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Interaction of Adenovirus E 1 B 55kD Oncoproteins with hDaxx 
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Abstract：To question the reason of CO—localization of hDaxx and PM L in PODs disrupted by Aden— 

ovirus(Ad)E1 B 55一kilodalton oncoproteins(Ad E1 B 55kD)，the interaction of Ad E1 B 55kD with 

hDaxx was analyzed by the yeast two-hybrid assay， and the direct binding of Ad E1 B 55kD with 

hDaxx was studied by coimmunoprecipitation reaction in vivo or in vitro．The results show that Ad 

E1B 55kD oncoproteins interact with hDaxx by binding the C-terminus 58 amino acids of Ad2 E1B 

55kD or the full length of Adl2 E1B 55kD．Ad2／5 or Adl2 E1B 55kD directly binds hDaxx in vivo 

or in vitro． 
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摘要 ：为了探讨腺病毒(adenovirus，Ad)E1B 55kD癌蛋白(Ad E1B 55kD)打破 hDaxx和 PML共定位细胞核的作用 

机制，本文利用体内外共免疫沉淀反应研究 Ad EIB 55kD与 hDaxx的结合反应，并通过酵母双杂交体系测定两种 

蛋白质的相互作用及其作用的氨基酸残基序列。结 果显示 ：Ad2 EIB 55kD通过 C端 58个氨基酸(aa)与 hDaxx结 

合并发生相互作用。Adl2 EIB 55kD与 hDaxx结合需全序列 aa及其构象。共免疫沉淀反应和 Western blot结果证 

实 Ad2／5或 Adl2 EIB 55kD能在体 内外与 hDaxx直接结合。 
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Ad感染细胞后，引起早幼粒细胞性白血病蛋 白 

(promyelocytic leukemia protein，PML)癌 基 因 结 构 

域(PMI oncogenic domains，PODs)的形态发生显著 

性改变，由球状变成轨道状。Ad E1B 55kD与 PMI 

短暂地定位 PODs，随后转 位到病 毒包涵体 内[1]。 

hDaxx是一种新型转录抑制蛋 白，它与 PML相互作 

用共定位 PODs，关系到 PODs球状结构形成、维持 

及其 它蛋 白质的定 位L2 J。Ad5／12 E1B 55 kD 与 

hDaxx共定位细胞核，且打破 hDaxx与 PML共定 

位 PODs[ 。为 了研 究打破这种共定位的机制，本 

文利用酵母双杂交系测定了 Ad2／12 E1B 55kD与 

hDaxx的相互作用，通过体 内外共免疫沉淀试验测 

定两种蛋白质的结合反应。 

1 材料与方法 

1．1 主要材料 

限制 性 核 酸 内切 酶、T4 DNA 连 接 酶 购 于 
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抗体、鼠抗 GST抗体及辣根过氧化物酶(HRP)标记 

的羊抗兔 IgG购于 Santa Cruz公 司。鼠抗 Ad2／5 

E1B 55kD 2A6抗体和 Ad2或 Adl2 E1B 55kD纯化 

蛋白、Ad2或 Adl2 E1B 55kD及其删除突变体酵母 

表达质粒由刘跃博士惠赠l4]。hDaxx纯化物 由本室 

制备l 5l。 

1．2 质粒 pGAD／hDaxx的购建 

质 粒 pGBDU／hDaxx 由本 室 构 建[ 。将 其 

EcoR I酶切片段融合到载体 pGAD—C1相应酶切位 

点，经酶切鉴定方向正确后得质粒 pGAD／hDaxx，N 

端附有 Gal4 AD编码基因片段。 

1．3 酵 母双杂交系 测定 

用标准醋酸锂转化方法将质粒转化酵母菌株 

PJ69—4A[5 J。 被 转 化 的 是 pGAD／hDaxx 分 别 与 

pGBDU／Ad2AE1B(aa473～495)、pGBDU／Ad2A 

E1B(aa155～495)、pGBDU／Ad2AE1B(aal～437)、 

pGBDU／Adl2 E1B 55KD(aal～ 483)、pGBDU／ 

Adl2AE1B(aal～408)、pGBDU／Adl2AE1B(aal～ 

204)、pGBDU／Adl2AE1B(aa204～483)的混 合质 

粒 。转 化 产 物 生 长 在 含 5mmol／L 3一氨 基 三 唑 (3一 

AT)缺组氨酸(histidine，His)酵母菌培养基(一His)或 

缺腺嘌呤 (Adenine，Ade)酵母菌培养基(一Ade)，测 

定两种蛋白质的相互作用。 

1．4 共免疫沉淀反应【COIP) 

1．4．1 体内 COIP G401一CC3细胞来源于稳定转 

染了 Adl2E1B 55 kD蛋 白质 表达 体 的 G401细 胞 ， 

G401细 胞 为 肾癌 杆 状细 胞 ；293细 胞 为转 化 了 

Ad5DNA片段的人胚肾细胞，该细胞表达 Ad5 E1B 

55 kD。在含 10％小牛血清(FBS)、lOOu／mL青霉 

素、0．1~g／mL链霉素的达尔伯氏改 良基础培养基 

(Dulbecco’S modified essential medium，DMEM)中， 

G401一CC3细胞另加 15~g／mL次黄嘌呤、10~g／mI 

胸苷、250~g／mL G418于 37*(2、5％co2条件下培养 

细胞。293、G401 CC3细胞培养 48h后，用冷的 PBS 

洗细胞二次，再用缓冲液 B[ ]收获细胞。适量 的细 

胞裂解液加 20,ttL蛋白质 G琼脂糖，置 4℃缓慢旋转 

1h，离 心取 上清。293细胞 裂解 液 加 2A6抗 体、 

G401一CC3细胞裂解液加抗 Adl2 E1B 55kD抗体， 

每管加入蛋白质 G琼脂糖 20 L，抗 GST抗体作阴 

性对照。将其置 4℃缓慢旋转 1h，用缓冲液 B洗沉 

淀物 4次。沉淀物加 20 L SDS样本缓冲液，阳性 

对照为适量细胞裂解上清液，作 Western bl0t。一抗 

为兔抗 Daxx抗体，二抗为 HRP一羊抗兔 IgG。 

1．4．2 体外 COIP 0．5,ug hDaxx纯化物与 0．5,ug 

Ad2／12 E1B 55kD纯化物混合，Ad2 E1B 55kD加抗 

体 2A6、Adl2 E1B 55kD加抗 Adl2 E1B 55kD抗体， 

每管加 500~I 缓冲液 B及 20 L蛋白质 G琼脂糖， 

阴性 对 照 为 hDaxx与 抗 体 2A6或 抗 Adl2 E1B 

55kD抗体。将其置 4"C缓慢旋转 1h，用缓冲液 B洗 

沉淀物 4次。沉淀物 加 20 L SDS样本缓 冲液， 

50ng hDaxx纯 化 物 作 阳性 对 照 ，同 上 作 Weste rn 

blot 

2 结果 

2．1 酵母双杂交系测定 

pGAD／hDaxx分 别 与 质 粒 pGBDUC／Ad2／12 

E1B 55kD及删除突变体，共转化 PJ69—4A后，在含 

5mmol／L 3一AT 的一His平 板 上 酵 母 菌 生 长 结 果 (见 

图 1)。一Ade平板结果与一His平板结果相同，结果未 

显示。Ad2 E1B 55kD 删 除 突变 体 aa155～495、 

aa437--495与 hDaxx结合并发生相互作用，而删除 

突变体 aal～437不 与 hDaxx结 合，即 Ad2 E1B 

55KD通过 C端 58个 aa与 hDaxx结合并发生相互 

作用 [图 1C(1)一(3)]。全 长 Adl2 E1B 55kD与 

hDaxx结合并发生相互作用，Adl2 E1B 55kD删除 

突变体 aal～408、ahl～204、aa204～483不与 hDaxx 

结合，即 Adl2 E1B 55kD与 hDaxx结合发生相互作 

用需全序列 aa及其构象 [图 1C(4)一(7)]。 

2．2 Ad E1B 55kD与 hDaxx体 内结 合 

用缓 冲液 B收获 293与 G401一CC3细胞，细胞裂解 

上清液用 G蛋 白琼脂糖处理后，作 COIP，Western 

blot结果 见图 2。抗 Ad5或 Adl2 E1B 55kD抗体 能 

将 hDaxx一起沉淀下来，Ad5或 Adl2 E1B 55kD在 

体内与 hDaxx直接结合(图2 line3，6)。 

2．3 Ad E1B 55kD与 hDaxx体外结合 

hDaxx与 Ad2或 Adl2 E1B 55kD纯化 物作 体外 

COI P'Western blot结 果 见 图 3。 抗 Ad2或 Adl2 

E1B 55kD抗体能将 hDaxx一起沉淀下来，Adl2或 

Ad2 E1B 55kD在 体外 与 hDaxx直接 结 合 (图 3 

line3，6)。 
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图 1 Ad E1B 55kD与 hDaxx相互作用 

A，N端融合有 Oai4 BD的 Ad2 E1B 55kD删除突变体或 Adl2 E1B 

55kD全序列或删除突变体结构示意图；B，N端融合有 Gal4 AD的 

全序列 hDaxx结构示意图 ；C，共转化的酵母菌株在含 5retool／L3 AT 

缺 His平板上生长 结果：转化 的质粒 是 pGAD／hDaxx分别 与 pGB— 

DU／(a)Ad2AE1B(aa 1—437)，(b)Ad2AEIB(aa 155—495)，(c) 

Ad2AE1B(aa 437～ 495)， (d)AdI2AEIB (aa 1— 204)， (e) 

AdI2AEIB(aa 1—408)，(f)Adl2AE1B(aa 204—483)，(g)全序列 

Adl2 E1B(aa 1—483)。 

Fig．1 hDaxx interacts with Ad E1B一55kD proteins 

Results of two-hybrid assays between various Ad EIB 55kD constructs 

and hDaxx．A，Representation of Ad2 E1B 55一kD deletion mutants a— 

long with Adl2 E1B full length and deletion mutants，all fused to the 

Gal4 DNA—binding domain(BD)；B，hDaxx full length fused to the Gal4 

activation domain(AD)；C，C~-transformants：Daxx fused to the gal4 

AD along with(a)Ad2AE1B(aa 1—437)，(b)Ad2AE1B(aa 155— 

495)，(c)Ad2AE1B(aa 437—495)，(d)AdI2A(E1B(aa 1—204)， 

(e)Adl2AE1B (aa 1—408)，(f)AdI2AEIB (aa 204—483)and(g) 

full length Ad12 E1B(aa 1—483)，each fused to the Ga14 BD，were 

grown in the absence of histidine but in the presence of 5mmol／L3一 

aminotriazo1． 

3 讨论 

Ad E1B 55kD是一种多功能磷酸蛋 白，它结合 

p53氨基端，抑制 其转录激活功能，使细胞发 生转 

化[引。而 p53羧基端能与 hDaxx结合并发 生相互 

作用[5J。本 文利 用 酵母 双 杂 交系 测定 发现，Ad2 

E1B 55 KD通过 c端 58个氨基酸残基与 hDaxx结 
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+ 

+  
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图 2 Ad5或 Ad12 E1B 55kD 与hDaxx在体内的直接结合反应 

1、4分别为 293、G401一CC3细胞裂解液作阳性对照，2与 5为阴性对 

照，3为 293细胞与抗体 2A6作 IP，6为 G401一CC3细胞与 anti—Ad12 

E1B作 IP。Western blot抗体为抗 Daxx抗体。 

Fig．2 Binding of hDaxx with Ad5 or Adl2 E1B 55kD in vivo assay 

Ad5／12 E1B 55 kD proteins bind to hDaxx in vivo Cells lysate of 293 

cells was subjected to IP with antibody 2A6 (1ane3)or anti—GrST 

(1ane2)；Cells lysate of G401一CC3 cells was subjected to IP with anti— 

Adl2 E1B(1ane6)or anti。GST(1ane5)．Lanel is cells lysate of 293 cells 

which serves as contro1．Lane4 is cells lysate of G401-CC3 cells which 

serv esas  contro1． 
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图 3 Ad2或 Adl2 E1B 55kD与 hDaxx在体外的直接结合反应 

1、4为 hDaxx作阳性对照，2、5为阴性对 照，3、6分别是纯化的 Ad2 

或 Ad12 E1B 55 kD与 hDaxx作 IP后，Western blot结果。 

Fig．3 Binding of hDaxx and Ad2／12 E1B 55kD in vitro assay 

Ad2／12 E1B 55 kD proteins bind to hDaxx in vitro．Purified Ad2／12 

EIB 55 kD protein(500ng)，hDaxx(500ng)were incubated and sub— 

jected to IP with different antibodies indicated on the top of each pane1． 

The precipitates were subjected to Western blot analysis with indicated 

antibodies．Lanel and lane4 a／'e hDaxx(50ng)which serves as positive 

contro1． 

合并发生相互作用 ；Adl2 E1B 55一KD与 hDaxx结 

合发生相互作用需要全序列氨基酸及其构象。来自 
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急性早幼粒细胞性 白血病(APL)病人血液中的 NB4 

细胞，PML与维甲酸受体 a(RARa)结合形成 PML— 

RARa复合 物，该 复合物能破坏 PODs结构，打破 

PML与 hDaxx等蛋白质在 PODs的定位，使这些与 

PML相结 合的蛋 白质 定位到 PODs以外 的核 区。 

hDaxx则分散在含有 PML—RARa复合物 的微粒体 

内。通过维 甲酸 (RA)或三 氧化二砷 (AS，0 )处理 

NB4细 胞，该 细 胞恢 复 PODs，此 时，hDaxx也 向 

PODs集 中 J。AdS／12 E1B 55 KD与 hDaxx共定 

位细胞核，且打破 hDaxx与 PML共定位 PODs[ ， 

这可 能 是 因 为 Ad5／12 E1B 55 KD 与 hDaxx或 

PML直接结合并发生相互作用的结果。而 Ad2／12 

E1B 55 KD与 hDaxx在体内外的直接结合，为研究 

Ad E1B 55kD 癌 蛋 白与 hDaxx结 合 发 生 相 互 作用 

后的效果 ，以及 探讨 Ad感 染细 胞 后 引起 细 胞 转化 

的机理提供 了一 定 的实验 基 础。 目前，我 们正 在研 

究 Ad2／12 E1B 55kD对 hDaxx转录抑制作用的影 

响 ．并将进 一步研 究他 们及 p53在细 胞凋 亡与 细 胞 

转化中的作用。 
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