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【摘* 要】目的：观察构建的重组抗 O50$ K@PR T BS8? 基因在

KU.H#) 细 胞 中 的 表 达 及 其 对 转 染 的 KU.H#) 细 胞 的 作 用2

方法：用限制性内切酶双酶切已构建的 G@FWX#S8? 质粒，获

得带有 V5 转膜结构域和 BS8? 的重组基因，将所获基因插入到

真核表达载体 G-JZ 单链抗体基 因 K@PR$)3 的 下 游，转 染

KU.H#)细胞2 间接免疫荧光法检测目的蛋白的表达，J11 法

检测目的基因转染后细胞的增殖情况2 结果：转染 KU.H#) 细

胞后，检测出目的蛋白的表达2 J11 实验发现细胞的增殖被

明显抑制2 间接免疫荧光双标记染色检测 B.8? 的表达，并可

观察到 -:B @ 在细胞质中存在，KU.H#) 细胞出现凋亡2 结论：

重组抗 O50$ K@PR T B.8? 分子可以在转染的 KU.H#) 细胞中表

达，并且可抑制转染细胞的生长，诱导细胞发生凋亡2

【关键词】.8?；乳腺肿瘤；细胞凋亡；K@PR 抗体

【中图号】[$((* * * 【文献标识码】X

JK 引言

.8?（.O) 8;B3H7@B8;9 ?37BI 79E;8DB）是 .@4#$（.#
@344 4:6GIE67#$）家族蛋白，编码区 @FWX 长 (++ SG，

编码表达产物长度为 !&( 个氨基酸，分子质量为 $$
\ !") 2 .8? 只含有一个 .O) 结构域（&"#&+ 77 的区

域），而没有 .@4#$ 家族成员的其他保守区域（ 如：

.O!，.O$，.O,），也没有大部分 .@4#$ 家族成员所

具有的 -#末端疏水的膜锚定区域2 .8? 分子定位于

胞质，能够被 @7DG7D3#+，]H7;Y:63 . 等剪切活化，去

除 W 末端后，截短的 5H !( \ !") 片段（ BH>;@7B3? .8?，

B.8?）从细胞质转位到线粒体，使线粒体通透性改变，

释放细胞色素 @ 和其他的促凋亡分子调节细胞凋

亡［! ^ $］2 乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一2 有

)"_左右的乳腺癌患者 O50$ 特异性高表达，并且

O50$ 表达量越高，肿瘤的恶性程度越高，患者预后

也越差［) ^ ,］2 本研究中所构建的靶向重组促调亡分

子是以 O50$ 为靶点，旨在研究该重组蛋白对乳腺癌

KU.H#) 细胞的促凋亡作用2

LK 材料和方法

L2 LK 材料 K FO(! 感受态细菌，G-JZ 空载体，G-#
JZ#866>;E#@7DG7D3’ 质粒［(］，G@FWX)#S8? 质粒［’ ^ %］，

人乳腺癌细胞系 KU.H#) 由第四军医大学生物化学与
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分子 生 物 学 教 研 室 保 存；!"#$%&’(，脂 质 体 )*+,-
./0123*4/5(((6#，新 生 牛 血 清 及 反 转 录 试 剂 盒（ $4-
7*18,9/4 公司）；山羊抗人 :*;，兔抗人 <1= 0 多克隆抗

体（ >2412 <8?@ 公司）；:*,1*4 标记的兔抗山羊 $9A，

B$6< 标记的驴抗兔 $9A，CD"$，D7*;*4-<=E（#,F/0?F28
"8,G/H 公司）；限制性核酸内切酶 !"#;!，$%&"，

’()!"，*)+"，6’ CID F*92H/（62J2!2 公司）K
!K "# 方法

%K 5K %L 细胞转染L 将处于对数生长期的 >J:8-E 细

胞用 5K M 9 N ) 胰酶消化后，以 % O %(& N 孔接种于 & 孔

板中，继续培养 5’ PK 待 Q(R 以上贴壁后，吸出培养

液，用 !"#$ %&’( 将细胞冲洗 5 遍K 取 E #9 N 孔的 +<-
#S-8+G 和 +<#S 质粒分别溶于 M(( #) !"#$ %&’(
培养液，称为 D%，D5 液K 将两 份 & #) N 孔 的 )*+,-
./0123*4/5(((6#各溶于 M(( #) !"#$ %&’( 培养液，室

温孵育 M 3*4，为 :%，:5 液；将 D% 和 :%，D5 和 :5 两

液分别混合，轻轻摇动，室温孵育 5( 3*4，缓缓滴加

至洗过的细胞中，于 ETU，M( 3) N ) <V5 条件下培养

Q PK 吸弃转染液，加入 % 3) 含 5(( 3) N ) 小牛血清

的无抗生素的 !"#$ %&’( 培养液，继续培养K
%K 5K 5L 间接免疫荧光染色L 制备细胞爬片，经转染

’Q P 后，以 ’( 9 N ) 多聚甲醛固定 E( 3*4，(K % 3) N )
68*1,4 W-%(( 处理，E( 3) N ) X5V5 灭活内源性过氧化

物酶，再以正常山羊血清进行封闭K 依次加入一抗、

生物素化的二抗或 B$6< 标记的二抗、D7*;*4-<=E 和

CD"$，以荧光显微镜观察并照相K
%K 5K EL #66 实验L 以 M O %(E N 孔将 >J:8-E 细胞接种

于 Y& 孔板中，转染后 5’ P，每孔加入 M 9 N ) #66 溶液

5( #)，ETU，继续孵育 ’ P，终止培养，小心吸弃孔内

培养上清液，每孔加入 %M( #) C#>V，振荡 %( 3*4，使

结晶物充分溶解K 在酶联免疫检测仪上测定各孔

,’Y( 43值，以时间为横轴，,’Y( 43 值为纵轴绘制细胞生

长曲线K

"# 结果

"$ !# %&’(")* + ,-./0123!4562. 基因表达载体的构

建# 取 M 49 的质粒 +<#S-*33?4,-02H+2H&，用 *)+"，

$%&"双酶切，回收约 &M(( G+ 左右的载体片段，另取

M 49 的质粒 +0CID-G*;，用 ’()!"，$%&"双酶切，回

收约 ’(( G+ 的基因片段，用 6’ CID F*92H/ 连接两片

段转化、涂皿、过夜生长，挑取单克隆培养，提取质粒，

以 !"#;!和 $%&"进行双酶切鉴定K 电泳结果显示，

切出了 %M(( G+ 左右的重组蛋白编码序列片段，与预

期的大小一致，并且经测序证实，将载体命名为 +<-
#S-8+G（图 %）K

#：C)5((( 328Z/8；%：+<#S-8+G N !"#;! [ $%&"；5：+<#S N !"#;!
[ $%&"K

图 %L 重组质粒 +<#S-8+G 的酶切鉴定

"$ "# 靶向重组基因在 %7894) 细胞中的表达# 用间

接免疫荧光染色（一抗为山羊抗人 :*; 抗体、二抗为

:*,1*4 标记的兔抗山羊 $9A、CD"$ 染细胞核）可以观察

到转染 +<#S 的对照组细胞中 :*; 蛋白在细胞质中均

匀分布，荧光着色弱，呈本底表达（图 5D），而转染了

+<#S-8+G 的细胞中，荧光着色强，目的蛋白聚集在核

周，似印戒状，呈分泌型蛋白表达的特征（图 5:）K

D：转染 +<#S；:：转染 +<#S-8+GK

图 5L 重组基因在 >J:8-E 细胞中的表达L O %(((

"$ )# 重组蛋白对 %7894) 细胞增殖的影响# 绘制生

长曲线，可以看出实验组的细胞生长受到明显抑制

（图 E）K
"$ :# 重组蛋白对 %7894) 细胞的凋亡诱导作用# 用

荧光显微镜观察到转染 +<#S 的对照组细胞生长良

好，:*; 蛋白在细胞质中均匀分布，<=1 0 在线粒体中

呈点状分布，仅有微量表达，而转染了目的基因的细

胞生长状态较差，细胞数目减少，有目的蛋白的过表

达，同时出现了细胞核固缩，<=1 0 释放到细胞质中等

凋亡特征（图 ’）K
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图 !" #$$ 法检测 %&#’( )%* 转染后对 +,-)(! 细胞生长的

影响

图 ." 间接免疫荧光染色检测细胞凋亡" / .00

!" 讨论

-12 是只含有 -3! 结构域的促凋亡的 -45(6 家

族蛋白，将 -12 作为肿瘤杀伤效应分子具有优势，因

为 -12 是连接细胞凋亡内在和外在途径的关键分子，

-12 活化后可以同时激活数条凋亡通路，使多种效应

分子（478%789(!，(:，(; 和 &<= 4）同时发挥作用［>(?］@
绿脓杆菌外毒素（A89B2CDCE78 9FC=CF1E，AG）是绿脓

杆菌分泌的单链毒素，由 :H! 个氨基酸残基组成，!)

约为 :: / H0! @ 它分为!，"，#结构域，分别负责受

体识别、内吞体转位及催化功能@ AG 的第"结构域

（77 6I!(!:.）具有转位功能，空间结构是由 : 个 $(螺
旋构成@ AG 分子经细胞内吞作用进入靶细胞后形成

内吞体，内吞体环境的酸化是触发 AG 转位的主要因

素，在内吞体的酸性环境下，内吞体中的 JB)1E 蛋白

酶催化转位结构域 K)L6;? (M5<6>0 肽键断裂，催化结构

域进 入 胞 质，使 延 长 因 子(6（GJ(6）发 生 不 可 逆 的

KNA(核糖基化失活，从而导致细胞死亡［H0］@
我们已经构建了以 3GO6 为靶向的多种免疫促

调亡分子 PDDBEC(478%789(!，(:，和 PDDBEC(M)7EQ<D9
-，它们由抗肿瘤表面抗原 3GO6 的单链抗体，AG 转

膜结构 域（ 7@ 7 6I!(!:.）及 不 同 的 促 凋 亡 分 子 组

成［I，HH R H6］@ 由于 =-12 分子可以通过内在，在两条途径

诱导细胞凋亡，因而在本实验中我们用基因重组的方

法把免疫促凋亡分子中的促凋亡效应分子替换为活

化型的 -45(6 家族成员 *12 基因，观察表达产物是否

仍具有促凋亡作用@
我们观察到重组抗 3GO6 +4JS T =-12 分子在转

染的 3GO6 阳性乳腺癌 +,-)(! 细胞中呈分泌性表

达，表达后能诱导 +,-)(! 细胞凋亡，由于其凋亡诱导

作用，使细胞的生长受到明显的 抑 制，为 抗 3GO6
+4JS T =-12 融合蛋白的实际应用奠定了基础@
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