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摘要 目的 研究肌营养不良蛋白( DG) 及其衍生物 α-DG、
β-DG 在真核细胞内的表达与定位。方法 构建 pcDNA3. 1-
DAG1-FLAG、pcDNA3. 1-DAG1α-FLAG 和 pcDNA3. 1-DAG1β-
FLAG 3 个真核表达质粒，并分别转染至 HEK 293T 细胞中;

提取总蛋白，Western blot 检测表达情况; 分别转染至 COS7
细胞，在荧光显微镜下观察细胞定位情况。结果 成功构建

了带有 DAG1、DAG1α、DAG1β 基因的真核表达载体，且在

HEK 293T 细胞中都能有效表达，在 COS7 细胞中主要分布

于细 胞 质。结 论 DG 及 其 衍 生 物 α-DG、β-DG 在 HEK
293T、COS7 细胞中均有表达，主要分布在细胞质内，为进一

步了解 DAG1 的功能提供了细胞学基础。
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肌营养不良是一种临床上比较常见的原发性骨

骼肌坏死性疾病，多由遗传因素所导致; 以进行性肌

无力和运动肌肉变性为典型特征，临床上主要表现

为 不 同 程 度 的 进 行 性 加 重 的 骨 骼 肌 萎 缩 和 无

力［1 － 2］。与肌营养不良发病有关的蛋白称为肌营养

不良蛋白 ( dystroglycan，DG) ，其是许多细胞外基质

分子的受体［3］。人类的 DG 是由单一基因 DAGl 编

码，该基因位于染色体 3p21 上，编码 895 个氨基酸;

DG 由位于细胞外的 α-DG 和跨膜的 β-DG 两个亚

基组 成［4］。该 研 究 构 建 下 游 带 有 FLAG 标 签 的

pcDNA3. 1-DAG1-FLAG、pcDNA3. 1-DAG1α-FLAG、
pcDNA3. 1-DAG1β-FLAG 的真核表达质粒，分别转

染至 HEK 293T 和 COS7 细胞中，研究它们在真核细

胞内的表达和定位情况。

1 材料与方法

1． 1 质粒、菌株和细胞 含人 DAG1 全长 cDNA 序

列的质粒由韩家淮院士惠赠; pcDNA3． 1 真核表达

载体、TG1 感受态菌株、HEK 293T 和 COS7 细胞株

均由本实验室保存。
1． 2 主要试剂与仪器 引物由上海生工生物工程

有限公司合成; DNA Polymerase 酶购自日本 TaKaＲa
公司; BamH I、Xba I 限制性内切酶、T4 DNA 连接酶

及 Lambda DNA EcoＲ Ⅰ + Hind Ⅲ Marker 均购自加

拿大 Fermentas 公司; AxyPrep DNA Gel Extraction Kit
与试剂盒购自美国 Axygen 公司; DMEM 培养基与胎

牛血清购自赛默飞世尔生物化学制品( 北京) 有限

公 司; Lipofectamine 2000 Ｒeagent、Opti-MEM Ｒe-
duced serum Medium 购自美国 Invitrogen 公司; West-
ern 及 IP 细胞裂解液和一抗、二抗稀释液均购自上

海碧云天公司; Monoclonal anti-FLAG M2 一抗购自

美国 Sigma 公司; 辣根过氧化物酶标记的山羊抗小

鼠 lgG 和山羊抗小鼠 IgG /TＲITC 均购自北京中杉金

桥生物技术有限公司; ECL 显色试剂盒购自美国

Pierce 公司; 荧光显微镜( Leica DMI 6000 型) 购自

德国 Leica 公司。
1． 3 方法

1． 3． 1 质粒构建 参考文献［5］，设计下游带 FLAG
标签的 DAG1 及 DAG1α 和 DAG1β 的引物( 表 1，带

有下划线的部分为 FLAG 标签序列) ，应用 PCＲ 的

方法从含人 DAG1 全长 cDNA 序列的质粒中扩增出

DAG1 及其 DAG1α 和 DAG1β，通过琼脂糖电泳和

试剂盒回收，得到其 PCＲ 产物; 用限制性内切酶

EcoＲ I 和 Xba I 对 pcDNA3． 1 载体和 PCＲ 产物分别

进行双酶切，用 T4 DNA 连接酶 16 ℃连接约 12 h，

转化 TG1 感受态细胞; 待长出克隆后( 约 10 h) ，挑

取单克隆进行摇菌，37 ℃ 恒温培养 10 h 后抽提质

粒，并用 EcoＲ I 和 Xba I 进行酶切鉴定; 选择 1 管鉴

定正确的质粒送公司测序。
1． 3． 2 细胞培养 蛋白表达实验中，对 HEK 293T
细胞进行正常传代，并重新接种适当密度的细胞至

培养皿中，继续培养约 24 h 后进行转染。在荧光定

位实验中，取一片盖玻片( 已经过高压蒸汽灭菌处

理) 放入培养皿中，加入适当浓度的多聚赖氨酸溶

液浸泡约 5 min，然后弃去溶液，充分晾干，同时，对
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COS7 细胞进行正常传代，并接种适当密度至含有盖

玻片的培养皿中，待转染。37 ℃，5%CO2 培养过夜。

表 1 引物序列

引物名称 序 列( 5'-3')
DAG1 F: GGAATTCCATGAGGATGTCTGT

Ｒ: GCTCTAGAGCTTACTTGTCATCGTCGTCCTTGT

AGTCAGGTGGGACAT
DAG1α F: GGAATTCCATGAGGATGTCTGT

Ｒ: GCTCTAGAGCTTACTTGTCATCGTCGTCCTTGT

AGTCGCCCCGGGTGAT
DAG1β F: GGAATTCCATGTCCATCGTGGT

Ｒ: GCTCTAGAGCTTACTTGTCATCGTCGTCCTTGT

AGTCAGGTGGGACAT

1． 3． 3 质粒转染 蛋白表达实验中，待前 1 d 重新

接种的 HEK 293T 细胞长至 80% ～90%的密度时开

始转染。首先分别用 Opti-MEM 稀释质粒和 Lip2
000 脂质体，静置 5 min 后，将二者充分混合; 静置

20 min 后加入细胞中，继续培养，定时换液; 定位实

验中，转染时 COS7 细胞只需长至 40%的密度，转染

方法同上，只是质粒的量有所减少。
1． 3． 4 Western blot 法检测 参考文献［6］，转染后

约 48 h，细胞裂解液冰上裂解 HEK 293T 细胞约 0. 5
h 后，收集细胞; 4 ℃ 14 000 r /m 离心 10 min，收集

上清液; 取出部分上清液与等量 2 × SDS 上样缓冲

液混合，沸水浴 5 min; 冰浴冷却后进行垂直电泳

( 100 V，约 2 h) ，然后进行湿转( 100 V，约 1 h) 。取

出 PVDF 膜进行丽春红染色以确定转膜是否成功，

成功后用 TBST 洗去染液，并用封闭液室温封闭 1 ～
2 h，TBST 洗膜( 5 min，3 次) ，适当浓度 FLAG 单抗

溶液孵育过夜 ( 4 ℃ ) ; 次日 TBST 洗膜 ( 10 min，3
次) ，用适当浓度的的二抗( HＲP 标记) 室温孵育 1
h，TBST 洗膜( 20 min，3 次) 后进行暗室显影。
1． 3． 5 免疫荧光 参考文献［7］，转染后约 24 h，轻

轻取出 COS7 细胞爬片，用 PBS 清洗残留的培养基

后，滴加甲醇( － 20 ℃冷藏) 固定细胞 2 ～ 3 min，继

续用乙醇( 70% ) 固定细胞 5 min。PBS 清洗细胞( 5
min，3 次) ，然 后 用 BSA 封 闭 30 ～ 60 min; 并 用

FLAG 单抗室温孵育 1. 5 ～ 2 h，然后用封闭液清洗

细胞( 5 min，3 次) 。用 TＲITC 荧光标记的二抗室温

孵育 1 h，PBS 清洗细胞( 5 min，4 次) ; 再用 DAPI 溶

液室温染核 2 ～ 3 min，PBS 清洗细胞( 5 min，4 次) ;

最后用封片胶将盖玻片的细胞面封于洁净的载玻片

上，4 ℃保存待观察。

2 结果

2． 1 pcDNA3. 1-DAG1-FLAG、pcDNA3. 1-DAG1α-

FLAG、pcDNA3. 1-DAG1β-FLAG 真核表达载体的

构建 对抽提的质粒 pcDNA3. 1-DAG1-FLAG、pcD-
NA3. 1-DAG1α-FLAG、pcDNA3. 1-DAG1β-FLAG 分 别

进行 EcoＲ I 和 Xba I 双酶切鉴定，结果如图 1 所示;

以上质粒都被切出两条亮带，经过 Marker 和 PCＲ 产

物的横向比较，发现 1 条亮带大小约为 5 400 bp，与

载体 pcDNA3. 1 的大小基本一致; 另一条分别与各

自的目的片段大小一致( DAG1-2 688 bp、DAG1α-1
959 bp、DAG1β-729 bp) ，表明连接成功，后续的测

序结果表明质粒构建正确。

图 1 重组质粒 pcDNA3. 1-DAG1-FLAG、pcDNA3. 1-DAG1α-FLAG、

pcDNA3. 1-DAG1β-FLAG 的酶切鉴定

M: Marker; 1: DAG1 的 PCＲ 产物; 2: pcDNA3. 1-DAG1-FLAG 的

酶切鉴定产物; 3: DAG1α 的 PCＲ 产物; 4: pcDNA3. 1-DAG1α-FLAG

的酶 切 鉴 定 产 物; 5: DAG1β 的 PCＲ 产 物; 6: pcDNA3. 1-DAG1β-

FLAG 的酶切鉴定产物

2． 2 DAG1 及其蛋白在哺乳动物细胞中的表达情

况 Western blot 结果显示转染了 pcDNA3. 1-DAG1-
FLAG、pcDNA3. 1-DAG1α-FLAG、pcDNA3. 1-DAG1β-
FLAG 的 HEK 293T 细胞裂解液都能检测到条带，通

过与预染的蛋白 Marker 对比，过表达 pcDNA3. 1-
DAG1-FLAG 组 的 条 带 大 小 约 为 115 ku，过 表 达

pcDNA3. 1-DAG1α-FLAG 组的条带大小约为 75 ku，

过表达 pcDNA3. 1-DAG1β-FLAG 组的条带大小约为

40 ku，各条带大小分别与 DG、α-DG 和 β-DG 的蛋

白分子量基本一致; 而转染了 pcDNA3. 1 空载体的

HEK 293T 细胞裂解液中都未检测到条带，表明 DG
及其 α-DG 和 β-DG 在 HEK 293T 细胞中能够正常

表达。见图 2。
2． 3 DAG1 及其 DAG1α和 DAG1β在 COS7 细胞

中的定位 细胞爬片经过 TＲITC 染色后，通过荧光

显微镜( × 1 000) 拍摄 pcDNA3． 1-DAG1-FLAG、pcD-
NA3． 1-DAG1α-FLAG、pcDNA3． 1-DAG1β-FLAG 在

COS7 细胞中的定位情况，结果表明 3 者均主要定位

在细胞质中，细胞核内几乎没有，且在细胞质中靠近

核膜一侧的定位更加明显。见图 3。
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图 2 Western blot 检测 DG、α-DG 和 β-DG 蛋白表达

1、3、5: 分 别 转 染 pcDNA3. 1-DAG1-FLAG、pcDNA3. 1-DAG1α-

FLAG、pcDNA3. 1-DAG1β-FLAG 的 HEK 293T 细胞裂解液; 2、4、6: 都

转染 pcDNA3. 1 的 HEK 293T 细胞裂解液

3 讨论

本研究通过构建 pcDNA3. 1-DAG1-FLAG、pcD-
NA3. 1-DAG1α-FLAG、pcDNA3. 1-DAG1β-FLAG 的

真核表达质粒，并将其分别转染至 HEK 293T、COS7
等真核细胞内; 利用 Western blot 和间接免疫荧光技

术，研究 DG 及其 α-DG、β-DG 在真核细胞内的表达

和定位情况; 考虑到有文献［8］报道标签在上游有可

能对蛋白表达产生一定影响，所以在基因的下游引

入了 FLAG 标签。在做蛋白表达实验时，转染 48 h
后开始收细胞，并对细胞裂解液进行 Western blot 分

析，结果表明 DG、α-DG 和 β-DG 都能正常表达，且

DG 和 β-DG 表达的蛋白大小与文献［9］报道的一致，

DG 约为 115 ku，β-DG 约为 43 ku，而 α-DG 表达的

蛋白大小约为 72 ku，这与其 cDNA 序列预测的分子

量大小一致，并未发现文献［9］报道的 α-DG 因糖基

化等修饰导致蛋白，这可能与所用的细胞系不同有

关，所以在接下来可以选择其他细胞系或组织进行

对比研究。在做荧光定位的实验中，选用甲醇溶液

作为固定剂，因为其固定时间快、细胞收缩小、细胞

核保存完整、结构清晰、染色鲜艳、且对抗原有一定

的保护作用，但其对人体和细胞有一定的毒性，所以

固定时间不宜过久。荧光显微镜拍摄结果显示，

DG、α-DG 和 β-DG 蛋白主要均定位在细胞质中，而

且在细胞质中靠近核膜的一侧表达量明显高于其他

区域; 根据位置推测，可能与内质网和高尔基体有着

密切关系，所以今后可利用内质网染料刀豆球蛋白

A 和高尔基体染料麦胚凝集素对 DG、α-DG 和 β-DG
蛋白的具体定位进行深入研究。

α-DG 与 β-DG 之间通过非共价键相连，α-DG
是 DG 的胞外区域，是一种糖基化程度很高的蛋白，

其 N 端与层粘连蛋白相结合; β-DG 是 DG 的跨膜区

域，其抗肌萎缩蛋白或肌营养相关蛋白相结合。在

α-DG 的 C 端存在着酪氨酸序列，它能够结合位于

胞内的多种信号分子，通过磷酸化酪氨酸激活多种

信号转导途径，参与调节细胞极性、细胞分化以及细

胞凋亡等［11 － 12］。DG 在医学的很多领域中都有涉

及，如癌症、遗传性疾病、感染等［13］，DG 的表达异常

与癌症的发生发展以及转移侵袭都有着密不可分的

图 3 DG 及其 α-DG 和 β-DG 蛋白在 COS7 细胞中的定位 × 1 000

A: DAPI 染色示细胞核; B: TＲITC 标记的目的蛋白的定位; C: A 和 B 叠加图; 1: DG; 2: α-DG; 3: β-DG
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联系［14］。在乳腺癌和直肠癌的组织中，发现 α-DG
的蛋白表达量显著低于正常的上皮细胞，而且 β-DG
也发生了异常表达。在前列腺癌中，随着肿瘤的发

展，也发现了 α-DG 的蛋白表达量逐渐降低的现象。
在癌症组织中，α-DG 的表达量降低通常和高增殖

指数、高肿瘤分期、低成活率有着密切的关系。另

外，许多肌营养不良症与 α-DG 的翻译后加工缺陷

有关，研究［15］表明，肢带型肌营养不良和重度精神

发育迟缓与 DAG1 的一个突变体( T192M) 有着密切

的关系。
本实验分别研究了 DG 及其 α-DG、β-DG 在真

核细胞内的表达和定位情况，结果表明 DG 及其 α-
DG、β-DG 在 HEK 293T 细胞中能够正常表达，在

COS7 细胞中主要定位在细胞质中，这将为本课题组

以后研究蛋白质的相互作用提供依据。
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The localization and expression of dystroglycan and its derivative
Qian Cheng，Wang Beihua，Xu Xueqin，et al

( Dept of Biology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the expression and localization of DG and its derivative α-DG，β-DG in eu-
karyotic cells． Methods To construct three eukaryotic expression plasmids pcDNA3. 1-DAG1-FLAG，pcDNA3. 1-
DAG1α-FLAG and pcDNA 3． 1-DAG1β-FLAG． The plsamids were transfected into HEK 293T cells respectively
and the expression was checked by Western blot． Their expressions in COS7 cells were detected by fluorescence mi-
croscopy． Ｒesults The expression plasmids of pcDNA3. 1-DAG1-FLAG，pcDNA3. 1-DAG1α-FLAG and pcD-
NA3. 1-DAG1β-FLAG were constructed successfully，which could be effectively expressed in HEK 293T and COS7
cells，and the localization of ( DG and α-DG，β-DG) mainly in the cytoplasm． Conclusion DG and its derivative
α-DG，β-DG can express efficiently in HEK 293T and COS7 cells，and all of them are mainly distributed in the cy-
toplasm，which provide cellular basis to further understand the function of DAG1 gene．
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