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慢病毒转染人角质形成细胞高表达核纤层蛋白Ｂ１
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　　［摘要］　目的　通过对慢病毒载体稳定转染人角质形成细胞（ＨａＣａＴ）株和未转染 ＨａＣａＴ细胞进行比较蛋白组学分
析，找出其差异表达蛋白，寻找基因修饰组织工程表皮种子细胞生长特性改变的原因和可能存在的成瘤性安全隐患。

方法　 选择慢病毒载体稳定转染后生长特性发生明显改变的转染株细胞，采用二维电泳技术对该转染株和未转染株的
总蛋白进行分离和比较，找出差异表达蛋白点，再进行串联质谱鉴定。从鉴定得到的差异蛋白中选择可能与细胞生长特

性改变和肿瘤生成相关的核纤层蛋白Ｂ１（ｌａｍｉｎＢ１）采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和实时荧光定量ＰＣＲ技术（ｑＰＣＲ）对其表达差异进
行验证。结果 　与未转染株比较，转染株在二维电泳中存在１１个差异表达蛋白点，质谱从其中鉴定出７个蛋白质。选取
其中与细胞增殖和凋亡相关的核纤层蛋白Ｂ１通过ＷＢ和ｑＰＣＲ证实其在转染株中蛋白和转录水平均存在明显的高表达。
结论　 慢病毒载体稳定转染株ＨａＣａＴ细胞株相对未转染株核纤层蛋白Ｂ１高表达。这种高表达可能与转染株细胞生长
特性改变和潜在的成瘤性隐患相关。
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　　病毒载体整合造成的癌基因激活和成瘤性改变一
直是病毒载体介导的基因疗法可能产生的并发症中最

为严重而致命的一种［１－２］。我们在利用 ＣＣＬ２０基因
特异性ｓｈＲＮＡ重组慢病毒载体感染人永生化角质形
成细胞（ＨａＣａＴ），以制造并筛选低免疫排斥反应的异
基因组织工程皮肤种子细胞的过程中［３］，发现其中多

株转染细胞的生长曲线和细胞周期特性发生了明显改

变［４］。考虑到ＣＣＬ２０作为诱导免疫细胞的趋化因子，
其生物学作用明确；无论是从机制上还是既往的体外

研究报道，都不存在影响细胞生长特性的可能［５］。因

此这一表型改变很可能是由慢病毒载体在 ＨａＣａＴ细
胞基因组的整合造成的。为了寻找造成慢病毒载体转

染ＨａＣａＴ细胞株生长特性改变的原因，筛查组织工程
种子细胞可能存在的成瘤性安全隐患，我们采用二维

电泳技术观察转染株和未转染 ＨａＣａＴ细胞之间的差
异蛋白表达，并进行质谱鉴定。从中选取可能的关键

分子核纤层蛋白 Ｂ１（ｌａｍｉｎＢ１），通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和
ｑＰＣＲ技术验证其表达水平。

１　材料与方法

１．１　细胞系及其来源
　　在之前的研究中，我们使用 ＣａＣｌ２法将 ｐＨＳＥＲＣＣＬ２０

ｓｈＲＮＡＧＦＰ载体转染２９３ＦＴ细胞包装出慢病毒颗粒，以之转染
ＨａＣａＴ细胞。在Ｇ４１８压力下筛选出慢病毒转染的ＨａＣａＴ细胞
克隆。再从中筛选出ＣＣＬ２０基因表达稳定抑制的５个克隆［３］。

测量其生长曲线和细胞周期发现较未转染细胞具有较大改

变［４］，挑选其中生长曲线和细胞周期改变明显的第Ⅳ株作为实
验细胞。

１．２　细胞培养
　　未转染ＨａＣａＴ细胞和转染细胞株都采用 ＲＰＭＩ１６４０培养
基（ＳＨ３０８０９．０１Ｂ，ＨｙＣｌｏｎｅ，不含硝酸钙，含２．０５ｍｍｏｌ／Ｌ左旋
谷氨酰胺），于５％ＣＯ２、３７℃恒温孵箱培养。

１．３　二维电泳
　　当细胞生长至８０％融合度时，ＰＢＳ冲洗３遍后无菌细胞刮
刮取贴壁细胞，计数。调整细胞总数为５×１０７个后３０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ后去上清。向细胞压积中直接加入裂解液｛尿素
７ｍｏｌ／Ｌ；硫脲２ｍｏｌ／Ｌ；３［（３胆固醇氨丙基）二甲基氨基］１
丙磺酸（ＣＨＡＰＳ）４％（质量体积分数）；ＤＴＴ６５ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｂｉｏ
Ｌｙｔｅ０．２％（质量体积分数）；溴酚蓝０．００１％（质量体积分数）；
溶于去离子水中｝，冰上超声破碎１５ｍｉｎ后离心。上清超滤柱
（Ａｍｉｃｏｎ Ｕｌｔｒａ０．５，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）离心３遍除盐浓缩。提取得到
的总蛋白以Ｂｒａｄｆｏｒｄ法（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）定量，调节对照组和实验组
上样量都为１．５ｍｇ总蛋白，溶于７００μＬ裂解液中。加入到放
有ＩＰＧ胶条（ＲｅａｄｙＳｔｒｉｐＴＭＩＰＧＳｔｒｉｐｓ，ｐＨ３１０ＮＬ，Ｂｉｏｒａｄ）的聚
焦盘中，５０Ｖ恒压主动水化１２ｈ后进行等电聚焦，线性升压除
盐，聚焦条件为６００００Ｖ时。聚焦结束后将胶条进行平衡，然
后分别转移到１０％ＳＤＳＰＡＧＥ胶上，低熔点琼脂糖（１６１３１１２，
Ｂｉｏｒａｄ）封胶后Ｔｒｉ甘氨酸电泳缓冲液［Ｔｒｉｓ２５ｍｍｏｌ／Ｌ，ｇｌｙｃｉｎｅ

１９２ｍｍｏｌ／Ｌ，ＳＤＳ０．１％ （质量体积分数），ｐＨ８．３］体系中进行
第二向电泳。５ｍＡ低电流下浓缩样品进入 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶后
３０ｍＡ恒流电泳，直到溴酚蓝迁移至凝胶下端时结束电泳。取
胶，固定液［无水乙醇４０％（体积分数）；冰醋酸１０％（体积分
数）］洗涤３０ｍｉｎ，考马斯亮蓝染液染色１２ｈ。脱色液［无水乙
醇１０％ （体积分数）；冰醋酸７．５％（体积分数）］脱色后ＧＳ８００
ｃａｌｉｂｒａｔｅｄｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｅｒ凝胶扫描仪（Ｂｉｏｒａｄ）扫描凝胶获取
图像。

１．４　图像分析
　　利用ＰＤＱＵＥＳＴ８．０．１（Ｂｉｏｒａｄ）对采集到的二维电泳凝胶
灰度图像进行图像分析。以未转染 ＨａＣａＴ细胞凝胶作为对照
组，以转染细胞株电泳凝胶作为实验组。每组做３次生物学重
复电泳，共６张凝胶进行匹配。自动选择主胶，将在３张以上
的凝胶中出现的匹配点添加进入主胶。以局部回归模型作为

标准化参数。匹配完成后以光密度值差异满足ｔ检验，差异可信
区间为９５％作为分析组筛选参数。筛选出差异表达的蛋白点。

１．５　质谱鉴定
　　对照差异蛋白点图像数据，用切胶刀将蛋白点取下。原位
酶解后送液质联用质谱分析（ＨＰＬＣＣＨＩＰＭＳ／ＭＳＩＯＮＴＲＡＰ
６３３０，Ａｇｉｌｅｎｔ）。

１．６　蛋白印迹检测
　　选择质谱鉴定结果中的核纤层蛋白 Ｂ１进行验证。以
ＨａＣａＴ细胞全蛋白作为对照组，转染株细胞全蛋白作为实验
组，上样量均为 １５μｇ。采用 ＮｕＰＡＧＥ４％～１２％ ＢｉｓｔｒｉｓＧｅｌ
（ＮＰ０３２１，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）预制胶进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。ＸＣｅｌｌⅡ
ＢｌｏｔＭｏｄｕｌｅＫｉｔ（ＥＩ０００２，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）湿转组件湿转 ８０ｍｉｎ至
ＰＶＤＦ膜上。酪蛋白封闭液封闭３０ｍｉｎ，一抗孵育过夜（１２ｈ），
一抗采用ＡｎｔｉｌａｍｉｎＢ１（ａｂ１６０４８，Ｒａｂｂｉｔｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ，Ａｂｃａｍ），以
ＡｎｔｉＧＡＰＤＨ（ａｂ９４８５，Ｒａｂｂｉｔｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ，Ａｂｃａｍ）作为内参抗体。
洗膜后二抗孵育４０ｍｉｎ，显色液（上述封闭液、二抗、洗涤缓冲
液以及显色液皆来自 ＷｅｓｔｅｒｎＢｒｅｅｚｅＣｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔＷｅｓｔｅｒｎ
ＢｌｏｔＩｍｍｕｎｏｄｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ，ＷＢ７１０６，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）显色 ５ｍｉｎ后
ＸＲＳ凝胶成像仪（ＢｉｏｒａｄＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ）下采集图像。

１．７　实时荧光定量ＰＣＲ
　　采用Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ． ＴｏｔａｌＲＮＡＫｉｔＩ（Ｒ６８３４，ＯＭＥＧＡ）试剂
盒分别提取未转染 ＨａＣａＴ细胞和转染细胞株的总 ＲＮＡ。取
１μｇ总 ＲＮＡ作为模板，采用 ＭＭＬＶ逆转录酶（２８０２５０１３，
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）进行逆转录。得到的 ｃＤＮＡ采用 ＳＹＢＲ Ｓｅｌｅｃｔ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（４７２９０３，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）系统进行实时荧光定量ＰＣＲ，以
核纤层蛋白Ｂ１作为待测基因，ＧＡＰＤＨ为内参。ｃＤＮＡ模板用
量１００ｎｇ，引物如表１所示［６－７］。每个目的基因设４个重复孔。
数据通过Ｓｅｑｕｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｏｆｔｗａｒｅ１．４（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）进
行处理，按照公式ＲＱ＝２－ΔΔＣＴ计算出转染株细胞中核纤层蛋白
Ｂ１转录本含量相对于未转染细胞的倍数。

表１　实时荧光定量ＰＣＲ所用引物

基因 寡核苷酸序列（５′－３′）　　　 产物长度 索引号

ＬａｍｉｎＢ１ 上游：ＡＡＡＡＧＡＣＡＡＣＴＣＴＣＧＴＣＧＣＡＴ ２５６ｂｐ ＮＭ＿００５５７３．３
下游：ＣＣＧＣＴＴＴＣＣＴＣＴＡＧＴＴＧＴＡＣＧ

ＧＡＰＤＨ 上游：ＧＧＧＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ １０１ｂｐ ＮＭ＿００２０４６．４
下游：ＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧ

８３８
第３５卷第９期
２０１３年５月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．９
Ｍａｙ１５　２０１３



表２　差异蛋白点的质谱鉴定结果

编号 独特肽段 ＭＳ／ＭＳ搜索得分 ％ＡＡ覆盖率 相对含量 蛋白名称 索引号（ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ）

１７０４ ６ １１５ １８ ２．５７ ＬａｍｉｎＢ１ Ｐ２０７００

２６０５ ２９ ５２０．６９ ４４ ２．６２ ＬａｍｉｎＢ２ Ｑ０３２５２

３５０９ １９ ３１６．４８ ４０ ８．３３ ＰＤＩＡ３ＰｒｏｔｅｉｎｄｉｓｕｌｆｉｄｅｉｓｏｍｅｒａｓｅＡ３ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ Ｐ３０１０１

４６０５ ４ ６７．４７ １０ ３．８５ ＰＲＰＦ１９ＰｒｅｍＲＮＡｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｆａｃｔｏｒ１９ Ｑ９ＵＭＳ４

６５０１ ６ １０９．１９ １７ ４．８５ ＮＵＰ５４Ｉｓｏｆｏｒｍ２ｏｆＮｕｃｌｅｏｐｏｒｉｎｐ５４ Ｅ７ＥＵＭ５

８３０３ ４ ６９．５ １５ ０．３５ ＡＬＤＯＡ４５ｋＤａｐｒｏｔｅｉｎ ＩＰＩ００７９６３３３（ＮＣＢＩ）

６８０５ １５ ２７２．９３ ２５ ０．３３ ＥＥＦ２Ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２ Ｐ１３６３９

相对含量为慢病毒载体转染细胞与未转染细胞平均ＯＤ值的比值；ＳＳＰ为凝胶上匹配蛋白点的索引序号

表３　实时荧光定量ＰＣＲ结果

样本 ＬａｍｉｎＢ１ＣＴ ＧＡＰＤＨＣＴ ΔＣｔ ΔΔＣｔ
归一化后的ＬａｍｉｎＢ１相对含量

（转染株比上ＨａＣａＴ）２－ΔΔＣｔ

转染株 ２６．８５１±０．２３ １９．２８６±０．２３ ７．５６５±０．１９ －１．９５１±０．１９　 ３．８６７（２．８０２－５．３３７）
ＨａＣａＴ ２８．４１２±０．１２ １８．８９６±０．１５ ９．５１６±０．１０９ ０ １（０．８３１－１．２０３）

１．８　统计学分析
　　二维电泳凝胶的差异蛋白分析采用 ＰＤＱＵＥＳＴ８．０．１软件
进行，匹配完成后以光密度值差异满足 ｔ检验，差异可信区间
为９５％作为分析组筛选参数。筛选出差异表达的蛋白点（Ｐ＜
００５）。其余统计学分析皆采用ＳＰＳＳ１０．０进行ｔ检验。

２　结果

２．１　转染株细胞的蛋白组学改变
　　对二维电泳凝胶（图１）进行分析后，共筛选出差异蛋白点
１１个，采用串联质谱鉴定，成功鉴定出蛋白７个（表２）。

!

"

示质谱鉴定出的差异蛋白点，为未能鉴定出的差异蛋白点
Ａ：未转染细胞；Ｂ：转染细胞株

图１　转染株和未转染株细胞全蛋白二维电泳凝胶结果

２．２　转染细胞株的核纤层蛋白Ｂ１蛋白表达
　　在鉴定出的５种高表达差异蛋白中，我们选择核纤层蛋白
Ｂ１作为转染细胞株生长特性发生改变的潜在关键分子进行了
蛋白印迹实验以验证二维电泳结果的可靠性。结果显示，核纤

层蛋白Ｂ１蛋白水平在转染株细胞中显著上调［（１．４１±０．３４）
ｖｓ（０．９５±０．１７）］（Ｐ＝０．０３８），与二维电泳结果相符合
（图２）。
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１：ＨａＣａＴ；２：转染株
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬａｍｉｎＢ１蛋白在转染株和未转染株中的表达

２．３　实时荧光定量ＰＣＲ
　　为了进一步验证核纤层蛋白Ｂ１的差异表达情况。我们采
用实时荧光定量ＰＣＲ对转染株细胞和 ＨａＣａＴ细胞的核纤层蛋
白Ｂ１编码基因的ｍＲＮＡ含量进行了比较。结果显示核纤层蛋
白Ｂ１在转染株细胞中表达显著上调［（３．８７±１．０６）ｖｓ（１００±
０１６）Ｐ＜０．０１］，趋势与之前蛋白含量结果相一致（表３）。

３　讨论

　　基因疗法中使用病毒载体进行转染操作带来的成
瘤性隐患一直是该疗法安全性的潜在威胁。例如曾有

文献报道采用逆转录病毒基因疗法治疗 Ｘ染色体相
关性重度免疫缺陷病的过程中，逆转录病毒ＤＮＡ意外
插入癌基因附近，造成患者发生白血病的病例［２］。同

理，对于表皮细胞，有研究显示，人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）
等病毒 ＤＮＡ在良性疣、癌前病变、鳞状细胞癌和基底
细胞癌患者病灶细胞中的检出率分别为 ９０．９％、
６０４％、５９．７％和２７．８％，而在健康人对照组中仅为
４７％，病毒ＤＮＡ的插入在皮肤肿瘤的产生中扮演着
重要角色［８］。因此，使用重组慢病毒载体转染人角质

形成细胞得到的皮肤组织工程种子细胞也可能存在成

瘤性的风险［９］。我们在之前的研究中已经观察到在

体外培养中转染株细胞的生长特性与未转染 ＨａＣａＴ
细胞相比存在着改变，这种改变不能用 ＣＣＬ２０基因的
敲低来解释［５］，很可能是慢病毒载体对细胞基因组的

插入造成的。无论是生长特性的改变，还是成瘤性的

产生。这些表型上的改变必然体现在细胞的蛋白层

面。差异蛋白组学技术已广泛应用于肿瘤研究［１０］，无

论是对于筛查可靠敏感的肿瘤标志物还是寻找肿瘤发

生的关键蛋白都有着独特的优势［１１］。因此，我们选择

慢病毒转染后发生生长特性改变的转染株 ＨａＣａＴ细
胞株和未转染细胞株进行差异蛋白组学分析，以期找
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出改变转染株细胞生长特性的关键因子，筛查种子细

胞可能存在的成瘤性隐患。

　　在对差异蛋白组学分析鉴定出的７种差异表达蛋
白（表１）进行文献分析后，我们对其中的核纤层蛋白
Ｂ１蛋白产生了兴趣。核纤层蛋白Ｂ１作为核被膜的主
要成分，维持细胞核的完整性，为转录的顺利进行提供

支架［８，１２］，其生物学功能与细胞增殖关系密切［１２］，其

表达增高往往预示着细胞增殖活跃，很可能是转染细

胞株生长特性发生改变的重要原因。同时，在肝癌、宫

颈癌等多种肿瘤组织中核纤层蛋白 Ｂ１的表达都有着
明显的上调，而且与肿瘤预后也有着密切的相关

性［１３－１５］，其高表达很可能预示着潜在的成瘤性隐患。

而ＣＣＬ２０作为趋化因子，在离体培养和非炎症应激状
态下无已知的生物学活性［５］，不可能对核纤层蛋白Ｂ１
的表达产生影响。我们进一步对核纤层蛋白 Ｂ１的表
达情况通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ｑＰＣＲ进行验证后，证实
ｌａｍｉｎＢ１在慢病毒载体稳定转染 ＨａＣａＴ细胞株中不
仅在蛋白质水平呈高表达，而且 ｍＲＮＡ转录也显著增
强。可见其表达改变在转录层面已经发生，这也间接

支持这种表达差异很可能是由慢病毒载体对细胞基因

组的插入造成的。我们有理由认为，病毒ＤＮＡ的插入
直接或间接的造成了核纤层蛋白 Ｂ１的高表达，这种
高表达与细胞生长特性的改变有着密切关系，同时预

示着转染株细胞可能有着潜在的成瘤性隐患。

　　尽管我们已经证实核纤层蛋白 Ｂ１在该转染株细
胞中相对未转染ＨａＣａＴ细胞表达上调，且这种高表达
在ｍＲＮＡ和蛋白层面都存在。但这一现象也给我们
带来了新的疑问。首先，核纤层蛋白 Ｂ１虽然在众多
研究中被视为潜在的肿瘤标志物，与细胞增殖高度相

关。但其作为细胞重要的结构蛋白，本身并非癌基因

或原癌基因。其高表达往往提示细胞增殖活跃，并不

能证实该转染株细胞一定具有成瘤性。其次，病毒载

体ＤＮＡ插入造成核纤层蛋白Ｂ１的表达改变的具体机
制尚不明确。病毒ＤＮＡ可能插入了核纤层蛋白Ｂ１编
码基因本身，使得其表达产生改变；也可能插入其调控

序列［１６］，或者其插入造成了核纤层蛋白 Ｂ１上游因子
的表达改变，最终间接引起了核纤层蛋白 Ｂ１表达的
继发性改变。

　　为了进一步探索病毒载体插入导致核纤层蛋白
Ｂ１高表达的具体机制，我们将对转染株细胞病毒
ＤＮＡ的整合位点进行分析，同时采用ＩＴＲＡＱ等更高通
量的比较蛋白组学技术和表达谱芯片等差异表达谱分

析技术对转染株细胞的基因改变进行更为全面的分

析，希望能够找出病毒 ＤＮＡ插入与核纤层蛋白 Ｂ１表

达改变之间的具体关系，更全面的了解病毒载体转染

对该种子细胞造成的影响，验证其安全性，为通过慢病

毒载体设计安全可靠的组织工程种子细胞提供指导。
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