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Ｓｔａｔｈｍｉｎ基因磷酸化位点突变真核表达载体构建

杨　铭，林　芳，和　婷，王　琳，汪定成，董　轲，张惠中
（第四军医大学唐都医院临床实验与检验科，陕西　西安　７１００３８）

摘要：　目的　构建Ｓｔａｔｈｍｉｎ基因磷酸化位点突变载体，为Ｓｔａｔｈｍｉｎ磷酸化功能的进一步研究提供实验基础。方法
　通过设计磷酸化位点突变引物，运用聚合酶链反应分别将人Ｓｔａｔｈｍｉｎ基因片段中４个丝氨酸磷酸化位点Ｓｅｒ１６、Ｓｅｒ２５、
Ｓｅｒ３８、Ｓｅｒ６３突变为不能进行磷酸化的丙氨酸，插入真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１，分别构建重组载体 ｐｃＤＮＡ３．１／Ｓｔａｔｈｍｉｎ
Ｓｅｒ１６／Ａ、ｐｃＤＮＡ３．１／ＳｔａｔｈｍｉｎＳｅｒ２５／Ａ、ｐｃＤＮＡ３．１／ＳｔａｔｈｍｉｎＳｅｒ３８／Ａ、ｐｃＤＮＡ３．１／ＳｔａｔｈｍｉｎＳｅｒ６３／Ａ，并进行基因测序鉴定。
结果　基因测序鉴定重组载体结果表明，分别将Ｓｔａｔｈｍｉｎ基因中Ｓｅｒ１６、Ｓｅｒ２５、Ｓｅｒ３８、Ｓｅｒ６３突变为丙氨酸。结论　成功
构建了Ｓｔａｔｈｍｉｎ磷酸化位点突变载体，为进一步研究Ｓｔａｔｈｍｉｎ磷酸化的作用机制和功能奠定了基础。
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ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｏｆＳｔａｔｈｍｉｎｇｅｎｅｗａｓｍｕｔａｔｅｄｔｏａｌａｎｉｎｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｓｔａｔｈｍｉｎｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｍｕｔａｔｉｏｎ
ｖｅｃｔｏｒｉｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ，ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆ
Ｓｔａｔｈｍｉｎｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｓｔａｔｈｍｉｎ；ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ；ｐｏｉｎｔｍｕｔａｔｉｏｎ；ｖｅｃｔｏｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

　　Ｓｔａｔｈｍｉｎ蛋白是一种由１４９个氨基酸残基组成
的细胞质内磷酸化蛋白，其可以通过 Ｎ端的 Ｓｅｒ１６、
Ｓｅｒ２５、Ｓｅｒ３８和 Ｓｅｒ６３等４个丝氨酸残基磷酸化和去
磷酸化作用来调控微管的聚合与解聚，从而影响细

胞周期［１］。并且Ｓｔａｔｈｍｉｎ蛋白在许多恶性肿瘤中均
呈高表达状态［２］，其可以通过调控微管的解聚与聚

合影响肿瘤细胞的运动，从而参与恶性肿瘤的侵袭

及转移［３］，与预后相关。Ｓｔａｔｈｍｉｎ蛋白如何通过 ４
个丝氨酸位点的磷酸化和去磷酸化调控微管的解聚

和聚合并不十分清楚。本研究运用聚合酶链反应

（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）点突变的方法分别
将Ｓｔａｔｈｍｉｎ磷酸化位点中的４个丝氨酸突变为丙氨
酸，使Ｓｔａｔｈｍｉｎ不能进行磷酸化，实现了单一位点抑
制Ｓｔａｔｈｍｉｎ磷酸化，为最终阐明 Ｓｔａｔｈｍｉｎ磷酸化在
恶性肿瘤转移中的调控机制并进一步发掘肿瘤生物

治疗新靶点奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　菌株　ＥｃｏｌｉＪＭ１０９菌株为本实验室保存。
１．２　质粒载体　ｐｃＤＮＡ３．１真核表达载体购自美
国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．３　主要试剂与仪器　限制性核酸内切酶 ＥｃｏＲ
Ⅰ、ＸｈｏⅠ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＴａｐＤＮＡ聚合酶（日本
ＴａＫａＲａ公司），质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒（美
国Ｏｍｅｇａ公司），琼脂糖（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），胰
蛋白胨、酵母浸出物（英国 ＯＸＯＩＤ公司），ＤＬ２０００
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、溴化乙啶、琼脂粉（北京鼎国生物技术有
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限公司），氨苄西林（河南新乡华星药厂，国药准字

Ｈ４１０２０５１１），ＰＣＲ扩增引物合成、基因序列测定均由
北京奥科鼎盛生物技术公司完成。ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ型
ＰＣＲ仪（美国ＡＢＩ公司），凝胶图像分析仪（美国 Ａｌ
ｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈ公司），５４２４型离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司），超净工作台（苏州净化设备仪器厂）。

１．４　引物设计　编码Ｓｔａｔｈｍｉｎ１６位 Ｓｅｒ的碱基为
ＴＣＡ，２５位 Ｓｅｒ的碱基为ＡＧＣ，３８位 Ｓｅｒ的碱基为
ＴＣＣ，６３位Ｓｅｒ的碱基为ＴＣＣ。将丝氨酸突变为丙
氨酸，丙氨酸的碱基序列为 ＧＣＮ，为分别获得突变
序列，设计上下游引物如下：Ｓｅｒ１６上游引物Ｓｅｒ１６／Ａ
Ｆ：５′ＣＧＴＧＣＣＧＣＡＧＧＣＣＡ３′，下游引物 Ｓｅｒ１６／ＡＲ：
５′ＴＧＧＣＣＴＧＣＧＧＣＡＣＧ３′；Ｓｅｒ２５上游引物 Ｓｅｒ２５／Ａ
Ｆ：５′ＴＴＣＴＣＧＣＣＣＣＴＣＧＧＴ３′，下游引物 Ｓｅｒ２５／ＡＲ：
５′ＡＣＣＧＡＧＧＧＧＣＧＡＧＡＡ３′；Ｓｅｒ３８下游引物 Ｓｅｒ３８／
ＡＦ：５′ＣＣＴＴＧＣＣＣＣＴＣＣＡＡＡ３′，下游引物 Ｓｅｒ３８／Ａ
Ｒ：５′ＴＴＴＧＧＡＧＧＧＧＣＡＡＧＧ３′；Ｓｅｒ６３上 游 引 物
Ｓｅｒ６３／ＡＦ：５′ＡＡＧＧＣＣＣＡＴＧＡＡＧＣＴ３′，下 游 引 物
Ｓｅｒ６３／ＡＲ：５′ＡＧＣＴＴＣＡＴＧＧＧＡＣＴＴ３′；Ｓｔａｔｈｍｉｎ上游
引物 ＳｔａｔｈｍｉｎＦ：５′ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＴＴＣＴＴＣＴ
ＧＡＴＡＴＣＣ３′，下游引物 ＳｔａｔｈｍｉｎＲ：５′ＣＣＧＣＴＣＧ
ＡＧＴＡＧＴＣＡＧＣＴＴＣＡＧＴＣＴＣＧ３′。下滑线部分为酶切
位点，上游为ＥｃｏＲⅠ，下游为ＸｈｏⅠ。
１．５　点突变扩增　以Ｓｔａｔｈｍｉｎ全长片段为模板，分别
利用下述３个ＰＣＲ反应体系进行Ｓｅｒ位点突变扩增。
１．５．１　Ｓｅｒ１６位点突变扩增　反应（１）：分别以
Ｓｅｒ１６／ＡＦ和ＳｔａｔｈｍｉｎＲ为引物，Ｓｔａｔｈｍｉｎ全长基因
片段为模板，进行 ＰＣＲ扩增，反应条件为 ９４℃
３ｍｉｎ，９４℃ ４０ｓ变性，５３℃ ４０ｓ退火，７２℃ ４０ｓ
延伸，３０个循环，７２℃ １０ｍｉｎ，４℃ 保存；反应（２）：
再以ＳｔａｔｈｍｉｎＦ和Ｓｅｒ１６／ＡＲ为引物，Ｓｔａｔｈｍｉｎ全长
基因片段为模板，进行 ＰＣＲ扩增，反应条件同反应
（１）；反应（３）：以 ＳｔａｔｈｍｉｎＦ和 ＳｔａｔｈｍｉｎＲ为引物，
反应（１）和反应（２）扩增产物为模板，进行 ＰＣＲ扩
增，反应条件同反应（１），即可获得 Ｓｅｒ１６／Ａ的突变
序列。

１．５．２　Ｓｅｒ２５位点突变扩增　反应（１）：以 Ｓｅｒ２５／
ＡＦ和ＳｔａｔｈｍｉｎＲ为引物进行扩增；反应（２）：再以
ＳｔａｔｈｍｉｎＦ和Ｓｅｒ２５／ＡＲ为引物进行扩增；其余步骤
同Ｓｅｒ１６／Ａ的突变序列的实验方法。
１．５．３　Ｓｅｒ３８位点突变扩增　反应（１）：以 Ｓｅｒ３８／
ＡＦ和ＳｔａｔｈｍｉｎＲ为引物进行扩增；反应（２）：再以
ＳｔａｔｈｍｉｎＦ和Ｓｅｒ３８／ＡＲ为引物进行扩增；其余步骤
同Ｓｅｒ１６／Ａ的突变序列的实验方法。
１．５．４　Ｓｅｒ６３位点突变扩增　反应（１）：以 Ｓｅｒ６３／
ＡＦ和ＳｔａｔｈｍｉｎＲ为引物进行扩增；反应（２）：再以
ＳｔａｔｈｍｉｎＦ和Ｓｅｒ２５／ＡＲ为引物进行扩增；其余步骤

同Ｓｅｒ１６／Ａ的突变序列的实验方法。
１．６　连接载体　将获得的点突变扩增序列 Ｓｅｒ１６／
Ａ、Ｓｅｒ２５／Ａ、Ｓｅｒ３８／Ａ、Ｓｅｒ６３／Ａ分别采用质量分数
１％琼脂糖凝胶进行电泳，取４５０ｂｐ左右的目标条
带按照胶回收试剂盒说明书分别进行回收。再将

Ｓｔａｔｈｍｉｎ点突变的胶回收产物和真核表达载体ｐｃＤ
ＮＡ３．１分别用限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ双酶
切。将酶切产物分别加入质量分数１％琼脂糖凝胶
中进行电泳后，并将目标条带进行胶回收。然后分

别将突变后的 Ｓｅｒ１６／Ａ、Ｓｅｒ２５／Ａ、Ｓｅｒ３８／Ａ、Ｓｅｒ６３／Ａ
胶回收产物与 ｐｃＤＮＡ３．１载体回收产物用 Ｔ４连接
酶在 ０℃连接 １６ｈ，将连接产物 １０μＬ加入到
１００μＬＥｃｏｌｉＪＭ１０９的感受态细胞中进行转化，涂布
在含有氨苄西林的平板上３７℃孵育过夜。将平板
上生长的阳性克隆转种到５ｍＬ含有氨苄西林的培
养液中，３７℃ ２２０ｒ·ｍｉｎ－１摇床培养１２～１６ｈ，收
菌，并按照说明书提取质粒。将提取的重组质粒

ＤＮＡ用限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ双酶切，酶切
产物进行琼脂糖电泳，将大小正确的序列送北京奥

科鼎盛生物技术公司进行序列分析。

２　结果

２．１　重组载体双酶切鉴定　点突变重组质粒双酶
切产物进行琼脂糖电泳，条带大小均为４５０ｂｐ，符合
预期（图１）。点突变序列成功转化到真核表达质粒
ｐｃＮＤＡ３．１中。

Ｍ：ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：ｐｃＤＮＡ３．１／ＳｔａｔｈｍｉｎＳｅｒ１６／Ａ；２：ｐｃＤＮＡ３．１／
ＳｔａｔｈｍｉｎＳｅｒ２５／Ａ；３：ｐｃＤＮＡ３．１／ＳｔａｔｈｍｉｎＳｅｒ３８／Ａ；４：ｐｃＤＮＡ３．１／
ＳｔａｔｈｍｉｎＳｅｒ６３／Ａ。

图１　点突变重组载体酶切鉴定
Ｆｉｇ．１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｒｅ
ｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｗｉｔｈｐｏｉｎｔｍｕｔａｔｉｏｎ

２．２　重组载体基因序列分析　重组质粒进行 ＤＮＡ
序列分析，Ｓｅｒ１６、Ｓｅｒ２５、Ｓｅｒ３８、Ｓｅｒ６３成功突变为丙
氨酸。编码Ｓｔａｔｈｍｉｎ１６位Ｓｅｒ的碱基ＴＣＡ突变为丙
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氨酸ＧＣＡ（图２），２５位Ｓｅｒ的碱基ＡＧＣ突变为丙氨
酸ＧＣＣ（图３），３８位Ｓｅｒ的碱基ＴＣＣ突变为丙氨酸

ＧＣＣ（图 ４），６３位 Ｓｅｒ的碱基 ＴＣＣ突变为丙氨酸
ＧＣＣ（图５）。

图２　ｐｃＤＮＡ３．１／ＳｔａｔｈｍｉｎＳｅｒ１６／Ａ基因测序结果
Ｆｉｇ．２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｐｃＤＮＡ３．１／ＳｔａｔｈｍｉｎＳｅｒ１６／Ａｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

图３　ｐｃＤＮＡ３．１／ＳｔａｔｈｍｉｎＳｅｒ２５／Ａ基因测序结果
Ｆｉｇ．３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｐｃＤＮＡ３．１／ＳｔａｔｈｍｉｎＳｅｒ２５／Ａｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

图４　ｐｃＤＮＡ３．１／ＳｔａｔｈｍｉｎＳｅｒ３８／Ａ基因测序结果
Ｆｉｇ．４　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｐｃＤＮＡ３．１／ＳｔａｔｈｍｉｎＳｅｒ３８／Ａｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

图５　ｐｃＤＮＡ３．１／Ｓｔａｔｈｍｉｎ／Ｓｅｒ６３／Ａ基因测序结果
Ｆｉｇ．５　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｐｃＤＮＡ３．１／ＳｔａｔｈｍｉｎＳｅｒ６３／Ａｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

３　讨论

Ｓｔａｔｈｍｉｎ蛋白是一种广泛存在于细胞质的磷酸
化蛋白，具有高度保守性，有 α、β２个不同的亚
型［４］。Ｓｔａｔｈｍｉｎ蛋白可以通过 Ｎ端的 Ｓｅｒ１６、Ｓｅｒ２５、
Ｓｅｒ３８和Ｓｅｒ６３等４个丝氨酸残基磷酸化和去磷酸
化作用来调控微管的聚合与解聚，从而影响细胞周

期［５］。在细胞有丝分裂初期，Ｓｔａｔｈｍｉｎ在蛋白激酶
作用下磷酸化水平明显升高，４个丝氨酸残基能够
被不同的蛋白激酶进行磷酸化，Ｓｔａｔｈｍｉｎ经过磷酸
化后就会失去与微管蛋白异二聚体结合的能力，从

而释放微管蛋白异二聚体，有利于微管的聚合，促进

纺锤体的形成；而当细胞进入有丝分裂的晚期，经过

磷酸化修饰的 Ｓｔａｔｈｍｉｎ会被相应的磷酸酶去磷酸
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化，Ｓｔａｔｈｍｉｎ去磷酸化后获得了再次与微管蛋白结
合的能力，从而促进微管的解聚以及纺锤体的解体，

这时细胞就会顺利进入新的细胞周期［６］。总的来

说，在细胞周期中 Ｓｔａｔｈｍｉｎ蛋白可以通过不同的磷
酸化状态来改变微管蛋白的结合与分离，从而完成

它对细胞有丝分裂的调控作用。

Ｓｔａｔｈｍｉｎ蛋白的功能与恶性肿瘤的发生、发展
密切相关。首先，Ｓｔａｔｈｍｉｎ在乳腺癌、黑色素瘤、食
管癌、膀胱癌、急性白血病等多种恶性肿瘤中均呈现

过表达状态［７１０］。其次，Ｓｔａｔｈｍｉｎ是许多细胞内蛋白
激酶如丝裂活化蛋白激酶、钙调蛋白依赖蛋白激酶、

细胞周期蛋白依赖激酶等的底物［１１］，这些蛋白激酶

能够在不同的细胞周期通过修饰Ｓｔａｔｈｍｉｎ蛋白的不
同磷酸化位点而改变微管蛋白的聚合，从而调控细

胞的增殖和分化［１２］。最后，因为 Ｓｔａｔｈｍｉｎ蛋白下游
作用的靶点是微管，而微管对肿瘤细胞分裂、增殖及

侵袭发挥着关键的调控作用，所以 Ｓｔａｔｈｍｉｎ能影响
以微管系统为靶点的化学治疗药物对肿瘤的敏感

性。

点突变技术是研究磷酸化的一种重要技术策

略。将磷酸化的位点运用 ＰＣＲ点突变的方式突变
为不能进行磷酸化的氨基酸残基，从而准确地单位

点抑制Ｓｔａｔｈｍｉｎ磷酸化。本实验中，利用 ＰＣＲ点突
变分别将Ｓｔａｔｈｍｉｎ蛋白的４个磷酸化位点的丝氨酸
突变为丙氨酸，并通过基因序列测定进行了验证，进

一步将点突变序列转入真核表达载体中构建了

Ｓｔａｔｈｍｉｎ磷酸化位点突变载体，有助于在进一步的
研究中构建点突变细胞模型，探讨 Ｓｔａｔｈｍｉｎ磷酸化
在肿瘤细胞生长、侵袭、转移等多方面生物表现的影

响，为发现新的肿瘤生物治疗靶点奠定基础；同时为

进一步研究Ｓｔａｔｈｍｉｎ不同磷酸化位点的具体作用提
供实验基础。
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