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HCBP6模拟磷酸化重组质粒的构建
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摘要：目的 构建HCBP6及HCBP6不同位点模拟磷酸化的绿色荧光蛋白重组质粒，明确

其亚细胞定位。方法 以构建含有570 bp的HCBP6外显子基因的绿色荧光蛋白重组质粒

为基础，应用快速定点突变技术构建HCBP6不同位点模拟磷酸化的重组质粒。将重组

质粒测序并进行序列比对。利用jetPRIME转染体系将HCBP6及HCBP6不同位点模拟磷

酸化的重组质粒转染至细胞中，应用Real-Time PCR技术检测目的基因mRNA的表达，

应用Western blot技术检测目的基因蛋白表达，应用荧光显微镜观察HCBP6不同位点磷

酸化质粒的亚细胞定位。结果 将测序的重组序列与目的基因进行比对，发现重组序列

与目的基因完全一致，说明HCBP6不同位点模拟磷酸化的重组质粒构建成功。Real-
Time PCR和Western blot表明，与对照组相比，实验组高表达HCBP6及HCBP6不同位

点模拟磷酸化的基因。免疫荧光显微镜可见10Ala主要在细胞质表达，WT、10Asp、
151Ala、151Asp主要在细胞核表达。结论 构建的HCBP6及HCBP6不同位点模拟磷酸化

的重组质粒可成功转染细胞并在细胞中高表达，HCBP6不同位点磷酸化质粒亚细胞定

位不同。
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Abstract: Objective To construct green fluorescent protein recombinant plasmids of 
HCBP6 and clarify its subcellular localization. Methods Based on the green fluorescent 
protein HCBP6 recombinant plasmid which contained 570 bp HCBP6 exon gene, rapid 
site-directed mutagenesis was used to construct HCBP6 mimics phosphorylation at 
different sites of recombinant plasmids. The recombinant plasmids were sequenced and 
aligned. JetPRIME transfection system was used to transfect HCBP6 and HCBP6 mimic 
phosphorylated recombinant plasmids into cells. Real-Time PCR technology was used to 
detect the expression of target gene mRNA. Western blot was used to detect the expression 
of target gene protein, and fluorescence microscopy was used to observe the subcellular 
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localization of HCBP6 mimic phosphorylated plasmids at different sites. Results It was 
found that the recombination sequence was completely consistent with the target gene, 
indicating that the HCBP6 mimic phosphorylated recombinant plasmid was successfully 
constructed. Real-time PCR and Western blot showed that compared with the control group, 
the experimental group highly expressed HCBP6 and HCBP6 mimic phosphorylation 
genes at different sites. Immunofluorescence microscopy showed that 10Ala was mainly 
expressed in the cytoplasm, and WT, 10Asp, 151Ala, and 151Asp were mainly expressed in 
the nucleus. Conclusions HCBP6 mimic phosphorylation recombinant plasmids at different 
sites and HCBP6 can be successfully transfected into cells and highly expressed. The 
subcellular localization of HCBP6 mimic phosphorylation recombinant plasmids at different 
sites were different.
Key words: HCBP6; Recombinant plasmid; Mimic phosphorylated; Subcellular location

非酒精性脂肪性肝病（non-alcoholic fatty liver 
disease，NAFLD）是一种代谢应激性肝损伤[1]，

NAFLD可引发代谢综合征、2型糖尿病、动脉硬化

性心血管疾病，增加肠道肿瘤发病率，同时其也可

进展为肝硬化、肝癌，严重危害患者生命健康[2-5]。

近年来，随着经济水平的提高，NAFLD已逐渐成为

我国主要的慢性肝病[6]。目前NAFLD的发病机制尚

未完全明确，仍无特异性治疗NAFLD的药物[7,8]。因

此，深入探讨NAFLD发生的分子机制，寻求有效的

分子靶点药物，对治疗NAFLD具有重要意义。

HCV核心蛋白结合蛋白6（hepatitis C virus 
core-bindingprotein 6，HCBP6）是通过酵母双杂交

技术从肝cDNA文库中筛选的与HCV核心蛋白结合

的一种蛋白质[9]。在NCBI数据库中，HCBP6又被

命名为FUNDC2、HCC3和DC44。HCBP6基因位于

22号染色体，外显子全长570 bp，基因编码189个
氨基酸，其中包含15个丝氨酸（serine，Ser），是

一种富含Ser的蛋白质。蛋白磷酸化位点通常在Ser
和苏氨酸，将这些氨基酸利用定点诱变的方式突变

为丙氨酸（alanine，Ala）后持续去磷酸化，但Ala
为非极性氨基酸，不会发生磷酸化，而将Ser或者

苏氨酸突变为谷氨酸或天门冬氨酸（aspartic acid，
Asp）后将持续磷酸化，由于谷氨酸与Asp是带有羧

基侧链、本身具有负电荷的极性氨基酸，这与蛋白

磷酸化非常类似，在一定程度上模拟了磷酸化所产

生的物理化学效应，是一种模拟磷酸化状态的技术

手段
[10,11]。早期通过比较HCBP6过表达细胞与正常

细胞基因表达的差异变化发现HCBP6可能主要参与

细胞的分化、信号转导和能量代谢[12]。近年来，从

细胞和动物水平证实HCBP6可调节细胞内甘油三酯

及胆固醇的代谢，在NAFLD的发生发展中发挥重

要作用[13-16]。前期研究表明HCBP6可调控SREBP1c-

FASN、SREBP2-HMGCR信号转导通路，调控脂质

代谢，影响NAFLD的发生发展[17-20]。既往研究表明

参与甘油三酯合成与代谢的蛋白通过不同位点磷酸

化而发挥调控作用[21,22]。利用UniProt网站预测发现

HCBP6的Ser-10和Ser-151可能存在磷酸化，本研究

拟应用定点突变技术模拟Ser-10和Ser-151磷酸化与

去磷酸化，构建HCBP6模拟磷酸化重组质粒，初步

探讨HCBP6模拟磷酸化蛋白的亚细胞定位。

1 资料与方法

1.1 实验材料  pEGFP-C1绿色荧光蛋白质粒、人肝

癌细胞系HepG2及DH5α大肠杆菌菌种由本实验室

留存。高保真Taq酶购于美国Promega公司，DNA 
Marker购于日本TaKaRa公司，PCR Primers由上

海生工生物公司合成，总RNA提取试剂盒购自美

国Omega公司，逆转录试剂盒购自美国Promega公
司，SYBR Green qPCR Master Mix试剂购自美国

ABI公司，Hind Ⅲ酶、EcoRⅠ酶购自美国Promega
公司，凝胶回收试剂盒与质粒小量提取纯化试剂盒

购自台湾GeneMark公司，胰蛋白胨及酵母提取物

购于美国Sigma公司，DMEM培养基与胰蛋白酶购

自美国Life公司，胎牛血清购自美国Gibco公司，

jetPRIME转染试剂购自法国polyplus公司。12孔板

与6孔板购于美国Thermo公司，ABI7500荧光定量

PCR仪购自美国ABI公司，Varioskan Flash酶标仪购

自美国Thermo公司。

1.2 HCBP6 Ser-10与Ser-151模拟磷酸化引物的设计

与合成  HCBP6第10位Ser突变为Ala用10Ala表示，

突变为Asp用10Asp表示；第151位Ser突变为Ala用
151Ala表示，突变为Asp用151Asp表示。设计引

物时，先在NCBI的Protein中查找编码HCBP6蛋白

的基因序列，然后利用Vector NTI软件进行HCBP6
引物设计（即为野生型HCBP6引物，采用WT表
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示），将设计好的引物在NCBI库中，利用BLAST
进行查询，确定该序列与其他基因无同源性，即为

特异性序列。设计引物时，在引物的上下游分别引

入与载体相应的内切酶位点，上游用核酸内切酶

Hind Ⅲ酶，其识别序列为AAGCTT，下游用核酸

内切酶EcoRⅠ酶，其识别序列为GAATTC。PCR引
物序列由上海生工生物公司合成（表1）。

1.3 野生型HCBP6绿色荧光蛋白重组质粒的构建  将
L02细胞进行分离纯化，获取人全基因组DNA。

加入WT引物，PCR扩增HCBP6基因片段，将PCR
产物回收，连接pGEM-Teasy载体构建重组质粒，

然后将上述重组质粒进行转化、培养及提取。将

重组质粒小提取产物中加入Hind Ⅲ酶、EcoRⅠ

酶进行双酶切及测序鉴定，采用相同的内切酶对

pEGFP-C1空质粒进行双酶切，将酶切后的空质粒

与将上述测序正确的酶切目的片段连接，将连接后

的重组质粒进行转化并测序，将测序正确的重组

质粒pEGFP-C1-HCBP6（WT）小提取后进行中提

取，最终获得真核细胞转染级WT质粒。

1.4 定点突变质粒的PCR反应及PCR产物的消化  以
成功构建的WT为模板，加入不同位点模拟磷酸化及

去磷酸化的引物序列，按照表2构建定点突变质粒的

PCR反应体系。待PCR反应结束后，在PCR产物中加

入1 µl DMT酶消化HCBP6野生型真核表达质粒。

1.5 定点突变重组质粒的转化  取3 µl上述DMT酶消

化产物，加入50 µl DMT感受态细胞中，轻弹混匀，

冰浴30 min。然后42 ℃，90 s，冰上2 min。加500 µl
室温液体LB培养基，水浴振荡器225 r/min，37 ℃，

1 h。4000 r/min（离心半径为9 cm），1 min，保留

100 µl菌液，铺板，培养14～18 h。选取单克隆菌落，

以5 ml液体LB培养基培养14～20 h。取500 µl菌液进

行测序。比对测序结果与HCBP6不同位点磷酸化的

突变基因序列，留用完全正确的菌液，弃掉错误的

菌液。取测序正确的质粒菌液进行大量培养，采用

质粒中提试剂盒获得真核细胞转染级质粒。

1.6 重组质粒转染表达及效率检测  将复苏的肝癌

细胞系HepG2细胞在含有10%胎牛血清的DMEM培养

基、5% CO2的37 ℃孵箱培养，待细胞传至3～4代，细

胞轮廓清楚，细胞饱满时，将HepG2细胞铺在6孔
板上，进行质粒转染。将培养的细胞分为6组，分

别转染pEGFP-C1（NC）、WT、10Ala、10Asp、
151Ala、151Asp质粒，转染24 h后，提取总RNA，

逆转录为cDNA，采用Real-time PCR检测GAPDH与

HCBP6的mRNA表达。转染48 h后，采用免疫荧光

镜观察，其中绿色荧光为转染的质粒在细胞中进行

蛋白表达。观察结束后，提取各组细胞内总蛋白，

测定总蛋白浓度，进行蛋白变性、电泳、转膜，采

用GAPDH及HCBP6抗体，测定GAPDH及HCBP6模
拟磷酸化质粒表达。

1.7 重组质粒的亚细胞定位  取12孔培养板，每孔放

入一块细胞爬片，将培养的HepG2细胞分别铺在上

述12孔板上，培养24 h（待细胞贴壁后），将培养

的细胞分为5组，分别转染WT、10Ala、10Asp、
151Ala、151Asp质粒，转染24 h后，细胞融合度

为40%～50%时，取出每孔的细胞爬片，采用Mito 
Tracker Deep Red FM进行线粒体染色，DAPI进行

核染色，利用免疫荧光显微镜观察。

1.8 统计学处理  采用GraphPad Prism 6软件作图，采

用SPSS 22进行统计学处理，蛋白质和mRNA相对表

达量均来自3次独立重复实验，数据以 x ± s表示，多

组间比较采用单因素方差分析，组内两两比较采用

LSD-t检验。以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 HCBP6模拟磷酸化绿色荧光蛋白重组质粒构建

与鉴定  凝胶电泳发现产物位于570 bp，与HCBP6
目的基因片段长度一致（图1A）。回收上述目的

片段，将目的片段连接pGEM-Teasy载体转化、酶

表 1    PCR 引物序列

质粒名称 正向引物（5’-3’） 反向引物（5’-3’） 退火温度（℃）

WT AAGCTTATGGAAACATCTGCCCCACG GAATTCGGATGCCATGCCAAGCAGAA 58

10Ala ATCTGCCCCACGTGCCGGACGGCAAGTGGTGG CCTTTGTAGACGGGGTGCACGGCCTGCCG 67

10Asp TGCCCCACGTGCCGGACTGCAAGTGGTGGC CCTTTGTAGACGGGGTGCACGGCCTGAC 65

151Ala AGCTGAAGATCCGTAAGCGGAATCAGATACCT GGTTTCTCGTCGACTTCTAGGCATTCGCC 65

151Asp CAGCTGAAGATCCGTAAGCTGAATCAGATACC CGGTTTCTCGTCGACTTCTAGGCATTCGAC 63

表 2    HCBP6 点突变质粒构建的 PCR 反应体系

名称 体积（µl）

p-HCBP6质粒 0.2

点突变质粒正向引物（10 µmol/L） 1

点突变质粒反向引物（10 µmol/L） 1

5 × TransStart FastPfu buffer 10

10 mmol/L dNTPs 1

TransStart FastPfu DNA Polymerase 1

Dnase Free dH2O 加至50 µl
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切后，发现2条特异性条带，其中目的基因570 bp             
（图1B），与HCBP6基因片段长度一致。将目的

条带连接pEGFP-C1载体、转化、菌液PCR，发现

目的条带与HCBP6基因长度一致（图1C），将上

述大小准确的菌液进行质粒测序，将测序结果进行

比对，将序列比对一致的菌液进行大量扩增并提取

GFP-HCBP6质粒（WT）保存留用。以WT为模板，

进行定点突变质粒的PCR扩增、转化、测序，将测

序结果（图2）与HCBP6基因序列进行比对，发现

10Ala为HCBP6的第10位Ser变为Ala、10Asp为HCBP6             
第10位Ser变为Asp、151Ala为HCBP6的第151位Ser变

为Ala、151Asp为HCBP6的第151位Ser变为Asp。说

明HCBP6模拟磷酸化的真核表达质粒构建成功。

2.2 HCBP6模拟磷酸化质粒的表达  转染HCBP6模拟

磷酸化绿色荧光蛋白重组质粒，绿色荧光蛋白表达

良好，转染率达到40%以上（图3）。Real-time PCR
与Western blot检测表明HCBP6表达良好（图4）。说

明HCBP6蛋白在HepG2细胞可成功表达。

2.3 HCBP6模拟磷酸化质粒亚细胞定位  转染HCBP6
模拟磷酸化质粒及WT质粒后，WT主要在细胞核

表达，10Ala主要在细胞质表达，10Asp、151Ala、
151Asp在细胞核和细胞质均表达（图5）。

570 bp 570 bp570 bp

图 1    HCBP6 绿色荧光蛋白重组质粒构建与鉴定
注：M 为 Marker DL2000，箭头所指为目的片段；A 为 PCR 扩增 HCBP6，1、2 为野生型 HCBP6 PCR 扩增产物；B 为 HCBP6 连接

pGEM-T Easy 载体上获得重组质粒的菌液 PCR，1、2 为野生型 HCBP6 菌液 PCR 扩增产物；C 为 HCBP6 连接 pEGFP-C1 载体上获得重组
质粒的双酶切产物，1、2 为野生型 HCBP6 双酶切产物。

图 2    HCBP6 模拟磷酸化绿色荧光蛋白重组质粒测序比对
注：A 为 HCBP6 第 10 位 Ser 变为 Ala，B 为 HCBP6 第 10 位 Ser 变为 Asp，C 为 HCBP6 第 151 位 Ser 变为 Ala，D 为 HCBP6 第 151

位 Ser 变为 Asp。
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A B C D E F

G H I J K L

150.39 ± 44.14

252.51 ± 82.63

24.92 ± 12.30

81.43 ± 20.24

278.72 ± 52.90

0.02 ± 0.003

0.98 ± 0.27
1.19 ± 0.15

0.58 ± 0.20

0.89 ± 0.26

1.40 ± 0.29

A

B C

图 4    HCBP6 模拟磷酸化质粒转染后 HCBP6 表达水平
注：A 为 HCBP6 mRNA 相对表达水平，组间比较 F = 20.044，P ＜ 0.001，与 NC 相比，WT t = 149.39，P = 0.002，10Ala t = 251.51，

P ＜ 0.001，10Asp t = 23.93，P = 0.527，151Ala t = 80.43，P = 0.049，151Asp t = 277.72，P ＜ 0.001；B 为 HCBP6 蛋白表达的 Western blot 图，
箭头为 HCBP6 蛋白条带；C 为 HCBP6 蛋白的相对灰度分析，组间比较 F = 14.991，P ＜ 0.001，与 NC 相比，WT t = 0.97，P ＜ 0.001，
10Ala t = 1.17，P ＜ 0.001，10Asp t = 0.56，P = 0.009，151Ala t = 0.87，P ＜ 0.001，151Asp t = 1.38，P ＜ 0.001。

图 3    HCBP6 模拟磷酸化质粒转染后绿色荧光蛋白在 HepG2 细胞的表达（× 20）
注：A ～ F 为光学显微镜下观察各质粒在 HepG2 细胞的表达，G ～ L 为荧光显微镜下观察各质粒在 HepG2 细胞的表达；NC 为

pEGFP-C1 空质粒，WT 为野生型 HCBP6 质粒，10Ala 为 HCBP6 第 10 位去磷酸化质粒（Ser 突变为 Ala），10Asp 为 HCBP6 第 10 位
磷酸化质粒（Ser 突变为 Asp），151Ala 为 HCBP6 第 151 位去磷酸化质粒（Ser 突变为 Ala），151Asp 为 HCBP6 第 151 位去磷酸化质
粒（Ser 突变为 Asp）。
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3 讨论

蛋白磷酸化是最常见、最重要的翻译后修饰，

参与并调节机体的多种生命活动[23,24]。通常借助质

谱分析鉴定蛋白质磷酸化位点。质谱分析虽能准确

定位蛋白的修饰位点，但因其主要通过识别肽段和

片段的质量电荷定位磷酸化位点，因此在分析前需

对蛋白质进行复杂的分离，此外若肽段中存在多

个Ser和Asp残基，质谱分析定位磷酸化位点相对困

难[25]。应用生物信息学和计算生物学技术不仅能快

速获取磷酸化位点的预测结果，并且可实时更新数

据，快速建立新的蛋白磷酸化位点的预测模型。本

研究即通过UniProt网站成功预测HCBP6第10位和

第151位Ser发生磷酸化。

绿色荧光蛋白因其易表达、分子质量小、蛋白

稳定及对细胞无毒性等优点成为分子生物学中应

用最广泛的标记性蛋白质之一
[26]。pEGFP-C1是常

用的绿色荧光蛋白真核表达质粒[27]，目前已经广泛

用于研究基因表达、蛋白质定位和蛋白质-蛋白质

相互作用载体 [28]。本研究基于该真核表达载体成

功构建了HCBP6不同位点磷酸化真核细胞表达质

粒，采用jetPRIME转染试剂进行转染，Mito Tracker 
Deep Red FM进行线粒体染色、DAPI进行核染色。

jetPRIME能够与DNA形成阳离子复合物，通过内吞

作用进入细胞。入胞后通过质子海绵机制在细胞质

基质中释放出DNA。该转染试剂在血清存在条件下

转入贴壁细胞中，适合DNA转染、多个质粒的共转

以及DNA/siRNA的共转，因为转染时只需少量的试

剂和核酸，对细胞非常温和[28]。Mito Tracker Deep 
Red FM能够聚集在活线粒体上，经过透化后仍能在

细胞中维持良好[29]。

本实验成功构建pEGFP-C1-HCBP6野生型及模

拟磷酸化型真核表达载体，并初步证实HCBP6不
同位点磷酸化在细胞中的定位，为探讨HCBP6及
HCBP6不同位点磷酸化后在细胞系或动物体内的生

物学效应奠定了基础。
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