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【摘) 要】目的：构建重组抗 R50$ K@LN S LG1 S @7IH7I3#* 基因

的表达载体，转染 KT,%&"! 胃癌细胞后观察其促凋亡作用2
方法：采用重组 W,0 法，将抗 R50$ 的单链抗体（3$’ILN）通过

白喉毒素的 L>C8; 识别位点的编码序列（LG1）与人重构型

@7IH7I3#*（0,*）基因重组，构建融合蛋白表达基因 3$’ILN#
LG1#0,*2 将所获得的重组基因克隆入真核表达载体 H,JY，

以脂质体法瞬时转染 R50$ 阳性的 KT,%&"! 细胞和 R50$ 阴

性的 R3Z7 细胞2 J11 法检测目的基因转染后细胞的增殖情

况2 间接免疫荧光染色观察目的基因的表达对 KT,%&"! 细胞

的促凋亡作用2 结果：把 3$’ILN#0,*，3$’ILN#LG1#0,* 基因克

隆入真核表达载体 H,JY，酶切鉴定和基因测序证明目的基

因序列正确2 转染 KT,%&"! 和 R3Z7 细胞后，]3IB3C; -4FB 检

测到目的蛋白的表达2 J11 实验观察到转染 H,JY#3$’ILN#
LG1#0,* 的 KT,%&"! 细胞的增殖被明显抑制，间接免疫荧光

染色可以观察到表达 3$’ILN#LG1#0,* 融合蛋白的 KT,%&"!
细胞形态发生改变，部分细胞呈现典型凋亡特征2 结论：重组

抗 R50$ K@LN S LG1 S @7IH7I3#* 基因的表达可促进 R50$ 阳性

KT,%&"! 胃癌细胞的凋亡2
【关键词】K@LN 抗体；@7IH7I3#* 基因；细胞凋亡

【中图号】^%.*) ) ) 【文献标识码】U

IJ 引言

,7IH7I3#* 是介导细胞凋亡的重要蛋白酶，其蛋

白含有 ’ 个结构域：原结构域、大亚基和小亚基［! _ ’］2
大小亚基顺序进行重排的 @7IH7I3#* 分子即 03N3CI3?
@7IH7I3#*（0,*）具有天然 @7IH7I3#* 的活性，且能在

体外 识 别 并 切 割 WU0W 及 Z768; U 等 底 物［( _ +］2
R50$ S ;3> 是表皮生长因子（3H8?3C674 9CFVBE =7@BFC，
5TL）受体家族成员之一，其表达量与肿瘤的恶性程

度及预后相关2 R50$ 是一种公认的肿瘤标志物，是

抗肿瘤治疗的理想靶标［* _ %］2 在我国，部分胃癌患者

R50$ 特异性高表达2 我们将抗 R50$ 的单链抗体

（3$’ILN）基因通过白喉毒素（G8HEBE3C87 BFA8;，G1）

的 L>C8; 识别位点的编码序列（LG1）与人 0,* 基因

重组，构建了融合蛋白表达基因 3$’ILN#LG1#0,* 及

不含 L>C8; 识别位点序列 3$’ILN#0,* 的真核表达载

体，并将其瞬时转染 KT,%&"! 细胞和 R3Z7 细胞，观

察其表达产物对转染细胞生长的影响2
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!" 材料和方法

!! !" 材料 " "#$! 感受态细菌，质粒 %&’()*+,-./)
01")2&3，胃癌细胞系 45&6789，宫颈癌细胞系 #*)
:; 由 本 室 保 存；20’< 93=8，脂 质 体 :>%?)
@*AB;C>D*+888E’及反转录试剂盒（ <D/>BF?G*D 公司）；兔

抗人 ;AB>/* A;-%;-*)3 多克隆抗体（HIA;C 公司）；兔

抗人 :;C>D H 多克隆抗体（&*JJ 4>GD;J>DG 公司）；#20
标记的山羊抗兔 <G5，"H0<，羊抗兔)&K,（武汉博士德

公司）；限制性核酸内切酶 !"#L #，$%&$，’()2$，

*)+$，E= "MH J>G;-*（E;N;2; 公司）!
!! #" 方法

9! +! 9O 引物设计与合成O 根据 0&2 引物设计原理，

经计算机及网络辅助分析，设计上、下游引物 P9，P+
和 P,，其中 P9 与 P, 配对能特异性扩增 ."E)2&3 约

QQ8 I% 的基因，P+ 与 P, 配对能特异性扩增 2&3 约

Q$8 I% 的基因! , 条引物均由上海生工生物公司合

成，序列如下：%P9：$R EEE 5&5 5&& 5&5 HHH 5&&
55& HHE H5H 5E5 H55 H5H E&E 5E5 55& 5&H
5&& E&& 5EE EH& ,R ；&P+：$R EEE 5&5 5&& 5&5
HHH 5&H 5&& E&& 5EE EH& ,R；’P,：$R EEE E&E
H5H EEH HE& EH& EH& HE& &HH H55 HHE ,R!
9! +! +O 细胞转染O 将处于对数生长期的细胞，用+! $
G S : 胰酶消化后，以 $ T 98$ S 孔接种于 3 孔板中，继续

培养 += U! 待汇合率达到 Q8V 后，吸出培养液，用不

含血清的 20’< 93=8 将细胞冲洗 + 遍! 取 , (G S 孔的

%&’(，%&’()*+,-./)."E)2&3 和 %&’()*+,-./)2&3
分别溶于 $88 (: 20’< 93=8 培养液，称为 H9，H+，H,
液；将 , 份 3 (: S 孔的 :>%?@*AB;C>D*+888E’分别溶于

$88 (: 20’< 93=8 培养液，室温孵育 + C>D，为 W9，

W+，W, 液；将 H9 和 W9，H+ 和 W+，H, 和 W, 两液分别

混合，室温孵育 +8 C>D，缓缓滴加至 3 孔板中，于

,6X，$8 C: S : &Y+ 条件下培养 Q U! 吸弃转染液，加

入 9 C: 含 988 C: S : 小牛血清的无抗生素的 20’<
93=8 培养液，继续培养!
9! +! ,O Z*-B*FD WJ?B 检测O 将已处理的蛋白样品进

行 4"4)0H51 电泳，电压分别为浓缩胶 Q8 (，分离胶

为 9$8 (；988 ( 转移 + U 至 M& 膜上；将 M& 膜浸在封

闭液（$8 G S : 脱脂奶粉溶于 EW4）中，在室温下封闭 9
U；加入以封闭液 9 [ ,88 稀释的一抗，= X 过夜；用

EW4E（98 CC?J S : EF>-·#&J，%# 6! $，9$8 CC?J S :
M;&J，9 C: S : EP**D)+8）洗膜，$ C>D T , 次；加入以

封闭液 9[9888 稀释 #20 标记的二抗，室温下放置 9
U；EW4E 洗膜，$ C>D T , 次；加入发光液浸泡 M& 膜 $
C>D；暗室内压片，显影，定影，显现目的条带后及时以

自来水冲洗终止反应!

9! +! =O ’EE 实验 O 以 9 T 98= S 孔将细胞接种于 73
孔板中，每个实验组设 = 个复孔! 继续培养 += U，取

8! , (G S 孔 的 %&’(，%&’()*+,-./)."E)2&3 和 %&)
’()*+,-./)2&3 分别溶于 $8 (: 20’< 93=8 培养液，

称 为 H9，H+，H, 液；将 , 份 8! Q (: S 孔 的 :>%?)
@*AB;C>D*+888E’分别溶于 $8 (: 20’< 93=8 培养液，

室温孵育 + C>D，为 W9，W+，W, 液；将 H9 和 W9，H+ 和

W+，H, 和 W, 两液分别混合，室温孵育 +8 C>D，缓缓

滴加至 73 孔板中，培养 QU 后吸弃转染液，加入 +88
(: 含 988 C: S : 小牛血清的无抗生素的 20’< 93=8
培养液，继续培养! 分别于转染后 8，+= ，=Q，6+，73 U，

每孔加入 $ G S : ’EE 溶液 +8 (:，,6X继续孵育 = U，

终止培养，小心吸弃孔内培养上清液，每孔加入 9$8
(: "’4Y，振荡 98 C>D，使结晶物充分溶解! 在酶联

免疫检测 仪 上 测 定 各 孔 ,=78 DC 值，以 时 间 为 横 轴，

,=78 DC值为纵轴绘制细胞生长曲线!
9! +! $O 间接免疫荧光染色O 制备细胞爬片，经转染

=Q U 后，以 =8 G S : 多聚甲醛固定 98 C>D，8! 9 C: S :
EF>B?D \)988 处理 98 C>D! 依次加入用 98 G S : W4H
9[$88稀释的兔抗人 :;C>D H 多克隆抗体、羊抗兔)AK,
和 "H0<，以激光共聚焦显微镜观察并照相!

#" 结果

#$ !" 重组抗 %&’# ()*+ , *-. , ’/0 质粒的构建 "
以 $ DG 的质粒 %&’()*+,-./)01")2&3 为模板，用设

计好的引物 P9，P+，P, 分别进行 0&2 扩增 ."E)2&3
和 2&3，以 98 G S : 琼脂糖凝胶电泳，扩增出约 QQ8 I%
和 Q$8 I% 的片段，与预期理论值相符! 胶回收目的片

段，另取 9 (G 的质粒 %&’()*+,-./)01")2&3 用 *)+
$，$%&$双酶切，回收约 3$88 I% 左右的载体片段，

用 E= "MH J>G;-* 连接两片段，连接产物转化、涂皿、

过夜生长，挑取单克隆培养，质粒提取并以 *)+$和

$%&$进行双酶切鉴定，切出了 QQ8 I% 和 Q$8 I% 左右

的片段! 经测序证实所构建的质粒正确，命名为 %&)
’() *+,-./)."E)2&3 和 %&’() *+,-./)2&3（图 9）!
#$ #" 重组蛋白在 (1/234! 和 %567 细胞中的表达

" 取新鲜接种的 45&6789 和 #*:; 细胞，分别转染

%&’( 空 载 体，%&’()*+,-./)2&3 和 %&’()*+,-./)
."E)2&3 ,3 U 后，Z*-B*FD WJ?B 检测细胞裂解液中目

的蛋白的表达（一抗为兔抗人 ;AB>/* A;-%;-*)3 抗体，

二抗为 #20 标记的山羊抗兔 <G5）! 发现转染 %&’()
*+,-./)2&3 和 %&’()*+,-./)."E)2&3 的 45&6789
和 #*:; 细胞中均有目的蛋白的表达，分子质量约为

3 T 98= ]（̂图 +）!
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!："#$%%% &’()*(；+：,-!./*$0123/45!/6-7 8 !"#" 9 $%&"；$：,-/

!./*$0123/6-7 8 !"#" 9 $%&"；0：,-!./*$0123/2":/6-7 8 !"#" 9

$%&";

图 +< 重组质粒的酶切鉴定

+：=*#’ 8 ,-!.；$：=*#’ 8 ,-!./*$0123/2":/6-7；0：=*#’ 8 ,-!./

*$0123/6-7；>：?@-AB%+ 8 ,-!.；C：?@-AB%+ 8 ,-!./*$0123/2":/
6-7；7：?@-AB%+ 8 ,-!./*$0123/6-7;

图 $< 转染后重组蛋白的检测

!; "# 重组蛋白对转染细胞增殖的影响# 融合蛋白

*$0123/6-7 和 *$0123/2":/6-7 的表达对 =56$ 阴

性 =*#’ 细胞生长无影响; *$0123/6-7 融合蛋白的

表达对 =56$ 阳性 ?@-AB%+ 细胞的生长无影响，而

*$0123/2":/6-7 融合蛋白的表达可以明显抑制该细

胞的生长（图 0）;

图 0< 重组基因转染 =*#’ 细胞和 ?@-AB%+ 细胞后 !:: 测定

曲线

!$ %# 重组蛋白对 &’()*+, 细胞形态结构的影响#
转染 ,-!./*$0123/2":/6-7 质粒的 ?@-AB%+ 细胞中

部分细胞出现核固缩、核膜破裂等凋亡特征; 而转染

,-!. 空载体和 ,-!./*$0123/6-7 质粒的细胞核膜

完整，细胞形态正常（图 >）;

图 >< 转染后 ?@-AB%+ 细胞的间接免疫荧光染色< D 7%%
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!" 讨论

!" 是分子质量为 #$ %& ’ ()% *+ 的外毒素，主要

由毒性结构域 , 和受体结合的结合结构域 - 构成$
, . - 两个结构域之间有 /+012 的酶切位点连接$ 毒素

与受体结合后，经过胞吞作用内化入细胞形成内吞

体，在内吞体内将 ,- 切开，然后具有细胞毒作用的

, 结构域进入胞质，对细胞进行杀伤［&］$ /+012 对各

种毒素的切割效率差别很大，其对于 !" 的切割效率

要比 对 绿 脓 杆 菌 外 毒 素（ 345+6787294 5:7;7:12 ,，

3<）高 出 ( 倍，且 其 切 割 不 需 要 酸 性 环 境［= > ()］$
?9812 蛋白是构成细胞核核膜的主要成分之一，它对

于维持正常细胞的功能有着重要意义$ ?9812 , 的切

割可作为 @94A945BC 活性检测的标志$
本室已经构建的以 D<EF 为靶向的免疫促凋亡

分子是由肿瘤表面抗原 D<EF 的特异性单链抗体、

3< 转膜结构域（F#G H GC% 氨基酸）及促凋亡分子

@94A945BC 组成［((］$ 我们用 !" 中 /+012 识别序列的

() 个氨基酸组成的短肽替换 3< 转膜结构域（F#G H
GC% 氨基酸），以 AIJK 空载体和不含 /+012 识别序列

的 EIC 为阴性对照$ 将构建的重组分子转染 D<EF
阳性 LMIN=)( 胃癌细胞，O54;502 -P7; 可以检测到转

染 GC Q 后目的蛋白的表达$ J"" 法测定并绘制生长

曲线，可以观察到重组蛋白的分泌表达对于 D<EF 阴

性 D5?9 细胞的增殖没有明显影响$ 对于 D<EF 阳性

LMIN=)( 细 胞，分 泌 表 达 的 重 组 蛋 白 5FG4/RB/!"B
EIC 可以靶向与 LMIN=)( 细胞结合并被内吞入细

胞，在内吞体内 /+012 切割重组蛋白后免疫促凋亡分

子 EIC 转位至细胞质，诱导细胞的凋亡$ 而无 /+012
识别序列的融合蛋白 5FG4/RBEIC 则对细胞的生长增

殖没有明显影响$ 通过间接免疫荧光染色观察到表

达 5FG4/RB/!"BEIC 融合蛋白的细胞部分出现细胞核

的固缩等典型的凋亡特征$ 而对照组细胞形态及细

胞核无 明 显 变 化，说 明 我 们 构 建 的 AIJKB5FG4/RB
/!"BEIC 具有促进 D<EF 阳性 LMIN=)( 细胞凋亡的

作 用$ 相 对 于 AIJKB5FG4/RB3< !BEIC，AIJKB

5FG4/RB/!"BEIC 的转位结构域是由 () 个氨基酸组

成，从而很大程度上降低了免疫促凋亡分子的分子质

量及免疫原性，为今后的临床应用提供了实验依据$
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