旧主要集中在细

胞核内，但 ＲB1-C-S807A、T811A 和 Sedlin 共定位的

位置发生了很大变化，除了有共定位于细胞核，在细

胞质中也存在共定位，而且根据位置推测可能存在

于内质网和( 或) 高尔基体上，表明它们可能是 ＲB1-
C 和 Sedlin 相互作用的关键位点，且这两个位点的

突变很可能会降低 Sedlin 与 ＲB1 的结合效率，进而

影响 Sedlin 对 ＲB1 蛋白入核的运输功能。该研究
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为进一步了解 ＲB1-C 的生物学功能及其与 Sedlin
相互作用的具体位点奠定了细胞学基础。
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Co-localization of ＲB1-C-terminal phosphorylation site mutants and Sedlin
Pan Linxin1，Xu Tao2，Fan Libin1，et al

( 1School of Life Sciences，2School of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To study the protein expression and cell localization of ＲB1-C-terminal phosphorylation site
mutants，and to investigate the change of co-localization with Sedlin． Methods The primers of ＲB1-C-terminal
phosphorylation site mutants were designed，and pcDNA3． 1-FLAG-ＲB1-C was used as the template to amplify
pcDNA3． 1-FLAG-ＲB1-C-S788A，S795A，S807A，T811A，T821A，T826A． The above mutants were separately
transfected into HEK 293T and COS7 cells，and their protein expression and cell localization were observed by
Western blot and immunofluorescence technology; the co-localization of the above mutants and Sedlin were observed
by IF technology，and compared with the results of wild type ＲB1-C． Ｒesults The sequencing results showed that
the six phosphorylation sites of ＲB1-C were mutated successfully and expressed normally in eukaryotic cells，which
was basically consistent with the cell localization of wild type ＲB1-C，and they were mainly located in the nucleus．
In addition，compared with the wild-type ＲB1-C，the co-localization of ＲB1-C-S788A，S795A，T821A，T826A and
Sedlin did not change，that is，they were mainly co-located in the nucleus，but the co-localization of ＲB1-C-
S807A，T811A and Sedlin changed significantly，in addition to co-localization and nucleus，there was also signifi-
cant co-localization in the cytoplasm． Conclusion ＲB1-C phosphorylation site mutants were successfully construc-
ted and expressed． The mutations of two phosphorylation sites S807A or T811A can significantly change the co-lo-
calization region of ＲB1-C and Sedlin in cells，indicating that they are one of the key binding sites of ＲB1-C and
Sedlin，which lays a foundation for further study of the interaction between ＲB1-C and Sedlin．
Key words ＲB1-C; phosphorylation; Sedlin; co-localization
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