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摘要 目的 研究 FKBP25 缺失突变体蛋白在细胞内的表

达和定位。方法 以人 FKBP25 全长 cDNA 序列的质粒为

模板，PCＲ 方法分别扩增出 FKBP25 缺失突变体序列，然后

插入真核表达载体 pcDNA3. 1 中，通过 Western blot 方法和

免疫荧光方法检测其在细胞株中的表达和定位。结果 成

功构建了 FKBP25 缺失突变体的真核表达载体，经 Western
blot 检测 FKBP25 缺失突变体在 HEK 293T 细胞中能够有效

表达，免 疫 荧 光 显 微 镜 结 果 显 示 FKBP25 缺 失 突 变 体 在

COS7 细胞中分布于细胞核和细胞质。结论 FKBP25 缺失

突变体在 HEK 293T、COS7 细胞中能够表达，为了解 FKBP25
缺失突变体的功能提供了一定基础。
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FKBP25 是免疫抑制剂 FK506 结合蛋白(FK-
BP)家族成员之一，编码 224 个氨基酸残基，其相对

分子质量约为 25 ku，是一个高度保守且含量丰富的

蛋白质。FKBP25 具有肽基脯氨酰顺反异构酶(pep-
tidyl-prolyl cis-trans isomerase，PPIase) 活性

［1］，这种

酶活性在蛋白质折叠、组装和转运等方面具有重要

作用。FKBP25 还能与免疫抑制剂雷帕霉素结合，

发挥免疫调节作用
［2］。该课题组前期研究

［3］
结果

表明过表达的 FKBP25 在细胞核和细胞质中均有分

布。已有文献
［4］

报道 FKBP25 不同结构域多个缺失

突变体在 H1299 细胞中的表达情况。为了深入研

究 FKBP25 蛋白的功能作用，该研究根据 FKBP25
的已知功能结构域构建了 FKBP25 的两个缺失突变

体，分别对 FKBP25 的两个缺失突变体在细胞内的

表达和定位变化进行研究，为从细胞水平研究 FK-
BP25 的功能提供了基础。

1 材料与方法

1． 1 质粒、菌株和细胞 FKBP25 全长 cDNA 序列

质粒、E． coli DH5α /TG1 菌 株、HEK293T 细 胞 和

COS7 细胞由本实验室保存。
1． 2 主要材料和仪器 引物由上海生工公司合成;

pfu 酶购自上海生工公司;小牛肠碱性磷酸酶、T4 连

接酶、各种限制性内切酶、Lambda DNA Marker 购自

加拿大 Fermentas 公司;DualColor Prestained Protein
marker 购自美国 Biorad 公司;DNA 凝胶回收试剂盒

和质粒( 小量) 抽提试剂盒购自美国 Axygen 公司;

脂质体转染试剂 2 000、Opti-MEM 购自美国 Invitro-
gen 公司; DMEM 细胞培养基和胎牛血清购自美国

Hyclone 公司; FLAG M2 单克隆抗体购自美国 Sig-
ma 公司;TＲITC /FITC 标记山羊抗小鼠 IgG 和 HＲP
标记山羊抗兔 IgG 购自北京中杉金桥生物技术有限

公司; SuperSignal West Pico 显色试剂盒购自美国

Pierce 公司;Leica DMI 6000 荧光显微镜购自德国

Leica 公司。
1． 3 方法

1． 3． 1 质粒构建 以实验室保存的质粒 pGBKT7-
FKBP25 为模 板，进 行 结 构 域 两 个 缺 失 突 变 体 的

PCＲ 扩增，见图 1。采用 PCＲ 方法分别扩增基因

FKBP25-FLAG-N(1-110aa) 和 FKBP25-FLAG-C(43-
224aa)序列，见表 1。回收 PCＲ 产物，回收的片段

及载体 pcDNA3. 1 均用 Xho Ⅰ、EcoＲ Ⅰ双酶切 4 ～ 6
h，然后进行电泳胶回收，用 T4 DNA 连接酶在 16 ℃
下连接 12 h 或过夜，再将连接产物转化至 TG1 菌

株，培养约 10 h 挑取阳性单克隆，摇菌过夜，碱裂解

法抽取及纯化质粒，用 Xho Ⅰ、EcoＲ Ⅰ双酶切进行

鉴定，将酶切鉴定正确的质粒送上海生工公司测序。
测序正确的质粒用试剂盒抽提，然后 － 20 ℃保存。

图 1 FKBP25 结构域示意图

1． 3． 2 细胞培养 在转染前 24 h，用胰酶消化生长

至 对 数 期 的 COS7 细 胞 和 HEK 293T 细 胞 ，以
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表 1 FKBP25 缺失突变体引物列表

引物名称
长度

(bp)
引物序列

FKBP25 N-S1m 330 5'-GGAATTCCGCCACC ATGGCGGCGGCCGT-3'
FKBP25 N-A1m 5'-CCG CTCGAGCGGTCACTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCTGG

TGGACCCTCATC-3'
FKBP25 C-S1m 543 5'-GGAATTCCATGAATTATTAGGAAACA-3'
FKBP25 C-A1m 5'-CCG CTCGAGCGGTCACTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCATC

AATATCCACTAA-3'

下划线部分为限制性酶切位点，斜体为 FLAG 标签序列

1 × 105 ～ 2 × 105 /cm2
的密度重新接种于含 DMEM

培养基加入到 60 mm 培养皿中(在免疫荧光定位实

验中，培养皿中先放入用 1 × 多聚赖氨酸浸泡过的

盖玻片)。37 ℃、5%CO2 培养箱中培养。
1． 3． 3 质粒转染 转染前 24 h，对 HEK 293T 细胞

传代，待细胞达 70% ～ 85% 密度时，按试剂盒说明

书用脂质体 Lipofectamine 2000 进行转染细胞，置 37
℃、5%CO2 培养箱中培养 6 h 后，弃转染液，更换新

鲜含 10% 小牛血清的 DMEM 培养基，置 37 ℃、5%
CO2 培养箱中继续培养。转染至 COS7 细胞，24 h
后待细胞长到 50% ～70% 密度时，按照上述方法进

行转染培养。
1． 3． 4 免疫荧光观察 参照文献

［5］
方法进行免疫

荧光制片，细胞转染 24 h 后，取出培养皿中的盖玻

片，正面朝上，用预冷的 PBS 溶液洗 3 次。 － 20 ℃
预冷的甲醇溶液固定细胞 3 min，弃甲醇溶液;70%
乙醇溶液室温固定细胞 5 min，弃乙醇溶液;PBS 溶

液洗 3 次，每次 10 min。用含 1% 脱脂奶粉的 TBST
溶液(封闭液) 室温封闭 0. 5 h，弃封闭液;加 FLAG
M2 一抗(封闭液配制) 室温孵育 2 h，弃一抗，封闭

液洗 3 次，每次 10 min。加 TＲITC 标记的山羊抗小

鼠 IgG 二抗(TBST 溶液配制)室温孵育 1 h，弃二抗;

PBS 溶液洗 3 次，每次 10 min。用 100 μl DAPI 溶液

染细胞核，室温 2 min，弃 DAPI 溶液;PBS 溶液洗 3
次，每次 10 min。最后吸去盖玻片上的溶液，用防淬

灭封片胶将盖玻片封于干净载玻片上。4 ℃ 储存，

在荧光显微镜下观察结果并拍照。
1． 3． 5 Western blot 检测 HEK 293T 细胞转染后

培养 48 h，收集细胞，加细胞裂解液于冰上裂解，提

取细胞蛋白样品。加入等体积的 2 × SDS 上样缓冲

液，100 ℃煮沸 10 min，冷却保存。标准蛋白 Marker
和蛋白样品一起进行 SDS-PAGE 电泳，100 V 转膜 1
h，TBST 溶液( 含 5 % 脱脂奶粉) 室温封闭 1 h，用

FLAG M2 一抗(1 ∶ 1 000)4 ℃孵育过夜，TBST 溶液

洗膜，用 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 山 羊 抗 小 鼠 IgG

(1 ∶ 10 000) 室温孵育 1 h，TBST 溶液洗膜，用 Su-
perSignal West Pico 显色试剂盒进行显色，最后用 X
线片曝光、显影和定影。

2 结果

2． 1 重 组 质 粒 pcDNA3. 1-FKBP25-FLAG-N 和

pcDNA3. 1-FKBP25-FLAG-C 酶切鉴定 酶切鉴定

结果见图 2，抽提的质粒经 Xho Ⅰ、EcoＲ Ⅰ双酶切

鉴定，鉴定正确后与 DNA Marker 比对，一条是载体

pcDNA3. 1 大小约 5 400 bp，其余分别是 FKBP25 目

的片段大小约 672 bp、FKBP25-FLAG-N 目的片段大

小约 330 bp、FKBP25-FLAG-C 目的片段大小约 543
bp，酶切鉴定结果证明连接是成功的。

图 2 重组质粒 pcDNA3. 1-FKBP25-FLAG-N 和

pcDNA3. 1-FKBP25-FLAG-C 的酶切鉴定

M:λDNA /EcoＲ I + Hind Ⅲ Marker;1:酶切载体 pcDNA3. 1;2:

酶切 pcDNA3. 1-FKBP25-FLAG 质 粒; 3: 酶 切 pcDNA3. 1-FKBP25-

FLAG-N 质粒; 4:酶切 pcDNA3. 1-FKBP25-FLAG-C 质粒

2． 2 FKBP25 缺失突变体在 COS7 细胞中的定位

在 荧 光 显 微 镜 下 观 察 FKBP25 缺 失 突 变 体 在

COS7 细胞中的定位，红色荧光代表 FKBP25 蛋白在

COS7 细 胞 中 的 定 位。pcDNA3. 1-FKBP25-FLAG-N
主要定位于 COS7 细胞的细胞核中，在细胞质中也

有表 达; pcDNA3. 1-FKBP25-FLAG-C 主 要 定 位 于

COS7 细胞的细胞质，在细胞核中有少量表达，呈不

均一的细小颗粒状。见图 3。
2． 3 FKBP25 缺失突变体蛋白的 Western blot 分

析 用 FLAG M2 抗体来检测，分别转染 pcDNA3. 1-
FKBP25-FLAG-N、pcDNA3. 1- FKBP25-FLAG-C 的细

胞裂解液中检测到条带，大小约 12 ku 和 20 ku，符

合 FKBP25 缺失突变体蛋白分子量大小，结果表明

FKBP25 缺失突变体蛋白在 HEK 293T 细胞中能有

效表达，见图 4。
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图 3 FKBP25 缺失突变体蛋白在 COS7 细胞中的定位 × 1 000

A1、A2:DAPI 染色示细胞核;B1: FKBP25-FLAG-N 在 COS7 细

胞中的定位;B2: FKBP25-FLAG-C 在 COS7 细胞中的定位;C1、C2:

两个图像(A1 与 B1、A2 与 B2)的叠加图像

图 4 FKBP25 缺失突变体在 HEK 293T 细胞中表达

1:转染 pcDNA3. 1 的 HEK 293T 细胞裂解液;2:转染重组质粒

FKBP25-FLAG-N 的 HEK 293T 细胞裂解液;3: 转染重组 质 粒 FK-

BP25-FLAG-C 的 HEK 293T 细胞裂解液

3 讨论

基因序列分析表明，人 FKBP 家族中各成员之

间的同源性很好，人 FKBP25 与人 FKBP12 氨基酸

序列有 62% 的同源性，而 FKBP25 的 C 末端氨基酸

序列与 FKBP12 有 43% 相似性
［6］。FKBP25 和 FK-

BP12 这两种蛋白的主体结构均由一个 β 折叠、一段

短的 α 螺旋、40s、50s、80s 三段柔性连接环组成，主

体结构非常相似，这些结果提示了 FKBP25 可能具

有 FKBP12 的一些功能作用，如细胞凋亡、信号转

导、蛋白质折叠以及基因转录等多种细胞生命活动。
本研 究 成 功 构 建 了 FKBP25-FLAG-N 和 FK-

BP25-FLAG-C 的结构域缺失突变体，将其分别转染

至 COS7 细胞和 HEK 293T 细胞中进行定位以及表

达情况的研究。本研究结果提示，FKBP25-FLAG-N
蛋白在 COS7 细胞中的定位主要集中在细胞核，而

FKBP25-FLAG-C 蛋白在 COS7 细胞中的定位主要集

中在细胞质中，造成这一差别的原因推测有以下几

点:第一，蛋白含量的差别可能会影响蛋白的表达;

第二，标签引入的位置不同可能会影响蛋白的定位;

第三，两者入核的主要功能区的差别，但确切原因在

以后的研究中进一步证实。之前的研究
［7］

表明，

FKBP25 主要定位于细胞核，这也许与实验方法和

所用的细胞株不同有一定关系。本实验研究的结果

与本实验组前期研究的结果是一致的，FKBP25 缺

失突变体蛋白在 HEK 293T 细胞和 COS7 细胞中均

能有效表达。本研究对 FKBP25 缺失突变体在细胞

内定位和表达分别进行了初步的研究，这为进一步

探讨 FKBP25 蛋白的作用机制和功能提供了一定基

础依据。
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Localization and expression of human FKBP25 deletion
mutants in mammalian cell lines
Zhang Shanjing1，Wang Beihua2，Gong Ｒui2，et al

( 1Dept of Pathophysiology，2Dept of Biology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the expression and localization of the product of FKBP25 deleted mutants in
cells． Methods The full length cDNA fragment of FKBP25 was used for PCＲ amplification，to construct FKBP25
deletion mutant gene sequence respectively，and inserted them into pcDNA3． 1 vector． All expressions were detected
by Western blot and immunofluorescence． Ｒesults The expression of FKBP25 deletion mutants was constructed
successfully． Western blot assay showed that FKBP25 deletion mutants could express efficiently in HEK293T cell
line，and the results of immunofluorescence microscopy showed that the FKBP25 deletion mutants protein was found
to be localized in the nucleus and cytoplasm in COS7 cells lines． Conclusion The FKBP25 deletion mutants can
express in HEK 293T and COS7 cell lines． The results provide the basis for further understanding of the function of
FKBP25 deletion mutants．
Key words FKBP25; gene expression; immunofluorescence; cellular localization
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摘要 目的 检测小鼠经三氯乙烯(TCE) 致敏后 Tc1、Tc2
细胞的变化，探讨 Tc1 /Tc2 细胞失衡在三氯乙烯药疹样皮炎

(DMLT)中的可能作用。方法 BALB /c 雌性小鼠随机分为

空白对照、溶剂对照和 TCE 处理组，在末次激发后 24、48、72
h 和 7 d 根据皮肤肿胀程度和病理表现分为致敏组和未致敏

组。无菌取出脾脏，用流式细胞术检测 Tc1、Tc2 细胞数量，

实时荧光定量 PCＲ 检测 T-bet、GATA-3 mＲNA 转录水平。结

果 与未致敏组相比，致敏组 Tc1 细胞数量在 24、48、72 h 和

7 d 显著上升(P ＜ 0. 01)，72 h 水平最高;致敏组 Tc2 细胞数

量在 24、48、72 h 显著上升(P ＜ 0. 01)，72 h 水平达到峰值，7
d 较未 致 敏 组 差 异 无 统 计 学 意 义 ( P ＞ 0. 05 ); 致 敏 组
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Tc1 /Tc2 比例于 48、72 h 和 7 d 较未致敏组显著上升(P ＜
0. 01)。致敏组 T-bet、GATA-3 mＲNA 转录水平在 48、72 h 和

7 d 较相应时点未致敏组显著上升(P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01)，72 h

达到峰值。结论 Tc1 /Tc2 细胞失衡可能参与了 TCE 致敏

小鼠的免疫损伤过程并发挥重要的作用。
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三氯乙烯( trichloroethylene，TCE)是重要的工业

和环境毒物，职业暴露 TCE 可诱发工人罹患职业性

三氯乙烯药疹样皮炎 ( occupational medicamentosa-
like dermatitis induced by trichloroethylene，DMLT)，

该病病情凶险，病死率高，已列入职业病范畴
［1］。

DMLT 的临床表现符合Ⅳ型变态反应特征
［1］，其详

细发病机制尚未阐明，T 细胞介导的免疫调节失衡

可能参与发病
［2］。CD8 + T 细胞又称细胞毒性 T 细

胞( cytotoxic T cell，Tc)，可在一定条件下极化为

Tc1 或 Tc2 细胞，通过生成Ⅰ类或Ⅱ类细胞因子参

与调节免疫细胞分化和炎症反应，Tc1 /Tc2 极化失

衡与多种免疫性疾病的发病与进展相关
［3 － 4］。该研
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