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　 　 摘要:　 本研究以小鼠组织的总 ＲＮＡ 为模板ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增得到小鼠信号转导子和转录激活子 １(ＳＴＡＴ１)
基因完整开放阅读框的碱基序列ꎬ然后将其克隆到真核表达载体 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１ 中ꎬ构建 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ 重组质粒ꎮ
测序成功的真核质粒转染至 ＢＨＫ￣２１ 细胞ꎬ通过 α 干扰素(ＩＦＮ￣α)分子刺激ꎬ检测细胞中 ＳＴＡＴ１ 分子的活化状态与

定位ꎬ最终通过坦布苏病毒刺激ꎬ荧光显微镜检测 ＳＴＡＴ１ 分子的细胞内定位ꎮ 结果表明ꎬ小鼠的 ＳＴＡＴ１ 基因开放阅

读框为２ ２５０ ｂｐꎬ编码 ７４９ 个氨基酸ꎮ 同源性比对结果表明ꎬ小鼠 ＳＴＡＴ１ 与人、大鼠、猪、马等哺乳动物 ＳＴＡＴ１ 氨基

酸序列的一致性分别为 ９２％、９７％、９１％、９１％ꎮ 转染结果表明ꎬ构建的 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ 真核表达质粒在 ＢＨＫ￣２１
细胞中成功表达ꎬ无 ＩＦＮ￣α 刺激时ꎬ红色荧光只在 ＢＨＫ￣２１ 细胞的细胞质中出现ꎬ而加入 ＩＦＮ￣α 后ꎬ红色荧光则大多

分布于细胞核内ꎮ 用坦布苏病毒感染细胞后ꎬ红色荧光多分布于细胞质中ꎮ 说明ꎬ构建的真核质粒 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣
ＳＴＡＴ１ 在哺乳动物细胞中能够正确表达融合蛋白质 Ｒｅｄ￣ＳＴＡＴ１ꎬ而且在 ＩＦＮ￣α 刺激下ꎬＲｅｄ￣ＳＴＡＴ１ 可由细胞质向细

胞核转运ꎬ同时发现ꎬ坦布苏病毒感染能够有效抑制 ＳＴＡＴ１ 分子的核转运ꎮ
关键词:　 小鼠ꎻ 信号转导子和转录激活子 １ꎻ α 干扰素
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Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙ￣
ｓｉｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＳＴＡＴ１

ＨＡＮ Ｋａｉ￣ｋａｉꎬ 　 ＺＨＡＯ Ｄｏｎｇ￣ｍｉｎꎬ 　 ＢＩ Ｋｅ￣ｒａｎꎬ 　 ＺＨＡＮＧ Ｌｉ￣ｊｉａｏꎬ 　 ＬＩＵ Ｑｉｎｇ￣ｔａｏꎬ 　 ＬＩＵ Ｙｕ￣ｚｈｕｏꎬ 　
ＨＵＡＮＧ Ｘｉｎ￣ｍｅｉꎬ　 ＹＡＮＧ Ｊｉｎｇꎬ　 ＬＩ Ｙｉｎ
( Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ / Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ
ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ / Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｂｉｏ￣ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ａ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ (ＯＲＦ) ｏｆ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐ￣
ｔｉｏｎ １(ＳＴＡＴ１) ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｕｓｉｎｇ ＲＴ￣ＰＣＲ. Ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ＳＴＡＴ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ

ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１ ｔｏ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１. Ｔｈｅ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｉｎｔｏ ＢＨＫ￣２１ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｓｔａｔｅ ａｎｄ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ ＳＴＡＴ１ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＩＦＮ￣α ｍｏｌｅｃｕｌｅ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ＳＴＡＴ１
ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｔｉｍｕ￣
ｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｕｃｋ ｔｅｍｂｕｓｕ ｖｉｒｕｓ (ＴＭＵＶ). Ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ
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ｆｒａｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ＳＴＡＴ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗａｓ ２ ２５０ ｂｐ ａｎｄ ７４９ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｗｅｒｅ ｅｎｃｏｄｅｄ. Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＳＴＡＴ１ ｉｎ
ｍｏｕｓｅ ｓｈａｒｅｄ ｈｉｇｈ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ ｈｕｍａｎ (９２％)ꎬ ｒａｔ (９７％)ꎬ ｗｉｌｄ ｐｉｇ (９１％)ꎬ ｈｏｒｓｅ (９１％). Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ＢＨＫ￣２１ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ＤｓＲｅｄ￣
ＳＴＡＴ１ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌｙ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｕｎｔｒｅａｔｅｄ ＢＨＫ￣２１ ｃｅｌｌｓ. Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＦＮ￣αꎬ ｔｈｅ ＤｓＲｅｄ￣ｔａｇｇｅｄ ＳＴＡＴ１ ｍａｉｎｌｙ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ. Ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＤ￣
ｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ ｃａｎ ｃｏｒｒｅｃｔｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｒｅｄ￣ＳＴＡＴ１ ｉｎ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＦＮ￣
αꎬ Ｒｅｄ￣ＳＴＡＴ１ ｃａｎ ｂｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｔｏ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓꎬ ａｎｄ ｉｔ ｉｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＭＵＶ ｃａｎ ｅｆｆｅｃ￣
ｔｉｖｅｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｏｆ ＳＴＡＴ１ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｍｏｕｓｅꎻ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ １(ＳＴＡＴ１)ꎻ ＩＦＮ￣α

　 　 Ｊａｋ￣ＳＴＡＴ ( Ｊａｎｕｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅｓ￣ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓ￣
ｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ)是近年来发现的

一条重要胞内信号通路ꎬ在机体生长发育和稳态维

持等生理过程中发挥重要作用[１]ꎮ 胞外刺激信号

(细胞因子、生长因子、激素等)与受体结合ꎬ激活

Ｊａｎｕｓ 激酶(Ｊａｋ)ꎬＪａｋ 磷酸化信号转导子和转录激

活子(ＳＴＡＴ)上保守的酪氨酸位点ꎬＳＴＡＴ 形成同源

或异源二聚体后进入细胞核ꎬ调控目标基因转

录[２]ꎮ 信号转导子和转录激活子 １(ＳＴＡＴ１)是信号

转导子和转录激活子 ＳＴＡＴｓ 蛋白质家族成员之一ꎬ
在免疫调控ꎬ促进细胞生长ꎬ抗凋亡ꎬ维持细胞周期

等方面发挥重要作用ꎮ 在研究干扰素调控基因转录

的过程中ꎬＳＴＡＴ１ 和 ＳＴＡＴ２ 作为复合体首先被发

现ꎮ 之后ꎬ陆续有其他结构和功能相关的信号转导

子和转录激活子被发现ꎮ 到目前为止ꎬＳＴＡＴ 家族共

有 ７ 个 成 员 ( ＳＴＡＴ１、 ＳＴＡＴ１２、 ＳＴＡＴ３、 ＳＴＡＴ４、
ＳＴＡＴ５ａ、ＳＴＡＴ５ｂ、ＳＴＡＴ６) [３]ꎮ

ＳＴＡＴ１ 的作用很多ꎬ首先ꎬＳＴＡＴ１ 分子对病原体

入侵有免疫调节作用ꎬＳＴＡＴ１ 基因缺陷型小鼠在感

染病毒后 ８ ｈ 内死亡[４]ꎮ 其次ꎬ随着病原体的进化ꎬ
针对 Ｊａｋ￣ＳＴＡＴ 信号通路研究出很多抵御策略ꎬ尤其

在 ＳＴＡＴ１ 激活的步骤上ꎬ比如其入核作用或者磷酸

化作用ꎮ 黄病毒属中的很多病毒ꎬ如乙型脑炎病毒、
西尼罗河病毒、登革病毒、蜱传脑炎病毒都有抑制

ＩＦＮ￣α 通路的作用[５￣７]ꎮ 此外ꎬＳＴＡＴ１ 可以调控细胞

凋亡ꎬ诱导半胱天冬酶原的表达ꎬ而且已经证实

ＳＴＡＴ１ 可以诱导 Ｃａｓｐａｓｅ￣１、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣１１
的表达[８]ꎮ 因此ꎬＳＴＡＴ１ 可以作为一个重要的分子

靶标ꎮ 本研究拟以小鼠 ＳＴＡＴ１ 为研究对象ꎬ构建

ＳＴＡＴ１ 真核表达质粒ꎬ并对其转染细胞后的核定位

进行初步研究ꎬ以期达到深入研究病原体与机体细

胞相互作用分子机制的目的ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＤＨ５α 菌株、真核表达载体 ｐＤ￣
ｓＲｅｄ￣Ｎ１ 均由本实验室保存ꎬ６ 周龄雌性 ＢＡＬＢ / ｃ 小

鼠购自青龙山养殖场ꎮ
１.２　 主要试剂

限制性内切酶、Ｅｘ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、ｐＭＤ１８￣Ｔ
载体、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶等购自宝生物工程有限公司ꎬ
Ｄｕｌｂｅｃｃｏ 改良培养基(ＤＭＥＭ)、胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ
公司ꎬ质粒小量提取试剂盒、ＰＣＲ 产物纯化试剂盒

购自 Ａｘｙｇｅｎ 生物科技有限公司ꎬ重组小鼠 ＩＦＮ￣α Ａ /
Ｄ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ其他试剂均为国产分析纯ꎮ 基

因序列合成、引物合成和测序由金斯瑞生物科技有

限公司完成ꎮ
１.３　 引物设计

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中登录的小鼠 ＳＴＡＴ１ 基因序列ꎬ
设计 １ 对 ＰＣＲ 扩增引物ꎬ上游引物为 ＳＦ:５′￣ＣＴＣ￣
ＧＡＧＡＴＧＴＣＡＣＡＧＴＧＧＴＴＣＧＡＧ￣３′ꎬ下划线部分为引

入的 Ｘｈｏ Ⅰ酶切位点ꎮ 下游引物为 ＳＲ:５′￣ＡＴＡ￣
ＡＧＣＴＴＴＴＡＴＡＣＴＧＴＧＣＴＣＡＴＣＡ￣３′ꎬ下划线部分为引

入的 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 酶切位点ꎮ 这对引物预期扩增片段大

小约为２ ２５０ ｂｐꎮ
１.４　 小鼠 ＳＴＡＴ１ 基因的克隆

剖杀 ６ 周龄 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎬ快速取大脑、心脏、
肝脏、脾脏、肌肉等ꎬ在液氮中充分研磨至粉末ꎬ取大

约 ５００ ｍｇꎬ按照 Ａｘｙｇｅｎ 公司 Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｋｉｔｓ 说明书的步骤ꎬ提取总 ＲＮＡꎮ 最后ꎬ将提取的

ＲＮＡ 用焦碳酸二乙酯(ＤＥＰＣ)溶解ꎬ存储在－７０ ℃
超低温冰箱中备用ꎮ 进行反转录时ꎬ参照 ＴａＫａＲａ
公司的反转录试剂盒说明书将其反转录成 ｃＤＮＡ 备

用ꎮ 以小鼠 ＳＴＡＴ１ ｃＤＮＡ 产物为模板进行 ＰＣＲ 扩

增ꎬＰＣＲ 反应体系为 ２５􀆰 ０ μｌꎬ其中双蒸水 １５􀆰 ０ μｌꎬ
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１０×Ｅｘ ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５ μｌꎬ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰ ２􀆰 ０ μｌꎬ
２５􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ １􀆰 ５ μｌꎬ 上、 下游引物 ( ２５􀆰 ０
ｐｍｏｌ / μｌ)各 １􀆰 ０ μｌꎬ ｃＤＮＡ 产物 １􀆰 ５ μｌꎬＥｘ Ｔａｑ (５
Ｕ / μｌ) ０􀆰 ５ μｌꎮ ＰＣＲ 反应程序设置如下:９４ ℃预变

性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５４ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸

２ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ然后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 循环反应

结束后ꎬ对 ＰＣＲ 扩增产物进行 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电

泳分析ꎬ切取目的条带进行胶回收ꎮ 纯化的 ＰＣＲ 产

物片段首先与 ｐＭＤ１８￣Ｔ 克隆载体进行连接ꎬ转入

Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞ꎮ 经酶切鉴定后ꎬ挑选阳性

克隆质粒ꎬ由金斯瑞生物科技有限公司测定其基因

序列ꎮ
１.５　 生物信息学分析

用 ＤＮＡＳｔａｒ ７.０ 软件对不同物种间 ＳＴＡＴ１ 的基

因序列和推导的氨基酸序列进行同源性比对ꎬ分析

不同物种之间的序列差异ꎮ 用 ＭＥＧＡ ５.０ 软件构建

小鼠 ＳＴＡＴ１ 的系统发育树ꎮ 用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ Ｔｏｏｌ 软件

分析氨基酸组成、等电点等理化性质ꎮ 使用在线软

件 ＮｅｔＰｈｏｓ２. ０ Ｓｅｒｖｅｒ 和 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎ Ｓｅａｒｃｈ
Ｓｅｒｖｉｃｅ 分别进行 ＳＴＡＴ１ 蛋白质磷酸化位点预测和

蛋白质功能域分析ꎮ
１.６　 小鼠 ＳＴＡＴ１ 基因表达质粒 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１
的构建

　 　 分别用 Ｘｈｏ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 双酶切 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣
ＳＴＡＴ１、ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１ 质粒ꎮ 用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶将酶

切后的 ＳＴＡＴ１ 基因与 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１ 载体连接ꎬ转入

ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ构建重组表达质粒ꎮ 经酶切

鉴定后ꎬ挑选阳性克隆质粒送金斯瑞生物科技有

限公司进行基因序列测定ꎬ并进行序列分析ꎮ 将

鉴定正确的质粒命名为 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ꎬ然后

大量提取 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ 重组质粒ꎬ用于真核

转染ꎮ
１.７　 小鼠 ＳＴＡＴ１ 基因在 ＢＨＫ￣２１ 细胞中的表达

采用常规复苏方法复苏 ＢＨＫ￣２１ 细胞ꎬ用含

１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基培养细胞ꎮ 转染前

第 ２４ ｈꎬ将０.５×１０５ ~２.０×１０５个细胞种植到 ５００ μｌ 无
抗生素的培养基中ꎬ转染时保证细胞铺满 ８０％ ~
９０％板底ꎮ 参照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司的 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００ 转染试剂盒操作说明ꎬ用 １ μｇ ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣
ＳＴＡＴ１ 重组质粒进行转染ꎬ并设置不转染任何质粒

的细胞为阴性对照ꎮ 转染后 ４ ~ ６ ｈ 更换培养液ꎬ２４
ｈ 后用荧光显微镜观察并拍照记录ꎮ

１.８　 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ 转染后核定位检测

将 ０.５×１０５ ~２.０×１０５个细胞种植到 ５００ μｌ 无抗

生素的培养基中ꎬ待 ＢＨＫ￣２１ 细胞铺满 ８０％~９０％板

底时ꎬ用 １ μｇ ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ 重组质粒进行瞬时

转染ꎬ转染后 ４ ~ ６ ｈ 更换含有 １％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ 培养液ꎬ培养液中同时加入２ ５００ Ｕ / ｍｌ的小

鼠 ＩＦＮ￣α Ａ / Ｄ 试剂ꎬ继续培养 １５ ｈꎮ ＩＦＮ￣α 作用细

胞 １６ ｈ 后ꎬ用磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)清洗细胞 ２ 次ꎮ
使用甲醇溶液固定细胞 ５ ｍｉｎꎬ再用 ＰＢＳ 清洗细胞 ２
次ꎬ１ 次 ５ ｍｉｎꎬ在倒置荧光显微镜下观察红色荧光

在细胞中的分布情况ꎮ 将 ＢＨＫ￣２１ 细胞预先与坦布

苏病毒孵育(ＭＯＩ＝ １０) １ ｈꎬ然后转染 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣
ＳＴＡＴ１ꎬ６ ｈ 后加入２ ５００ Ｕ / ｍｌ的小鼠 ＩＦＮ￣α Ａ / Ｄꎬ以
不加入 ＩＦＮ￣α Ａ / Ｄ 的为对照ꎬ继续培养 １５ ｈꎬ固定ꎬ
镜检观察ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 小鼠 ＳＴＡＴ１ 基因的克隆与序列分析

提取小鼠组织的 ＲＮＡꎬ以反转录得到的 ｃＤＮＡ
为模板ꎬ加上特异性引物 ＳＦ、ＳＲ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ得
到约 ２ ２００ ｂｐ 的基因片段ꎮ 经序列测定ꎬ小鼠

ＳＴＡＴ１ 基因开放阅读框为 ２ ２５０ ｂｐ(图 １)ꎬ表明成功

获得小鼠 ＳＴＡＴ１ 的基因序列ꎮ 将小鼠 ＳＴＡＴ１ 氨基

酸序列与马(ＸＰ ＿００１４９９４１９)、猪(ＨＱ４５０７６１)、人
(ＧＵ２１１３４７)、大鼠(ＡＦ２０５６０４)的 ＳＴＡＴ１ 氨基酸序

列进行比对ꎬ同源性比对结果表明ꎬ小鼠 ＳＴＡＴ１ 氨

基酸序列与大鼠 ＳＴＡＴ１ 氨基酸序列的同源性最高ꎬ
为 ９７％ꎬ与人、猪、马的 ＳＴＡＴ１ 氨基酸序列的同源性

分别为 ９２％、９１％、９１％ꎮ 说明ꎬＳＴＡＴ１ 分子在进化

上相对保守ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１:小鼠 ＳＴＡＴ１ 的 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
图 １　 小鼠 ＳＴＡＴ１ 基因的扩增

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ＳＴＡＴ１ ｇｅｎｅ
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　 　 利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ Ｔｏｏｌ 软件对小鼠 ＳＴＡＴ１ 蛋白质

理化性质进行分析ꎬＳＴＡＴ１ 基因编码 ７４９ 个氨基酸ꎬ
蛋白质分子质量为 ８７ ２００ꎬ等电点为 ５.４２ꎮ ＳＴＡＴ１
蛋白质磷酸化是其执行功能过程中的重要环节ꎬ为
了进一步了解蛋白质在哪些氨基酸上发生磷酸化ꎬ
利用 ＮｅｔＰｈｏｓ ２.０ Ｓｅｒｖｅｒ 软件对 ＳＴＡＴ１ 蛋白质的潜

在磷酸化位点进行预测分析ꎮ 小鼠 ＳＴＡＴ１ 蛋白质

可能在 ３１ 个氨基酸位点上发生磷酸化ꎬ这些位点分

别是第 ６２、７２、８６、１４４、１７７、２２３、２４５、４３２、４３４、５８３、
６０４、６０６、６０７、６２０、６４０、７０８、７２７ 和 ７４４ 位的丝氨酸

(Ｓｅｒ)ꎬ第 １６２、３７３、４５１、５１０、５６０、６３５ 和 ７１９ 位的苏

氨酸(Ｔｈｒ)ꎬ第 ６８、１０６、１７０、２８９、６６６ 和 ７０１ 位的酪

氨酸(Ｔｙｒ)ꎮ ＳＴＡＴ１ 蛋白质保守结构域预测结果表

明ꎬ第 ２ ~ １２１ 位氨基酸残基处存在 ＳＴＡＴ＿ｉｎｔ 结构

域ꎬ第１３９~ ３１５ 处为 ＳＴＡＴ＿ａｌｐｈａ 结构域ꎬ第３１７~
５６６ 处为 ＳＴＡＴ＿ｂｉｎｄ 结构域ꎬ第５５７~ ７０７ 处为 ＳＨ２＿
ＳＴＡＴ１ 结构域ꎬ第７１５~ ７３９ 处为 ＳＴＡＴ１＿ＴＡＺ２ｂｉｎｄ
结构域ꎮ
２.２　 重组质粒 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ 的构建

利用 Ｘｈｏ Ｉ 酶和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 酶双酶切 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣
ＳＴＡＴ１ 质粒ꎬ同时用这 ２ 种酶双酶切 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１ 载

体ꎬ将回收的基因片段与载体片段连接转化后ꎬ提取

质粒ꎬ利用限制性内切酶 Ｘｈｏ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 对 ｐＤｓＲｅｄ￣
Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ 进行双酶切鉴定ꎬ分别获得了约２ ２００ ｂｐ
和 ４ ７００ ｂｐ 的 ２ 条酶切片段(图 ２)ꎬ与理论值相符ꎮ
质粒送金斯瑞生物科技有限公司测序ꎬ测序结果也表

明 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ 重组质粒构建成功ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１、２:ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ꎮ
图 ２　 重组质粒 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ 的酶切鉴定

Ｆｉｇ. ２ 　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣
ＳＴＡＴ１ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２.３　 重组质粒 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ 的表达

将构建成功的真核表达质粒 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１

转染至 ＢＨＫ￣２１ 细胞ꎬ转染后第 ２４ ｈ 换液观察ꎬ未转

染质粒的对照组细胞无任何荧光信号ꎬ转染 ｐＤ￣
ｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ 重组质粒的细胞有明显的红色荧光

(图 ３)ꎮ 说明ꎬ ＳＴＡＴ１ 基因和 Ｒｅｄ 基因以 Ｒｅｄ￣
ＳＴＡＴ１ 融合蛋白质的形式在 ＢＨＫ￣２１ 细胞内表达ꎮ

Ａ:重组质粒 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１:Ｂ:阴性对照ꎮ
图 ３　 重组质粒 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ 在 ＢＨＫ￣２１ 细胞中的表达

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｎ ＢＨＫ￣
２１ ｃｅｌｌｓ

２.４　 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ 转染后的核定位检测

图 ４ 显示ꎬ无 ＩＦＮ￣α 刺激时ꎬ红色荧光只在

ＢＨＫ￣２１ 细胞的细胞质中出现ꎬ而加入 ＩＦＮ￣α 后ꎬ红
色荧光则大多分布于细胞核内ꎮ 说明ꎬ所构建的重

组质粒 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ 在哺乳动物细胞中能够

正确表达融合蛋白质 Ｒｅｄ￣ＳＴＡＴ１ꎬ而且在 ＩＦＮ￣α 刺

激下ꎬＲｅｄ￣ＳＴＡＴ１ 由细胞质向细胞核转运ꎮ Ｒｅｄ￣
ＳＴＡＴ１ 和内源性 ＳＴＡＴ１ 一样ꎬ都具有在 ＩＦＮ￣α 刺激

下ꎬ向细胞核转运的特性ꎮ 而对于 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１ 空载

体转染组ꎬ无论加入还是不加入 ＩＦＮ￣αꎬＤｓＲｅｄ 蛋白

质都只在细胞质中表达ꎮ
　 　 图 ５ 显示ꎬ感染坦布苏病毒的细胞未经 ＩＦＮ￣α
刺激ꎬ其融合蛋白质 Ｒｅｄ￣ＳＴＡＴ１ 主要分布于细胞质

中ꎬ受 ＩＦＮ￣α 刺激后ꎬ融合蛋白质部分分布于细胞核

中ꎬ表明在坦布苏病毒感染状态下ꎬ ＩＦＮ￣α 介导

ＳＴＡＴ１ 的核转运受到了明显抑制ꎮ 说明ꎬ细胞内的

Ｊａｋ￣ＳＴＡＴ 通路信号状态可以用 Ｒｅｄ￣ＳＴＡＴ１ 融合蛋

白质来加以检测ꎮ

３　 讨 论

细胞中内源性的 ＳＴＡＴ１ 分子在 ＩＦＮ￣α 作用下

可由细胞质向细胞核转运ꎬ为了观察重组质粒 ｐＤ￣
ｓＲｅｄ￣ＳＴＡＴ１ 在哺乳动物细胞中能否正确表达ꎬ是否

具有内源性 ＳＴＡＴ１ 的特性ꎬ本研究将所构建的重组

质粒 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ 瞬时转染至 ＢＨＫ￣２１ 细胞ꎬ
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ＤＡＰＩ:４′ꎬ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚ꎮ
图 ４　 融合蛋白质 Ｒｅｄ￣ＳＴＡＴ１ 的表达及其在 ＩＦＮ￣α介导下的细胞内定位情况

Ｆｉｇ.４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｒｅｄ￣ＳＴＡＴ１ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ＩＦＮ￣α

ＤＡＰＩ:４′ꎬ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚ꎮ
图 ５　 坦布苏病毒感染对融合蛋白质 Ｒｅｄ￣ＳＴＡＴ１ 细胞内定位作

用

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｒｅｄ￣ＳＴＡＴ１ ｂｙ
ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｍｂｕｓｕ ｖｉｒｕｓ

于转染后第 ２４ ｈ 在细胞培养液中加入商品化的

ＩＦＮ￣αꎬ刺激 １６ ｈ 后ꎬ在倒置荧光显微镜下观察红色

荧光在细胞中的分布情况ꎮ 结果发现ꎬ在没有 ＩＦＮ￣
α 刺激时ꎬ红色荧光只在 ＢＨＫ￣２１ 细胞的细胞质中

出现ꎬ而加入 ＩＦＮ￣α 作用后ꎬ红色荧光则大多分布于

细胞核内ꎮ 表明ꎬ所构建的重组质粒 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣
ＳＴＡＴ１ 在哺乳动物细胞中能够正确表达融合蛋白质

Ｒｅｄ￣ＳＴＡＴ１ꎬ而且在 ＩＦＮ￣α 刺激下ꎬＲｅｄ￣ＳＴＡＴ１ 可由

细胞质向细胞核转运ꎮ Ｒｅｄ￣ＳＴＡＴ１ 与内源性 ＳＴＡＴ１
具有相同的特性ꎬ重组质粒 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ 构建

成功ꎬ可以为观察病毒非结构蛋白质细胞内 ＩＦＮ￣α
介导的 Ｊａｋ￣ＳＴＡＴ 信号转导通路的活化状态奠定基

础ꎮ
ＳＴＡＴ 家族蛋白质是一种重要的干扰素信号调

节因子ꎮ ＳＴＡＴ１ 属于 ＳＴＡＴ 转录因子家族ꎬ在细胞

对病毒、细菌和寄生虫的免疫调控中起着关键作用ꎮ
同时ꎬ随着病原体的进化ꎬ它们已经能够有效克服机

体的防御ꎮ 病原体针对 Ｊａｋ￣ＳＴＡＴ 信号通路发展出

很多抵御策略ꎬ尤其在 ＳＴＡＴ１ 激活的步骤上ꎬ比如

其入核作用或者磷酸化作用ꎮ Ｑｉｕ 等[９]证明 Ｖ 蛋白

质能够泛素化降解 Ｉ 型干扰素刺激后的磷酸化

ＳＴＡＴ１ 蛋白质ꎬ但不能引起 ＩＩ 型干扰素刺激诱导产

生的磷酸化 ＳＴＡＴ１ 蛋白质的降解ꎮ Ｉ 型干扰素刺激

是 Ｖ 蛋白质降解磷酸化的先决条件ꎮ 磷酸化

ＳＴＡＴ１ 蛋白质的降解引起了 ＳＴＡＴ 总量的变化ꎮ
Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ 等[１０]发现亨德拉病毒的 Ｖ 蛋白质可以抑

制 ＳＴＡＴ１ 和 ＳＴＡＴ２ 在细胞核内的聚集ꎬ从而抑制 Ｉ
型干扰素信号通路的下游信号ꎮ Ｒｏｔｈｌｉｓｂｅｒｇｅｒ 等[１１]
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通过免疫荧光试验证明ꎬ犬瘟热病毒(ＣＤＶ)的 Ｖ 蛋

白质能在不影响 ＳＴＡＴ１ 及 ＳＴＡＴ２ 磷酸化的情况下

阻止二者的入核作用ꎬ进而抑制 Ｉ 型 ＩＦＮ 所介导的

信号传递ꎮ 除了作为 ＩＦＮ 的下游效应因子ꎬＳＴＡＴ１
还可以参与病毒的早期复制ꎬ在禽流感病毒研究中ꎬ
张守平[１２] 发现ꎬ活化的 ＳＴＡＴ１ 蛋白质 Ｐ￣ＳＴＡＴ１ 参

与 Ｈ５Ｎ１ 流感病毒的早期复制过程ꎬ阻断其活化后

可以抑制流感病毒 ｖＲＮＡ 的合成及炎性反应ꎬ但是

并不影响流感病毒 ＲＮＰｓ 的核质输出ꎮ 因此ꎬ本研

究构建了重组质粒 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｎ１￣ＳＴＡＴ１ꎬ并证明其在

哺乳动物细胞中能正确表达ꎬ而且具有内源性

ＳＴＡＴ１ 的特性ꎬ这为进一步研究宿主与病毒之间的

相互作用打下基础ꎬ同时为生产出安全有效的疫苗

提供重要参考ꎮ
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