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hDaxx 的克隆及其与 Pinl 之间的相互作用
陈明谅王继锋贺颖李勤喜叶志云*

(厦门大学生命科学学院，教育部细胞生物学与肿瘤细胞工程重点实验室，厦门 361005)

摘要 克隆了 hDaxx 全长的 cDNA 并证实 hDaxx 与肤基脯氨眈异构酶 Pinl 之间存在相互

作用，它们共定位于细胞核内。同时发现它们能够协同激活p53 的转录活性，揭示Pinl 可能在hDaxx

调节细胞凋亡的过程中发挥了重要作用。

关键词 hDaxx; Pinl; 相互作用

hD阻x能够与Fas死亡结构域相结合，并参与Fas

通路诱导的 JNK 的激活和细胞凋亡[11。随着研究的

深入，人们发现 hDaxx 参与了细胞的各个生理学功

能。在 TGF-ß 信号剌激下， hDaxx 可激活 JNK 并诱

导B 淋巴细胞凋亡[21 0 Tang 等[31发现 hDaxx对 p53 凋

亡途径的重要调节作用。在不同条件下， hDaxx 与

MDM2 的结合发生改变，从而影响 p53 的活性，控制

细胞凋亡。同时，人们还发现 hDaxx 能与病毒分子

相互作用，如腺病毒 EIB55 癌蛋白。这种病毒蛋白

能破坏hD缸X 的细胞内分布及其功能问。有关hD缸X

在细胞凋亡中是起促进还是抑制作用，目前还存在争

议。

Pinl 是近几年才发现的一种新的肤基脯氨酷异

构酶蛋白。跟其他的肤基脯氨酷异构酶不同的是，

Pinl 能特异性地结合磷酸化的 Ser/Thr-Pro 结构域，

引起底物蛋白质构象的改变从而导致底物蛋白性质

发生改变(如与其他的蛋白质相互作用，稳定性和蛋

白质活性等等)，从而影响其生物学功能[坷。 Pinl 主

要由两个功能域组成即 ww 结构域和 PPlase 结构

域。 ww结构域是Pinl 与底物结合的位点，而PPlase

结构域是Pinl的酶活性区域，它催化底物在顺式和反

式结构之间的转换[61。到目前为止，人们已经发现许

多重要蛋白质跟 Pinl 相互作用，如 p53 、 Tau、 c-Jun

和细胞周期蛋白 Dl 等。 Pinl 参与了细胞有丝分裂、

细胞周期调控、细胞凋亡等重要功能。很多研究表

明Pinl与老年痴呆症和癌症的发生相关，这也为这些

疾病的研究提供了一种思路[71 。

本文成功地从 HeLa 细胞中克隆了 hDaxx 的

cDNA，并通过体内和体外实验证实hD缸x 与 Pinl 之

间的相互作用。由于 Pinl 能够改变蛋白质的构象，

我们有望通过 hDaxx 和 Pinl 相互作用及其生物学功

能的研究最终揭示 hDaxx 及 Pinl 在细胞凋亡中所起

的重要作用。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 主要试齐IJ Protein AlG plus beads和各种抗

体购自 Santa Cruz 公司， Pyrobest DNA 聚合酶、

Trizol LS 和 Lipofectamine 2000 转染试剂购自 lnvi­

trogen公司，各种DNA内切酶购自 TaKaRa公司， Mass

Ruler™ (1 kb , 100 bp)和 Mix DNA Marker 购自

Fermentas 公司，其他主要试剂来自 Sigma 公司。

1.1.2 质粒、菌林及细胞 pCMV5-myc-hDaxx是

从HeLa细胞提取mRNA并反转录而成，利用Trizol法

提取总刚A，再通过反转录 PCR扩增出 cDNA，最后

通过PCR扩增出全长的hDa缸xx并插入至到到UpCMV5从而

构建出带有 myc 标签的 hDaxx 全长的表达质粒。

pCMV5-my严c-缸.

合酶链式反应(PCR)构建的。 pCMV 1 O-Pin 1 、

pET毡-Pinl 、 pET42-Pinl WW domain及 pET42-Pinl

PPIase domain 质粒是由新加坡国立大学的刘益成教

授惠赠。

本文所采用的 PCR 引物见表 1 。

1.2 方法

1.2.1 总RNA提取及反转录聚合酶链式反应 利

用 Trizol 法提取 RNA 将细胞铺到 60mm培养皿中

至大约 90% 的密度，吸去培养基，用 PBS 清洗一遍，

加入 1 ml Trizol LS 试剂并混匀，样品在室温放置 5

min 后加入 270μl 氯仿摇匀后室温放置 15 min。然
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引物名称

hDaxxFl 

hDaxxR740 

hDaxxFl 

hDaxxR197 

hDaxxF198 

表 1 PCR 引物

寻|物序列(5'-3')

GCCATATGGCCACCGCTAACAGC 

GCGGATCCCTAATCAGAGTCTGAGAG 

GCCATATGGCCACCGCTAACAGC 

GCGGATCCGAGCGCCAGCAGCTGCTC 

GCCATATGTATGTGGCAGAGATCCGG 

hDaxxR 7 40 GCGGA TCCCTAATCAGAGTCTGAGAG 

菌株:大肠杆菌商株 DH5α 、 BL21 ，细胞人胚胎肾细胞

(HEK) 293T 、 293 和 HeLa 细胞。

后将样品 4 'C 12000 g 离心 15 min。将水相转移到

新管并加入 670μl 异丙醇，室温放置 20 min，然后 4

'C 12 000 g 离心 10 min 并去掉上清液。用 75% 乙

醇洗RNA沉淀一次， 4 oC 7500 g离心5 min后控干沉

淀，最后用 50μI 无 RNase 的水溶解并电泳检测， -80 

℃保存备用。

1.2.2 细胞培养 人胚胎肾细胞(HEK) 293T细胞、

293 细胞和 HeLa细胞用含有 10% 小牛血清、 100 IU 
青霉素和 100 问/m1链霉素的 DMEM培养液培养，培

养条件为 37 oC , 5% CO2 。

1.2.3 细胞瞬时转染 瞬时转染在 60mm培养皿

中进行。 293T 细胞、 293 细胞和 HeLa 细胞使用

Lipofectamine 2000 转染试剂。转染步骤按说明书进

行。为使每盘细胞所转染的 DNA量相同，在必要的

时候加入 pCMV5 :;雪载体进行调整。

1.2.4免疫共沉淀 免疫共沉淀实验参照参考文

献[8]。转染后 36-40 h 收获细胞。吸去培养液并加

入500μl裂解缓冲液(20 mmol/L Tris-HCl, pH 7.4, 150 

mmol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA, 1 mmol/L EGTA, 1 % 

Triton X-100, 1 mmol/L Na3V04, 1 mmol/L ß- 磷酸甘

油， 2.5 mmol几焦磷酸铀， 1μg/m1亮抑酶肤， 1 mmol/L 

PMSF)，置于 4 0C裂解lO min 后 4 oC 13 200 r/min 离

心 30 min。加入相应的抗体和琼脂糖珠子置于混匀

器 4 0C混匀 3h。琼脂糖珠用裂解缓冲液洗 3 次，最

后用 30μl 裂解缓冲液重悬，再加入等量的 2 X SDS 

样品缓冲液，沸水煮 10 min，存于一20 0C备用。

1.2.5 GST -pull down 实验 分别用pGEX4T-l 空

载体， pET42-Pinl ， pET42-民nl WW domain，和pET42-

Pin 1 PPIase domain 质粒转化大肠杆菌菌株 BL21，用

1 mmol/L IPTG 在 37 0C诱导蛋白质表达，再用谷脱

甘肤琼脂糖珠子纯化相应的 GST 融合蛋白。同时，

将 293T 细胞接种到 60mm 的细胞培养板，待细胞密

度达到90% 时用 Lipofectamine 2000将 2μgpCMV5-

myc hDaxx 转入细胞中， 30 h 后用细胞裂解液裂解，

·研究论文·

加入相应的 GST 融合蛋白琼脂糖珠子并在 4 oC缓慢

旋转 3h。琼脂糖珠用裂解缓冲液洗 3 次，最后用 50

μ1 裂解缓冲液重悬琼脂糖珠子，再加入等量的 2X

SDS 样品缓冲液，沸水煮 10 min，存于 20 'C 备用。

1.2.6 细胞免疫荧光染色 将 H的基因转染到HeLa

细胞中， 24 h 后吸去培养液并用 PBS 洗涤一次， 4%

甲醒固定 20min后 0.2%Triton X-100 透膜 10 min，再

加入 5% BSA 封闭 1 h。封闭后的细胞先后加入相

对应的一抗和二抗放置 1 h 后用 5μg/ml Hoechst 

33258 染核 10 min，最后 90% 甘袖封片并在显微镜

下观察蛋白质定位情况具体实验步骤可参考文献[8] 。

1.2.7 荧光素酶报告基因检测实验 将目的表达

载体转染到 293 细胞中 30 h 后吸去培养基并用 PBS

洗涤 3 次后加入 350μTriton/昔氨酷昔氨酸裂解液

裂解 10 min 后取 100μl 置于发光计的比色杯中，并

加入 360μ 荧光素酶分析缓冲液后读数， LacZ 的表

达量作为内参[9] 0 取 5 次实验结果求平均值。

2 结果

2.1 hDaxx 基因的克隆

为得到带有人类 hDaxx 全长墓因的真核表达质

粒，以宫颈癌 HeLa细胞总 RNA 为模板，经过逆转录

PCR 扩增出全长的 hDaxx，然后进行 PCR 克隆，通过

引入的 NdeI 和 BamHI 酶切位点将其连接到 pCMV5-

myc 真核表达载体， DNA 测序结果经过 NCBI 的

BLAST 确定为 hDaxx(NM_001350)o RNA 提取和

hDaxx 酶切鉴定的结果如图1a和图 lb 所示。

2.2 hDaxx 与 Pin1 之间的相互作用

为了验证hDaxx与 Pinl 之间是否存在相互作用，

将 myc-hDaxx 和 flag-Pinl 质粒共转染到 293T 细胞

中，并通过免疫共沉淀实验验证二者之间的结合。

通过图 2a可以看到，在用扩tflag 抗体M2共沉淀下来

的产物中可以检测到 myc-hDaxxo 接着我们进行

GST-pull down 实验，如图 2b 所示，在 GST-Pinl 的沉

淀产物中能够检测到 myc-hDaxx，而在单独的 GST

的沉淀产物中则检测不到 myc-hDaxx，说明 Pinl 和

hDaxx 在体外也可以相互作用。体内和体外实验都

充分证实了 hDaxx 和 Pinl 之间存在着相互作用。

2.3 Pin1 在 hDaxx 上结合位点的确定

为了精确定位Pinl 在hDaxx分子上的结合位点，

利用 PCR 在 pCMV5-myc 载体上构建了 hDaxx 的两

个缺失突变体，即 aa 1-197 和 aa 198-740，两个突变体

均经通过NdeI和Bam皿酶切位点克隆到pCMV5-myc

与世界接轨，用宝尔超纯水系统 Tel: 021-64040161 www.baolor.com 
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图 6 hDaxx 和 Pinl 协同激活 p53 的转录活性

将 myc-hDa xx 和 flag- Pin I 分另IJ jj:JZ共转染到 293 细胞中，同时转染

等量的 PUMA-Lu c 和 LacZ 质粒 。 转染月:-; 30 h 进行尖光宗酶沂卡t

检测 ， L ac Z 作为内参 。 实验结果表不为 5 次实验的平均值 ì兵差

线代表标准差 。

+ 
+ 

。

myc-Daxx 
flag-Pinl 

图 4 hDaxx 在 Pinl 上结合位点的确定

通过 GST-Pull dow n 实验证头'了 hDaxx 在 Pinl 的结合位点为 WW

区域 。 图中 l 道为总的细胞梨解液中的 myc - hDaxx 的表达量 ， 2 、

3 、 4 和 5 道分别表示用结合 GST 、 G ST - Pin I 、 GST - WW 结构

域和 I GST-PPl as e 结构域的琼脂糖珠子进行 GST- Pull down 后的产

物， myc-hDa x x 用抗 myc 的抗体检测，各种 GST 融合蛋白用考马

斯亮在染色检 测 。

当 hDaxx和 Pinl 共转染的时候， 我们可以清楚地看到

两者共定位于细胞核中 这个结果进一步表明了在细

胞内 hDaxx 和 Pinl 之间的相互作用 。

hDaxx 和 Pin l 协同激活 p53 转录活性

最近研究表明 hDaxx 能够与 Axin 和 pS 3 结合形

成三聚体， 这个三聚体的形成能够促进 pS3 Ser46 的

磷酸化从而引起其下游促凋亡因子 PUMA 的表达19J 。

为了研究Pinl 与 hDaxx结合后是否影响 hDaxx对 pS3

的转录活性，利用PUMA作为报告基因进行荧光素酶

报告基因检测实验 。 如 图 6 所示， hDaxx 和 Pinl 单

独转染者1"1可以激活 PUMA-Luc ， 而两者共转染可以最

大强度地激活PUMA-Luc ， 说明 hDaxx和 Pinl 能够协

同激活 pS3 的转录活性 。

2.6 

Hoechst Merge Anti-flag Anti-myc 

myc-Daxx 

fl ag-Pin I 

myc-Daxx 
+ 

flag-Pinl 

图 5 hDaxx 在 Pinl 在细胞内的共定位

将 Myc-hDaxx 和 fl ag- Pin I 分别或共转染到 HeLa 细胞中， 30 h 后

罔定并进行免疫荧光染色 。 M y c - hDaxx 使用兔抗 Myc 一抗和罗

丹明偶联的羊抗兔二抗染色(红色) ， flag-Pin l 使用小鼠抗 fl ag 一抗

和 FITC 偶糕的羊抗小鼠二抗染色(绿色); 细胞核用 Hoechs t 33258 

染色(蓝色);共定位情况则通过图片重叠(Merge)来判断，若 Merge

显示为黄色表不两种分子有共定位 。
讨论

Ser/Thr-Pro 结构域中的丝氨酸或苏氨酸的磷酸

化在多种细胞过程中起着重要的作用，比如细胞周期

调控、基因转录、 细胞分化和细胞增殖等 。 这个

细胞调控机制的失调会导致肿瘤的发生。 Pinl 是目

前磷酸化后调节机制研究的一个热门蛋白质 。 它能

够特异性地结合磷酸化的 Ser/Thr-Pro 结构域井异构

化其底物蛋白，这种构象的变化对底物蛋白的活性、

稳定性及与其他蛋白质的相互作用有着重要的作

用 。 hDaxx 是一个高度磷酸化的，多功能蛋白质 。

hDaxx 的磷酸化对其生理学功能有着深刻的影响，比

如糖饥饿的情况下， hDaxx 可以从细胞核转移到细

胞浆中 。 这个过程的关键步骤是 Ser667 位点的磷酸

化[lO] ， 可见磷酸化的状态对 hDaxx 功能有很大的影

Tel : 021-64040161 
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GST-Pinl 、 GST-WW 结构域和 GST-PPlase 结构域

蛋白，并将它们加到过量表达 myc-hDaxx 的 293T 细

胞裂解液中于 4 oc轻轻混合 3 h 后用细胞裂解液洗

涤并通过Western 印迹检测产物(图的 。 从图中我们

看到 hDaxx 在 Pinl 上的结合位点为 ww结构域。 这

个结果也再一次证实了 ww结构域是 Pinl 与其底物

特异性结合的位点 。

hDaxx 与 Pinl 在细胞内的共定位

为了进一步观察 hDaxx 和 Pinl 在细胞内的共定

位情况，将 hDaxx 和 Pinl 分别或者共转染到 HeLa 细

胞中并进行免疫荧光染色。 如图 5 所示， hDaxx 全部

分布在细胞核中， 而 且nl 则有少量分布在细胞质中 。
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陈明谅等: hDaxx 的克隆及其与 Pinl 之间的相互作用

响，然而目前 hDaxx 磷酸化后的调节机制还不清楚。

我们通过 hDaxx 的序列分析发现hDaxx 中含有 13 个

潜在的 Pinl 结合位点(即 Serffhr-Pro 结构域)，因此我

们猜测 hDaxx 和 Pinl 之间可能存在相互作用。通过

GST-Pull down 实验和免疫共沉淀实验我们证实了

hDaxx 和 Pinl 确实能够相互结合(图 2)。同时我们通

过免疫荧光染色确定了 Pinl 与 hDaxx 共定位于细胞

核内(图幻，从而进一步表明了 hDaxx 和 Pinl 之间确

实存在着相互作用。因为 Pinl 是一个重要的磷酸化

后修饰酶，所以我们推测它对hD缸X这个高度磷酸化

的蛋白质功能有着重要的影响。最近研究显示

hDaxx 能够通过 Axin 与 p53 形成三聚复合体并增强

p53 Ser46 的磷酸化从而促进 p53 下游促凋亡基因如

PUMA 的表达。我们发现 Pinl 与 hDaxx 的共转染能

最大强度地激活 PUMA 报告基因的表达(图 6)，表明

Pinl 能够和 hDaxx 协同激活 p53 的转录活性。这个

结果预示了 Pinl 与 hDaxx 的结合可能增强 p53 诱导

的细胞凋亡，而且这种凋亡可能依赖于 p53 转录活性

的增加，如增强促凋亡基因 PUMA 的表达，从而引起

细胞色素 c 的释放及随后的凋亡事件如 Apaf-l 的激

活等[1川我们将通过以下方面进一步研究 Pinl 对

hDaxx 通过 hDaxx/Axin/p53 复合体诱导细胞凋亡的

调节机制: (1) 检测Pinl的过量表达是杏会增强hDaxx

诱导的 p53 Ser46 的磷酸化; (2) 通过流式细胞技术

检测过量表达的 Pinl 是否会增加 hDaxx 诱导的细胞

549 

凋亡; (3) 通过 RNAi 降低内源 Pinl 的表达来进一步

检测 Pinl 对 hDaxx 激活 p53 转录活性的影响。

另外，目前研究表明hDaxx参与了细胞有丝分裂

过程。在细胞分裂期 S 期 hDaxx 与 α，地中海贫血智

力低下综合征致病因子 ATRX 结合并共定位于异染

色质上。hDaxx 是染色质重塑复合体的组成成分，并

调控着细胞分裂期 S期的染色体变化，但是到目前为

止具体的调控机制还不清楚[山。由于 Pinl 能够结合

多种与有丝分裂有关的磷酸化的蛋白质(如 Cdc25 、

Cdc27 和 NIMA等)井调节这些蛋白质的活性，从而参

与有丝分裂的调控[坷，这预示 Pinl 有可能也参与了

hD缸X对细胞有丝分裂的调控，因此我们还将进一步

研究 Pinl 在 hDaxx 对细胞有丝分裂调控中的作用。
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The Cloning of hDaxx and the Interaction between hDaxx and Pinl 
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Abstract In this paper we c10ned hDaxx gene and showed the evidence that hDaxx interacted and co-

loca1ized with the peptidyl-prolyl isomerase Pin1. By using luciferase reporter assay, we found that hDaxx and Pinl 

synergically stimulated the transcriptional activity of p53. This founding implicated the Pinl 's role in the regulation 

of hDaxx-modulated cell death and provided a potential approach to the understanding of the function of hDaxx. 
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