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Abstract
AIM: To clone the human Cdc25C gene and con-
struct a recombinant prokaryotic system to ex-
press this protein.

METHODS: Total RNA were isolated from hu-
man hepatocellular carcinoma Bel-7404 cells and 
reverse transcribed, and the resulting cDNA was 
used as a template to amplify the human Cdc25C 
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人Cdc25C基因克隆及其原核表达载体的构建与表达

卓少元, 陈承晓, 钟卫干, 农蔚霞, 黄天明, 马步国, 莫发荣

®

■背景资料
细 胞 周 期 蛋 白
C d c 2 5 C 是 一 个
新的肿瘤相关抗
原 候 选 基 因 .  前
期初步研究表明
Cdc25C有望成为
新的肿瘤标志物. 
为进一步了解其
与肿瘤发生、发
展和预后的关系, 
非常有必要利用
基因工程的方法
重组表达肿瘤相
关抗原Cdc25C. 

gene by RT-PCR. The amplified PCR product 
was cloned into pMD18-T and pET-32a (+) vec-
tors and sequenced. Next, pET-32a(+)-Cdc25C 
was transformed into chemically competent E. 
coli strains, including BL21 (DE3), BL21 (DE3) 
pLysS and Transetta (DE3), to express the pro-
tein after induction with 0.25 mmol/L IPTG and 
ArtMediaTM protein expression, respectively. 
The fusion protein was identified by Coomassie 
staining and mass spectrometry analysis.

RESULTS: The Cdc25C gene and pMD18-T-
Cdc25C and pET-32a(+)-Cdc25C vectors were 
obtained successfully. Three strains of E. coli 
which harbored the recombinant plasmid could 
express the TRx-His-Cdc25C fusion protein. The 
expressed protein was identical to the Cdc25C 
protein as revealed by Coomassie staining and 
mass spectrometry.

CONCLUSION: The recombinant protein of 
tumor-associated antigen Cdc25C has been suc-
cessfully obtained.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 构建人Cdc25C 基因的克隆载体和原核
表达载体, 并诱导其在大肠杆菌中表达.             

方法:  从人肝癌细胞株B e l-7404中提取总
RNA, 经RT-PCR法扩增人Cdc25C cDNA
后 ,  将其正确插入克隆载体p M D18-T和表
达载体pET-32a(+), 并转化至BL21(DE3)、
BL21(DE3)pLysS和Transetta(DE3)三种感受
态大肠杆菌中, 分别采用0.25 mmol/L IPTG和
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■研发前沿
肿瘤免疫治疗的
靶点和毒性作用
与传统治疗措施
没 有 重 叠 ,  免 疫
效应细胞一旦被
激 活 ,  能 通 过 特
异识别肿瘤相关
抗原杀死和破坏
肿 瘤 细 胞 ,  有 效
清 除 微 转 移 灶 , 
预 防 肿 瘤 复 发 . 
要进行肿瘤的免
疫 治 疗 ,  首 先 需
要确定免疫治疗
的有效靶点.

ArtMediaTM Protein Expression自动诱导表达
培养基诱导表达, 并对纯化的融合蛋白进行考
马斯亮蓝染色和质谱分析鉴定.             

结果:  成功扩增了C d c 2 5 C 基因 ,  并获得
pMD18-T-Cdc25C克隆载体和pET-32a(+)-
Cdc25C表达载体; 重组质粒在BL21(DE3)、
BL21(DE3)pLysS和Transetta(DE3)三种感受态
大肠杆菌中均诱导表达出TRx-His-Cdc25C融
合蛋白; 考马斯亮蓝染色和蛋白质谱分析结
果显示基因重组蛋白与目的蛋白相符.

结论: 获得肿瘤相关抗原Cdc25C重组蛋白, 为
后续研究奠定基础.             

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本文从肝癌cDNA文库成功扩增了肝

癌相关抗原Cdc25C基因, 并正确插入pMD18-T克

隆载体和pET-32a(+)表达载体. 原核表达出TRx-
His-Cdc25C融合蛋白, 经蛋白质谱分析显示与目

的蛋白相符.
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0  引言

Cdc25C(cell division cyclin 25 homolog C)是一种细

胞分裂周期蛋白质, 在真核生物细胞有丝分裂中

起重要调节作用, 其编码的M期诱导因子磷酸酶

3(M-phase inducer phosphatase 3), 与G2/M期检测点

关键调控分子Cdc2/cyclin B结合、互相活化, 控制

着细胞进入有丝分裂的最后关卡[1]. 初步的研究

发现细胞周期蛋白Cdc25C是一个肿瘤相关抗原

候选基因(GenBank登录号为NM001790)[2]. 该候

选基因属于CT抗原, 在正常组织局限表达而在

肿瘤组织高水平表达. 我们前期的RT-PCR检测

结果显示, Cdc25C高表达于肝细胞癌(16/30)、
膀胱癌(11/15)、肺癌(6/12)、乳腺癌(7/14)和
结肠癌(22/31); 在肾癌(2/12)和胃癌(4/15)中低

表达; 在非白血性白血病(0/13)中无表达. 表明

一些肿瘤患者的Cdc25C蛋白质具有了免疫原

性, 有望成为新的肿瘤标志物[3]. 为了进一步了

解Cdc25C在不同组织中的表达谱及其引起机

体免疫反应的情况, 我们克隆了人Cdc25C基因

(NM_001790.4)的全长, 将其构建在pET-32a(+)
原核表达载体上, 成功诱导了Cdc25C的融合蛋

白并进行了蛋白质谱鉴定, 为深入研究Cdc25C
在肿瘤的发病、诊断和临床免疫治疗奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株Bel-7404(广西医科大

学组织学与胚胎学教研室保存), DMEM培养

基、胎牛血清(加拿大WISENT生物技术有限公

司), RNA提取试剂盒(北京天根生化科技有限公

司), 逆转录试剂盒、PCR试剂盒、限制性内切

酶BamH  Ⅰ和Xho  Ⅰ(加拿大MBI Fermentas公
司), 胶回收试剂盒、质粒DNA提取试剂盒(杭
州博日科技有限公司), pMD18-T vector(大连宝

生物工程有限公司), 感受态大肠杆菌DH5α、
BL21(DE3)、BL21(DE3)pLysS和Transetta(DE3), 
及ArtMediaTM Protein Expression(AM3)自动诱导

表达培养基(北京全式金生物), 引物合成、基因

测序(上海英骏生物技术有限公司).             
1.2 方法

1.2.1 人肝癌细胞Bel-7404总RNA提取: 冻存的

肝癌细胞株Bel-7404复苏后, 于含10%胎牛血清

的DMEM培养基, 37 ℃、5%CO2及饱和湿度的

条件下培养48 h, 收集细胞. 计数后按照试剂盒

说明书进行总RNA的提取. 以紫外分光光度法

确定RNA的含量和纯度.             
1.2.2 RT-PCR扩增并回收Cdc25C的cDNA片段: 
采用MBI Fermentas逆转录试剂盒及其方法, 对抽

提的肝癌细胞总RNA进行逆转录. 以所得cDNA
为模板, 用特异性引物Forward-5'CGGGATCC
ATGTCTACGGAACTCTTCTCATC-3'(含BamH 
Ⅰ酶切位点)、Reverse-5'CCGCTCGAGTTAT
CATGGGCTCATGTCCTTCACC-3'(含XhoⅠ酶

切位点), 对Cdc25C基因进行扩增. PCR扩增条

件: 94 ℃ 3 min预变性, 94 ℃ 30 s、 55 ℃ 30 s、
72 ℃ 2 min, 35个循环, 最后72 ℃延伸5 min. PCR
产物经1%琼脂糖凝胶电泳鉴定后用胶回收试剂

盒回收DNA片段.             
1.2.3 克隆载体pMD18-T-Cdc25C的构建和序列

测定: 将PCR扩增产物和pMD18-T载体分别用

BamHⅠ、XhoⅠ双酶切2 h后, 电泳切胶回收, 
经T4连接酶16 ℃连接12 h后转化至感受态大肠

杆菌DH5α, 筛选阳性克隆, 送往上海英骏生物

技术有限公司, 测序验证重组克隆中插入序列

是否与要求相一致.             
1.2.4 表达载体pET-32a(+)-Cdc25C的构建和序
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■相关报道
范 忠 义 等 从 乳
腺 文 库 中 扩 增
Cdc25C 基因 ,  原
核表达出人GST-
Cdc25C融合蛋白
用于细胞周期蛋
白调控机制的研
究 ;  张 鹏 等 克 隆
了MCF-7细胞的
C d c 2 5 C 全 长 基
因 ,  得 到 了 有 磷
酸酶活性的GST-
Cdc25C融合蛋白.

列测定: 将测序正确的pMD18-T-Cdc25C重组表

达质粒和pET-32a(+)载体分别用BamH  Ⅰ、Xho
Ⅰ双酶切2 h后, 电泳切胶回收Cdc25C DNA和

pET-32a(+)载体大片段, 经T4连接酶16 ℃连接12 
h后转化至感受态大肠杆菌DH5α , 筛选阳性克

隆, 送往上海英骏生物技术有限公司, 测序验证

重组克隆插入片段的序列信息.             
1.2.5 Cdc25C蛋白的诱导表达及鉴定: 取测序

正确的pET-32a(+)-Cdc25C重组表达质粒, 分
别转化至B L21(D E3)、B L21(D E3)p Ly s S和
Transetta(DE3)感受态细胞, 接种于3 mL Amp+的

LB培养液中, 37 ℃恒温摇床振荡培养至A600约
为0.8; 分别采用0.25 mmol/L IPTG和ArtMediaTM 
Protein Expression(AM3)自动诱导表达培养基两

种方法进行诱导. 其中IPTG方法采用1.5 mL菌
液加0.7 μL 0.5 mol/L IPTG, 培养5 h; AM3方法

则加入ArtMediaTM Protein Expression自动诱导

表达培养基50 μL-1 mL, 培养12 h. 诱导的蛋白

经纯化后, 以10%SDS-PAGE胶电泳, 考马斯亮

蓝染色观察, 并用ABI4700质谱仪进行蛋白质谱

分析.             

2  结果

2 . 1  人C d c 2 5 C 基 因 的 扩 增  以人肝癌细胞

Bel-7404总RNA为模板对Cdc25C基因编码区进

行RT-PCR扩增, 琼脂糖凝胶电泳显示的扩增条

带与预期PCR产物片段大小1442 bp接近(图1).             
2 .2  人C d c25C克隆载体与表达载体的构建 
p M D18-T-C d c25C阳性重组质粒经测序及

B L A S T比对, 发现重组克隆中插入序列与要

求完全一致(部分测序与比对结果如图2, 图中

BLAST比对显示序列一致度为99%是由所测序

列800 bp以后的区段造成的, 为技术原因, 专门

对后面区段进行测序即显示与原序列一致性, 
下同), 表明Cdc25C cDNA在PCR扩增过程中并

未发性变异. 而pET-32a(+)-Cdc25C重组质粒经

测序验证后, 克隆插入片段的序列信息也与目

的基因相一致, 说明重组表达质粒构建成功(部
分测序与比对结果如图3).             
2.3 TRx-His-Cdc25C融合蛋白诱导表达及鉴

定 大肠杆菌BL21(DE3)、Transe t ta(DE3)和
BL21(DE3)pLysS经原核表达载体pET-32a(+)-
Cdc25C转化, 在37 ℃, 0.25 mmol/L IPTG诱导

5 h条件下均有TRx-His-Cdc25C融合蛋白(TRx-
His相对分子质量约20 kDa, Cdc25C相对分子质

量约53 kDa)明显表达(图4). 与此同时, 利用50 
μL-1 mL ArtMediaTM Protein Expression自动诱

导表达培养基培养12 h, 也均能诱导pET-32a(+)-
Cdc25C转化菌株表达TRx-His-Cdc25C融合蛋白

(图5). 将蛋白从SDS-PAGE胶切下后进行MAL-
DI-TOF-TOF MS/MS分析, 通过肽段同源性分析

证实为Cdc25C. 图6为Cdc25C蛋白全长氨基酸

序列, 红色的肽段是质谱分析与Cdc25C完全匹

图  1  Cdc25C 基因编码区PCR扩增. M: DNA marker(DL 

1500); 1-2: Cdc25C基因编码区RT-PCR扩增产物.

M        1         2

1500

500

bp

30           40            50          60           70           80           90          100

图  2  pMD18-T-Cdc25C阳性重组质粒测序与BLAST比对结
果(部分). 

50            60          70           80           90          100         110         120

图  3  pET-32a(+)-Cdc25C阳性重组质粒测序与BLAST比对
结果(部分). 
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图  4  pET-32a(+)-Cdc25C重组质粒IPTG小量诱导表达. 图
中箭头所指为TRx-His-Cdc25C融合蛋白. M: ProteinRul-

erTM ⅡMarker; 1: 未诱导的BL21(DE3)菌体蛋白; 2: IPTG诱

导的BL21(DE3)菌体蛋白; 3: 未诱导的Transetta(DE3)菌体

蛋白; 4: IPTG诱导的Transetta(DE3)菌体蛋白; 5: 未诱导的

BL21(DE3)pLysS菌体蛋白; 6: IPTG诱导的BL21(DE3)pLysS

菌体蛋白.

■创新盘点
具有地方特色, 针
对广西高发癌进
行, 从肝癌细胞株
提取总RNA逆转
录为cDNA后重组
表达Cdc25C. 首
次将其作为肝癌
相关抗原, 为下一
步研究做准备.

配的部分.         

3  讨论

Cdc25基因是被Wickramasinghe等鉴别出来的[4], 
可分为A、B 、C 3种亚型. Cdc25A表达增加可

促进G1/S及G2/M检测点之间的转变; Cdc25B和
Cdc25C在控制进入M期和G2/M检测点具有重

要的作用[5]. 有研究资料表明3种Cdc25亚型在

G1/S、G2/M转变和M期中都有作用, 他们协同

启动细胞进入S期和调控G2/M的转变[6]. Cdc25C
基因存在5种剪切体, 定位于染色体5q31, 由14
个外显子和14个内含子组成, 全长约2115 bp, 其
cDNA的开放阅读框架由1419个核苷酸组成, 编
码473个氨基酸, 分子量约为53.23 kDa[3,7]. 在对

Cdc25的研究过程中, 许多研究者逐渐认为细胞

周期调节物可能是一种潜在的癌症治疗靶物质. 
肿瘤最重要的特征是细胞的恶性增殖. 细

胞周期调控机制的失活, 特别是G1/S和G2/M检

测点的失活, 在细胞癌变过程中起着至关重要

的作用[8,9]. 越来越多的证据表明Cdc25C的过度

表达会导致细胞周期G2/M检测点失活, 进而引

发细胞的恶性增殖[3]. 通过抑制Cdc25C的表达或

上调Cdc25C蛋白的降解途径可以有效抗肿瘤细

胞增殖, 甚至诱发细胞凋亡[10-12]. 作为参与G2/M
检测点调控的关键分子之一, Cdc25C或其剪接

体已被发现在前列腺癌、结肠癌、乳腺癌和女

阴鳞状细胞癌等多种恶性肿瘤组织或细胞株中

过度表达[13-16]. 因肿瘤发生与G2/M检测点应答相

关, 故推测Cdc25C磷酸酶也可以作为肿瘤治疗

的有效靶点. 在以后的研究中可以合成Cdc25C

磷酸酶小分子抑制剂, 通过抑制Cdc25C磷酸酶

寻找新奇的细胞周期抗癌靶点[17].
目前国内外对Cdc25C的研究, 主要侧重于

研究其作为细胞周期调控因子的分子结构, 生
物特性和作用机制. 而将Cdc25C作为肿瘤相关

抗原的研究非常有限. 为进一步了解C d c25C
在不同组织中的表达谱, 能否有效地引起机体

免疫应答, 以及其与肿瘤发生、发展和预后的

关系, 非常有必要利用基因工程的方法重组表

达Cdc25C. 本研究在成功构建人Cdc25C基因

(N M_001790.4)全长的克隆载体和原核表达

载体基础上, 分别采用小剂量IPTG和ArtMedi-
aTM Protein Expression(AM3)自动诱导表达培

养基两种方法, 在3种大肠杆菌BL21(DE3)、
BL21(DE3)pLysS和Transetta(DE3)中均成功诱

导表达出C d c25C的融合蛋白. 这为今后研究

Cdc25C在细胞中的功能及其与肿瘤细胞恶性增

殖的关系, 进一步开展抗体血清学检测、抗体

制备及其相关的研究, 以及开发Cdc25C全蛋白

抗原疫苗和肽表位疫苗等奠定了实验基础.            
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图  6  Cdc25C蛋白全长氨基酸序列. 图中红

色的区域表示通过质谱法测序匹配的肽.
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实验意义.


