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目的#体外制备高迁移率组蛋白
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"蛋白#观察其能否转运

入骨肉瘤细胞及入胞后的细胞定位&方法#构建
V T̂S!

过表达慢病毒质粒并包装慢病毒#在
VCf#!J$7I

细胞中过表达并纯

化&用纯化的
V T̂S!

蛋白处理骨肉瘤细胞&通过免疫细胞化学检测外源性
V T̂S!

能否转运入骨肉瘤细胞及细胞定位&

结果#成功制备'纯化
V T̂S!

蛋白#并发现外源性
V T̂S!

能转运入骨肉瘤细胞#主要定位于细胞核&结论#外源性
V T̂S!

能转运入细胞并定位于细胞核#为其发挥生物学效应奠定基础&
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骨肉瘤是儿童和青少年中最常见的恶性肿瘤之

一)

%#!

*

#特点为易早期转移&

%N]

"

!N]

的患者在确

诊骨肉瘤时可检测到肺部转移)

$

*

&骨肉瘤的主要治

疗方法为肿瘤切除术和非特异性联合化疗)

)#N

*

&随着

肿瘤治疗技术的发展#骨肉瘤患者的长期生存率有所

提高)

'

*

#但合并远处转移患者的生存率仍很低)

&#J

*

&

因此#抑制其转移仍是抗肿瘤治疗的关键&

高迁 移 率 组 蛋 白
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"的异常表达与多种肿

瘤的发生'发展相关)
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&研究)

%N#%'

*发现#

V̂ TS!

能

抑制膀胱癌细胞和口腔鳞状细胞癌细胞的生长#并促

进其凋亡&本课题组以往研究)

%&

*也表明#在骨肉瘤细

胞中以慢病毒感染的方式过表达
V̂ TS!

会抑制细胞

的转移#提示
V̂ TS!

是一类抗肿瘤转移因子#促进其

在肿瘤细胞内的表达可作为一种治疗骨肉瘤的临床策

略&但是#慢病毒过表达方法有潜在危险性&

有研究)

%(#!"

*表明#人外周血单核细胞和淋巴细

胞可在受到外界刺激后向胞外分泌
V T̂S!

&这种

分泌的
V T̂S!

可能也具有抑制骨肉瘤转移的功

能#而能否自行入胞是其发挥功能的基础#目前鲜

见相关研究&因此#本研究探讨了外源性
V T̂S!

蛋白能否进入骨肉瘤细胞及其细胞定位#期望能为

未来研发类
V T̂S!

结构药物或刺激
V T̂S!

释

放的药物提供思路&
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病毒载体以及病毒包装质粒购自吉凯基因&
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公司#牛血清白蛋白'

7XQT^

纯

化试剂盒'
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细胞培养
!

将
A#!L+

骨肉瘤细胞和
VCf#

!J$7I

细胞置入含
%"]

胎牛血清'青霉素 !
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A
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"和 链霉素!
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%

X
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培养基中#

于含
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!

的
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细胞培养箱中培养&
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过表达慢病毒载体构建与包装
!

过

表达慢病毒载体元件顺序$

A38#̂ :+#$7XQT#:\G#

F

>T7<#MPC+#

-

,/.D

4

>8@

#以
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内切酶

进行酶切后#切胶回收&用
IPMH.6

提取
A#!L+

细

胞的总
PSQ

#使用反转录试剂盒将
DPSQ

反转录

成
>5SQ

#并以获得的
>5SQ

为模板扩增
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片段&扩增引物序列正向$
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聚合酶
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'模板
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预变性
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退火
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#共
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个循环&

<:P

产物在
!]

琼脂

糖凝胶上电泳并切胶回收&

将
<:P

产物交换入酶切后的
TO)J!

载体并进

行转化&将菌落
<:P

结果为阳性的菌落接种于
X\

培养基&菌落
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引物序列正向$
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&将菌液于

$&c

培养
%!G

后取适量进行测序&用
5SQ

序列无

误的菌液抽提质粒&过表达组$将过表达质粒与包装

质粒共转染至
VCf#!J$7I

细胞(空白组$将空载体

和包装质粒共转染至
VCf#!J$7I

细胞&转染后将

细胞继续培养
)(G

后#收取培养基上清#

"*)N

%

D

滤

器过滤#以
$""""/
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D8@)c

离心
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&离心结束后弃

上清#加入
L
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08#̂ Ĉ

培养基
%DX

吹打重悬#深低温
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"保存病毒液&
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V T̂S!

的过表达和蛋白纯化
!

用过表达慢

病毒!

V T̂S!#?6;

F

.1组"和空白慢病毒!

.1:LS

组"

感染
VCf#!J$7I

细胞&通过预实验确定
A#!L+

细

胞病毒感染的最佳感染复数!

L̂M

"为
%"

&为了增加

阳性细胞的比例#在细胞感染
$2

后进行流式分选#

并继续培养携带绿色荧光的细胞&当细胞培养至

&"]

"

("]

融合时#收集并提取
PSQ

#通过实时荧光

定量
<:P

!

PI#

g

<:P

"检测过表达效率&确认

V T̂S!

过表达效率后#收集过表达
V T̂S!

的细

胞#用
SC#<CP

核蛋白提取试剂盒提取核蛋白#并应

用
7XQT^

纯化试剂盒纯化
V T̂S!#?6;

F

蛋白&通

过
CXM+Q

法!

;3)J&'$

"检测
V T̂S!

的浓度&
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PI#
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!

使用
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和

Q\M</89D &J""VI

进行
PI#

g

<:P

#定量测定

V T̂S!

的表达水平&应用
IPMH.6

提取每组细胞

的总
PSQ

#并使用反转录试剂盒将
DPSQ

反转录

成
>5SQ

#用特异性引物进行扩增!以人
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因为内参"&
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用
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e
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:0法分析并统计数据&用相同的样品和相同

的引物重复
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g
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实验
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次&
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R1901/@

印记
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使用
SC#<CP

核蛋白提取试

剂盒提取核蛋白&获得的蛋白溶液在
+5+#<QTC

凝胶上电泳#分离的蛋白质条带转移到
<O57

膜

上#并在
N]

牛血清白蛋白中封闭#分别用抗

V T̂S!

!

%_%"""

稀释#

;3%JJ'&J

"和抗
5555f

!

%_%"""

稀释#

;3)J&'$

"在
)c

下孵育过夜#然后

在室温下用二抗孵育膜
%G

&使用
C:X

曝光液显

影#并进行观察'拍摄&
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!

免疫细胞化学
!

用浓度为
%"

%

F

%

DX

的纯化

V T̂S!

蛋白处理骨肉瘤细胞
!)G

#然后将细胞用

)]

多聚甲醛固定
$"D8@

#用含
"*%] I/80.@Z#%""

的
<\+

溶液透化
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#用
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封闭细胞
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&

将细胞用抗
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抗体!
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稀释#
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"

在
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孵育过夜#然后用二抗孵育
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#
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洗涤后

用
5Q<M
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F

的细胞定位并拍摄&
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!

统计学处理
!

用
+<++

版本
!$*"

进行统计分

析#所有数据均以
*

#j$

表示#两组间比较采用

;̂@@#RG80@1

4

5

检验)

!%

*

#检验水准!

!

"为
"*"N

&

B

!

结
!

果

!*%

!

V T̂S!

过表达慢病毒质粒构建
!

将获得的

V T̂S!

片段与慢病毒过表达质粒!图
%Q

"连接后

进行转化#获得
(

个阳性菌落!图
%\

#泳道
N

"

%!

"(

糖凝胶电泳显示成功获得
V T̂S!

的基因片段!图

%:

"#

<:P

产物大小为
$%)3

-

&将阳性菌送测序#结

果显示序列无误#提取质粒进行慢病毒包装&

!*!

!

V T̂S!

蛋白过表达与纯化
!

以慢病毒感染

的方式在
VCf#!J$7I

细胞中过表达
V T̂S!

#以

流式分选出阳性细胞后继续培养#荧光显微镜下显

示细胞带绿色荧光!图
!Q

"&

PI#

g

<:P

结果显示#

V T̂S!#?6;

F

.1组
V T̂S!#DPSQ

的表达水平显着

高于
.1:LS

组!

!

$

"*""%

#图
!\

"&

R1901/@

印记

结果显示#

V T̂S!#?6;

F

.1组与
.1:LS

组均有

V T̂S!

表达#

V T̂S!#?6;

F

.1组
V T̂S!

表达大

于
.1:LS

组#

V T̂S!#?6;

F

.1组
V T̂S!

因带标签

分子量较
.1:LS

组稍大!图
!:

"(

V T̂S!#?6;

F

.1组

和
76;

F

#\Q<

组中有
?6;

F

表达#在
.1:LS

组中未检

测其表达!图
!5

"&

!*$

!

外源性
V T̂S!

转运骨肉瘤细胞及定位
!

用

%"

%

F

%

DX

的纯化
V̂ TS!#?6;

F

蛋白处理骨肉瘤细胞

!)G

后#免疫细胞化学检测结果显示#外源性
V̂ TS!

蛋白转入骨肉瘤细胞#主要定位于细胞核!图
$

"&

图
;

!

YPMHB

过表达慢病毒质粒的构建

!!

Q

$质粒图谱(

\

$

<:P

扩增凝胶电泳结果(

:

$构建好的质粒转化细菌后的菌液
<:P

验证
*!

$

22V#L

空白对照(

#

$空载体对照(

'

$连接

TQ<5V

的对照(

%

$

;̂/b1/

(

(

"

!#

$

)

个阳性菌落结果

图
B

!

YPMHB

蛋白过表达与纯化

!!

Q

$白光下和绿色荧光下慢病毒感染的骨肉瘤细胞(

\

$荧光定量
<:P

检测
V T̂S#

过表达效率(

:

$

R1901/@

印记检测纯化
V T̂S#

的

表达(

5

$

R1901/@

印记检测
?6;

F

的表达
*.1:LS

组$空白载体对照(

V T̂S##?6;

F

.1

$带有
?6;

F

标签的
V T̂S#

纯化蛋白(

?6;

F

#\Q<

$携带
?6;

F

标签的融合蛋白#大小
%,*'b5;*

"""

!

$

$*$$!

图
C

!

免疫细胞化学实验检测外源性
YPMHB

细胞定位

L/8

F

8@;6 ;̂

F

@8?8>;08.@

$

-!$$$
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C

!

讨
!

论

骨肉瘤是一类极易在早期转移的恶性肿瘤#约

!"]

的骨肉瘤患者在明确诊断时即发现有转移#而

大多数患者即使在初诊时未见转移#也会随着病情

发展出现转移)

!!

*

&骨肉瘤的主要治疗方法是化疗

和外科手术#但是目前没有有效的抗骨肉瘤转移的

治疗策略#大部分患者仍会发生转移#导致死

亡)

!$#!N

*

&因此#抗骨肉瘤转移的研究成为这类肿瘤

治疗的重点&

V T̂S!

是高迁移率族蛋白!

V T̂

"的一员#

主要定位于细胞核#且仅在真核生物中表达#具有

稳定核小体形态和调节基因转录的功能)

!'

*

&其是

一种非组蛋白核蛋白#在脊椎动物和无脊椎动物的

细胞中广泛表达)

!&#!(

*

&

V T̂S!

蛋白含有核小体

结合域!

S\5

"#其
S\5

的
S

末端与组蛋白结合#而

:

末端与
5SQ

结合并调节转录)

!(

*

&

V T̂S!

能增

加
5SQ

在核小体上的缠结角度#促进核衣壳结构

重塑)

!J

*

&

V T̂S!

功能缺陷能增加
5I)"

细胞对紫

外线的敏感性#使细胞凋亡率增加)

$"

*

&较多研

究)

%"#%N

*显示#

V T̂S!

的异常表达与多种肿瘤的发

生'发展有关联&

V T̂S!

高表达还具有抑癌效果&

研究)

%'

*表明#

V T̂S!

可抑制口腔鳞状细胞癌细胞

系
I>;(%%$

的生长并诱导其凋亡&本课题组以往研

究)

%&

*发现#过表达
V T̂S!

能抑制骨肉瘤细胞的转

移&除了直接抑制肿瘤细胞转移外#

<./bb;

等)

%J

*还

发现#

V T̂S!

与肿瘤血管生成相关&

肿瘤转移抑制和肿瘤靶向肽研究)

$%#$!

*表明#

V T̂S!

可能是治疗肿瘤转移的潜在靶标&研究

人员从牛肝中提取了一种含
!%

个氨基酸的肽#称为

侵袭抑制剂
!

!

MM7!

"#且鉴定显示其与
V T̂S!

的

:

末端片段一致)

$%#$!

*

&体外研究)

$!#$)

*显示#该肽能

抑制多个肿瘤细胞的转移&而动物研究)

$!

*表明#同

时将
MM7!

和肺癌细胞经小鼠尾静脉注射可使肿瘤

细胞转移减少
N"]

"

'"]

&

MM7!

与白蛋白结合可

提高其稳定性#并使转移减少
(']

)

$$

#

$N

*

&上述研

究表明#

V T̂S!

可作为一类抑癌因子#应用于抗

恶性肿瘤转移&

重组慢病毒载体是一种常用且有效的将外源

蛋白基因导入细胞的手段)

$'

*

#但是慢病毒载体的转

录+通读,现象可导致其整合位点附近原沉默基因

被激活#这可能有潜在的危险性&因此需要寻找更

为有效和安全的方式来增加肿瘤细胞内的
V T̂S!

的含量&

V T̂S!

能被某些细胞以外分泌的方式

释放到胞外&白细胞介素
!

!

MX#!

"可刺激人外周血

单核细胞释放
V T̂S!

)

%J#!"

*

(一些肿瘤细胞的表面

抗原也能刺激
:5(

d

I

淋巴细胞释放
V T̂S!

)

%(

*

&

这些研究提示#有可能通过外界刺激促使肿瘤旁正

常组织或肿瘤附近的免疫细胞释放足量的

V T̂S!

#从而发挥其抗肿瘤作用&而这类外分泌

的
V T̂S!

转运入肿瘤细胞是其发挥功能的基础&

本研究用纯化
V T̂S!#?6;

F

融合蛋白处理骨肉瘤

细胞#免疫细胞化学检测显示该外源性
V T̂S!

能

转运入骨肉瘤细胞并定位于细胞核&此外#内源性

V T̂S!

蛋白在细胞核的定位已被多项研究)

$&#$(

*

证实#而外源性
V T̂S!

蛋白入胞是其入核的先决

条件#对其机制的深入研究能为未来相关药物的研

发提供依据&

综上所述#过表达的
V T̂S!

在人骨肉瘤细胞

系中表现出抗肿瘤活性#而本研究成功制备了

V T̂S!

蛋白#并经免疫细胞化学实验证实外源性

V T̂S!

能转运入骨肉瘤细胞#从而为进一步研究

其抗肿瘤转移功能及新药研发提供了基础&下一

步研究将对外源性
V T̂S!

入胞后的抗肿瘤转移

能力和机制进行探索&
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