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摘要 目的 探究热休克蛋白家族成员 1 ( HSPE1 ) 和鼠类

人 α-趋化 因 子 类 似 物 ( MOB4 ) 形 成 的 融 合 蛋 白 HSPE1-
MOB4 在不同细胞中的表达。方法 采用逆转录聚合酶链

式反应( ＲT-PCＲ) 检测融合蛋白 HSPE1-MOB4 在不同细胞

中的表达; Sanger 基因测序探究融合蛋白的不同亚型; 免疫

荧光技术和激光共聚焦显微成像检测蛋白表达位置; 免疫印

迹法检测融合蛋白 HSPE1-MOB4 在正常细胞及肿瘤细胞中

的表达。结果 融合蛋白 HSPE1-MOB4 在正常细胞及肿瘤

细胞中均有表达; 基因测序结果显示融合蛋白 HSPE1-MOB4

有两种不同亚型，且两种亚型的表达位置相同; 相较于正常

细胞，在肿瘤细胞中融合蛋白的表达量更高。结论 融合蛋

白 HSPE1-MOB4 有两个亚型，已报道的亚型在肿瘤细胞中

表达量较正常细胞高。这可能为寻找新的肿瘤生物标志物

提供新的思路。
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融 合 蛋 白 是 由 联 合 基 因 产 生 的 连 读 转 录 蛋

白［1］。目前，仅有 34 个融合蛋白被描述［2］。近年

来，已在不同的癌症中检测到了此类融合蛋白，并被

推测可能具有致病性［3］。热休克蛋白家族成员 1
( heat shock protein family member 1，HSPE1) 是热休

克蛋白家族的一员，可以与线粒体热休克蛋白 60
( heat shock proteinfamily D member1，HSPD1) “共伴

侣”帮助其他蛋白质折叠并驱动有缺陷的蛋白质降

解［4］。鼠类人 α-趋化因子类似物 ( murine human-
like alpha-chemokine analog one binder family member
4，MOB4) 为 MOB 家族成员，可以结合蛋白激酶，在

细胞内发挥辅助信号转导的作用［5］。HSPE1-MOB4
融合蛋白是由相邻基因 HSPE1 和 MOB4 连读形成，

在正常组织中广泛表达。目前，NCBI 数据库 ( ht-
tps: / /www． ncbi． nlm． nih． gov /gene /553164 ) 收录的

融合蛋白 HSPE1-MOB4 的信息中仅见分子量大小

( 约 30 ku) 及所对应的一条 mＲNA 序列。虽有报道

在甲状腺滤泡癌的蛋白组学分析及精神病基因组学

联盟的基因集中提及此融合蛋白［6 － 7］，但均未展开

对此融合蛋白的研究。由此该研究对 HSPE1-MOB4
的表达及其融合亚型进行初步探索。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞系 本实验所用细胞系: 人正常胃黏膜

上皮细胞 GES-1、人正常肝细胞 LO-2、人正常卵巢

上皮 细 胞 IOSE-80、人 正 常 肺 上 皮 细 胞 HFL-1
( CBP60185 ) 、人 胃 癌 细 胞 MGC803、人 肝 癌 细 胞

Hep3B( CBP60197、人卵巢癌上皮细胞 OV90、人肺

癌上皮细胞 A549( CBP60084) 均购自南京科佰生物

科技有限公司。
1． 1． 2 试剂 DMEM 高糖培养基、胎牛血清( 以色

列 BI 公司) ; 青霉素 /链霉素( 上海碧云天生物技术

有限公司) ; 细胞总 ＲNA 提取试剂盒 ( 北京天根生

化科技有限公司) ; 反转录试剂盒( 日本 TaKaＲa 公

司) ; PCＲ Master mix ( 南京诺唯赞生物科技有限公

司) ; DNA 琼脂糖 ( 西班牙 BIOWESTE 公司) ; DNA
Marker( 广东东盛生物科技有限公司) ; DNA 回收试

剂盒 ( 安 徽 朵 能 生 物 科 技 有 限 公 司 ) ; HSPE1、
MOB4、HSPE1-MOB4 鼠抗人多克隆抗体( 武汉三鹰

生物科技有限公司) ; 山羊抗鼠 IgG( 美国 Proteintech
公司) ; 显影液( 美国 MILLIPOＲE 公司) ; PCDNA3. 1
( + ) 载体( 北京质粒载体菌种细胞基因保藏中心) ;

限制性核酸内切酶 EcoＲI、XhoI( 上海碧云天生物科

技有限公司) ; 质粒抽提试剂盒( 上海碧云天生物科

技有限公司) ; 磷酸钙细胞转染试剂盒( 安徽朵能生

物科技有限公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞总 ＲNA 的提取及处理 使用 Primer
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3. 0 软件 设 计 引 物，并 送 生 物 公 司 合 成。细 胞 总

ＲNA 的提取及逆转录聚合酶链式反应( reverse tran-
scription-polymerase chain reaction，ＲT-PCＲ) 严格按

照商品说明书实验步骤操作。PCＲ 扩增，总体系 20
μl，以反转录的 cDNA 为模板。程序为: 95 ℃预热 5
min，94 ℃变性 30 s，58 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，
35 个循环，最后一次延伸 72 ℃10 min。融合蛋白

HSPE1-MOB4 所用引物为 H1-M2。具体引物名称及

序列见表 1。

表 1 PCＲ 引物

引物名称 引物序列

H1 ACGAGCTGTACAAGGAATTCATGGCAGGACAAGCGTT
H2 TTAAACTTAAGCTTCTCGAGTCAGTCTACGTACTTTCC
M1 ACGAGCTGTACAAGGAATTCGGGACGGCAGTGCTGAGG
M2 TTAAACTTAAGCTTCTCGAGTCATGCTTCACTTTCCCC

1． 2． 2 DNA 琼脂糖凝胶电泳及凝胶回收 2% 的

琼脂糖凝胶，PCＲ 产物全部上样，电压 90 V。切条

带回收，按照试剂盒说明书操作，回收后送测序。
1． 2． 3 质粒载体的构建 用 EcoＲI、XhoI 消化载体

及 PCＲ 回收产物，消化后的载体和片段回收，用回

收后的载体和片段配连接体系，连接体系 22 ℃ 2 h
或 16 ℃过夜连接，连接产物转化，涂氨苄抗性细菌

板。筛选正确细菌克隆，抽提质粒。铺细胞爬片，转

染细胞，48 h 后待用。
1． 2． 4 细胞免疫荧光实验 细胞转染 48 h 后，弃

培养基，4%多聚甲醛室温固定 30 min，摇床上 PBS
洗 3 遍，每次 15 min，DAPI 用 PBS 和 TritonX-100 所

配制的破膜液 1 ∶ 3 000 稀释，37 ℃ 避光静置 40
min，PBS 避光洗 3 次，每次 15 min，将洗好的爬片放

置于载玻片上，加入抗荧光猝灭剂，避光放置，待干

燥后加固定液将爬片固定于载玻片上，4 ℃备用。
1． 2． 5 蛋白质免疫印迹实验 培养细胞至满皿，收

集细胞，提取总蛋白，煮样; 15%的聚丙烯酰胺凝胶，

电压 90 V，进行 SDS-PAGE 蛋白凝胶电泳，转印至

醋酸纤维素膜，5% 脱脂牛奶室温封闭 2 h，HSPE1、
MOB4、HSPE1-MOB4 鼠抗人多克隆抗体用 TBST 配

置的 1% 牛奶 1 ∶ 2 000 稀释，4 ℃ 过夜孵育，TBST
洗膜 3 次，每次 20 min。二抗用含 TBST 的 2. 5 %牛

奶 1 ∶ 5 000 稀释，室温孵育 2 h，洗膜 3 次，每次 20
min。显影，拍照。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 23. 0 统计软件对数

据进行处理分析，正常组和肿瘤组 HSPE1-MOB4 表

达量的比较采用两独立样本的 t 检验，实验数据以 珋x

± s 表示。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 融合蛋白 HSPE1-MOB4 有两种融合形式

琼脂糖凝胶电泳显示有 2 条带，分别切胶回收送测

序。融合蛋白 HSPE1-MOB4 的大小约为 30 ku，对

应的编码区序列长度约为 783 bp，测序结果显示有

两种序列。融合部位的两端碱基相同，融合处碱基

不同且数量也存在差异，一种碱基数为 61 bp，另一

种碱基数为 88 bp，说明这是两种不同的融合形式。
融合部位碱基数为 61 bp 所在的序列为 Pubmed 上

已公示的序列，且 Pubmed 上仅显示了这一条序列。
已公示的融合部位为 HSPE1 的 第 三 个 外 显 子 和

MOB4 的第一个外显子，实验中另一种融合部位为

HSPE1 的第一个外显子和 MOB4 的第二个外显子，

是一种尚未被报道的融合形式。图 1 ～ 6 中已被报

道的 HSPE1 和 MOB4 信息均来源于 NCBI 数据库

( http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov / gene / ) 。

图 1 HSPE1、MOB4 的基因位置( 绿色箭头为转录方向)

图 2 数据库已收录的 HSPE1 和 MOB4 融合的位置

图 3 实验所设计的 HSPE1 及 MOB4 的引物位置及方向

2． 2 HSPE1-MOB4 在细胞内的表达位置 细胞爬

片免疫荧光实验后在激光共聚焦显微镜下观察并拍

照。HSPE1 在细胞质中表达，MOB4 在细胞质中和

细胞核内均有表达，融合蛋白 HSPE1-MOB4 在细胞

质及细胞核内均有表达。见图 7。
2． 3 融合蛋白 HSPE1-MOB4 在细胞中的表达

通过 ＲT-PCＲ 和 Western blot 实验对 8 种细胞进行

HSPE1-MOB 表达水平的检测，每种细胞实验重复 4
次。结果显示在所检测的正常细胞和肿瘤细胞中
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图 4 HSPE1、MOB4 及 HSPE1-MOB4 的琼脂糖凝胶电泳图

M: Marker; 1: GES-1; 2: LO-2; 3: IOSE-80; 4: HFL-1; 5: MGC803;

6: Hep3B; 7: OV90; 8: A549

HSPE1，MOB4 均有表达，且表达量未见明显差异，

HSPE1-MOB4 在正常细胞和肿瘤细胞中也均有表

达。在 mＲNA 水平上，肿瘤细胞的表达量均较正常

图 5 HSPE1 和 MOB4 的另一种融合位置

细胞高，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。在蛋白质

水平上，胃 癌 细 胞 中 表 达 量 较 正 常 细 胞 高 ( t =
5. 079，P ＜ 0. 01 ) ，肝癌细胞中较正常细胞高 ( t =
4. 387，P ＜ 0. 01) ，卵巢癌细胞中较正常细胞高( t =
4. 630，P ＜ 0. 01 ) ，肺癌细胞中较正常细胞高 ( t =
5. 079，P ＜ 0. 01) 。见图 8。

3 讨论

真核生物转录是一个高度复杂的过程，基因组

的重叠和其他复杂转录本正逐渐被意识到［1］，如通

读转录，连接或共转录的基因。融合蛋白是由两个

原本独立的基因转录连读产生的，这种新形成的蛋

白一般具有新的特性，如新的细胞定位和新的生物

功能［8］。

图 6 DNA 测序峰图

A: 对应序列 ( NCBI 已收录，红色为融合部位) : AAGGAAAGGATTTCTATAATTGGCCTGATGAATCCTTTGATGAAATGGACAGTACACTAGCT

GTTCAACAGTATATT; B: 对应序列 ( NCBI 未收录，红色为融合部位 ) : AAGGAAAGGGTGGAGAGATTCAACCAGTTAGCGTGAAAGTTGGAGATA

AAGTTCTTCTCCCAGAATATGGAGGCACCAAAGTAGTTCTAGATGACAAGTATATT; HSPEI-MOB4 有新的亚型; 黑色箭头为融合部位，对应红色序

列部分
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图 7 HSPE1、MOB4 及融合蛋白 HSPE1-MOB4 两种融合

亚型在细胞内的表达 × 40( oil)

HSPE1 又称 HSP10，主要表达于线粒体中，近

年来，超出“伴侣”的作用逐渐被报道，如参与免疫

调节，细胞增殖分化［9］及癌变过程［10］。MOB4 是没

有任何已知酶活性的球状支架蛋白，在真核生物界

中高度保守。有文献［11］报道 MOB4 可通过丝、苏氨

酸激酶 38 ，抑癌激酶激酶家族成员的调控作用而具

有多种与癌症相关的细胞功能。HSPE1-MOB4 是由

同位于 2 号染色体 33. 1 区域的转录方向相同的两

基因转录嵌合后翻译而成的天然融合蛋白。目前，

已被报道的具有功能和可用性的天然融合蛋白的数

量很 少，而 其 中 的 大 多 数 和 肿 瘤 有 相 关 性［12］。

HSPE1 和 MOB4 被报道和肿瘤相关，天然融合蛋白

可能与肿瘤有关，由此推测 HSPE1-MOB4 可能也与

肿瘤有关。
本研究 在 转 录 和 翻 译 水 平 检 测 到 融 合 蛋 白

HSPE1-MOB4 在肿瘤细胞中的表达量较对照组的正

常细胞高。而在肿瘤细胞中有较高表达的蛋白往往

具有成为肿瘤标记的潜力。融合蛋白是一种特殊转

录形式的产物，两蛋白经常 ( 95% ) 被独立翻译，在

某些情况下，才会连读翻译［1］，且已检测到的大多

融合蛋白有组织特异性，提示这种形式的蛋白可能

有其内在的意义，这一理论及研究结果均支持融合

蛋白 HSPE1-MOB4 与肿瘤相关的猜想。测序发现

的 NCBI 数据库目前尚未收录的新的融合亚型在正

常细胞和肿瘤细胞中均有表达，且与已知亚型的表

达位置 相 同，与 单 独 的 HSPE1 和 MOB4 相 比 较，

HSPE1 和 MOB4 蛋白的融合未出现新的蛋白质定

位，可能其特性是通过功能体现而不是定位。在生

物进化的过程中每种成分都有其存在的功能和价

值，且已发现的融合蛋白数量较少，故 HSPE1-MOB4
融合蛋白这种新的融合亚型可能也有其特殊的作用

和意义。在有机体内，不仅翻译的产物蛋白质可以

发挥相应的病理生理作用，转录的产物 ＲNA 也可以

参与调节病理生理过程。连读转录本这种特别的存

在对于生物体而言可能有其独特的意义。目前，已

有报道称在癌细胞中产生的连读转录本可能和肿瘤

有关，而在正常细胞中存在的通读转录本可能和细

胞应激有关［8］。尚有文献报道在肿瘤中检测到连

读 转录本，如乳腺癌，前列腺癌和胃癌，有实验表明

图 8 HSPE1、MOB4 及融合蛋白 HSPE1-MOB4 在肿瘤细胞中的表达

A: ＲNA 水平的相对表达量; B: 蛋白质水平的相对表达量; a: GES-1; b: MGC803，c: LO-2，d: Hep3B，e: IOSE-80; f: OV90; g: HFL-1，h: A549; 与

a 组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊＊P ＜ 0. 001; 与 c 组比较: #P ＜ 0. 05; 与 e 组比较: ＆P ＜ 0. 05; 与 g 组比较: △P ＜ 0. 05
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在肿瘤细胞系中沉默转录本可以减少癌细胞的增

殖［13 － 15］，这提示癌组织中的连读转录本可能具有致

瘤性。HSPE1 和 MOB4 的连读转录本在肿瘤细胞

中表达量较正常细胞高，也可能提示此连读转录本

与肿瘤间关系的潜在性，也可能是其发挥作用的一

种形式。综上所述，融合蛋白 HSPE1-MOB4 有新的

融合亚型，在 ＲNA 水平和蛋白水平的表达增高可能

与肿瘤相关。
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The expression of HSPE1-MOB4 in tumor cells and
identification of a novel splicing form

Liu Xiaoyan1，Huang Hao1，Lu Meifang2，et al
( 1Dept of Histology and Embryology，School of Basic Medical Sciences，Anhui Medical University，Hefei 230032;

2Dept of Ｒeproductive Medicine，Huangshi Central Hospital，Huangshi 435000)

Abstract Objective To investigate the expression of fusion protein HSPE1-MOB4 in heat shock protein family
member 1 ( HSPE1) and murine human-like alpha-chemokine analog1 ( MOB4) in different cells． Methods Ｒe-
verse transcription polymerase-chain reaction ( ＲT-PCＲ) was used to detect the expression of fusion protein HSPE1-
MOB4 in different cells． Sanger gene sequencing was used to explore different subtypes of fusion protein． Protein
position in cells was detected by immunofluorescence technique and laser confocal microscopy． The expression of fu-
sion protein HSPE1-MOB4 in normal cells and tumor cells was detected by immunoblotting． Ｒesults The fusion
protein HSPE1-MOB4 was expressed in normal cells and tumor cells． The results of gene sequencing showed that
the fusion protein HSPE1-MOB4 had two different subtypes，and the expression positions of the two subtypes were
the same． Compared with normal cells，the amount of fusion protein expressed in tumor cells was higher． Conclu-
sion The fusion protein HSPE1-MOB4 has two subtypes and the reported one is highly expressed in tumor cells．
This may provide new ideas for finding new tumor biomarkers．
Key words fusion protein HSPE1-MOB4; Sanger gene sequencing; immunofluorescence
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