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摘要 目的 构建人类甲基化 CpG 结合蛋白 (MeCP2) 基

因的真核表达载体 pEGFP-C2-MeCP2，在非洲绿猴肾成纤维

细胞 (COS-7) 中检测其表达及定位。方法 从人肝癌细胞

(HepG2)中获得 cDNA，以其为模板扩增 MeCP2 全长编码基

因，克隆到载体 pEGFP-C2 上。构建的重组质粒测序后转染

至 COS-7 细胞中，荧光倒置显微镜观察绿色荧光蛋白的表

达，检测 MeCP2 蛋白定位，Western blot 法和 ＲT-PCＲ 法鉴定

MeCP2 蛋 白 和 基 因 表 达。结 果 成 功 构 建 pEGFP-C2-
MeCP2 重组质粒，酶切鉴定片段为 1 461 bp。MeCP2 蛋白及

基因表达水平明显增加。细胞定位实验结果显示 MeCP2 蛋

白定位 于 胞 核。结 论 成 功 构 建 重 组 质 粒 pEGFP-C2-
MeCP2，该质粒的构建为进行 MeCP2 功能研究提供了依据。
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甲 基 化 CpG 结 合 蛋 白 ( methyl-CpG-binding
proteins，MeCPs) 是一类转录调控因子，能特异识别

甲基化的 CpG 二核苷酸，在甲基化区募集组蛋白去

乙酰 化 酶、组 蛋 白 乙 酰 化 酶、组 蛋 白 甲 基 化 酶 和

DNA 甲基转移酶，导致该区域染色质结构改变从而

抑制基因转录
［1］。甲基化结合蛋白家族目前主要

包括 MeCP1、MeCP2 和同源蛋白甲基化 CpG 结合域

蛋 白 1 ( methyl-CpG-binding domain protein 1，

MBD1)、MBD2、MBD3 和 MBD4。MeCPs 含有甲基

CpG 结合域，是其与甲基化 DNA 结合的重要区域，

其中又以 MeCP2 的 DNA 结合能力最强，是该家族

中第一个证明具有能结合到甲基化 DNA 上的蛋白

质。目前对 MeCP2 的沉默机制研究较多，但其在相

关细胞中的过表达及其蛋白定位目前还没有相关文

献报道。该研究利用基因重组技术成功构建人源

MeCP2 真核表达载体，为进一步研究 MeCP2 蛋白的

生物学特性奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 COS-7 非洲绿猴肾成纤维细胞系、
HepG2 人肝癌细胞系、载体 pEGFP-C2、DH5α 感受

态细胞均来自安徽医科大学药学院。胎牛血清购自

杭州四季青生物材料研究所;TＲIzol ＲNA 提取试剂

盒、Lipofectamine 2000、Opti-MEM 培养基均购自美

国 Invitrogen 公司;逆转录试剂盒、EcoＲⅠ和 BamH
Ⅰ限制性核酸内切酶、T4 DNA Ligase 均购自加拿大

Fermentas 生 物 工 程 公 司; LA Taq 试 剂 盒 和 DNA
marker 均购自日本 TaKaＲa 公司;DNA 凝胶回收试

剂盒和质粒大量提取试剂盒均购自美国 Axygen 公

司;DAPI 购自武汉博士德生物工程有限公司;ＲIPA
裂解液 购自上海碧云天生物技术研究所;ECL 发光

试剂盒购自美国 Thermo 公司;MeCP2 和 GFP 抗体

均购自美国 Santa Cruz 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 目 的 基 因 MeCP2 cDNA 的 制 备 设 计

MeCP2 的 PCＲ 扩增引物，并在上、下游引物 5’端分

别加入 EcoＲ Ⅰ、BamH Ⅰ限制性酶切位点 及保护

性碱基，引物序列为 F:5'-CCGGAATTCCGGATGGT
AGCTGGGAT-3; Ｒ: 5'-CGCGGATCCGCGTCAGCTA
ACTCTCT-3'，扩增片段大小为 1 461 bp。MeCP2 扩

增条件:以 TＲIzol 提取总 ＲNA 进行逆转录后所得

cDNA 为模板进行扩增，采用 LA PCＲ 扩增法:TaKa-
Ｒa LA Taq (5 U /μl) 0. 5 μl，10 × LA PCＲ Buffer Ⅱ
(Mg2 + Plus) 5 μl，dNTP Mixture (2. 5 mmol /L) 8
μl，cDNA 2. 5 ng，上下游引物(20 μmol /L) 各 1 μl，
水补足 50 μl。反应条件为 94 ℃，预变性 5 min;98
℃变性 10 s;55 ℃退火 15 s;72 ℃延伸 1 min 45 s;
循环 35 次后 72 ℃ 延伸 10 min。PCＲ 扩增产物用

1% 琼脂糖凝胶电泳分离，胶回收并进行纯化。
1． 2． 2 pEGFP-C2-MeCP2 真核表达载体的构建

将纯化的 MeCP2 扩增产物和 pEGFP-C2 载体分别

用 EcoＲ Ⅰ、BamH Ⅰ快速双酶切，1%琼脂糖凝胶电

泳，胶回收其产物并纯化，将目的片段和载体用 T4
DNA 连接酶 16 ℃ 条件下连接过夜，产物转化到

DH5α 感受态细胞，在卡那霉素抗性的 LB 平板中
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37 ℃倒置过夜。挑取单克隆菌落，接种于含卡那霉

素的液体培养基，210 r /min、37 ℃ 摇菌培养过夜。
按照质粒提取试剂盒说明提取质粒，EcoＲ Ⅰ 和

BamH Ⅰ内切酶双酶切鉴定阳性重组质粒的插入，

并由上海生工公司作基因测序分析。
1． 2． 3 pEGFP-C2-MeCP2 重组质粒转染 COS-7 细

胞 COS-7 细胞用含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养

基培养，传代细胞后接种于 6 孔板中，置 37 ℃、5%
CO2 培养 24 h 后细胞分布达 60% ～70%，将重组质

粒转染入细胞。转染步骤如下:在两个 1. 5 ml 离心

管中各加入 150 μl Opti-MEM 培养基，分别将重组

质粒 2 μg 和脂质体(Lipofectamine 2000)4 μl 溶于

培养基中，室温放置 5 min 后再将两者混合充分混

匀，室温孵育 20 min;同时用 PBS 洗涤待转染细胞 2
遍后加入 1. 7 ml Opti-MEM 培养基，再将质粒脂质

体混合物加入到培养细胞中，37 ℃、5% CO2 培养箱

中培养 6 h，去除混合物，替换成常规 DMEM 培养

液，继续培养 24 h 后荧光倒置显微镜下观察，将此

作为重组质粒转染组。并同时设置空白组、阴性组

作为对照。
1． 2． 4 GFP 融合蛋白细胞定位实验 将处理好的

盖玻片平铺于 35 mm 培养皿中，然后用胰酶消化细

胞，适量密度接种于培养皿中，37 ℃、5% CO2 培养

过夜。转染 24 h 后，弃培养基，取出盖玻片。预温

的 PBS 溶液洗 3 次，每次 10 min，弃 PBS;4%预冷多

聚甲醛固定 25 min，弃多聚甲醛;PBS 洗 3 次，每次

10 min，弃 PBS;0. 2% Triton X-100 透化 7 min，弃

去;PBS 洗 3 次，每次 10 min，弃 PBS;0. 5 μg /ml DA-
PI 染色 10 min，弃 DAPI;PBS 洗 3 次，每次 10 min，

弃 PBS;将盖玻片封于载玻片上，荧光倒置显微镜下

观察并拍照。
1． 2． 5 ＲT-PCＲ 法鉴定 MeCP2 基因表达 采用

TＲIzol 法提取各组细胞总 ＲNA，分光光度计法测量

ＲNA 的浓度及纯度。按 Fermentas 逆转录试剂盒说

明书合成 cDNA 并以其为模板进行扩增。MeCP2 的

引物 序 列 为 F:5'-GCGACACATCCCT GGACCCTA-
3'，Ｒ:5'-ACCCTTTTCACCTGCACACCC-3'，扩增片段

大小为 199 bp;扩增条件:94 ℃预变性 5 min，94 ℃
40 s，54. 5 ℃ 40 s，72 ℃ 10 min，进行 35 个循环，最

后72 ℃延伸 10 min;β-actin 作为内参其引物序列为

F: 5'-CGGTTGGCCTTGGGGTTCAGGGG-3'，Ｒ: 5'-
ATCGTGGGGCGCCCCA GGCACCA-3'，扩 增 长 度 为

248 bp;扩增条件:94 ℃预变性 5 min，35 个 PCＲ 循

环(94 ℃ 40 s，51 ℃ 40 s，72 ℃ 10 min)，72 ℃延伸

10 min。扩增产物用 1% 琼脂糖凝胶电泳并在紫外

灯下拍照。
1． 2． 6 Western blot 法 鉴 定 MeCP2 蛋 白 和 GFP-
MeCP2 融合蛋白表达 重组质粒转染细胞 24 h 后，

提取各组细胞总蛋白，弃掉旧培养液，PBS 洗待处理

细胞 2 遍，每孔加 ＲIPA 裂解液 200 μl(含蛋白酶抑

制剂 1 mmol /L PMSF 2 μl)，放 置 在 冰 上 裂 解 30
min，并收集细胞裂解悬液，12 000 r /min 冷冻离心

机离心 30 min 后收集上清液。BCA 法定量，取 20
μg 蛋白样品进行 SDS-PAGE 垂直电泳分离蛋白质

并将样品蛋白从凝胶转移到 PVDF 膜上。5% 脱脂

奶粉室温封闭 3 h。TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，分

别使用 β-actin、MeCP2 和 GFP 抗体 4 ℃ 孵育过夜

(稀 释 浓 度 分 别 为 1 ∶ 1 000、1 ∶ 500 和 1 ∶ 500 )，

TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，对应加入二抗山羊抗

鼠和抗兔 ( 稀释比均为 1:10 000) 室温孵育 1 h，

TBST 洗 3 遍后，加入 ECL 化学发光试剂显影，仪器

成像。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 软件进行统计

学分析，实验数据均以 珋x ± s 表示，多组间均数比较

采用单因素方差分析。

2 结果

2． 1 重组质粒 pEGFP-C2-MeCP2 的构建和鉴定

MeCP2 引物中加入限制性酶切位点和保护性碱

基，基因全长序列长度为 1 461 bp，扩增产物经 1%
琼脂糖凝胶电泳分离，与 DNA Marker 比对片段大小

符合，经过 EcoＲ Ⅰ、BamH Ⅰ内切酶双酶切后，1%
琼脂糖凝胶电泳分离，结果显示一条与预期大小符

合的条带，见图 1。基因序列分析测序结果证实插

入片段为 MeCP2 编码序列，MeCP2 序列与 GenBank
上的一致。

图 1 重组质粒双酶切鉴定及重组质粒凝胶电泳图

M:DNA Marker;1:EcoＲ Ⅰ和 BamH Ⅰ内切酶双酶切重组质粒

pEGFP-C2-MeCP2;2:重组质粒 pEGFP-C2-MeCP2

2． 2 重组质粒 pEGFP-C2-MeCP2 在 COS-7 细胞

中的表达和定位 将重组质粒转染到 COS-7 细胞

中，24 h 后使用荧光倒置显微镜观察，结果显示出
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现绿色荧光，见图 2。细胞定位实验结果显示重组

质粒转染到细胞中绿色荧光表达定位于细胞核内，

见图 3B1，而阴性组转染的是 pEGFP-C2 载体，绿色

荧光弥散性分布于整个细胞，见图 3A1。
2． 3 重组质粒对 MeCP2 mＲNA 水平的影响 转

染后各组细胞的 ＲT-PCＲ 结果见图 4，与空白组和阴

性组比较，重组质粒转染组细胞中 MeCP2 mＲNA 表

达明 显 增 加，差 异 有 统 计 学 意 义 (P ＜ 0. 01，F =
157. 742)，而空白组和阴性组两组之间差异无统计

学意义(P ＞ 0. 05，F = 7. 214)。

图 2 荧光倒置显微镜下观察绿色荧光蛋白表达 × 200

A:空白组;B:重组质粒转染组;C:阴性组;1:24 h 明场;2:24 h 暗场

图 3 细胞定位实验观察 MeCP2 蛋白定位 × 1 000

A:单转 pEGFP-C2;A1:pEGFP-C2 的定位;A2:DAPI 染核;A3:A1 和 A2 复合图;B:单转 pEGFP-C2-MeCP2;B1:MeCP2 的定位;B2:DAPI 染

核;B3:B1 和 B2 复合图
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图 4 ＲT-PCＲ 法检测 MeCP2 mＲNA 的表达

M:Marker;1:空白组;2:阴性组;3:重组质粒转染组;与空白组比

较:＊＊P ＜ 0. 01

2． 4 重组质粒对 MeCP2 蛋白水平的影响和 GFP-
MeCP2 融合蛋白的表达 转染后融合蛋白检测结

果如图 5，可见重组质粒转染组 GFP-MeCP2 融合蛋

白在 80 ku 处表达，阴性组在 27 ku 处表达，表明重

组质粒转染到 COS-7 细胞中成功表达 GFP-MeCP2
融合蛋白。用 MeCP2 抗体特异性识别，在 53 ku 处

为其内源性表达，在 80 ku 处质粒转染组出现明显

条带，同时空白组和阴性组没有类似条带，表明外源

性 MeCP2 在细胞中得到表达，见图 6。

图 5 重组质粒转染 COS-7 细胞后融合蛋白的表达

1: 空白组; 2:阴性组; 3:重组质粒转染组

图 6 Western blot 法检测 MeCP2 蛋白的表达

1: 空白组; 2:阴性组; 3:重组质粒转染组

3 讨论

MeCP2 蛋白广泛分布于多种组织和细胞，在脑

内的表达水平最高，优先表达于神经元中，与神经元

发育有关。人类 MeCP2 基因位于染色体 Xq28 长臂

区，其结构含有 5'非翻译区、4 个外显子、3＇ 非翻译

区
［2］。MeCP2 作为一个多功能核蛋白，影响染色质

结构，调控 ＲNA 剪接和转录激活，其结构至少由 6
个结构域组成，从 N 末端到 C 末端依次为 HMGD1、
MBD、HMGD2、转录抑制域 (TＲD)、羧基端 CTD 区

域被分为 CTD-α 及 CTD-β［3］。MeCP2 可以特异性

结合甲基化 DNA，含有两个功能区域:由 85 个氨基

酸组成的 MBD 和由 104 个氨基酸组成的 TＲD ［4］。
MBD 包含有特殊的 Asxi-ST 序列，可以特异地结合

mCpG 上的 5-甲基胞嘧啶，广泛的参与基因转录抑

制。TＲD 与一个转录抑制复合体起协同作用，此复

合体包括辅助抑制因子 Sin3A 和组蛋白去乙酰化

酶，使组蛋白 H3、H4 去乙酰化，导致染色体浓缩从

而抑制基因转录作用
［5］。

DNA 甲基化在基因调控中有着非常重要的作

用，研究
［6］

显示人类肿瘤的发生与肿瘤相关基因的

CpG 岛甲基化程度有关联，抑癌基因甲基化程度增

加，导致抑癌基因表达受到抑制，而 CpG 岛异常高

甲基化出现需要甲基化结合蛋白的参与
［7］。

MeCP2 是一个非常普遍的转录抑制子，与肿瘤

及其他疾病都 有 着 密 切 关 联。利 用 shＲNA 干 扰

MeCP2 的表达，可以使正常前列腺细胞和前列腺癌

细胞生长发生阻滞，将异质 MeCP2 导入前列腺癌细

胞可以促进细胞的生长
［8］。利用 siＲNA 干扰技术

靶向封闭 MeCP2 的表达，可抑制大鼠肝星状细胞的

活化增殖，提示 MeCP2 可能参与了肝纤维化的形

成
［9］。关于过表达 MeCP2 对肿瘤细胞的影响的研

究报道目前不是非常明确，因此建立 MeCP2 过表达

细胞模型对肿瘤细胞的研究很有必要。本研究将构

建好的重组质粒 pEGFP-C2-MeCP2 转染到 COS-7 细
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胞并对 MeCP2 的 mＲNA 和蛋白 表达水平进行了初

步分析。
pEGFP-C2 是一种能够表达绿色荧光蛋白的载

体，可以编码 GFP，一般情况下不影响目的基因的生

物学活性，且不干扰细胞的生长，检测方便，荧光稳

定，因而可以在活细胞状态下观察基因的表达，并可

以根据其绿色荧光的分布分析目的蛋白在细胞中的

定位
［10］。
本研究通过基因重组技术，将从 cDNA 文库中

扩增出 MeCP2 全长基因序列并将其插入到 pEGFP-
C2 载体中，成功构建出了表达 MeCP2 和绿色荧光

蛋白融合基因的重组质粒，双酶切鉴定结果证实外

源基因片段插入到载体相应的位置，序列测定分析

插入的外源基因，结果证实质粒构建成功。pEGFP-
C2-MeCP2 重组质粒转染至 COS-7 细胞后，荧光倒

置显微镜和细胞定位实验观察到绿色荧光表达，

MeCP2 蛋白定位于胞核。ＲT-PCＲ 法和 Western blot
法检测结果显示 MeCP2 重组质粒转染组与空白组

和阴性组相比在 mＲNA 和蛋白水平都明显增加，同

时也利用 GFP 抗体检测到了 GFP-MeCP2 融合蛋白

的表达。
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Construction of recombinant pEGFP-C2 -MeCP2 and its expression
Peng Yunyun1，2，Huang Cheng1，2，Ma Taotao1，2，et al

( 1School of Pharmacy，Anhui Medical University，2 Institute for
Liver Disease of Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To construct the GFP-tagged eukaryotie expression vector of human MeCP2 gene and identi-
fy its expression and localization in COS-7 cells． Methods Total ＲNA and cDNA were extracted from HepG2 cells，
the MeCP2 coding sequence was amplified by PCＲ method and cloned into pEGFP-C2 vectors． After the target re-
gion was sequenced，the recombinant vector was transfected into COS-7 cells，the expression and localization of
pEGFP-C2-MeCP2 recombinant plasmid was monitored by immunofluorescence，PCＲ and Western blot． Ｒesults
The recombinant vector was recombined successfully，the length of the fragment was about 1 461 bp． The protein
and mＲNA of MeCP2 were increased visibly． The nuclear fluorescence localization of MeCP2 protein was proved by
immunofluorescence． Conclusion The eukaryotic expression vector of MeCP2 has been successfully constructed
and expressed in COS-7 cells． The recombinant vector would be a useful material for MeCP2 function investigation．
Key words MeCP2; COS-7; gene expression
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