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突变型人 TRBP基因的构建及表达 *
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摘要 目的：探讨 RNAi过程中 TRBP传递双链 RNA的机制，构建 RNA结合结构域突变的人 TRBP基因真核表达载体。方法：设
计突变引物，通过拼接 PCR将突变型 TRBP基因克隆入 pFLAG-CMV4真核表达载体，经双酶切和测序鉴定正确后，命名为
pFLAG-CMV4-TRBPm。瞬时转染 HEK-293细胞，western-blot检测目的蛋白表达。结果：成功扩增了突变序列，构建了突变型
TRBP基因的真核表达载体，转染 HEK-293细胞后检测到带标签的目的蛋白表达。结论：突变型 TRBP基因真核表达载体的成功
构建，为进一步研究 TRBP的生物学效应奠定了基础。
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ABSTRACT Objective: To investigate the mechanism that TRBP deliver dsRNA in the process of RNAi, and to construct the eu-
karyotic expression vector carrying mutant TRBP. Methods: Primers for dsRBD domain mutation were designed, and gene splicing by
overlapping extension PCR was used to obtain mutant TRBP. Then it was cloned into the Flag-labeled eukaryotic expression vector
pFLAG-CMV4, and named pFLAG-CMV4-TRBPm after verified by double-enzyme and sequence detection. After transient transfect into
HEK-293 cells, the expression of target gene was detected by Western Blot. Results: The mutant TRBP cDNA was amplified and the
Flag-labeled eukaryotic expression vector pFLAG-CMV4-TRBPm which encoding mutant TRBP was constructed. Expression of mutant
TRBP was successfully detected by western blot using anti-FLAG monoclonal antibody and anti-TRBP polyclonal antibody respectively.
Conclusion: Flag-labeled pFLAG-CMV4-TRBPm vector was successfully constructed, which is of significance for further research on
biological function of TRBP.
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前言

TRBP 是一种双链 RNA 结合蛋白，它是作为能够促进
HIV-1 表达的反式激活反应（TAR，trans-activation response）
RNA结合蛋白被发现的[1]。近年的研究证实其参与了 RNAi[2]。
TRBP、AGO2和 Dicer在细胞内存在相互作用[3]，能够在细胞外

环境中形成 TRBP-AGO2-Dicer 复合物，加工长片段双链
RNA、识别向导链并且形成成熟的 RISC[4,5]。
尽管小 RNA是作为双链被加工的，但最终进入 RISC的

只有一条链，作为双链 RNA的直接结合分子，TRBP很可能参
与了 RISC对向导链的选择[6]，其机制目前仍不清楚。TRBP含
有三个双链 RNA结合结构域（dsRBD，double strand RNA bind-
ing domain）。TRBP的研究显示，它的第二个 dsRBD介导了与
TAR RNA的结合[7]，提示该区域有可能在 RISC的组装过程中
起到传递双链 RNA的作用。本研究拟基于已经获得的 TRBP

序列，扩增出该 dsRBD区域突变的 TRBP，克隆入带 Flag标签
的真核表达载体，并在 HEK-293细胞中表达，为后续研究奠定
了基础。

1 材料和方法

1.1 材料
pFLAG-CMV4、pFLAG-CMV4-TRBP 质粒、大肠杆菌

DH5α及 HEK-293细胞均由本室保存。限制性内切酶 BglII，
KpnI，DNA分子量 MARKDL2000，TaqMix试剂盒（大连宝泰
克生物工程公司）；兔抗人 TRBP多克隆抗体购自 IMGENEX
公司；小鼠抗 FLAG mAb购自 Sigma公司；HRP标记的羊抗小
鼠二抗和羊抗兔二抗购自美国 Santa Cruz生物技术公司；质粒
提取试剂盒、PCR产物胶回收试剂盒购自天根生化科技有限公
司；DMEM培养基购自 Gibco公司；小牛血清购自杭州四季青
生物制品公司；LipofectamineTM2000购自 Invitrogen公司。
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1.2 方法
1.2.1 人突变型 TRBP cDNA的扩增 根据文献提示的 RNA结
合位点设计突变引物对记为 TRBPmf和 TRBPmr（突变位点用
小写字母表示），结合野生型 TRBP 两端引物（表 1），以
pFLAG-CMV4-TRBP质粒为模板，进行分段和拼接 PCR，扩增
出突变的 TRBP序列。分段扩增条件：95℃预变性 5 min，然后

95℃变性 30 s，57℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，扩增 25个循
环，最后 72℃终延伸 5 min。分段扩增产物拼接条件：95℃变
性 5 min，64℃退火 45 s，72℃延伸 5 min；拼接产物扩增条
件：95℃预变性 5 min，然后 95℃变性 30 s，57℃退火 30 s，72
℃延伸 45 s，扩增 25个循环，最后 72℃终延伸 5 min。

表 1 PCR引物设计
Table 1 PCR Primer Design

Primer sequences

TRBPf 5'- TTTAGATCTGATGAGTGAAGAGGAGCAAGGCTCCGGC-3'

TRBPmr 5'- TGTGCACagcAAGCAGCATTTTGGCCGCCGCATTagcCTTTGCCAAtgcTTTGGAAGT -3'

TRBPmf 5'-ACTTCCAAAgcaTTGGCAAAGgctAATGCGGCGGCCAAAATGCTGCTTgctGTGCACA -3'

TRBPr 5'-TTTGGTACCTCACTTGCTGCCTGCCATGATCTTGAGG-3'

1.2.2 人突变型 TRBP基因真核表达载体的构建 拼接 PCR扩
增产物经琼脂糖电泳纯化、凝胶回收后，分别用 BglII和 KpnI
对目的片段及真核载体 pFLAG-CMV4进行双酶切，按照一定
体系连接。取一定量连接产物按标准程序转化 100 μl DH5α感
受态细胞，转化菌铺板至含 Amp的 LB固体培养基，37℃培养
12 h。随机挑取单克隆，扩增后提取质粒，酶切鉴定并测序证
实，质粒命名为 pFLAG-CMV4-TRBPm。
1.2.3 突变型 TRBP 蛋白的免疫印迹分析 pFLAG-CMV4-
TRBPm和 pFLAG-CMV4空载体瞬时转染 HEK-293细胞（参
照 Invitrogen公司 LipofectamineTM2000试剂转染说明），48 h后
收取细胞、提取总蛋白、定量。常规方法电泳并用 Bio-Rad系统
将蛋白从胶上转移至 NC 膜，5 %脱脂奶粉封闭 1 h，加入抗

Flag单克隆抗体或抗 TRBP多克隆抗体（1:1000），室温摇床温
育 1 h后 4℃冰箱过夜；次日用 TBST洗涤 3次，每次 10 min，
二抗分别加入辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠或羊抗兔 IgG
抗体（1:4000），室温摇床温育 1 h后用 TBST洗涤 3次，每次 10
min，ECL化学发光，暗室显影。

2 结果

2.1 拼接 PCR获取人突变型 TRBP cDNA
以 pFLAG-CMV4-TRBP质粒为模板，使用引物 TRBPf、

TRBPmr、TRBPmf、TRBPr（图 1a），分别进行分段和拼接 PCR，
扩增出突变的 TRBP序列，PCR产物与设计序列的大小一致
（图 1b）。

图 1a TRBP基因结构与突变引物设计示意图
Fig.1a Structure of TRBP and mutation Primer design

图 1b PCR获得人突变型 TRBP序列：M：PCR marker；1：人突变型
TRBP PCR产物

Fig.1b PCR products of TRBP mutant：M：PCR marker；1：mutant human

TRBP PCR products

2.2 pFLAG-CMV4-TRBPm真核表达载体的构建
用 BglII和 KpnI双酶切经过胶回收的 PCR产物，克隆入

pFLAG-CMV4表达载体，获得含有 pFLAG-CMV4-TRBPm基
因的真核表达载体，BglII和 KpnI双酶切鉴定出目的片段与设
计大小符合（图 2a），用 pFLAG-CMV4表达载体的通用引物对
阳性克隆进行测序鉴定，结果与设计序列完全一致（图 2b）。
pFLAG-CMV4-TRBPm真核表达载体构建成功。
2.3 突变型 TRBP蛋白在 HEK-293细胞中的表达
将质粒 pFLAG-CMV4-TRBPm 和 pFLAG-CMV4 空载体 瞬时转染 HEK-293细胞，48 h后同未转染组一同收取细胞，提
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取总蛋白进行 Western Blot 检测（图 3），结果显示突变型
TRBP蛋白在转染质粒 pFLAG-CMV4-TRBPm的 HEK-293细
胞中得到表达。

3 讨论

TRBP在哺乳动物的 RNAi过程中，直接参与了 Dicer对
前体 microRNA的加工。作为双链 RNA结合蛋白，它含有 3个
dsRBD。对 RISC复合体的研究发现这些 RNA结合结构域还
负责与其它 RISC组分相结合。其中，从 N端开始的第三个
dsRBD可以与 Dicer结合[8]，而前两个 dsRBD分别能够与另一
种双链 RNA结合蛋白 PACT 发生相互作用 [9, 10]。在未涉及
RNAi的研究中显示，位于 TRBP第二个 dsRBD内部的 KR-
螺旋模序负责了与 RNA相结合。而这部分结构域是否在 RISC
复合体的形成过程中发挥结合 RNA并传递向导链的作用仍不
清楚。
双链 siRNA经过 RISC加工后，只有一条链被装载到有活
性 RISC中，这种对 RNA链的选择具有一定的偏好性[11,12]。在
果蝇中，Dicer酶家族成员 Dcr-2和 R2D2（此命名源于该蛋白
含两个双链 RNA结合结构域，而且能与 Dcr-2结合）形成的异
二聚体对双链 siRNA的定向结合能力可能导致了 RNAi的链
偏好[13]。而果蝇的细胞外实验证实，分别延伸特定 siRNA的两

图 2a pFLAG-CMV4-TRBPm真核表达载体的双酶切鉴定：M：PCR

marker；1：pFLAG-CMV4空载体的双酶切产物；
2：pFLAG-CMV4-TRBPm真核表达载体的双酶切产物

Fig. 2a Identification of pFLAG-CMV4 and pFLAG-CMV4-TRBPm by

restriction enzyme digestion：M：PCR marker；1：pFLAG-CMV4 vector

digestion；2：pFLAG-CMV4-TRBPm digestion

图 2b pFLAG-CMV4-TRBPm真核表达载体的部分 DNA测序图（突变段序列）
Fig. 2b Sequencing map of partial pFLAG-CMV4-TRBPm plasmid (mutant sites)

图 3 突变型 TRBP蛋白在 HEK-293细胞中的表达
Fig. 3 Flag labeled TRBP mutant expression in transfected HEK-293 cell

line

端，产生的两类 dsRNA尽管会以方向相反的方式分别定向进
入 RISC后再被 Dcr-2加工，但这种人为的定向作用并不影响
RISC 对上下链的偏好，RISC 仍会通过热动力学因素来加工
RNA[14]。这说明，果蝇中 siRNA的链选择尽管依赖于与 Dcr-2
的结合，却完全不受 Dcr-2加工 dsRNA方式的影响，同时也预
示，由 RNaseIII样的核酸酶加工后产生的小双链 siRNA 在
RISC中并没有固定下来，链偏好可能发生在双链 RNA通过
R2D2从 Dcr-2传递到 Argonaute 2形成活性 RISC的过程中。
在哺乳动物中，TRBP 是负责 RISC 装载 siRNA 的重要双链
RNA结合蛋白，有可能与 R2D2相类似地参与了 RISC对向导
链的选择。明确 TRBP与 siRNA的结合位点将有助于我们探
明这一机制。
与既往通过构建含有单个或两个 dsRBD的重组表达蛋白
研究蛋白质相互作用策略不同[3,10]，本研究通过分析 TRBP第二
个 dsRBD内部的 KR-螺旋模序，设计了与 RNA结合相关碱
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性氨基酸的突变，并通过拼接 PCR，扩增出该区域突变的
TRBPm，构建了 pFLAG-CMV4-TRBPm真核表达载体。转染
HEK293细胞，并用抗体 Flag检测显示该突变体能够正确表
达，而且不影响 TRBP抗体的识别。本研究为探讨 TRBP在
RNAi过程中传递 RNA链的机制提供了条件，为进一步明确
TRBP蛋白的生物学特性奠定了基础。
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