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-$o

预

变性
(L;<

#

-$o#"K

(

&$o,"K

共
'"

个循环#总延伸

为
&$o#"L;<

'

GA+

产物经
#.(U

的琼脂糖凝胶!含

".(

(

H

&

LF

溴化乙锭"电泳后#分析条带'

#.&

!

NOG%,'

各截断体的构建
!

根据
NOG%,'

蛋白

的结构设计并合成各截断体的引物#以构建成功的

1

>O9R'.#

&

NOG%,'

/

L

8

>

/

B;K

为模板扩增目的基

因'纯化的
GA+

产物和
1

>O9R'.#

空载体分别用

180J

#

和
%9)

#

双酶切#琼脂糖凝胶电泳鉴定后#回

收酶切产物'将酶切后的
1

>O9R'.#

和
NOG%,'

各

截断体的片段在
,o

连接(转化#通过
RL

1

选择培养

后#挑斑摇菌#提取质粒#酶切鉴定后测序'

#.)

!

统计学处理
!

采用
/NRNR#"."

软件对样本

数据进行单因素方差分析#数据以
(

(b'

表示#检验

水准!

!

"为
"."(

'

C

!

结
!

果

!.#

!1

>O9R'.#

#

NOG%,'

$

L

8

>

$

B;K

全长质粒的

构建
!

结果!图
#

"显示$电泳图
#.!T7

处有目的片

段#测序结果也显示
1

>O9R'.#

&

NOG%,'

/

L

8

>

/

B;K

质粒构建成功'

图
B

!

4

)HL:FUB

'

EH!1IF

(

0

3

)

(

5(&

全长质粒的酶切鉴定

"

$

1

>O9R!."

%

$

$

NOG%'!

!.!

!

过表达或下调
NOG%,'

对
4:0

迷你基因可变

剪接的影响
!

为验证
1

>O9R'.#

&

NOG%,'

对
4:0

外

显子
#"

可变剪接的影响#在
JCS%!-'?N

细胞中过

表达不同量的
1

>O9R'.#

&

NOG%,'

/

L

8

>

/

B;K

#同时

共转
4:0

迷你基因
/Q-

&

/Q#"

'

,$B

后#

+N%GA+

检测

4:0

外显子
#"

的可变剪接产物%

W5K453<

印迹法检测

NOG%,'

!

:<4;%L

8

>

"的表达'结果显示$

NOG%,'

促进

4:0

外显子
#"

的编码#促进作用呈剂量依赖性!图

!R

"'进一步的验证实验结果显示$

NOG%,'

促进
4:0

外显子
#"

的表达#

K;NOG%,'

下调
NOG%,'

表达后则

作用相反!

!

#

"."(

或
"."#

#图
!*

"'

图
C

!

过表达或下调
EH!1IF

对
'+-

迷你基因
N6V

'

N6BO

可变剪接的影响

!!

R

$不同剂量
1

>O9R!."

&

NOG%'!

/

L

8

>

/

B;K

和
/Q)

&

/Q"%

共转染至
JCS%$)!?N

细胞
'&B

后
+N%GA+

(

W5K453<

印迹结果及定量分析%

*

$

NOG%'!

或
K;NOG%'!

转染至
9$:

细胞
'&B

后
+N%GA+

结果及定量分析
.

"

!

#

%.%#

#

""

!

#
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%
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!

NOG%,'

及其各截断体质粒的构建和表

达
!1

>O9R'.#

&

NOG%,'

/

L

8

>

/

B;K

全长质粒为

模板#

GA+

扩增获取目的片段#双酶切!图
'R

"鉴定

及公司测序鉴定结果显示#

NOG%,'

系列截断体构

建成功'将
1

>O9R'.#

&

NOG%,'

/

L

8

>

/

B;K

及各截

断体质粒转染至
JCS%!-'?N

细胞#

,$B

后

W5K453<

印迹结果!图
'*

"显示#除缺失核定位信号

的
,

个质粒!

1

>O9R

&

NOG%,'%#$$%,#,

(

!')%,#,

(

!((%,#,

(

!)'%,#,

"外#其余质粒均在相应的相对分

子质量附近有蛋白表达'

图
F

!

4

)HL:

'

EH!1IF

各截断体的酶切鉴定和表达

!!

R

$

NOG%'!

各截断体用
180J

#

和
%9)

#

于
!(o

酶切
!B

后

电泳结果%

*

$

JCS%$)!?N

细胞中转染
NOG%'!

及各截断体质粒
'&B

后
W5K453<

印迹结果
."

$

NOG%'!

"%"%'

%

$

$

NOG%'!

"%"()

%

!

$

NOG%

'!

"%$(#

%

'

$

NOG%'!

"%!%*

%

#

$

NOG%'!

"%!&!

%

*

$

NOG%'!

"%%%$(#

%

(

$

NOG%

'!

"%%%'"'

%

&

$

NOG%'!

"&&%'"'

%

)

$

NOG%'!

$!(%'"'

%

"%

$

NOG%'!

$##%'"'

%

""

$

NOG%'!

$(!%'"'

%

"$

$

NOG%'!

F

!

讨
!

论

RO

是老年人常见的神经变性疾病'

RO

的病

因及发病机制尚未明确#特征性病理改变为
+

%

淀粉

样蛋白沉积形成的细胞外老年斑和异常过度磷酸

化的
4:0

蛋白聚集形成的神经细胞内神经元纤维缠

结)

)

*

'

V2K5

1

BK

等)

$

*研究发现#

()URO

患者的神经

元内含有
NOG%,'

#提出
NOG%,'

可能是与
RO

发病

相关的第
'

种蛋白质'

NOG%,'

是一种
O9R

和
+9R

结合蛋白#参与

L+9R

的稳定(

+9R

转录(剪接(

+9R

加工(

L;>32+9R

的生物合成(细胞凋亡(细胞分裂(神经

元完整性和可塑性等的调节)

'

*

'

NOG%,'

异常聚集

与肌肉萎缩性侧索硬化症!渐冻症"有关#并在
RO

的进展中扮演着重要角色)

(

*

'

NOG%,'

在
RO

病理

进程中的作用机制目前尚不清楚'高度保守的
/+

核蛋白家族参与体外前体
L+9R

剪接位点的选择#

其中
/A'(

(

-Y$

(

R/?

&

/?!

等参与
4:0

外显子
#"

可

变剪接的调节)

-%##

*

'本课题组最近研究)

,

*结果发

现#

1

AQ

&

NOG%,'

/

JR

可以促进
,+%4:0

的表达'

本研究成功构建了
1

>O9R'.#

&

NOG%,'

/

L

8

>

/

B;K

质粒#与
4:0

迷你基因
/Q-

&

/Q#"

共转后#发现
NOG%

,'

呈剂量依赖性地促进
,+%4:0

的表达#下调
NOG%

,'

则抑制
,+%4:0

的表达'该结果证明#携带不同

的标签肽不影响
NOG%,'

对
4:0

外显子
#"

可变剪

接的促进作用'

NOG%,'

蛋白全长分子中含有多个丝氨酸(苏

氨酸和酪氨酸位点#其中有多个潜在的磷酸化位点

!

954GB2K!."

软件分析结果"'文献)

#!%#'

*报道#酪

蛋白激酶可磷酸化
NOG%,'

#促进
NOG%,'

在细胞内

的聚集'为进一步研究蛋白激酶对
NOG%,'

的磷酸

化及磷酸化对
NOG%,'

功能的影响#后续实验将把

构建在
1

>O9R'.#

载体上(带
L

8

>

&

B;K

标签的

NOG%,'

全长或各截断体质粒和构建在
1

AQ%952

载

体上(带
JR

标签的酪蛋白激酶(蛋白激酶
R

等蛋

白激酶质粒共转入细胞表达#观察哪些蛋白激酶可

以磷酸化
NOG%,'

及各结构域在
RO

等神经退行性

病变中作用的分子机制#以期为神经退行性疾病的

防治提供分子生物学依据'
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