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摘要： 本研究旨在对比分析猪 Ｅ７４ 样因子 ４ （ ｓＥＬＦ４） 和犬 Ｅ７４ 样因子 ４ （ ｃＥＬＦ４） 的亚细胞定位， 为深入开展二者功能研究提供依据。 利用

ＰＣＲ 截短扩增 ｓＥＬＦ４ 和 ｃＥＬＦ４， 分别克隆至真核表达载体 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１ 中， 构建 １７ 个 ｓＥＬＦ４ 重组真核表达载体和 １３ 个 ｃＥＬＦ４ 重组真核表达质粒，
转染 ＨｅＬａ 细胞、 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 染色， 荧光倒置显微镜观察亚细胞定位， 运用生物信息学软件分析其编码氨基酸序列特征。 结果表明， ｓＥＬＦ４ 和

ｃＥＬＦ４ 蛋白全长均定位在细胞核中， ｓＥＬＦ４ １９６～２９１ ａａ （５８６～８７３ ｂｐ） 之间有可能存在两个细胞质核定位信号肽， ｃＥＬＦ４ 的核定位信号肽分布在

２０３ ～２９１ ａａ （６０７～８７３ ｂｐ）， ｃＥＬＦ４ ２９２～６６３ ａａ （８７４～１ ９９２ ｂｐ）、 ｓＥＬＦ４ ２９２～６６２ ａａ （８７４～１ ９８９ ｂｐ） 在细胞中发生聚集现象。 ｃＥＬＦ４ 与 ｓＥＬＦ４ 氨

基酸序列在第 １６９～３０３ 位氨基酸之间均高度保守， 其他区段均存在不同程度的差异。 综上， ｓＥＬＦ４ 蛋白全长和 ｃＥＬＦ４ 蛋白全长均定位在细胞核

中， 截短表达的羧基端功能区有聚集现象， 二者的核定位信号肽分布有一定差异。
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中图分类号： Ｓ８５２􀆰 ４　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２４）０３－００４５－０９

Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｗｉｎｅ－ ａｎｄ
ｃａｎｉｎｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ ＥＬＦ４ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＧＡＯ Ｃｕｉｃｕｉ１， ＹＵ Ｊｉａｏ１， ＴＡＮＧ Ｑｉｎｇｈａｉ１∗， ＨＯＵ Ｘｉｎｊｕｎ１， ＬＩＵ Ｔｉｎｇ１， ＱＵＡＮ Ｆｅｉｙａｎｇ１， ＬＩＵ Ｊｉａｎｘｉｎｇ２，
ＺＨＡＯ Ｔｉｎｇｆａｎｇ１， ＺＨＡＯ Ｃｈｅｎｇ１， ＺＨＵ Ｙｕｙｉｎｇ１， ＷＥＩ Ｙａｎｗｕ２∗

（１􀆰 Ｈｕｎａｎ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｎａｎｙｕｅ Ｍｏｕｎｔａｉｎｏｕｓ
Ｒｅｇｉｏｎ ／ Ｈｅｎｇｙａｎｇ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｎｅｗ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ａｇｅｎｔｓ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ，

Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｈｅｎｇｙａｎｇ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｎｇｙａｎｇ ４２１００８， Ｃｈｉｎａ；
２􀆰 Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ／ Ｈａｒｂｉｎ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｈａｒｂｉｎ １５００６９， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｗｉｎｅ Ｅ７４－ｌｉｋｅ ｆａｃｔｏｒ ４ （ｓＥＬＦ４） ａｎｄ ｃａｎｉｎｅ Ｅ７４－ｌｉｋｅ ｆａｃ⁃
ｔｏｒ ４ （ｃＥＬＦ４）， ｓｏ ａｓ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｈｅｒｅ ｔｏ ｔｒｕｎｃａｔｅ ｓＥＬＦ４ ａｎｄ ｃＥＬＦ４，
ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＧＦＰ－Ｃ１， ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ． １７ ｓＥＬＦ４ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ ａｎｄ １３
ｃＥＬＦ４ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ， ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２． Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ， ａｎｄ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ
ｅｎｃｏｄｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ａｎｄ ｃａｎｉｎｅ ＥＬＦ４ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ． Ｔｈｅｒｅ ｍｉｇｈｔ ｂｅ
ｔｗｏ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓＥＬＦ４ １９６－２９１ａａ （５８６－８７３ ｂｐ）， ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｏｆ
ｃＥＬＦ４ ｗａｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ２０３－２９１ ａａ （６０７－８７３ ｂｐ）． ＣＥＬＦ４ ２９２－６６３ａａ （８７４－１ ９９２ ｂｐ） ａｎｄ ｓＥＬＦ４ ２９２－６６２ａａ （８７４－１ ９８９ ｂｐ）
ｗｅｒｅ ａｇｇｒｅｇａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｃＥＬＦ４ ａｎｄ ｓＥＬＦ４ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ １６９－３０３ａａ， ａｎｄ

　
收稿日期： ２０２３－０３－３１； 修回日期： ２０２４－０１－０４
基金项目： 国家级大学创新创业训练项目 （ｃｘｃｙ２０２２００１）； 湖南省自然科学基金面上项目 （２０２１ＪＪ３００６０）； 湖南省教育厅科学研究项目重点

项目 （２１Ａ０４４２）； 湖南省重点研发计划项目 （２０２１ＮＫ２０２６）； ２０２２ 年中央引导地方科技发展资金项目 （２０２２ＺＹＣ０９１）
第一作者： 高翠翠， 女， 本科生
∗通信作者： 唐青海， 博士， 教授， 硕士生导师， 研究方向： 动物病毒学与免疫学， Ｅ－ｍａｉｌ： ｑｉｎｇｈａｉｔａｎｇ１０９＠ １２６􀆰 ｃｏｍ； 危艳武， 博士， 副研

究员， 硕士生导师， 研究方向： 动物疫病防控技术， Ｅ－ｍａｉｌ： ｗｅｉｙａｎｗｕ＠ ｃａａｓ􀆰 ｃｎ。

·５４·畜牧与兽医　 ２０２４ 年　 第 ５６ 卷　 第 ３ 期



ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｐａｒｔｓ． Ｔａｋｅｎ ｔｏｇｅｔｈｅｒ， ｃａｎｉｎｅ ＥＬＦ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｐｏｒｃｉｎｅ ＥＬＦ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅ⁃
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ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅｍ ｖａｒｉｅｄ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｓｗｉｎｅ ＥＬＦ４ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｃａｎｉｎｅ ＥＬＦ４ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

　 　 Ｅ２６ 转录因子 （Ｅ２６ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ， ＥＴＳ）
家族分子是多细胞生物的一类转录因子， 参与发育和

分化等多个关键生物学过程［１］。 Ｅ７４ 样因子 ４ （Ｅ７４－
ｌｉｋｅ ｆａｃｔｏｒ ４， ＥＬＦ４） 是 ＥＴＳ 家族的重要一员， 该蛋白

由 Ｎ 端激活区域、 与 ＤＮＡ 共识序列结合的 ＥＴＳ 区域

和富含丝氨酸、 苏氨酸和脯氨酸的区域组成。 人

ＥＬＦ４ （ｈＥＬＦ４） 参与细胞多种生理或病理的过程，
如肿瘤发生［２］、 ＤＮＡ 损伤修复［３］、 天然免疫［４］、 细

胞周期调控［５］ 和成骨分化［６］ 等。 研究表明， ｈＥＬＦ４
高表达可促进人胰岛素瘤细胞增殖［７］， 然而在急性

髓性白血病中， ｈＥＬＦ４ 则是作为一个抑癌基因起作

用［８］。 ｈＥＬＦ４ 对胃癌细胞的增殖和侵袭有正向调节作

用［９］， 肿瘤来源的外泌体通过传递 ＬＩＮＣ０１０９１ 调控

ｍｉｃｒｏＲＮＡ－１２８－３ｐ ／ ＥＬＦ４ ／ ＣＤＸ２ 轴促进胃癌的生长和

转移［１０］。 此外， ｈＥＬＦ４ 在免疫调节中起着重要作用。
Ｙｏｕ 等［１１］首次发现 ｈＥＬＦ４ 是一种Ⅰ型干扰素 （ＩＦＮｓ）
转录因子， 并通过直接调节Ⅰ型 ＩＦＮｓ 反应来抑制病

毒的复制。 ｈＥＬＦ４ 功能突变缺失导致人类自身炎症和

免疫缺陷疾病［１２］。 肠道 ｈＥＬＦ４ 是维持肠道内稳态、
减轻酒精诱导的肝脏脂肪变性和损伤的重要宿主保护

因子［１３］。 ｈＥＬＦ４ 蛋白功能区研究比较透彻， 定位在

细胞核中， 与其作为转录因子的功能关联密切［１４］。
目前尚无猪 Ｅ７４ 样因子 ４ （ｓＥＬＦ４） 和犬 Ｅ７４ 样

因子 ４ （ｃＥＬＦ４） 的亚细胞定位比较研究的报道。 本

课题组成员前期成功克隆了 ｓＥＬＦ４ 基因， 并制备了

免疫活性和特异性良好的鸡抗 ｓＥＬＦ４ 多克隆抗体［１５］，
克隆 ｃＥＬＦ４ 基因， 体外表达重组 ｃＥＬＦ４ 蛋白并制备

了相应的抗体［１６］。 为揭示 ｓＥＬＦ４ 和 ｃＥＬＦ４ 蛋白的亚

细胞定位特征， 阐明二者亚细胞定位的异同， 本研究

采用 ＰＣＲ 截短扩增基因片段、 以绿色荧光蛋白

（ＧＦＰ） 为报告基因， 构建真核表达载体， 转染细胞，
观察细胞定位， 研究结果将为进一步探究 ｓＥＬＦ４ 和

ｃＥＬＦ４ 功能奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

感受态细胞 Ｔｏｐ １０ 购自天根生化科技 （北京）
有限公司； ＫＯＤ ＦＸ Ｎｅｏ 高保真酶购自东洋纺 （上
海） 生物科技有限公司； Ｌｉｇａｔｉｏｎ Ｍｉｘ、 内切酶以及

ＸｆｅｃｔＴＭ转染试剂均购自宝日医生物技术 （北京） 有

限公司； Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 购于 Ａｂｂｋｉｎｅ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；
ＤＭＥＭ 和胎牛血清培养基购自 Ｇｉｂｉｃｏ 公司； 含 ｓＥＬＦ４
基因全长质粒 ｐＭＤ１９Ｔ－ｓＥＬＦ４、 含 ｃＥＬＦ４ 基因全长质

粒 ｐＭＤ１９Ｔ－ｃＥＬＦ４ 以及宫颈癌细胞 ＨｅＬａ 由南岳山区

生物资源保护与利用湖南省重点实验室构建或保存。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 引物的设计

根据本课题组前期已经测定的 ｃＥＬＦ４ 基因序列

（ ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ． ＭＺ１９８１０５ ）、 ｓＥＬＦ４ 基 因 序 列

（ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ． ＫＵ０９７３２２）， 用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软

件分别设计 ｃＥＬＦ４ 和 ｓＥＬＦ４ 基因全长 ＰＣＲ 扩增引物

和截短扩增引物， 各片段相对位置如图 １ 所示， 引物

由深圳华大基因股份有限公司合成， 引物序列信息见

表 １ 和表 ２。

Ａ． ｃＥＬＦ４ 基因截短示意图； Ｂ． ｓＥＬＦ４ 基因截短示意图。 图中数字表示片段长度， 单位为 ｂｐ。

图 １　 ｓＥＬＦ４ 和 ｃＥＬＦ４ 重组真核表达载体引物设计模式

１􀆰 ２􀆰 ２　 ｓＥＬＦ４ 和 ｃＥＬＦ４ 基因的 ＰＣＲ 扩增与重组真核

表达载体的构建

　 　 以 ｐＭＤ１９Ｔ－ｃＥＬＦ４ 或 ｐＭＤ１９Ｔ－ｓＥＬＦ４ 载体为模

板， 利用 ＫＯＤ ＦＸ Ｎｅｏ 高保真酶进行 ｃＥＬＦ４ 和 ｓＥＬＦ４

截短序列的 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应体系为： ＤＮＡ 模板

２ μＬ、 ＫＯＤ ＦＸ Ｎｅｏ １ μＬ、 ２× ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ｆｏｒ ＫＯＤ ＦＸ
Ｎｅｏ ２５ μＬ， ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ １０ μＬ， 上下游引物各

１ μＬ， 灭菌去离子水 １０ μＬ。 ＰＣＲ 反应程序为：
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９５ ℃ ５ ｍｉｎ； ９８ ℃ １０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ６８ ℃ ２ ｍｉｎ，
３５ 个循环； ６９ ℃ ７ ｍｉｎ； ４ ℃ 保存。 ＰＣＲ 产物经

１􀆰 ２％琼脂糖凝胶电泳检测后， 进行双酶切， 与荧光

蛋白报告载体 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１ 连接、 转化 Ｔｏｐ １０ 感受态

细胞， 阳性克隆采用双酶切和序列测定进行鉴定。

表 １　 ｃＥＬＦ４ 引物信息

引物名称 序列 （５′→３′）

ｃＥＬＦ４－Ｆ１－ＳａｌⅠ ＡＣＴＧＴＣＧＡＣＡＴＧＧＣＴＡＴＴＡＣＣＴＴＧＣＡＧＣＣＣＡＧ

ｃＥＬＦ４－Ｒ１９９２－ＢａｍＨⅠ ＡＣＴＧＧＡＴＣＣＴＴＡＣＡＧＧＴＣＡＴＧＧＧＧＣＴＣＣＡＴＣ

ｃＥＬＦ４－Ｆ１－ＳａｌⅠ ＡＣＴＧＴＣＧＡＣＡＣＣＴＣＡＣＡＡＡＣＣＡＴＧＴＣＡＡＣＣＡＣＴＧ

ｃＥＬＦ４－Ｒ１９９２－ＢａｍＨⅠ ＡＣＴＧＧＡＴＣＣＧＧＡＡＡＡＴＣＡＡＡＧＡＡＧＡＧＡＡＴＣＣＧＧ

ｃＥＬＦ４－Ｆ２５９－ＳａｌⅠ ＡＣＴＧＴＣＧＡＣＧＧＣＡＡＣＣＧＣＡＧＴＡＣＣＴＣＡＣＣＡＧ

ｃＥＬＦ４－Ｆ５１７－ＳａｌⅠ ＡＣＴＧＴＣＧＡＣＡＡＧＧＡＴＧＧＣＡＡＡＧＧＣＡＧＣＡＣＣ

ｃＥＬＦ４－Ｆ５５０－ＳａｌⅠ ＡＣＴＧＴＣＧＡＣＡＡＧＧＡＧＡＴＧＣＣＣＡＡＧＧＡＣＣＴＧ

ｃＥＬＦ４－Ｆ６０７－ＳａｌⅠ ＡＣＴＧＴＣＧＡＣＧＧＧＡＣＴＧＴＣＡＴＣＧＣＴＧＣＣＴＴＣ

ｃＥＬＦ４－Ｆ８７４－ＳａｌⅠ ＡＣＴＧＴＣＧＡＣＴＴＡＡＧＧＡＧＧＣＴＧＡＧＡＧＣＴＧＧＧＣＣ

ｃＥＬＦ４－Ｆ１５５２－ＳａｌⅠ ＡＣＴＧＴＣＧＡＣＴＴＡＡＡＡＣＴＧＧＴＡＣＡＣＣＡＧＣＣＴＣＴＧＣＣ

ｃＥＬＦ４－Ｒ１５５１－ＢａｍＨⅠ ＡＣＴＧＧＡＴＣＣＴＴＡＡＧＡＣＴＴＣＴＴＣＣＧＴＡＴＧＧＧＧＡＴＧＣＴ

ｃＥＬＦ４－Ｒ８７３－ＢａｍＨⅠ ＡＣＴＧＧＡＴＣＣＴＴＡＡＧＴＣＴＴＣＴＴＧＧＣＡＣＣＴＴＣＣＴＣＴＣＴＧ

ｃＥＬＦ４－Ｒ６０６－ＢａｍＨⅠ ＡＣＴＧＧＡＴＣＣＴＴＡＣＴＴＧＧＴＣＴＴＣＣＧＧＡＴＴＣＴＣＴＴＣＴＴＴ

ｃＥＬＦ４－Ｒ５１６－ＢａｍＨⅠ ＡＣＴＧＧＡＴＣＣＴＴＡＴＧＣＴＴＣＡＴＴＧＴＣＡＴＣＴＧＣＣＡＧＣ

ｃＥＬＦ４－Ｒ５４９－ＢａｍＨⅠ ＡＣＴＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＴＡＴＴＡＣＣＴＴＧＣＡＧＣＣＣＡＧ

ｃＥＬＦ４－Ｒ ５４９－ＢａｍＨⅠ ＡＣＴＧＧＡＴＣＣＴＴＡＣＡＧＧＴＣＡＴＧＧＧＧＣＴＣＣＡＴＣ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 注： 下划线序列分别为 ＳａｌⅠ和 ＢａｍＨⅠ酶切位点。

表 ２　 ｓＥＬＦ４ 引物信息

引物名称 序列 （５′→３′）

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－Ｆ１－ＨｉｎｄⅢ ＴＣＡＡＡＧＣＴＴＣＧＡＴＧＧＣＴＡＴＴＡＣＣＣＴＧＣＡＧＣＣＣ

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－Ｒ１９８９－ＳａｌⅠ ＴＣＡＧＴＣＧＡＣＴＣＡＴＡＴＧＴＣＡＴＧＧＧＧＣＴＣＣＡＴＣ

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－Ｆ２５９－ＨｉｎｄⅢ ＴＣＡＡＡＧＣＴＴＣＧＡＣＣＴＣＡＣＡＡＡＣＣＡＴＧＴＣＡＡＣＣＡＣ

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－Ｆ５１７－ＨｉｎｄⅢ ＴＣＡＡＡＧＣＴＴＣＧＴＣＧＡＡＧＡＡＧＡＧＧＡＴＣＣＧＧＡＡＧＡＣ

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－Ｆ５５０－ＨｉｎｄⅢ ＴＣＡＡＡＧＣＴＴＣＧＣＧＣＡＧＴＡＣＣＴＣＡＣＣＣＧＴＣＡＣＣ

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－Ｆ６０７－ＨｉｎｄⅢ ＴＣＡＡＡＧＣＴＴＣＧＧＧＣＡＡＡＧＧＣＡＧＣＡＣＣＡＴＣＴＡＣ

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－Ｆ８７４－ＨｉｎｄⅢ ＴＣＡＡＡＧＣＴＴＣＧＡＴＧＣＣＣＡＡＧＧＡＣＣＴＧＧＴＧＧＴ

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－Ｆ１５５２－ＨｉｎｄⅢ ＴＣＡＡＡＧＣＴＴＣＧＡＣＴＧＴＣＡＴＴＧＣＡＧＣＣＴＴＣＡＴＣＡＧ

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－Ｒ２５８－ＳａｌⅠ ＴＣＡＧＴＣＧＡＣＴＣＡＴＧＣＴＴＣＡＴＴＧＴＣＡＴＣＴＧＴＣＡＧＣＡ

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－Ｒ５１６－ＳａｌⅠ ＴＣＡＧＴＣＧＡＣＴＣＡＴＴＴＴＣＣＡＧＴＣＴＴＣＴＴＧＧＣＡＣＴＧＴＣＴ

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－Ｒ５４９－ＳａｌⅠ ＴＣＡＧＴＣＧＡＣＴＣＡＧＴＴＧＣＣＣＴＴＧＧＴＣＴＴＣＣＧＧＡＴＣ

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－Ｒ６０６－ＳａｌⅠ ＴＣＡＧＴＣＧＡＣＴＣＡＧＴＣＣＴＴＧＧＡＣＴＴＣＴＴＣＣＧＴＡＴＧＧ

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－Ｒ８７３－ＳａｌⅠ ＴＣＡＧＴＣＧＡＣＴＣＡＣＴＣＣＴＴＡＡＡＣＴＧＧＴＡＣＡＣＣＡＧＣＣＴＣ

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－Ｒ１５５１－ＳａｌⅠ ＴＣＡＧＴＣＧＡＣＴＣＡＣＣＣＧＧＧＧＧＧＣＴＧＡＧＡＧＣＴＧＧＧ

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－Ｆ５８６－ＨｉｎｄⅢ ＴＣＡＡＡＧＣＴＴＣＧＡＴＡＣＧＧＡＡＧＡＡＧＴＣＣＡＡＧＧＡＣＧ

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－Ｆ１０４２－ＨｉｎｄⅢ ＴＣＡＡＡＧＣＴＴＣＧＧＡＡＡＡＧＣＣＡＡＡＧＧＴＧＣＡＧＣＡＧ

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－Ｒ５８５－ＳａｌⅠ ＴＣＡＧＴＣＧＡＣＴＣＡＧＧＧＧＡＴＧＣＴＧＧＧＧＴＣＧＧＴＧＡ

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－Ｒ１０４１－ＳａｌⅠ ＴＣＡＧＴＣＧＡＣＴＣＡＣＣＡＣＧＡＧＧＴＧＣＣＧＣＣＣＴＴＡＣ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 注： 下划线序列分别为 ＳａｌⅠ和 ＨｉｎｄⅢ酶切位点。
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１􀆰 ２􀆰 ３　 重组质粒的转染、 染色与亚细胞定位的观察

将长满单层的 ＨｅＬａ 细胞经胰蛋白酶消化、 以适

当密度接种 ９６ 孔板内， 采用含 １０％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ 培养基在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２条件下培养 ２４ ｈ； 采

用 ＸｆｅｃｔＴＭ转染试剂将重组真核表达质粒转染 ＨｅＬａ 细

胞。 转染后 ４８ ｈ， 弃培养基， ０􀆰 ８５％的生理盐水洗涤

１ 次， 加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染液、 室温孵育 １５ ｍｉｎ，
弃染液、 用 ０􀆰 ８５％的生理盐水洗涤 ３ 次， 荧光倒置显

微镜下观察荧光蛋白细胞定位， 绿色荧光显示为目的

蛋白， 蓝色荧光为细胞核。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ｓＥＬＦ４ 和 ｃＥＬＦ４ 基因的序列比较分析

利用 ＤＮＡＳｔａｒ ７􀆰 ０ 对 ｃＥＬＦ４ 和 ｓＥＬＦ４ 蛋白的氨基

酸序列进行对比分析。

２　 结果

２􀆰 １　 ｓＥＬＦ４ 和 ｃＥＬＦ４ 基因截短片段的真核表达载体

的构建

　 　 经 ＰＣＲ 扩增， 得到 ｃＥＬＦ４ 基因的 １３ 个分子量分

别为 １ ９９２、 １ ７３４、 １ ４７６、 １ ４４３、 １ ３８６、 １ １１９、
４４１、 ２５８、 ５１６、 ５４９、 ６０６、 ８７３ 和 １ ５５１ ｂｐ 的核酸

片段 （图 ２）； 克隆至 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１ 载体中构建 １３ 个重

组真核表达质粒， 双酶切鉴定结果显示， １３ 个真核

质粒均为阳性 （图 ３）。 经 ＰＣＲ 扩增得到 ｓＥＬＦ４ 基因

的 １７ 个片段， 分子量分别为 １ ９８９、 １ ７３１、 １ ４７３、
１ ４４０、 １ ４０４、 １ ３８３、 １ １１６、 ９４８、 ４３８、 ２５８、 ５１６、
５４９、 ５８５、 ６０６、 ８７３、 １ ０４１和１ ５５１ ｂｐ （图 ４）； 克

隆至 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１ 载体中构建 １７ 个重组真核表达质粒，
经双酶切鉴定均为阳性 （图 ５）。

Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １～１３􀆰 分别为 ｃＥＬＦ４－１－１９９２、 ｃＥＬＦ４－２５９－１９９２、 ｃＥＬＦ４－５１７－１９９２、 ｃＥＬＦ４－５５０－１９９２、 ｃＥＬＦ４－６０７－１９９２、 ｃＥＬＦ４－８７４－

１９９２、 ｃＥＬＦ４－１５５２－１９９２、 ｃＥＬＦ４－１－２５８、 ｃＥＬＦ４－１－５１６、 ｃＥＬＦ４－１－５４９、 ｃＥＬＦ４－１－６０６、 ｃＥＬＦ４－１－８７３ 和 ｃＥＬＦ４－１－１５５１ 的 ＰＣＲ 产物。

图 ２　 ｃＥＬＦ４ 基因片段的 ＰＣＲ 扩增

Ｍ． ＤＬ５０００ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－１－１９９２ 的双酶切产物； ２􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－１－１９９２； ３􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－
Ｃ１－ｃＥＬＦ４－２５９－１９９２ 的双酶切产物； ４􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－２５９－１９９２； ５􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－５１７－１９９２ 的双酶切产物； ６􀆰 重

组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－５１７－１９９２； ７􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－５５０－１９９２ 的双酶切产物； ８􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－５５０－１９９２； ９􀆰 重

组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－６０７－１９９２ 的双酶切产物； １０􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－６０７－１９９２； １１􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－８７４－１９９２ 的双

酶切产物； １２􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－８７４－１９９２； １３􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－１５５２－１９９２ 的双酶切产物； １４􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－
ｃＥＬＦ４－１５５２－１９９２； １５􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－１－２５８ 的双酶切产物； １６􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－１－２５８； １７􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－
ｃＥＬＦ４－１－５１６ 的双酶切产物； １８􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－１－５１６； １９􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－１－５４９ 的双酶切产物； ２０􀆰 重组质粒

ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－１－５４９； ２１􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－１－６０６ 的双酶切产物； ２２􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－１－６０６； ２３􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ
－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－１－８７３ 的双酶切产物； ２４􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－１－８７３； ２５􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－１－１５５１ 的双酶切产物； ２６􀆰 重组质

粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｃＥＬＦ４－１－１５５１。

图 ３　 重组真核表达质粒的酶切鉴定
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Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １～１６􀆰 分别为 ｓＥＬＦ４－２５９－１９８９、 ｓＥＬＦ４－５１７－１９８９、 ｓＥＬＦ４－５５０－１９８９、 ｓＥＬＦ４－５８６－１９８９、 ｓＥＬＦ４－６０７－１９８９、 ｓＥＬＦ４－

８７４－１９８９、 ｓＥＬＦ４－１０４２－１９８９、 ｓＥＬＦ４－１５５２－１９８９、 ｓＥＬＦ４－１－２５８、 ｓＥＬＦ４－１－５１６、 ｓＥＬＦ４－１－５４９、 ｓＥＬＦ４－１－５８５、 ｓＥＬＦ４－１－６０６、 ｓＥＬＦ４－１－８７３、
ｓＥＬＦ４－１－１０４１ 和 ｓＥＬＦ４－１－１５５１ 的 ＰＣＲ 产物； １７􀆰 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＥ４－１－１９８９ 质粒。

图 ４　 ｓＥＬＦ４ 基因片段的 ＰＣＲ 扩增

Ｍ． ＤＬ５０００ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－２５９－１９８９； ２􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－２５９－１９８９ 的双酶切产物； ３􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－５１７－１９８９； ４􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－５１７－１９８９ 的双酶切产物； ５􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－５５０－１９８９； ６􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－５５０－１９８９ 的双酶切产物； ７􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－５８６－１９８９； ８􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－５８６－１９８９ 的双酶切产物； ９􀆰 重

组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－６０７－１９８９； １０􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－６０７－１９８９ 的双酶切产物； １１􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－８７４－１９８９；
１２􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－８７４－１９８９ 的双酶切产物； １３􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１０４２－１９８９； １４􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１０４２－

１９８９ 的双酶切产物； １５􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１５５２－１９８９； １６􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ －Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１５５２－１９８９ 的双酶切产物； １７􀆰 重组质粒

ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１－２５８； １８􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１－２５８ 的双酶切产物； １９􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１－５１６； ２０􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１－５１６ 的双酶切产物； ２１􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１－５４９； ２２􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１－５４９ 的双酶切产物； ２３􀆰 重组质粒

ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１－５８５； ２４􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１－５８５ 的双酶切产物； ２５􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１－６０６； ２６． 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－

Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１－６０６ 的双酶切产物； ２７􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１－８７３； ２８􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１－８７３ 的双酶切产物； ２９􀆰 重组质粒

ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１－１０４１； ３０􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１－１０４１ 的双酶切产物； ３１􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１－１５５１； ３２􀆰 重组质粒

ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１－１５５１ 的双酶切产物； ３３􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１－１９８９； ３４􀆰 重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－ｓＥＬＦ４－１－１９８９ 的双酶切产物。

图 ５　 重组真核表达质粒的酶切鉴定

２􀆰 ２　 ｓＥＬＦ４ 和 ｃＥＬＦ４ 的亚细胞定位

亚细胞定位结果显示， ｃＥＬＦ４ 的 １ ～ ８６ ａａ （１ ～
２５８ ｂｐ）、 ２９２～６６３ ａａ （８７４～１ ９９２ ｂｐ）、 ５１８～６６３ ａａ
（１ ５５２～１ ９９２ ｂｐ） 荧光分布在整个细胞； １ ～ １７２ ａａ
（１ ～ ５１６ ｂｐ）、 １ ～ １８３ ａａ （１ ～ ５４９ ｂｐ）、 １ ～ ２０２ ａａ
（１～６０６ ｂｐ） 荧光分布在细胞质中； １ ～ ２９１ ａａ （１ ～
８７３ ｂｐ）、 １～ ５１７ ａａ （１ ～ １ ５５１ ｂｐ）、 １ ～ ６６３ ａａ （１ ～
１ ９９２ ｂｐ）、 ８７～６６３ ａａ （２５９～１ ９９２ ｂｐ）、 １７３～６６３ ａａ

（５１７～ １ ９９２ ｂｐ）、 １８４ ～ ６６３ ａａ （ ５５０ ～ １ ９９２ ｂｐ）、
２０３～６６３ ａａ （６０７～１ ９９２ ｂｐ） 荧光分布在细胞核中，
１～ ２９１ ａａ （１ ～ ８７３ ｂｐ）、 ２０３ ～ ６６３ ａａ （６０７ ～ １ ９９２
ｂｐ） 均定位在细胞核， ｃＥＬＦ４ 的核定位信号肽分布在

２０３～２９１ ａａ， ２９２～６６３ ａａ （８７４～１ ９９２ ｂｐ） 定位在细

胞质和细胞核中均有分布， 且荧光蛋白发生凝聚现象

（如图 ６）。
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图 ６　 ｃＥＬＦ４ 不同截短片段与 ＥＧＦＰ 融合表达的亚细胞定位观察 （标尺＝１００ μｍ）

　 　 ｓＥＬＦ４ 的 １～８６ ａａ （１～ ２５８ ｂｐ）、 １ ～ ２０２ ａａ （１ ～
６０６ ｂｐ）、 ２９２～６６２ ａａ （８７４～１ ９８９ ｂｐ）、 ３４８～６６２ ａａ
（１ ０４２～ １ ９８９ ｂｐ）、 ５１８ ～ ６６２ ａａ （１ ５５２ ～ １ ９８９ ｂｐ）
荧光分布在整个细胞， １ ～ １７２ ａａ （１ ～ ５１６ ｂｐ）、 １ ～
１８３ ａａ （１～５４９ ｂｐ）、 １～１９５ ａａ （１～５８５ ｂｐ） 荧光分

布在细胞质中， １ ～ ２９１ ａａ （１ ～ ８７３ ｂｐ）、 １ ～ ３４７ ａａ
（１～１ ０４１ ｂｐ）、 １～５１７ ａａ （１ ～ １ ５５１ ｂｐ）、 １ ～ ６６２ ａａ
（１～ １ ９８９ ｂｐ）、 ８７ ～ ６６２ ａａ （２５９ ～ １ ９８９ ｂｐ）、 １７３ ～
６６２ ａａ （５１７ ～ １ ９８９ ｂｐ）、 １８４ ～ ６６２ ａａ （５５０ ～ １ ９８９
ｂｐ）、 １９６ ～ ６６２ ａａ （ ５８６ ～ １ ９８９ ｂｐ）、 ２０３ ～ ６６２ ａａ
（６０７ ～ １ ９８９ ｂｐ） 荧光分布在细胞核中， １ ～ ２９１ ａａ
（１～８７３ ｂｐ）、 ２０３～ ６６２ ａａ （６０７ ～ １ ９８９ ｂｐ） 均定位

在细胞核， ｓＥＬＦ４ 的核定位信号肽分布也在 ２０３ ～ ２９１
ａａ （６０７～８７３ ｂｐ） （如图 ７）。

通过对比发现， ｓＥＬＦ４ 的 １～２０２ ａａ （１～６０６ ｂｐ）

分布在整个细胞中， 在 ｓＥＬＦ４－５８５－６０６ 之间还存在

一段不完全的定位信号肽， 在 ｓＥＬＦ４ １９６ ～ ２９１ ａａ
（５８６～８７３ ｂｐ） 之间有可能存在两个核定位信号肽。
ｃＥＬＦ４ １～２０２ ａａ （１～６０６ ｂｐ） 仅仅分布在细胞质中，
在 ｃＥＬＦ４ ５１６～６０６ ａａ 之间还存在一段细胞质信号肽。
ｓＥＬＦ４ ２９２～６６２ ａａ 和 ｃＥＬＦ４ ２９２ ～ ６６３ ａａ 在细胞质和

细胞核中均有分布， 且部分荧光蛋白发生凝聚现象。
２􀆰 ３　 ｓＥＬＦ４ 和 ｃＥＬＦ４ 基因序列比较分析

氨基酸序列对比分析结果显示 （图 ８）， ｃＥＬＦ４
蛋白和 ｓＥＬＦ４ 蛋白的氨基酸序列中第 １６９ ～ ３０３ ａａ 序

列完全一致， 说明该区段十分保守。 第 ３２０ ～ ４００ ａａ
序列中差异位点相对较多， 共有 ２０ 个变异位点；
ｃＥＬＦ４ 在第 ３５７ ａａ 缺失 Ｈ， 在第 ７０ ～ １６０ ａａ 共有 １３
个差异位点， ｓＥＬＦ４ 在第 １１６、 １１７ 位缺失 Ｓ 和 Ａ。
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图 ７　 ｓＥＬＦ４ 不同截短片段与 ＥＧＦＰ 融合表达的亚细胞定位观察 （标尺＝１００ μｍ）

３　 讨论

ｈＥＬＦ４ 是近年来新发现的一个在肿瘤发生、 发展

及肿瘤免疫中至关重要的癌基因［２］。 研究表明，
ｈＥＬＦ４ 参与细胞周期的调节［５］， 介导成脂成骨细胞的

分化［６］， 参与 ＤＮＡ 损伤修复［３］。 ＤＮＡ 损伤会破坏代

谢稳态并引发炎症反应， Ｓｈｉ 等［１７］ 研究发现， ｈＥＬＦ４

的敲低增加了 ４ 细胞胚胎的 ＤＮＡ 损伤， 这表明

ｈＥＬＦ４ 通过控制基因组完整性进而影响猪的早期胚胎

发育。 Ｋｏｓｔｉ 等［１８］ 的研究结果表明 ｈＥＬＦ４ 是 ｍｉＲＮＡ－
转录因子网络的关键组成部分， 是胶质母细胞瘤受体

信号通路和脂质动态的桥梁调节因子。 卫国红等［１９］

研究发现， ｈＥＬＦ４ 能促进胰岛素瘤细胞增殖并抑制细

胞凋亡， 将其与其他类型肿瘤相比， 发现 ＥＬＦ４ 的功
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能具有一定的多样性， 在不同类型肿瘤中， 由于

ｈＥＬＦ４ 定位在细胞质或细胞核中而发挥功能的差异

性， 可能激活不同的信号转导通路， 而其原因可能是

在细胞内相互结合的关键蛋白因子不同。 ＨｅＬａ 细胞

是一种宫颈癌细胞， 具有无限增殖潜能， 且繁殖速度

快、 可连续传代， 被广泛应用于肿瘤研究、 细胞培养

以及生物学试验等。 由于其稳定且增殖活性好、 外源

基因的蛋白表达量高、 便于蛋白质的亚细胞定位观

察， 常用于各类蛋白质定位研究的模式细胞［１９］。

红色背景区代表氨基酸差异区域； 无背景色区表示氨基酸保守区域。

图 ８　 ｓＥＬＦ４ 氨基酸序列与 ｃＥＬＦ４ 氨基酸序列对比结果

　 　 本研究以 ＧＦＰ 为报告基因， 将重组质粒转染

ＨｅＬａ 细胞， 观察目的蛋白的亚细胞定位， 确定了

ｓＥＬＦ４ 全长蛋白和 ｃＥＬＦ４ 全长蛋白均定位在细胞核

中， 这与人 ＥＬＦ４ 蛋白定位一致。 ｃＥＬＦ４ 和 ｓＥＬＦ４ 的

核定位信号分布在 ２０３～２９１ ａａ （６０７～８７３ ｂｐ）， 而人

ＥＬＦ４ 包含两个核定位信号分别位于 １７３ ～ １８３ ａａ 和

１９６～２０２ ａａ［１４］， 这说明不同种属来源的 ＥＬＦ４ 蛋白的

核定位信号肽分布有差异。 一般来说， 信号肽大概为

１６～２６ 个氨基酸， 而本研究发现信号肽分布在 ２０３ ～
２９１ ａａ， 推测 ｃＥＬＦ４ 和 ｓＥＬＦ４ 可能存在多个核定位信

号； ｃＥＬＦ４ 和 ｓＥＬＦ４ 的亚细胞定位存在差异， 在

ｃＥＬＦ４－５１６－６０６ 之间还存在 １ 段细胞质信号肽， 而

ｓＥＬＦ４－５１６－５８５ 之间存在 １ 段细胞质信号肽。 此外，
发现去除了 Ｎ 端核定位信号肽的 ｓＥＬＦ４ ２９２ ～ ６６２ ａａ
和 ｃＥＬＦ４ ２９２～６６３ ａａ 在细胞质和细胞核中均有分布，
且部分荧光蛋白发生凝聚现象， 而这一现象在全长蛋
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白的表达中并未观察到， 推测这种现象可能与蛋白质

翻译后折叠、 修饰或亲水性发生改变有关。 Ｈａｍｄａｎ
等［２０］研究发现， 内质网应激会导致胞质蛋白稳态缺

陷和蛋白质聚集体的形成。 蛋白质构象异常或折叠错

误可导致其结合成更大的、 不可溶的结构， 蛋白质发

生聚集［２１］， 这与应激或衰老条件下的翻译错误、 突

变或缺乏寡聚组装伴侣有关［２２］。 Ｊａｍａｒ 等［２３］ 研究结

果发现， 在缺乏无义介导的 ｍＲＮＡ 降解、 翻译停滞

降解和无终止降解的突变体中， ｍＲＮＡ 监测途径的缺

失会导致蛋白质聚集增加。 喻娇等［１６］ 研究发现

ｃＥＬＦ４ 基因 （ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ． ＭＺ１９８１０５） 与 ｓＥＬＦ４ 基因

（ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ． ＫＵ０９７３２２ ） 的 氨 基 酸 相 似 性 为

９１􀆰 ８％。 本研究利用 ＤＮＡＳｔａｒ ７􀆰 ０ 软件对 ｃＥＬＦ４ 基因

编码的氨基酸序列与 ｓＥＬＦ４ 基因编码的氨基酸序列

进行对比分析， 发现二者在某特定区域 （１６９ ～ ３０３
ａａ） 保守性极高， 亚细胞定位试验显示 ｃＥＬＦ４ 和

ｓＥＬＦ４ 的核定位信号均分布在 ２０３～２９１ ａａ， 表明来源

于猪和犬的 ＥＬＦ４ 蛋白核定位信号肽高度保守。
综上所述， 本研究明确了 ｃＥＬＦ４ 和 ｓＥＬＦ４ 基因

的信号肽定位序列分布特征， 为后续开展基因功能研

究提供了依据。
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