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一种核不均一核糖核蛋白M4缺失
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摘要    利用减法杂交技术筛选人树突状细胞(DC)经抗原刺激后特异表达的基因, 成
功地获得了十多个特异表达基因, 其中包括一种核不均一核糖核蛋白(heterogeneous

nuclear ribonucleoprotein, hnRNP)M4 第 159~197 位氨基酸缺失的新基因. 对部分肿瘤

细胞系及原代培养细胞进行 RT-PCR检测发现, 它的表达与 hnRNP M4基因是一致的,

同时证实了该基因表达于经KLH刺激后的DC而非正常的DC. 组织分布分析显示, 该

基因高表达于脾脏 外周血淋巴细胞 肺和肝脏. 另外, 通过多种细胞因子刺激的骨

髓基质细胞(bone marrow-derived stromal cells, BMSC)也表达这两种分子, 但 TNF-α处
理后 mRNA 的表达消失. 这一发现增加了对 DC 在抗原提呈过程中基因表达变化的认

识, 为 hnRNP家族增添了新成员.
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树突状细胞(dendritic cells, DC)是目前发现的机体内功能最强的抗原提呈细胞, 抗原提呈

是免疫应答重要的中心环节, 是免疫学的中心问题之一. 从 DC 中发现新基因, 既能加深对抗

原提呈机制的认识, 推动免疫学的发展, 同时还是人类基因组计划的组成部分, 是基础医学研

究的重要内容[1, 2]. 本研究利用减法杂交筛选 DC 经抗原刺激后特异表达的基因, 发现了一种

与核不均一核糖核蛋白(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein, hnRNP)M4基因高度同源但缺

失其第 159~197位氨基酸残基的缺失突变体.

1  材料与方法

1.1  细胞的制备与培养

人 DC及 KLH抗原刺激人 DC的制备参照 Gluckman等人[3]的方法进行, 基本步骤如下[4]:

新鲜成人外周血经淋巴细胞分离液(ρ = 1.077, Sigma)分离后, 取交界层细胞, 以 5×106 细胞

/mL的密度置于 35 mm的培养皿中, 用 RPMI-1640完全培养基 (Gibco) 培养 2 h, 轻轻晃动

培养皿, 弃去悬浮的细胞, 在含 rhGM-CSF (800 U/mL, Sigma) 和 rhIL-4 (500 U/mL, Sigma)的

RPMI-1640完全培养基中继续培养 5 d, 弃去紧密的贴壁细胞, 收集悬浮细胞继续培养 1~2 d,
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即为 DC, 流式细胞仪检测 CD1a+, CD83+, HLA-DR+细胞占 90%以上. 将此 DC 在含有 KLH

(50 µg/mL, Sigma) 的培养基中继续培养 24 h, 作为抗原刺激后的目的细胞.

人骨髓来源的基质细胞 (BMSC)按下述方法制备 : 新鲜成人骨髓经淋巴细胞分离液(ρ =

1.077, Sigma)分离后, 取交界层细胞, 以 5×105 细胞/mL 的密度置于 35 mm 的培养皿中, 用

RPMI-1640完全培养基培养 2周, 然后在 10%胎牛血清的 RPMI-1640 中体外长期培养 1 个月

获得贴壁细胞即为骨髓基质细胞. 用 LPS (Sigma), KLH (Sigma), 钙离子通道阻断剂 A23187

(Sigma), TNF-α (Sigma) 等作不同的处理.

HeLa细胞 人肝癌细胞株 SMMC-7721和人白血病细胞株 KG1由本室常规传代培养.

1.2  基因的克隆

hnRNP M4 缺失突变基因是在利用减法杂交技术筛选抗原刺激后人树突状细胞特异表达

基因的过程中发现的, 详细技术方法见另文报道[5].

1.3  hnRNP M4蛋白的结构分析

利用 ANTHEPROT 4.3对 hnRNP M4蛋白进行蛋白质基本性质的分析.

1.4  hnRNP M4基因及其缺失突变体表达的 PCR检测

细胞总 RNA的提取采用 TRIZOL 法, 以 oligo-dT引导反转录成 cDNA后 PCR检测基因

的表达. PCR 引物序列如下: 上链引物, 5 GCTGCGGAAGTCCTAAACAAG;下链引物, 5 -

AACAGTGCCTATTCCACGACT . PCR条件: 200 µmol/L dNTP, PCR上链引物 1 µL (10 µmol/L),

下链引物1 µL(10 µmol/L), 1 µL反转录模板, 50 µL 反应体积. PCR参数为: 95 , 20 s, 57 , 30 s,

72 , 30 s, 30个循环.

1.5  hnRNP M4基因及其突变体的 Northern检测

以 cDNA 为模板, 随机引物标记法标记探针. 杂交按 MTN blots (Clontech)说明操作. 基

本步骤如下: 68 预热杂交液, 每 100 cm2杂交膜加入 5 mL杂交液及终浓度为 100 µg/mL变

性/打断的鱼精 DNA, 68 预杂交 30 min; 弃去预杂交液, 加入等体积的含 1.5×106 cpm/mL标

记探针的杂交液, 68 杂交 1 h; 用 2×SSC, 0.05% SDS室温下洗 3遍, 10 min/次; 0.1×SSC, 0.1%

SDS 50 洗 10 min. −70 放射自显影 1 d.

2  结果

2.1  减法杂交筛选 DC经抗原刺激后特异表达的基因

该减法杂交技术能有效地筛选特异表达于抗原刺激后 DC 中的基因, 在随机测得的 180

个克隆中, 特异表达的克隆在 50%以上, 其中新的基因片段有 31 个, 有一个是与 hnRNP M4

蛋白高度同源但缺失其第 159~197 位氨基酸残基的缺失突变体, 该基因已登录至 GenBank
(AF061832).
2.2  hnRNP M4基因缺失体与 hnRNP M4基因蛋白质的比较分析

hnRNP M4基因缺失体全长 2 453 bp, 编码区 231~2 306, 编码氨基酸残基 691个, 其推

导的氨基酸序列与 hnRNP M4的报道序列比较结果如图 1所示. 从推导的氨基酸序列来看, 该

蛋白质与 M4 蛋白除缺失部分外基本一致, 尚存在一处差异, 这种现象可能为人种间的差异 .

缺失部分为第 159~197位氨基酸残基, 共 39个氨基酸残基 , 117个碱基. 比较 hnRNP M4基

因及缺失突变体的蛋白质结构特征(图 2), 缺失的部分可能位于 hnRNP M4蛋白与膜结合的部



372 中    国    科     学    (  C  辑) 第 30卷

位. 该缺失突变体在GenBank进行蛋白质的同源性搜索发现, 在 hnRNP M4蛋白 198位以后和N-

乙酰葡萄糖胺特异受体 1 (Accession NP-005959.1)(198~388, 99%)同源, 而 198位以前的 N 端

序列变化很大, 提示 M4 蛋白 198 位可能是两个功能域的交界点. 此外, 新近克隆的 M 基因

图 1  hnRNP M4缺失突变体与 hnRNP M4蛋白的序列比较
上端链为 hnRNP M4缺失突变体, 缺失部分为第 159~197位氨基酸残基, 星号代表相同的氨基酸残基; 下端

链为 hnRNP M4蛋白序列; 双下划线代表检测引物
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在 N端与 M4也发现有 11 个氨基酸(24~34)的

差别 [6]. N 端序列的这种变化可能具有很重要

的意义.

2.3  hnRNP M4基因缺失突变体的初步验

证及其在 DC中的表达

为验证该缺失突变体是客观存在还是克

隆中产生的错误, 在缺失部位上下游设计了一

对 PCR 引物进行 PCR 检测. 预计缺失突变体

的 PCR片段长度为 249 bp, hnRNP M4基因的

PCR片段长度为 366 bp. 结果如图 3所示, 缺

失突变体与 hnRNP M4共同存在于细胞中, 说

明该缺失突变体不是在克隆过程中产生的错误, 可能就是 hnRNP M蛋白之一. PCR显示该缺

失突变体特异表达于经抗原刺激后的 DC中, 点杂交显示同样的结果(资料未显示).

2.4  hnRNP M4及其缺失突变体在不同状态骨髓基质细胞中表达的 PCR检测

为了进一步探讨 hnRNP M4 基因及其缺失突变体与细胞状态发生改变的相关性, 初步观

察了它们在不同状态 BMSC 及部分肿瘤细胞的表达情况, 结果如图 3 所示, hnRNP M4 基因

及其缺失突变体表达于所有被检测的肿瘤细胞系和除了经 TNF刺激外的各种 BMSC中.

2.5  hnRNP M4缺失突变体的组织分布分析

hnRNP M4的组织分布 Northern分析如图 4所示, mRNA转录本长约 2.4 kb, 高度表达于

脾脏 外周血淋巴细胞 肺和肝脏; 中度表达于前列腺 小肠和大肠中; 在心 脑 胎盘

骨骼肌 肾 胰腺 胸腺 睾丸 卵巢中有少量的表达.

3  讨论

DC 是至今所发现的功能最强的抗原提呈细胞. 早期研究 DC 时, 由于对其来源 发育及

分化等方面缺乏了解, 所以得不到足够的细胞进行深入的生物学研究 . 在体外应用大量细胞

因子扩增 DC 成功以后, 再加上生物技术的迅速发展, 对 DC 的研究深入开展到多个方面, 促

图 3  hnRNP M4基因及其缺失突变体在细胞中

表达的 PCR检测
M 为 DNA分子量标准; 1 为 HeLa; 2为 DC; 3为 DC+KLH;

4 为 KG1; 5为胎肝 cDNA; 6 为 BMSC; 7为 BMSC+LPS; 8

为 BMSC+IL-4; 9为 BMSC+TNF-α; 10为 BMSC+GM-CSF;

11 为 BMSC+A23187+IL-4

图 2  hnRNPM4缺失突变体与 hnRNPM4基因跨膜结构域的分析
(a) 为 hnRNPM4基因; (b)为 hnRNPM4缺失突变体
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进了对抗原提呈乃至免疫学的认识. 其中从 DC 克隆新的基因是从分子机制理解抗原提呈功

能的途径之一, 近期有多个与免疫功能相关的分子从 DC中发现[7~9].

减法杂交是目前克隆组织细胞特异表达基因最有效的方法, 其效率又受到具体实验方法

中的实验材料和分离手段的限制 [10]. 本室以减法杂交为基础建立了一种高效筛选组织细胞中

特异表达基因的方法[5], 对抗原刺激前后的 DC 进行特异表达基因的筛选, 结果在随机测得的

180个克隆中, 特异表达的克隆在 50%以上, 其中新的基因片段有 31个.

在全长基因中有一个是与 hnRNP M4基因高度同源但缺失了第 159~197位氨基酸残基的

新分子, 暂称之为 hnRNP M4 缺失突变体. 由于在克隆的过程中经过了多次 PCR 扩增, 所以

很有可能该分子是一种酶反应错误, 为此对多种细胞来源的 mRNA 进行 RT-PCR 检测, 结果

证实了体内存在这种分子, 并且这种分子与 hnRNP M4分子共同表达于细胞中.

真核细胞 mRNA 的加工成熟是通过与众多蛋白质组装形成核糖核蛋白颗粒来完成的, 这

些蛋白质统称为 hnRNP, 目前已发现有 20 多种 hnRNP. 关于 hnRNP 的功能及作用机理目前

并不完全清楚, 但有很多研究揭示它参与了 mRNA的剪接 运输, 甚至是 mRNA的转录调控

过程[11]. hnRNP M于 1993年被报道[12], 其本身就存在多种蛋白质, 包括M1, M2, M3和M4, 具

有 RNA结合蛋白的特征. 后又有证实利用抗 hnRNP M的单克隆抗体可以阻止 mRNA的剪接,

说明它是一个很重要的 hnRNP[6]. 本实验中所发现的这一新分子很可能就是 hnRNP 中的新成

员.

此外, 在对细胞因子及其他生物活性分子所处理的 BMSC 的 RT-PCR 检测中发现 TNF

会导致 hnRNP M4及其缺失突变体的不表达, 提示该 hnRNP M4缺失突变体可能涉及细胞活

化增殖状态相关的 mRNA 加工 运输和转录调控. 至于某类 hnRNP 的存在是否与特定基因

的表达有关, 即不同 mRNA 的加工和运输是否需要特定的 hnRNP, 从目前对 20 多种 hnRNP

的研究结果来看, 存在着相对特异性. 本实验所观察到的现象初步证实这一分子的表达与细

胞发挥功能这一过程相关. 对于抗原提呈过程中细胞表达基因的变化目前还了解得很少, 发

现这一过程中出现表达或增高表达的基因是认识抗原提呈机制的基本途径之一.
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