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扩增胰蛋白酶抑制剂活性片段#构建
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的原核表达载体$采用
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亲和层析柱纯化获得
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蛋白$激光共聚焦方法检测
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与
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的相互

作用$
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和
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细胞核染色方法分别检测
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对大肠癌细胞存活和凋亡的影响&结果
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能够

与大肠癌细胞表面的
G1R(*

相互作用$与
G,@:@H

相比#
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能够剂量依赖性地诱导大肠癌细胞死亡#而对

正常细胞生长无明显影响&结论
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可以通过结合肿瘤细胞表面
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蛋白特异性杀伤肿瘤细胞&本

研究为肿瘤靶向治疗提供了一种新的策略&
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肿瘤是严重危害人类生命的重大疾病之一&传统

的治疗手段非选择性地杀伤肿瘤细胞#产生了较大的

毒性作用和不良反应#因此寻找新的分子靶点'开发高

效低毒的分子靶向抗癌药物已成为抗肿瘤研究的重要

课题&

葡萄糖调节蛋白
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"是位于细胞内质网中的重要分子伴侣蛋

白&

G1R(*

在肿瘤细胞中通常发生过表达#促进多

个肿瘤恶性特征的形成&值得关注的是#肿瘤细胞中

的
G1R(*

可以转移到细胞膜表面发挥信号分子受体

的功能&因此#肿瘤细胞表面
G1R(*

蛋白可以作为肿

瘤靶向治疗的重要靶点+

#

,

&目前#已发现多个多肽序

列可以与
G1R(*

蛋白结合并发生细胞内化过程#如

OH!ROHZ?
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胰蛋白酶抑制剂能够抑制肿瘤细胞的增殖'迁

移#并促进肿瘤细胞的凋亡#其在抗肿瘤方面的效应

受到研究者的广泛关注+
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&绿豆胰蛋白酶抑制剂

全长
(!

个氨基酸#含有赖氨酸和精氨酸两个活性中

心+

(

,

&本课题组前期研究发现绿豆胰蛋白酶抑制剂

赖氨酸活性中心!命名为
@H

"#具有较高的胰蛋白酶

抑制剂活性#能够抑制大肠癌细胞
,O%*"

细胞迁

移#但对细胞存活无显著影响+

*

,

&

本研究旨在通过基因工程手段构建
G1R(*

结

合肽段
OH!ROHZ

与
@H

的融合蛋白
GSR:@H

表达

载体#通过
G,@

亲和层析柱纯化获得
GSR:@H

蛋

白#探讨
GSR:@H

能够通过细胞表面
G1R(*

实现靶

向抗肠癌效应#从而为肿瘤靶向药物的开发提供一

种新的策略&

材 料 和 方 法

菌株与质粒
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由中科院上海生化所戚正武教授馈赠&
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细胞系
!

人结肠癌细胞系
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'

C?C#

'人正常肝

细胞
P?(("!

和人胚胎肾细胞
P9V!&$

由本室保存&

试剂
!
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培养基!美国
@8+.;3

公司"#

G<"7$78'3%+ ,+
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8$.34+% !$47 !<3J
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P+$<78-$.+

公司"$
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:#<:E.
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硝基

酰替苯胺盐酸盐#上海三杰生物技术有限公司"$胰

蛋白酶!北京北方同正生物技术发展公司"$

*@@

!北京索莱宝科技有限公司"#

G1R(*

和
G,@

抗体

!江苏碧云天生物技术研究所"&其他化学试剂均为

进口分装或国产分析纯试剂&
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表达载体的构建及蛋白表达和纯化
!

设计
GSR:@H

表达序列扩增引物!图
#

"#以
5

G9>:
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4GR$$

质粒中
@H

表达序列为模板#

R21

扩

增
GSR:@H

表达序列#扩增片段与
5

G9>:%@:#

质粒

双酶切#连接产物转化大肠埃希菌
@=.*7/CP)

'

#获

得
GSR:@H

原核表达质粒
5

G9>:%@:#:GSR:@H

&质

粒转化大肠埃希菌
S?!#

#构建大肠埃希菌工程菌

5

G9>:%@:#:GSR:@H

(

S?!#

&将该工程菌接种在含

氨苄青霉素的
?S

培养基中#
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摇床培养至
"
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约为
"/)

#加
HR@G

至终浓度为
"/);;3<
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进行诱

导表达&

$(U

培养
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后#

*""".
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离心
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收集菌体#悬浮于
RS,

缓冲液中#冰上放置&用超声

波破菌体#

#$""".

(
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离心
#";'%

沉淀细胞碎片&

取上清过
G,@

亲和层析柱#

RS,

缓冲液洗去杂蛋白#

#";;3<

(
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还原谷胱甘肽竞争洗脱目的蛋白#

#"Q

,C,:REG9

检测目的蛋白纯化效果&
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&继续保温
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#加

入
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的乙酸溶液
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#终止反应#在
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波长处测定吸光度值!

"

"&由于胰蛋白酶可催化底

物水解
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5

AE

#引起
%#"%;

波长处吸光度增加#

加入重组胰蛋白酶抑制剂后可使
%#"%;

波长处吸

光度减少#根据减少程度可知抑制剂的抑制活性&

细胞培养
!

人结肠癌细胞系
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'人

正常肝细胞
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和人胚胎肾细胞
P9V!&$
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灭活新生牛血清的
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培养基#在

)Q 2D

!

#

$(U

恒温培养箱中培养#取对数生长期细

胞进行实验&

激光共聚焦检测
àWX+[

与细胞表面
&̀WMY

相互作用
!

将生长状态良好的
C?C#

细胞接种到
'

孔培养板中的盖玻片上#细胞生长至
)"Q

融合时用

GSR:@H

处理
!%8

&然后
RS,

洗涤'免疫染色固定

液固定
$";'%

&

)Q S,E

!

RS,

配制"封闭
$";'%

&

加入兔抗
G1R(*

的多克隆抗体!

#+!""

"和鼠抗

G,@

的单克隆抗体!抗体浓度为
#+#""

"#

%U

孵育过

夜#用
RS,

清洗细胞
$

次#加入
!H@2

标记的羊抗兔

和
@1H@2

标记羊抗鼠二抗#室温避光孵育
#8

#

RS,

洗涤
$

次#用
D<

I

;

5

"4!<"3('+J!Y#"""

激光共聚

焦显微镜观察标记结果并拍摄图像#分析荧光分子

的共定位情况&

C++

法
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对细胞存活的影响
!

选取对

数生长期的
,O'!"

'

C?C#

'

P?(("!

和
P9V!&$

细

胞#经胰酶消化后#以
("""

(

#""

(

?

的细胞浓度接

种到
&'

孔培养板&

$(U

'

)Q2D

!

培养箱中过夜培

养&待细胞贴壁后取出培养板#以浓度为
"

'

)

'

#"

'

!"

(

;3<

(

?

的
GSR:@H

处理细胞
%*8

后#每孔加入

!"

(

?*@@

!

)/";

6

(

;?

"#继续培养
%8

#吸弃板中

的培养液#每孔加入
#)"

(

?

的
C*,D

#震荡均匀#

于
)("%;

处测定各孔
"

值&

细胞核
N>W[

染色观察
àWX+[

诱导细胞凋亡

人结肠癌
C?C#

细胞以
%-#"

)

(

;?

细胞密度接种

于
'

孔板&待细胞贴壁后#加入
GSR:@H

处理细胞#

倒置显微镜下拍摄细胞状态变化&培养
!%8

后#弃

去培养液#免疫染色固定液固定
!" ;'%

#

"/$Q

@.'73%>:#""

孵育
#";'%

#

CERH

染色
#";'%

#荧光

显微镜下观察细胞核形态变化&

统计学处理
!

结果中的数据表达为
A

/

05

#数据

图中用误差棒!

9..3.S$.

"表示标准差#单因素分析

采用
,7"#+%7N4'

检验#数据经
,R,,##/"

统计分

析#

!

$

"/")

为差异有统计学意义&

结
!!!

果

àWX+[

蛋白表达(纯化及酶活力测定
!

将重组

质粒
5

G9>:%@:#:GSR:@H

经
D%(PH

与
K-*H

双酶

切鉴定#获得了与预期大小一致的片段!图
!E

"#将

酶切阳性菌液送至公司测序#测序结果与目的基因

片段一致#表明质粒构建成功&将
5

G9>:%@:#:

GSR:@H

质粒转化到
@=.*7/S?!#

进行诱导表达'纯

化#得到纯度较高的
GSR:@H

融合蛋白#其相对分子

质量!

E

.

"约为
$""""

#与预期大小相符!图
!S

"&

采用紫外吸收法测定
GSR:@H

的胰蛋白酶抑制剂活

性#

GSR:@H

与
G,@:@H

具有相当的胰蛋白酶抑制剂

活力#

GSR:@H

与胰蛋白酶摩尔比在
#+%

时#抑制率

可达到
&"Q

以上!图
!2

"#表明加入
G1R(*

结合肽

的不影响
@H

的胰蛋白酶抑制剂活性&

图
%

!

àWX+[

克隆(表达及酶活力测定

H*

;

%

!

!9)2*2

;

)

-.

/

0-11*)272(7=4*B*4

8

(-4-06*274*)2

)3 àWX+[

/

0)4-*2

!!

E

%

H#+%7'B'-$7'3%3B.+-3;M'%$%7

5

G9>:%@:#:GSR:@HM

I

.+47.'-7'3%+%=

I

;+/?$%+#

%

C?!""" CAE ;$.W+.

$

?$%+!

%

5

G9>:%@:#:GSR:@H

$

?$%+$

%

K-*H

(

D%(PH#3"M<+#'

6

+47'3%3B

5

G9>:%@:#:GSR:@H/S

%

,C,:REG9 #+7+-7'3% 3B GSR:@H

+K

5

.+44'3%

5

.3#"-74

$

?$%+#

%

,7$%#$.#

5

.37+'%;$.W+.

$

?$%+!

%

R".'B'+# GSR:@H

5

.37+'%

$

?$%+$

%

R".'B'+# G,@:@H

5

.37+'%

$

?$%+%

%

R".'B'+# G,@

5

.37+'%/2

%

@.

I5

4'%'%8'M'73.$-7'('7

I

#+7+-7'3%3BGSR:@H/

!!

激光共聚焦检测
àWX+[

与细胞表面
&̀WMY

相互作用
!

为验证
GSR:@H

能否与肠癌细胞表面的

G1R(*

蛋白结合#我们采用免疫细胞化学染色方法

检测了
GSR:@H

与
C?C#

细胞表面
G1R(*

的定位

关系&细胞表面
G1R(*

蛋白!绿色"和
GSR:@H

!红

色"复染结果表明#

GSR:@H

和
G1R(*

在
C?C#

细

胞有明显的共定位!黄色"#表明
GSR:@H

能够与肠

癌细胞表面的
G1R(*

蛋白结合!图
$

"&

!!

àWX+[

对肠癌细胞存活的影响
!

为了确定

GSR:@H

对肿瘤细胞生长的影响#用不同浓度的

GSR:@H

处理人结肠癌细胞系
,O'!"

'

C?C#

'人正

常肝脏细胞
P?(("!

和人胚肾细胞
P9V!&$

&与

G,@

'

G,@:@H

蛋白相比#

GSR:@H

能够剂量依赖性

地诱导肠癌
C?C#

和
,O'!"

细胞死亡#半数致死剂

量约为
)

(

;3<

(

?

&在相同浓度下#

GSR:@H

对人正

常组织细胞系
P9V!&$

和
P?:(("!

细胞存活影响不

&)#



!

赵
!

超#等
/

以葡萄糖调节蛋白
(*

!

G1R(*

"为靶向的胰蛋白酶抑制剂抗肠癌效应研究

图
V

!

免疫化学染色检测
àWX+[

与

细胞表面
&̀WMY

相互作用$

b%II

%

H*

;

V

!

N-4-=4*)2)34,-*24-07=4*)2?-4:--2 &̀WMY72(

àWX+[?

8

=)23)=79*6652)395)0-1=-2=-7279

8

1*1

$

b%II

%

显著!图
%

"&以上结果表明#

GSR:@H

能够特异性靶

向抑制肠癌细胞生长#表现出对肿瘤细胞的特异靶

向性&

!!

àWX+[

诱导肠癌细胞凋亡检测
!

为了进一步

确定
GSR:@H

抑制肿瘤细胞生长的分子机制#我们

用
#"

(

;3<

(

?

的
GSR:@H

处理肠癌
C?C#

'

,O'!"

细胞#倒置显微镜下观察其形态变化&与
G,@

'

G,@:@H

蛋白相比#

#"

(

;3<

(

?

的
GSR:@H

处理后#

细胞发生明显皱缩'变圆#部分细胞发生漂浮#处理

$'8

后细胞完全死亡!图
)E

"&

CERH

细胞核染色

后可见细胞核发生浓缩变亮#并出现典型的凋亡小

体!图
)S

"&以上结果表明#

GSR:@H

是通过诱导肠

癌细胞凋亡从而抑制肠癌细胞存活的&

图
'

!

C++

检测
àWX+[

对肠癌细胞生长的影响

H*

;

'

!

+,--33-=4)3 àWX+[)24,-
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肿瘤的分子靶向治疗是一种非常有前景的治疗

方式#寻找合适的分子靶点是实现肿瘤靶向治疗的

关键&

G1R(*

蛋白是存在于所有细胞内质网中的

分子伴侣蛋白#帮助内质网中新生肽链折叠与装配#

并参与内质网应激反应的调控+

&

,

&值得关注的是#

肿瘤细胞中的
G1R(*

蛋白可以转移到细胞膜表面

发挥信号分子受体的功能+

#"

,

&已发现多个多肽序

列可以与
G1R(*

蛋白结合并发生细胞内化过程#这

为以
G1R(*

为分子靶点的肿瘤治疗奠定了基础&

本课题组发现大肠癌细胞表面也存在
G1R(*

蛋白

分子#因此构建了
G1R(*

结合多肽
OH!ROHZ?

与

绿豆胰蛋白酶抑制剂赖氨酸活性片段的融合蛋白

GSR:@H

#实现了靶向诱导肠癌细胞凋亡#为肿瘤的

靶向治疗提供了一种有效'可行的策略&

本课题组前期研究了绿豆胰蛋白酶抑制剂赖氨

酸活性片段
G,@:@H

对大肠癌细胞生物特性的影

响#发现
G,@:@H

能够抑制大肠癌细胞
,O%*"

细胞

迁移#但对细胞存活无显著影响+

*

,

&添加了
G1R(*

结合多肽
OH!ROHZ?

后的
GSR:@H

蛋白不但保留

了
G,@:@H

的胰蛋白酶抑制剂活性#而且表现出对

人肠癌细胞特异靶向性杀伤#而对人正常组织细胞

系生长的影响不明显&我们认为#

G,@:@H

分子中

的
OH!ROHZ?

可通过与肠癌细胞表面的
G1R(*

蛋白结合#来介导
G,@:@H

分子的细胞内化过程&

进入细胞中
G,@:@H

则通过干扰细胞中细胞器或功

能分子的正常功能#导致细胞凋亡&

细胞内多个细胞器都具有胰蛋白酶活性#如泛

素
:

蛋白酶体降解系统中的蛋白酶体!

5

.37+$43;+

"

的
!",

催化颗粒具有类糜蛋白酶'类胰蛋白酶和

肽
:

谷氨酰胺肽水解酶活性#并且其活性状态对于细

胞正常功能的维持至关重要&蛋白酶体抑制剂能通

过抑制蛋白酶体活性进而干扰和影响细胞原有的功

能#尤其是对肿瘤生长有明显的抑制作用+

##

,

&因

此#进入肿瘤细胞的
GSR:@H

可能通过抑制蛋白酶

体的胰蛋白酶活性干扰细胞内泛素
:

蛋白酶体降解

系统正常功能#从而诱导肿瘤细胞的凋亡&

GSR:@H

是否通过细胞表面
G1R(*

蛋白进入肿瘤细胞内部#

进而以泛素
:

蛋白酶体系统为靶点诱导肿瘤细胞凋

亡还有待于进一步实验证实!图
'

"&此外#

GSR:@H

靶向抗肿瘤效应还需要在体整体动物实验进一步

验证&

图
L

!

àWX+[

结合癌细胞表面
&̀WMY

进入细胞

抑制蛋白酶体活性引起癌细胞死亡

H*

;

L

!

+,-

/

74,:7

8

)3 àWX+[-24-01*24)=72=-0=-99172(

*2,*?*417=4*B*4

8

)3

/

0)4-71)6-1

)

:,*=,3504,-0*2(5=-17

/

)

/

4)1*1

?

8

4,-711)=*74*)2)3 àWX+[72(=-9915037=- &̀WMY

!!

综上所述#本研究采用基因工程的方法构建了

基于绿豆胰蛋白酶抑制剂'以细胞表面
G1R(*

蛋白

为靶点的重组靶向抗肿瘤活性分子
GSR:@H

&

GSR:

@H

能够特异'高效地诱导肿瘤细胞凋亡#而对正常

组织细胞生长影响不明显#表现出抗肿瘤靶向性&

本研究为多肽类肿瘤靶向药物的开发提供了一种新

的实现策略#具有重要的理论意义和应用价值&
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