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【摘要】 目的 构建 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 和 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1M26I重组表达载体，为研究 DJ-1M26I突

变与细胞增殖、凋亡的关系及建立转基因动物模型奠定基础。方法 采用突变试剂盒将 DJ-1 蛋白第 26 位氨基酸

进行突变，分别构建 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 和 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1M26I重组表达载体，并采用脂质体介导的方

法分别将其转染入 NIH3T3 细胞，500 μg /mL G418 压力筛选稳定克隆，对 2 种转染细胞在 DNA 水平、RNA 水平和

蛋白质水平进行鉴定，采用 MTT 染色方法和 AnnexinV-FITC 试剂盒进行转染阳性克隆细胞的细胞活力与细胞凋亡

检测。结果 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 和 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1M26I重组质粒转染 NIH3T3 细胞经 G418 筛选后，

PCR 方法检测分别获得 1 个和 3 个阳性细胞克隆，RT-PCR 及 western blot 方法进行 DJ-1-His 基因表达检测，结果均

证明外源插入基因的表达，MTT 实验结果初步证明转染 DJ-1M26I基因的 NIH3T3 阳性细胞组细胞增殖速率低于正常

NIH3T3 细胞组( P ＜ 0. 05 ) ，转染 DJ-1 基因的 NIH3T3 阳性细胞组细胞增殖速率与正常 NIH3T3 细胞相比无明显

差别; 细胞凋亡检测表明转染 DJ-1M26I基因的 NIH3T3 阳性细胞组细胞凋亡率高于正常 NIH3T3 细胞，转染 DJ-1 基

因的 NIH3T3 阳性细胞组细胞凋亡率低于正常 NIH3T3 细胞( P ＜ 0. 05 ) 。结论 成功构建 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-

1 和 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1M26I重组表达载体，成功筛选出稳定表达人 DJ-1 及 DJ-1M26I的 NIH3T3 细胞。DJ-1M26I基

因突变更易导致 NIH3T3 细胞的凋亡。
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【Abstract】 Objective To construct the recombinant expression vectors of pcDNA3. 1 /myc- His-DJ-1 and pcDNA3. 1 /

myc-His-DJ-1M26I，and provid a basis for further study on the relationship of DJ-1M26I mutation and cell proliferation and

apoptosis and establish transgenic animal model． Methods Using site-directed mutagenesis kit to make the 26 th amino

acid mutated，constructed pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 and pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1M26I recombinant expression vectors．

And then transfected them into NIH3T3 cells respectively using lipofectamine． Cells were selected with G418 at the level of

500μg /ml． Stable clones were identified on the DNA，RNA and protein levels． Using MTT assay and AnnexinV-FITC kit

to detect the stable cloned cells’ viability and apoptosis level． Results NIH3T3 cells transfected with recombinant

plasmid pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 or pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1M26I screened by G418． We obtained 1 and 3 positive clones

of pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 and pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1M26I transfected cells by PCR detected． The results of RT -PCR

and western blot also showed the expression of DJ-1-His in pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 and pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1M26I

transfected cells． MTT assay demonstrated the NIH3T3 positive cells transfected with DJ-1M26I had the lower proliferation

rate than normal NIH3T3 cells( p ＜ 0. 05 ) ． NIH3T3 positive cells carrying the DJ-1 genes showed no significant difference

compared with the normal cells NIH3T3 cells． Apoptosis test indicated that the apoptosis rate of DJ-1M26I transfected cells

was higher than normal NIH3T3 cells，however the apoptosis rate of the DJ-1 transfected cells was lower than normal

NIH3T3 cells( p ＜ 0. 05 ) ． Conclusions Recombinant expression vectors pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 and pcDNA3. 1 /myc-

His-DJ-1M26I have constructed successfully． The NIH3T3 cells with stable expression of DJ-1 and DJ-1M26I have been

constructed successfully． DJ-1M26I mutation can result in the apoptosis of NIH3T3 cells easily ．

【Key words】 DJ-1 ; NIH3T3 cell; Parkinson’s disease; Apoptosis

DJ-1 基因是近年来发现的又一个与帕金森病
( parkinson’s disease，PD) 相关的基因，DJ-1 蛋白广
泛表达于人体各种组织，并以二聚体形式参与细胞

多种生命活动: 如细胞周期的调节，精子成熟和受

精，控制基因转录、调节 mRNA 稳定性和参与细胞
氧化应激反应等［1 － 4］，现已知 DJ-1 基因存在多种突
变位点，包括 L166P、M26I、R98Q、A104T 和 D149A
等，研究表明 L166P、M26I 纯合突变可以引起早发
型常染色体隐性遗传 PD［5，6］，但是其发病机制并不
完全清楚。
为此，我们拟构建 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 和

pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1M26I重组表达载体，将其转

染入 NIH3T3 细胞，筛选稳定表达细胞株，进一步在
稳定表达 DJ-1 及 DJ-1M26I的 NIH3T3 细胞中研究 DJ-
1 及 DJ-1M26I基因表达及其对细胞增殖、凋亡影响。

1 材料和方法

1. 1 材料
感受态 DH5α ( E． coli ) 、pcDNA3. 1 /myc-His 质

粒、pTZ57R /DJ-1 质粒［7］、NIH3T3 细胞均为本室保
存，DMEM 为 Hyclone 产 品，G418、脂 质 体
( Lipofectamine 2000 ) 、TRIzol、引 物 合 成 均 为
Invitrogen 公司产品，RNA 提取试剂盒为 AXYGEN
产品、胎牛血清为郑州佰安生物工程有限公司产
品，Quickchange kit Ⅱ突变试剂盒为 stratagen 公司
产品，凝胶回收试剂盒、Taq 酶等购自宝生物( 大连)

有限公司，反转录试剂盒为 Promega 公司产品，His
标签蛋白抗体为美国 abcam 公司抗体( ab15149 ) ，
AnnexinV-FITC 凋亡检测试剂盒为凯基生物产品，
酶标仪为瑞士 TECAN 公司 Infinite M200 Pro 型，流
式细胞仪为美国 BD 公司 FACS calibur 型。
1. 2 方法
1. 2. 1 重组表达质粒的构建
根据 DJ-1 基因序列和突变试剂盒说明书要求，

应用 Primer 5 软件设计突变引物，对 pTZ57R /DJ-1

质粒中 DJ-1 基因进行 DJ-1M26I位点突变，引物 P1 :
5'-CTGTAGATGTCATCAGGCGAGCTGGGATTAAGG
TC-3'，P2 为: 5'-GACCTTAATCCCAGCTCGCCTGAT
GACATCTACAG-3'，经 测 序 验 证 突 变 序 列。将
pTZ57R /DJ-1 和 pTZ57R /DJ-1M26I质粒应用 Eco RI

和 XbaⅠ限制性内切酶酶切后纯化、回收 DJ-1 和
DJ-1M26I目的片段，同时应用 EcoRI 和 XbaⅠ酶切
pcDNA3. 1 /myc-His 载体，将酶切纯化回收的 DJ-1、
DJ-1M26I目的片段与 pcDNA3. 1 /myc-His 连接、转化、

菌液扩增，提取重组质粒进行双酶切鉴定和测序

鉴定。
1. 2. 2 DNA 转染阳性细胞克隆筛选及其鉴定
1. 2. 2. 1 细胞转染及阳性细胞克隆筛选: 采用脂质
体方法将 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 和 pcDNA3. 1 /
myc-His-DJ-1M26I质粒分别转染 NIH3T3 细胞，按照
Lipofectamin 2000 试剂盒说明书进行操作。选用
500 μg /mL 的 G418 进行筛选［3］，每 3 d 换液一次，
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约 15 d 后可见细胞呈克隆状生长，各挑取细胞克隆
接种于 96 孔板中进行扩增培养。
1. 2. 2. 2 PCR 法阳性克隆细胞 DNA 水平检测: 提
取各克隆细胞基因组 DNA 进行 PCR 检测，PCR 检
测上游引物: 5'-GTGGAATTCTACAGG CTTGTAA-3'，
下 游 引 物 ( 含 His 标 签 序 列 ) : 5'-
ATGGTGATGGTGATGATGAC -3'，PCR 反应条件如
下: 94℃ 5 min; 94℃ 1 min，59℃ 1 min，72℃ 1 min，
32 循环，72℃ 10 min，扩增片段大小为 682 bp，1%
琼脂糖凝胶电泳检测结果。

图 1 DJ-1M26I测序结果( 红色箭头为 gc)

Fig． 1 DJ-1M26I sequencing results( Red arrow: gc)

1. 2. 2. 3 RT-PCR 法阳性克隆细胞 RNA 水平表达
检测: 采 用 AXYGEN RNA 提 取 试 剂 盒 提 取
pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 和 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-
1M26I阳性克隆和正常 NIH3T3 细胞总 RNA，反转录
为 cDNA，进行 RT-PCR 检测，引物和 PCR 反应条件
同 DNA 检测实验，并以 GAPDH 为内对照，GAPDH
上游引物: 5'- ACCACAGTCCATGCCATCAC- 3' ; 下
游引物: 5'- TCCACCACCCTGTTGCTGTA -3'，反应条
件为 94℃ 5 min; 94℃ 1 min，58℃ 1 min，72℃
1 min，30 循环; 72℃ 10 min，扩增片段大小为 452
bp，1%琼脂糖凝胶电泳检测结果。
1. 2. 2. 4 western blot 方法阳性克隆细胞蛋白水平
表达检测: 分别提取正常 NIH3T3 细胞、pcDNA3. 1 /
myc-His-DJ-1 和 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1M26I阳性克

隆细胞的总蛋白，取总蛋白 30μg /孔上样，12%聚丙

烯酰胺凝胶电泳( SDS-PAGE ) 分离总蛋白，然后将
蛋白转移至聚偏氟乙烯( PVDF) 膜上，用 5%脱脂奶
粉封闭 2 h，His 标签一抗( 鼠源性 1 : 100 ) 4℃孵育过
夜，相应二抗( 1 : 1500 ) 室温孵育膜 2 h，ECL 显色，
观察拍照。本实验以 β-actin 为实验内对照，实验重
复三次。
1. 2. 3 MTT 法检测细胞活力 分别在 96 孔板接种
DJ-1、DJ-1M26I阳性克隆细胞和正常 NIH3T3 细胞各 5
× 103 个 /孔，每种细胞接种 5 个复孔，每孔培养基
为 100 μL，分别于 24 h、48 h、72 h、96 h 加入 20
μLMTT，37℃恒温 5% CO2 细胞培养箱中孵育 4 h
后，弃上清，每孔加入 150 μL DMSO，充分振荡
10 min后于酶标仪( λ = 570nm ) 测定 OD 值。实验
重复 3 次。
1. 2. 4 Annexin V-FITC /PI 双染法检测细胞凋亡情
况 分 别 收 集 DJ-1、DJ-1M26I 阳 性 克 隆 和 正 常

NIH3T3 各 5 × 105 个，按照 Annexin V-FITC 凋亡检
测试剂盒说明书进行操作，流式细胞仪检测细胞凋

亡情况。
1. 2. 5 统计学分析 采用 SPSS 11. 5 统计软件包进
行统计分析，采用 t 检验进行均数比较。

2 结果

2. 1 DJ-1 基因突变及载体构建
按照突变试剂盒说明书将编码第 26 位氨基酸
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的 DNA 序列 atg 突变为 atc，即氨基酸由蛋氨酸突变
为异亮氨酸，经测序验证，结果显示与预期相符( 图

1 ) 。重组质粒经 EcoRI 和 XbaⅠ双酶切鉴定结果如
图 2 所示，酶切后片段大小分别为 5458 bp、718 bp，
表明 pcDNA3. 1 /myc-His 中已插入片段 DJ-1M26I或

DJ-1 的 DNA 片 段，pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 及
pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1M26I 重 组 表 达 载 体 构 建

成功。

图 2 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 及

pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1M26I重组

表达载体 EcoRI 和 XbaⅠ双酶切鉴定结果
Fig． 2 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 and

pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1M26I restriction enzyme

digestion results with EcoR I and XbaⅠ

注: 1． pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1M26I质粒;

2． pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 质粒; 3． pcDNA3. 1 /myc-His

载体 EcoRI 和 XbaⅠ双酶切片段;

4．插入基因片段; M1． Marker DL2000 ; M2． Marker DL15000

Note: Lane 1 : pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1M26I ; Lane 2 : pcDNA3. 1 /

myc-His-DJ-1 ; Lane 3 : pcDNA3. 1 /myc-His; Lane 4 : the DNA

fragment insert into the vector; M1 : DNA molecular weight marker

( DL2000 ) ; M2 : DNA molecular weight marker( DL15000 )

2. 2 稳 定 转 染 DJ-1 和 DJ-1M26I 目 的 基 因 的

NIH3T3 阳性克隆细胞株 PCR 鉴定
应用脂质体分别转染 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1

及 pcDNA3. 1 /myc-His- DJ-1M26I入 NIH3T3 细胞，经
G418 筛选后各挑取 54 和 78 个克隆接种于 96 孔
板，细胞扩增后提取 96 孔板中细胞基因组 DNA，经
PCR 鉴定，分别获得 1 个稳定转染 DJ-1 和 3 个稳定
转染 DJ-1M26I ( 编号为 M4、M6、M19 ) 的阳性克隆，
PCR 结果见图 3、4。
2. 3 稳定转染 DJ-1 和 DJ-1M26I的 NIH3T3 阳性克
隆细胞株 RNA 水平表达鉴定
提取 M19 号 DJ-1M26I和 DJ-1 阳性克隆细胞株总

RNA，反转录为 cDNA，应用特异引物进行扩增，RT-
PCR 扩增结果见图 5、6。pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1

和 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1M26I质粒转染组均能扩增

到特异条带，正常 NIH3T3 细胞则未见特异条带。

图 3 DJ-1 转染 NIH3T3 细胞组
PCR 鉴定电泳检测结果

Fig． 3 Detection of DJ-1 in DJ-1 transfected

NIH3T3 cells with PCR
注: 1． MarKer DL 2000 ; 2． DJ-1 转染组阳性克隆细胞株;

3．阳性对照; 4．阴性对照( 正常 NIH3T3 细胞) ;

5．空白对照

Note: Lane 1 : DNA molecular weight marker( DL2000 ) ;

Lane 2 : the positive cells with DJ-1 transfection;

Lane 3 : positive control; Lane 4 : negative control;

Lane 5 : blank control

图 4 DJ-1M26I转染 NIH3T3 细胞组
PCR 鉴定电泳检测结果

Fig． 4 Detection of DJ-1 in DJ-1M26I transfected

NIH3T3 cells with PCR
注: 1 － 3． M4、M6、M19 阳性克隆细胞株; 4．阳性对照;

5．阴性对照( 正常 NIH3T3 细胞) ; 6．空白对照; 7． Marker DL 2000

Note: Lane 1 － 3． positive clones named M4 \M6 \M19 ;

Lane 4． positive control; Lane 5． negative

control ( normal NIH3T3 cells) ; Lane 6． blank control;

Lane 7． DNA molecular weight marker( DL2000 )

2. 4 DJ-1 和 DJ-1M26I NIH3T3 阳性克隆细胞株蛋
白表达鉴定

Western blot 实验检测 DJ-1-His 融合蛋白在
pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 和 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-
1M26I稳定转染 NIH3T3 细胞中的表达，结果如图 7 所
示，由图可见 DJ-1-His 融合蛋白 ( 约 22 × 103 ) 在

pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 和 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-
1M26I稳定转染细胞中均有阳性表达，而正常 NIH3T3
细胞未见目的条带。
2. 5 DJ-1 和 DJ-1M26I阳性克隆细胞株细胞活力

检测
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图 5 DJ-1 和 DJ-1M26INIH3T3 阳性克隆

细胞株 DJ-1 表达结果

Fig． 5 Expression of DJ-1 in DJ-1 and DJ-1M26I

positive clone cells

注: 1． DJ-1 组阳性克隆细胞; 2． M19 号 DJ-1M26I

阳性克隆细胞; 3．阳性对照; 4．阴性对照( 正常 NIH3T3 细胞) ;

5．空白对照; 6． Marker DL2000

Note: Lane 1． DJ-1 positive clone cells; Lane 2． DJ-1M26I

positive clone cells named M19 ; Lane 3． positive control;

Lane 4． negative control( normal NIH3T3 cells) ; Lane 5． blank control;

Lane 6． DNA molecular weight marker( DL2000 )

图 6 DJ-1 和 DJ-1M26I NIH3T3 阳性克隆

细胞株 GAPDH 表达结果

Fig． 6 Expression of GAPDH in DJ-1 and DJ-1M26I

positive clone cells

注: 1． DJ-1 组阳性克隆细胞; 2． M19 号 DJ-1M26I

阳性克隆细胞; 3．阴性对照( 正常 NIH3T3 细胞) ;

4． RNA 反转实验空白对照; 5． PCR 实验空白对照;

6． Marker DL2000

Note: Lane 1． DJ-1 positive clone cells; Lane 2． DJ-1M26I

positive clone cells named M19 ; Lane 3． negative

control( normal NIH3T3 cells) ; Lane 4． blank control of RNA

reverse transcription; Lane 5． blank control of PCR reaction;

Lane 6． DNA molecular weight marker( DL2000 )

DJ-1、DJ-1M26I阳性克隆和正常 NIH3T3 细胞接

种 96 孔板 24h、48h、72h、96h 后 MTT 法检测细胞生
长状态( 见图 8 ) ，从图中可见 M19 号 DJ-1M26I阳性细

胞克隆生长速度明显低于正常 NIH3T3 细胞和 DJ-1

组( P ＜ 0. 05 ) ，DJ-1 阳性细胞克隆生长速度与正
常 NIH3T3 细胞无显著差别。
2. 6 DJ-1 和 DJ-1M26I阳性克隆细胞株细胞凋亡

检测

应用 Annexin V-FITC /PI 双染法检测 DJ-1 组、

DJ-1M26I组和正常 NIH3T3 组细胞凋亡情况，DJ-1M26I

组凋亡检测均值相比最高，为 14. 48，是 DJ-1 组的 2

倍，统计学分析表明两组间有显著性差异 ( P ＜

图 7 Western blot 检测 DJ-1-His 融合蛋白实验结果
Fig． 7 Results of DJ-1-His fusion proteins

detection with western blot
注: 1．稳定转染 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 阳性克隆细胞;

2．稳定转染 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1M26I

阳性克隆细胞; 3．正常 NIH3T3 细胞

Note: Lane 1． positive clone with pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1

stable expression; Lane 2． positive clone with

pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1M26I stable expression;

Lane 3． Normal NIH3T3 cells．

图 8 DJ-1、DJ-1M26I阳性克隆细胞及正常 NIH3T3

细胞不同时间细胞增殖情况( λ = 570nm)

Fig． 8 Cell proliferation conditions of DJ-1 positive

clone，DJ-1M26I positive clone and normal

NIH3T3 cell at different times

0. 05 ) ; 正常 NIH3T3 组凋亡检测均值为 9. 63，凋亡
值检测较高于 DJ-1 组 ( 7. 16 ) ，但是统计学分析
NIH3T3 组与 DJ-1 组二者间有显著性差异 ( P ＜
0. 05 ) 。

3 讨论

人类 DJ-1 ( PARK7 ) 基因位于 1p36，含有 8 个外
显子，其中前两个外显子是非编码序列，而且可以

交替结合( 1A /B ) ，公开的阅读框编码一个含有 189
个氨基酸的蛋白质，分子量约 20 × 103，DJ-1 基因
在核苷酸水平上高度保守。DJ-1 蛋白在体外以二
聚体的形式存在并发挥功能［8，9］，是 DJ-1 /ThiJ / PfpI
超家族的成员之一，拥有 ThiJ 结构域，类似 I 型谷氨
酰胺酰基转移酶( GAT) ［10］。
研究表明 DJ-1L166P ( Leu166Pro) 和 DJ-1M26I ( Met

26Ile) 纯合突变均可以引起早发型常染色体隐性遗
传 PD［8，9］，但是 DJ-1 突变后致病的机制还知之甚
少。DJ-1 蛋白以二聚体的形式存在，其 N 端螺旋与
两个 C 端螺旋共同构成一个疏水区，从而参与蛋白
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的二聚化，这一结构可能对蛋白的功能起重要作

用，而 L166P 突变位于 C 末端，破坏了该处的结构
域，使 DJ-1 蛋白失去稳定性，丧失形成二聚体的能
力，而易通过泛素-蛋白酶体系统降解［10］; 26 位氨基
酸空间位置上邻近 L166 位点，该处突变可能降低
DJ-1 蛋白的稳定性，进而推测 M26I 突变可能也像
L166P 突变一样也影响到 DJ-1 蛋白的二聚化［5，11］，
目前 DJ-1 蛋白的功能尚不清楚。
本研究通过构建 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 和

pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1M26I 重 组 表 达 载 体，并 在

NIH3T3 细 胞 中 采 用 脂 质 体 介 导 法 分 别 转 染
pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-1 和 pcDNA3. 1 /myc-His-DJ-
1M26I两种质粒，G418 筛选后分别获得 DJ-1 和 DJ-
1M26I稳定转染的阳性克隆细胞株，经 RT-PCR 和
western blot 实验验证 DJ-1 和 DJ-1M26I稳定表达细胞

株构建成功，应用 MTT 法检测初步证明，DJ-1M26I组

细胞生长速度明显低于正常 NIH3T3 细胞组与 DJ-1
组( P ＜ 0. 05 ) 。凋亡检测结果表明正常 NIH3T3 细
胞组与 DJ-1 组、DJ-1 组与 DJ-1M26I组细胞凋亡率均

有显著性差异 ( P ＜ 0. 05 ) ，DJ-1M26I 组与正常

NIH3T3 组相比二者间细胞凋亡率没有显著差异，
但是 DJ-1M26I组凋亡检测平均值( 14. 48 ) 高于正常
NIH3T3 组，使用 DJ-1M26I组早期培养冻存复苏后的

相同克隆株细胞凋亡检测均值( 17. 77 ) 较高于表 1
中 DJ-1M26I实验组，且早期冻存 DJ-1M26I细胞株传代

周期长于 DJ-1M26I凋亡实验组细胞，推测随着细胞传

代次数的增加，携带外源基因细胞的数量可能减

少，这可能与阳性克隆细胞株的细胞纯度及其后期

传代培养过程中培养基中未加筛选药物 G418 有一
定关系。实验证明 M26I 突变 DJ-1 的功能与正常
DJ-1 基因有一定的差别，DJ-1M26I组克隆细胞携带的

外源突变基因可能导致 DJ-1 蛋白功能的变化，从而
对正常 NIH3T3 细胞的生物学特性有一定的影响。
筛选获得的 DJ-1 与 DJ-1M26I稳定表达的阳性细胞株

将作为深入研究的实验材料，为进一步研究 DJ-1M26I

的致病机制奠定基础。
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