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Abstract
AIM: To construct a yeast two-hybrid cDNA 
library from a FAT10-overexpressing human he-
patic carcinoma cell line Hep3B.

METHODS: Total RNA was prepared from 
Hep3B cells and used to purify poly (A) mRNA. 
Double-stranded cDNA was synthesized from 
the purified mRNA, ligated to EcoR I adaptor, 
digested with EcoR I/Xho I enzymes, and then 

cloned into the pGADT7 vector. The recombi-
nant vector was transformed into E. coli DH10B 
to obtain a primary cDNA library. The primary 
library was amplified and used to determine the 
size of cDNA inserts through enzyme digestion.

RESULTS: The primary cDNA library con-
tained 1.03 × 106 independent clones. The titer of 
the cDNA library was estimated to be 2.50 × 106 
cfu/mL, and that of the amplified library was 
3.60 × 109 cfu/mL. The size of the inserts varied 
from 0. 5 to 3.5 kb, with an average value of 
about 2.0 kb.

CONCLUSION: A yeast two-hybrid cDNA library 
has been successfully generated from FAT10-over-
expressing Hep3B cells and can be used for future 
screening of proteins interacting with FAT10.

Key Words: Human hepatic carcinoma Hep3B cells; 
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摘要
目的: 构建类泛素FAT10高表达肝癌细胞株
Hep3B的酵母双杂交用cDNA文库.

方法: 从肝癌细胞Hep3B中提取总RNA, 分
离mRNA. 利用反转录酶M-MLV与Oligo(dT) 
Anchor Primer合成1st Strand cDNA, 用E.coli  DNA 
Polymerase与E.coli  DNA Ligase将RNA链置换
成DNA链, 合成2nd Strand cDNA. 将双链cDNA
与Eco RⅠ Adaptor连接, 然后用Eco RⅠ/XhoⅠ
进行酶切. 使用Spin Column除去短链cDNA与
pGADT7载体连接, 转化入E.coli DH10B, 建成
原始文库. 然后对其进行扩增并随机挑取单菌
落, 酶切鉴定重组子插入片段大小.

结果: 提取的总RNA降解少且分子完整; RNA
纯度高, 相对分子质量为400-5000 bp; 成功
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合成双链cDNA, 均符合建库要求; 库容量达到
1.03×106克隆, 原始文库滴度为2.50×109 cfu/L, 
扩增后的文库滴度为3.60×1012 cfu/L. 插入片段
大小分布为0.5-3.5 kb, 平均长度约为2.0 kb.

结论: 所构建文库的各项指标均达到要求, 为
筛选FAT10作用蛋白奠定了重要基础.

关键词: 人肝癌细胞Hep3B; 酵母双杂交cDNA文

库; FAT10
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0  引言

原发性肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)
是严重危害人类健康的恶性肿瘤, 其发生与发

展是一个多步骤、多基因的参与过程. 泛素/类
泛素系统为体内细胞蛋白降解的一个重要途径, 
大量的研究表明泛素/类泛素系统功能失调将导

致癌基因与抑癌基因的表达异常, 其在肿瘤的

发生、发展过程中起着重要作用. 类泛素基因

有着同泛素类似的结构域, 作为信号使者控制

着多种细胞功能, 如细胞增殖、凋亡、细胞周

期及DNA修复. 其功能的异常可导致许多疾病

的产生, 包括肝癌. FAT10作为类泛素家族成员, 
被发现在肝癌等恶性肿瘤中表达增高, 而被认

为在肝癌的形成中起着重要作用, 但具体作用

机制尚不清楚. 本研究通过构建类泛素FAT10高
表达肝癌细胞株Hep3B酵母双杂交cDNA文库, 
为研究FAT10相互作用蛋白与FAT10基因的结构

及功能奠定了重要基础.

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞株Hep3B购自中科院上海细

胞库; 大肠杆菌DH10B为本实验室保存; 胎牛血

清为Hyclone产品; DMEM培养基为Gibco产品; 
TaKaRa MiniBEST Plasmid Purification Kit、One 
Shot LA PCRTM Mix、RNAisoTM Plus、cDNA Li-
brary Construction Kit、OligotexTM-dT30<Super> 
mRNA Purification Kit、λ-EcoT14 I Marker以及

pHY Marker均为TaKaRa公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 各组细胞置于DMEM培养液(含
100 mL/L胎牛血清), 在37 ℃、50 mL/L CO2条

件下培养.

1.2.2 总RNA提取与鉴定: 按照RNAisoTM Plus操
作手册说明书进行. 提取RNA 经1.2%琼脂糖凝

胶电泳鉴定.
1.2.3 mRNA提取: 按照OligotexTM-dT30<Super 
>mRNA Purification Kit操作手册说明书进行. 
将RNA、bind buffer及OligotexTM-dT30<Super>
混合, 然后70 ℃加热3 min, 室温放置10 min, 离
心. 去除上清后加入350 μL Wash Buffer, 将Oli-
gotexTM-dT30<Super>充分悬浮, 再加入到Spin 
Column Set的Column Cup中, 离心后加入wash 
buffer重悬, 重复离心, 最后用50 μL 70 ℃预热的

DEPC H2O充分悬浮OligotexTM-dT30<Super>, 离
心, 重复2次后回收mRNA.
1.2.4 cDNA合成与文库构建: 根据mRNA浓度

确定mRNA模板量. 按TaKaRa的cDNA Library 
Construction Kit使用手册进行. 利用反转录酶

M-MLV与Oligo(dT) Anchor Primer合成1st Strand 
cDNA(1st Strand cDNA合成时使用5-methyl 
dCTP); E.coli  RNase H使mRNA-1st Strand cDNA
杂合体中的RNA形成Nick, 再用E.col i  DNA 
Polymerase和E.coli  DNA Ligase将RNA链置换

成DNA链, 合成2nd Strand cDNA. T4 DNA Poly-
merase将双链cDNA末端平滑化再与Eco RⅠ 
Adaptor连接, XhoⅠ酶切; Spin Column除去短链

cDNA后与Eco RⅠ/XhoⅠ酶切的pGADT7载体

进行连接(Directional Cloning). Oligo(dT)Anchor 
Primer: 5'-(GA)10ACTAGTCTCGAG(T)18V-
3'(V: A or C or G); Eco RⅠ Adaptor序列: 5'-OH- 
AATTCGGCACGAGG-3', 3'-GCCGTGCTC-
Cp-5'.
1.2.5 文库质量鉴定: 将原始文库分别稀释10-3与

10-6倍, 称为A液与B液, 取1 μL A液加到50 μL的
LB液体培养基中, 混匀; 取50 μL与100 μL的B
液, 分别涂布于含100 mg/L氨苄青霉素的LB平
板上, 室温吸收20 min, 37 ℃培养过夜. 单菌落

计数, 确定文库滴度, 公式如下: cfu/mL = A液平

板上单菌落数×103×103, cfu/mL = (B液平板上

单菌落数P涂板体积)×103×103×103根据文库

滴度, 估算进行文库扩增所需平板数. 从原始文

库中取10 μL菌液加到15 mL LB液体培养基中, 
混匀; 分别取150 μL菌液涂布于100个直径150 
mm含100 mg/L氨苄青霉素的LB平板上. 室温吸

收1 h, 37 ℃培养18-20 h. 收集菌落加到500 mL 
LB甘油混合液中, 最后分装于10个50 mL离心管

中, 即扩增文库. 将原始文库做1∶10 000和1∶
1 000 000稀释, 转化宿主菌后铺平板, 测定扩增
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的作用通路.
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文库的滴度, 其滴度计算, 方法与原始文库滴度

计算方法相同.
1.2.6 文库的PCR鉴定: 随机挑选了16个菌落单

克隆进行扩增, 提取质粒作为模板, 以引物正

义: 5'-GGAGTACCCATACGACGTACC-3', 反义: 
5'-TATCTACGATTCATCTGCAGC-3'进行PCR扩
增, 共30个循环. 用1.0%的琼脂糖凝胶电泳检测.

2  结果

2.1 总RNA与mRNA提取 所提总RNA经变性胶

电泳显示2条明显的带: 28S与18S, 说明总RNA
提取较好, 降解少且分子完整. RNA A 260 = 0.120, 
其浓度为0.96 g/L, A 280 = 0.063, A 260/A 280 = 1.9, 
表明所提RNA纯度高; 电泳结果显示成功分离

mRNA, 相对分子质量为: 400-5 000 bp, 符合建

库要求(图1).
2.2 cDNA合成质量鉴定结果 合成的双链cDNA, 
5 μL PCR产物进行琼脂糖电泳分析, 结果0.3-5 
kb呈弥散状条带, 中间有几条与组织特异性高

丰度mRNA相对应的亮带, 短片段去除后, 弥散

范围更加集中, 成功合成双链cDNA, 符合建库

要求(图2).
2.3 文库质量鉴定 文库容量达到1.03×106克隆, 
原始文库滴度为2.50×106 cfu/mL, 扩增后的文

库滴度为3.60×109 cfu/mL. 插入片段大小分布

为0.5-3.5 kb, 平均长度约为2.0 kb(图3).

3  讨论

HCC是我国乃至世界上常见且极具危害性的恶

性肿瘤之一. 研究表明, 作为多步骤、多途径肿

瘤发生的典型, 肝癌的发生、发展是癌基因的

激活与抑癌基因的失活共同作用结果. 泛素/类
泛素系统为体内细胞蛋白降解的一个重要途径, 
大量的研究表明泛素/类泛素系统功能失调将导

致癌基因与抑癌基因的表达异常, 其在肿瘤的

发生发展中起着重要作用[1-3]. 
近年来随着对泛素的研究发现, 真核细胞

中也广泛存在着一些同泛素有着部分相同序列

或功能相近的蛋白, 他们同样发挥着转录后的

修饰作用, 这一类蛋白被称为类泛素家族, 其主

要分为两类: 类泛素调节子(ubiquitin-like modi-
fiers, UBLs)与泛素区域蛋白(ubiquitin-domain 
proteins, UDPs). FAT10属于泛素相关蛋白的生

长集落, 参与各种基本的细胞发展, 包括信号转

导、蛋白易位及细胞周期调控. Hipp等[4]在研究

FAT10作用机制中发现他同泛素一样, 通过标记

底物而被特异性识别, 最后被降解, 但又不同于

泛素的作用通路. 有研究表明[5]FAT10能与人纺

锤体聚集检测点蛋白(MAD2)非共价结合, 学者

们利用这一特点, 发现FAT10的过度表达会导致

MAD2功能受到抑制, 而MAD2蛋白负责在有丝

分裂时保持纺锤体的完整性, 他的功能受到抑

制则引起染色体不稳定[6,7], 这正是许多肿瘤发

生的重要特征. Lee等[8]在肝癌、胃癌以及其他

类型的肿瘤中发现FAT10的蛋白表达要远高于

其癌旁和正常组织, 指出FAT10可能在肝癌等

恶性肿瘤的形成中起着重要作用. Canaan等[9]通

过对FAT10基因缺失小鼠的研究发现, FAT10的
缺失会增加肿瘤凋亡的易感性. Zhang等[10]通过

对肝癌细胞的体外研究发现, 在野生型p53(wild 
type p53, wtp53)缺失的Hep3B细胞中FAT10的蛋

白表达量要高于含wtp53的HepG2与KB3-1细胞

图  2  合成的双链cDNA电泳图. 1: 合成的双链cDNA; 2: 短

片段去除后的双链cDNA.
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图  3  插入片段检测电泳结果.

mRNA     Marker

4 870
bp

2 016
1 360
1 107

926
658
489

267

A  RNA       Marker

4 870
bp

2 016
1 360
1 107

926
658
489
267

B

80

图  1  电泳鉴定mRNA和RNA纯度. A: mRNA; B: RNA.
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中的FAT10蛋白表达量, 当在Hep3B细胞中导入

外源性wtp53后会导致FAT10转录表达能力和启

动子活性降低; 反之, 通过RNA干扰减低wtp53
的表达量, 则会增强FAT10的启动子活性和蛋

白表达. 因此, FAT10在肝癌等恶性肿瘤形成中

的作用引起了许多研究者的极大兴趣. 为了研

究FAT10的作用通路, 利用酵母双杂交技术, 以
FAT10基因作为“诱饵”, 以肝癌细胞株Hep3B
的cDNA文库作为“猎物”, 筛选出FAT10作用

通路蛋白与同FAT10作用的底物蛋白.
本研究通过构建肝癌细胞株Hep3B的cDNA

文库, 为下一步酵母双杂交筛选提供基础. 在
本实验中, 用RNAisoTM Plus试剂与OligotexTM-
dT30<Super>磁珠法分别分离提取总RNA和

mRNA, 经过电泳证实所获取的mRNA相对分

子质量分布范围较广, 无明显降解. 合成的双链

cDNA经电泳分析也显示所合成的cDNA是合格

的, 这为成功构建cDNA文库打下了良好基础. 
一个好的cDNA文库的质量标准应是: 原始文库

的重组子数>5×105-5×107; 插入的cDNA片段

≥300 bp, 平均>1000 bp. 此外, 根据Clare-Carbon
公式, 要从文库中以99.0%的几率选到一低丰度

克隆, 所要求的文库至少应包括1.7×105个克隆

数. 本研究构建的肝癌细胞株Hep3B的cDNA库

容量达到1.03×106克隆, 原始文库滴度为2.50×
106 cfu/mL, 扩增后的文库滴度为3.60×109 cfu/
mL. 插入片段大小分布为0.5-3.5 kb, 平均长度约

为2.0 kb, 完全达到了构库要求.
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