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ＰＫＨ２６ 和 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 联合示踪 Ｕｎｃｖ 无毛小
鼠 ｉＲｈｏｍ２ 及其突变体蛋白

游　 颖１，陈丙波１∗，曾　 林２∗

（１． 第三军医大学实验动物中心，重庆　 ４０００３８； ２． 军事医学科学院实验动物中心，北京　 １０００７１）

　 　 【摘要】 　 目的　 利用 ＰＫＨ２６ 和 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 联合示踪 Ｕｎｃｖ 无毛小鼠 ｉＲｈｏｍ２ 及其突变体蛋白在 Ｖｅｒｏ 细胞

中的定位。 方法　 用 ＰＫＨ２６ 对细胞膜进行染色，同时用 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染料对细胞核进行染色，置于激光共聚焦显

微镜下观察。 结果 　 通过激光共聚焦荧光显微镜观察目的蛋白，发现野生型 ｉＲｈｏｍ２ 分布在细胞的胞浆，而
ｉＲｈｏｍ２ｍｕｔ于细胞浆内和细胞核内都存在。 结论　 亚细胞定位的不同推测到 ｉＲｈｏｍ２ 的 Ｎ 末端缺失突变可能对其细

胞内的定位有影响。
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　 　 军事医学科学院实验动物中心在国内首次发

现并成功培育成群的被毛突变小鼠。 该被毛异常

是由位于常染色体上的单基因突变所引起，呈不完

全显性遗传［１ － ３］。 通过基因连锁分析最终确定突变

基因 位 于 小 鼠 １１ 号 染 色 体 的 Ｄ１１ｍｉｔ３３８ 和

Ｄ１１ｍｉｔ３３７ 之间，并通过基因组扫描方式定位了突

变基因 ｉＲｈｏｍ２［４］。 ＵＮＣＶ 无 毛 突 变 系 小 鼠 的

ｉＲｈｏｍ２ 基因的 Ｎ 端 ３０９ ｂｐ 的缺失，导致了无毛性

状的产生［５，６］ 。 本课题组前期构建了稳定表达

Ｕｎｃｖ 无毛小鼠 ｉＲｈｏｍ２ 及其突变体 ｉＲｈｏｍ２ｍｕｔ蛋白



的细胞系。 在此基础上，本研究采用 ＰＫＨ２６ 和

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８ 联合标记野生型 ｉＲｈｏｍ２ 及 ｉＲｈｏｍ２ｍｕｔ

的稳定细胞系，通过激光共聚焦荧光显微镜观察目

的蛋白的定位情况。

注：（Ａ，Ｅ）Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色；（Ｂ，Ｆ）ＧＦＰ⁃蛋白；（Ｃ，Ｇ）ＰＫＨ２６ 染色；（Ｄ，Ｈ）ｍｅｒｇｅ。

图 １　 野生型 ｉＲｈｏｍ２ 和 ｉＲｈｏｍ２ｍｕｔ蛋白的亚细胞定位

Ｎｏｔｅ． （Ａ，Ｅ）Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８⁃ｓｔａｉｎｅｄ；（Ｂ，Ｆ）ＧＦＰ⁃Ｐｒｏｔｅｉｎ；（Ｃ，Ｇ）ＰＫＨ２６⁃ｓｔａｉｎｅｄ；（Ｄ，Ｈ）ｍｅｒｇｅ．

Ｆｉｇ． １　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｉｌｄ ｉＲｈｏｍ２ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ｉＲｈｏｍ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

细胞膜荧光染料 ＰＫＨ２６ 和 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 细胞

核荧光染料均购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；ＰＢＳ 购自 Ｓｉｇｍａ
公司；ＤＭＥＭ 细胞培养基购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；激光共

聚焦显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＰＫＨ２６ 对细胞膜的染色

胰酶消化细胞形成单细胞悬液；用 ＤＭＥＭ 培养

基将细胞洗涤（确保所有操作都在 ２５℃进行）；４００
ｒｐｍ 离心 ５ ｍｉｎ 将细胞团离散开；弃掉上清液，剩余

的上清液需小于 ２５ μＬ；加入 １ ｍＬ 的稀释液，使细

胞重新离散；在无菌 ＥＰ 管中，用无水乙醇在 ２５℃条

件下对 ＰＫＨ２６ 染色液进行稀释；快速将细胞和

ＰＫＨ２６ 染料混合起来；２５℃下进行孵育 １～ ５ ｍｉｎ，偶
尔摇晃保证其充分混匀；以 １∶ １的体积比，加入血清

使其正常的反应停止，终止反应时间为 １ ｍｉｎ；加入

等量的含血清的细胞培养基对中止反应液进行稀

释；４００ ｒｐｍ 转 ２５℃，离心 １０ ｍｉｎ 后，弃掉离心后的

上清；细胞团转入新试管中，进一步洗三次；加 １０
ｍＬ 细胞培养液，离心，把细胞悬浮至所需要的浓度。
１􀆰 ２􀆰 ２　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 对细胞核的染色

将制备得到的细胞悬液，用醋酸⁃乙醇固定；用

０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 缓冲液洗涤 ５ ｍｉｎ；将 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染

色液配制为工作浓度，在常温下使其与细胞作用 １５
ｍｉｎ，从而对细胞核进行染色；０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 缓冲液洗

涤 ３ 次，一次约 ５ ｍｉｎ；将染色好的细胞加入 ｃｏｎｆｏｃａｌ
皿中，并滴加少量的 ＰＢＳ，在激光共聚焦荧光显微镜

下观察。
１􀆰 ２􀆰 ３　 激光共聚焦显微镜观察

对扫描参数进行设置，这主要包括对 Ｍｏｄｅ 和

Ｃｈａｎｎｅｌ 两种模式的设置。 在 Ｍｏｄｅ 模式下，可以转

换镜头，扫描分辨率、速度，选择扫描范围，设置扫

描范围复位。 进行完相应设置后，开始扫描图像，
最后将得到的图片保存备用。

２　 结果

ＰＫＨ２６ 在波长为 ５５１ ｎｍ 的激发光作用下发出

红色荧光，Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 在波长为 ３４０ ｎｍ 的激发

光作用下发出蓝色荧光。 在激光共聚焦荧光显微

镜下观察，发现野生型组可见到绿色荧光弥漫于红

色荧光，突变型组绿色荧光广泛分布于红色荧光

中，但在蓝色荧光中也出现少许。 提示野生型

ｉＲｈｏｍ２ 分布于细胞浆中，ｉＲｈｏｍ２ｍｕｔ分布于细胞浆和

细胞核内。 （见图 １）

３　 讨论

为了确保细胞的正常生理活动，其特定蛋白的

合成以及运输都是既定的［７］。 所以，有差别的蛋白

质往往分布于细胞的不同部位，它们必须在特定的

部位发挥的特定功能。
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蛋白质的亚细胞定位是研究其功能的重要手

段，特别是对大型基因组序列的分析来说，一个全

自动而且又可靠的蛋白质亚细胞定位预测系统是

必要的。 预测蛋白定位的途径：一是基于蛋白的 Ｎ
端信号的识别，另一个是基于氨基酸的组成［８，９］。

ＰＫＨ２６ 染色液能对多种细胞（动植物细胞和其

他胞膜）进行有效标记，同时对细胞的生存活力没

有影响，基于此，ＰＫＨ２６ 多用于研究细胞的增殖、迁
移等［１０ － １２］。 而 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 核染色液可以经过牢

固的细胞膜， 从 而 与 ＤＮＡ 结 合。 由 于 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３２５８ 在 ４６１ ｎｍ 处发出靛蓝色的荧光，因此 Ｈｏｅｃｈｓｔ
多被用来标记活细胞的细胞核。 由于有效结合

ＤＮＡ 后，会干扰 ＤＮＡ 复制以及细胞分裂，所以该染

料具有导致癌症和畸形的风险［１３ － １５］。
本研究采用 ＰＫＨ２６ 与 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 联合染色

研究 ｉＲｈｏｍ２ 蛋白的细胞内定位。 发现野生型

ｉＲｈｏｍ２ 蛋白位于胞浆，ｉＲｈｏｍ２ｍｕｔ位于胞浆和胞核。
根据本实验结果，预测 ｉＲｈｏｍ２ 的 Ｎ 端缺失影响其

亚细胞定位。 然而，从软件预测结构来看，该缺失

突变不影响其亚细胞定位。 原因可能是因为

ｉＲｈｏｍ２ｍｕｔ 有 小 部 分 转 移 到 了 细 胞 核 上， 或 者

ｉＲｈｏｍ２ｍｕｔ的亚细胞定位在不同的组织或者细胞类

型中是不一样的。 同时，ｉＲｈｏｍ２ｍｕｔ突变基因可能有

新功能，通过调节信号通路影响其亚细胞定位，但
其具体的机制，有待于后续的探索。
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ｍｕｔａｔｉｏｎ ｃａｕｓｉｎｇ ｈａｉｒｌｏｓｓ ｏｎ ｍｏｕｓｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ １１ ［ Ｊ］ ． Ｇｅｎｅｔ
Ｒｅｓ， １９９９， ７３（３）：２３３ － ２３８．

［ ３ ］ 　 Ｈａｓｓａｂ⁃Ｅｌ⁃Ｎａｂｙ ＨＭ， Ｔａｍ Ｓ， Ｗｈｉｔｅ ＷＬ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｘｅｄ ｔｕｍｏｒｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｓｋｉｎ： ａ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｕｄｙ ［Ｊ］ ． Ａｍ
Ｊ Ｄｅｒｍａｔｏｐａｔｈｏｌ， １９８９， １１（５）： ４１３ － ４２８．

［ ４ ］ 　 Ｆｏｓｔｅｒ ＨＬ， Ｓｍａｌｌ ＪＤ， Ｆｏｘ ＪＧ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ Ｍｏｕｓｅ ｉｎ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ： Ｎｏｒｍａｔｉｖｅ ｂｉｏｌｏｇｙ， ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ， ａｎｄ ｈｕｓｂａｎｄｒｙ
［Ｍ］． Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｐｒｅｓｓ， １９８２．

［ ５ ］ 　 Ｂｏｔｃｈｋａｒｅｖ ＶＡ， Ｅｉｃｈｍüｌｌｅｒ Ｓ， Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ Ｏ， ｅｔ ａｌ． Ｈａｉｒ ｃｙｃｌｅ⁃
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｏｆ ｓｋｉｎ ａｎｄ ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｉｎｎｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ
ｍｕｒｉｎｅ ｓｋｉｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｏｍｐ Ｎｅｕｒｏｌ， １９９７， ３８６（３）： ３７９ － ３９５．

［ ６ ］ 　 Ｇｏｏｚ Ｍ． ＡＤＡＭ⁃１７： ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ｔｈａｔ ｄｏｅｓ ｉｔ ａｌｌ ［ Ｊ］ ． Ｃｒｉｔ Ｒｅｖ
Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ， ２０１０， ４５（２）： １４６ － １６９．

［ ７ ］ 　 Ｂａｎｎａｉ Ｈ， Ｔａｍａｄａ Ｙ， Ｍａｒｕｙａｍａ Ｏ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ｆｅａｔｕｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｏｒｔｉｎｇ ｓｉｇｎａｌｓ ［Ｊ］． Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，
２００２， １８（２）： ２９８ －３０５．

［ ８ ］ 　 Ｎａｋａｉ Ｋ， Ｈｏｒｔｏｎ Ｐ． ＰＳＯＲＴ： ａ ｐｒｏｇｒａｍ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｓｏｒｔｉｎｇ
ｓｉｇｎａｌｓ ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｔｈｅｉｒ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
［Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｓｃｉ， １９９９， ２４（１）： ３４ － ３６．

［ ９ ］ 　 Ｏｈｎｏ Ｈ， Ｓｔｅｗａｒｔ Ｊ， Ｆｏｕｒｎｉｅｒ Ｍ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｒｏｓｉｎｅ⁃
ｂａｓｅｄ ｓｏｒｔｉｎｇ ｓｉｇｎａｌｓ ｗｉｔｈ ｃｌａｔｈｒｉｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ［Ｊ］ ．
Ｓｃｉｅｎｃｅ， １９９５， ２６９（５２３２）： １８７２ － １８７５．

［１０］ 　 Ｏｒｏｚｃｏ ＡＦ， Ｌｅｗｉｓ ＤＥ． Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ
ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ［Ｊ］ ． Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ Ｐａｒｔ Ａ， ２０１０， ７７（６）：
５０２ － ５１４．

［１１］ 　 Ｌｉ Ｔ， Ｚｈｅｎｇ Ｊ， Ｘｉｅ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｂｌｅ ｎｅｕｒａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｒｈｅｓｕｓ ｍｏｎｋｅｙ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
［Ｊ］ ． Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ， ２００５， ２３（９）： １２９５ － １３０３．

［１２］ 　 Ｌｅｅ⁃ＭａｃＡｒｙ ＡＥ， Ｒｏｓｓ ＥＬ， Ｄａｖｉｅｓ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ
ｎｏｖｅｌ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ｃｅｌｌ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｓｓａｙ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ
ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅｓ ＰＫＨ⁃２６ ａｎｄ ＴＯ⁃ＰＲＯ⁃３ ｉｏｄｉｄｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ
Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２００１， ２５２（１）： ８３ － ９２．

［１３］ 　 Ｏｒｏｚｃｏ Ａ Ｆ， Ｊｏｒｇｅｚ Ｃ Ｊ， Ｈｏｒｎｅ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｃｔｅｄ
ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｃｏｎｔａｉｎ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄｓ：
ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ｔｏ ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｐａｔｈｏｌ， ２００８， １７３（６）：
１５９５ － １６０８．

［１４］ 　 Ｙａｎｇ Ｑ， Ｐｅｎｇ Ｊ， Ｇｕｏ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ＥＣＭ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ３⁃Ｄ
ｐｏｒｏｕｓ ａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｆｏｒ ｉｎ ｖｉｖｏ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ
ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ＰＫＨ２６⁃ｌａｂｅｌｅｄ ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ⁃
ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ， ２００８， ２９
（１５）： ２３７８ － ２３８７．

［１５］ 　 Ｈｏｅｃｈｓｔ Ｂ， Ｏｒｍａｎｄｙ ＬＡ， Ｂａｌｌｍａｉｅｒ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｅｗ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｙｅｌｏｉｄ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｉｎｄｕｃｅｓ ＣＤ４ ＋ ＣＤ２５ ＋ Ｆｏｘｐ３ ＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］． Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ， ２００８，
１３５（１）： ２３４ －２４３．

〔收稿日期〕２０１６ － １２ － ２７

２４ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ８ 月第 ２７ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｕｇｕｓｔ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ８


