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! 端融合不同长度转位肽的重组粒酶

" 抑制细胞生长作用的比较

赵 晶/# 王 智/# 于翠娟! 曹云新! 张 莉/ 王成济/ 杨安钢!"

（第四军医大学 / 生物化学与分子生物学教研室；! 免疫学教研室 西安 $/""-!）

摘 要 采用重组 DEF 法将粒酶 G 基因的 ) 端信号肽和酸性二肽编码序列去除，与两种不同长度的绿脓杆菌外毒

素（D;）转位肽序列分别连接，将它们插入 HI)J 诱导表达载体，通过脂质体法与 H%>FKF 辅助质粒共转染 L7M9 细

胞，建立了重组 D; II.NOG9 基因的诱导表达细胞系。松甾酮 2 诱导后 P7QR7O? 印迹检测到目的基因的表达，间接免

疫荧光观察到表达细胞出现多核巨细胞的异常形态。两种表达的 D; II.NOG9 融合蛋白均能够切割粒酶 G 的细胞内

源性和外源性底物，并且使细胞生长速度减慢。其中，D; II（99 !0".-40）.NOG9 的底物切割能力和生长抑制作用较

强。流式细胞仪分析这种抑制作用可能与细胞周期的 N! 期受到阻遏有关。上述结果证实了 D; II.NOG9 融合蛋白

仍然具有抑制细胞生长的作用，并且较短的转位肽对 NOG9 活性的影响较小，有助于进一步优化转位肽S细胞毒性效

应蛋白重组分子的结构用于肿瘤细胞杀伤。
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中图分类号 T!44 文献标识码 2 文章编号 /""".-"1/（!""#）"#."4"/."1

杀伤性 6 淋巴细胞（E6M）和自然杀伤（)U）细胞

通过颗粒胞吐机制（>O9?+’7 7:&C,R&Q=Q <7CV9?=Q<）和

89Q 机制诱导异常细胞发生凋亡，维持机体的自稳

状态［/］。其中粒酶 G（>O9?W,<7 G，NOG）是杀伤性颗

粒中最重要的丝氨酸蛋白酶，它在颗粒中以酶原形

式存在，去除 ) 端信号肽和酸性二肽后释放，成为

活性型粒酶 G（9CR=X7 >O9?W,<7 G，NOG9）［!］。活化后

的粒酶 G 能够进入靶细胞，激活 C9QH9Q7 引发级联反

应，或者直接切割细胞浆和细胞核内的底物蛋白，有

效启动靶细胞凋亡［- Y 4］。绿脓杆菌外毒素（DQ7+B&.
<&?9Q 7:&R&:=? 2，D;）的第二结构域（B&<9=? II）具有

转位功能［1 Y 0］。将转位肽与活性型粒酶 G 融合，形

成的嵌合蛋白可望能够高效穿膜进入细胞液，发挥

细胞杀伤作用。为研究 ) 端融合有不同长度的 D;
转位肽对活性型粒酶 G 功能的影响，本文构建了两

种重组的 D; II Y NOG9 基因，建立了诱导表达细胞

系，比较了它们的表达对细胞生长的影响。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 质粒、菌种和细胞系：3 ( 0(,# JL4!宿主菌和

人宫颈癌细胞系 L7M9 为本室保存。含有蜕皮激素

反应元件的可诱导表达质粒 HI)J、编码蜕皮激素受

体的辅助质粒 H%>FKF 为 I?X=RO&>7? 公司产品。HE.
Z%.Q8X!-7.D;#" 质粒（含编码 D; 第二、第三结构域

的基因序列）为陈思毅教授构建和惠赠。H[E/3.NOG
克隆质粒（含 $## \H 的人全长粒酶 G 基因）由本室

构建［3］。

#$#$% 试剂：限制酶、69] J)2 聚合酶、质粒提取试

剂盒、JZ;Z、新 生 牛 血 清、脂 质 体 ’=H&A7CR2ZI);
!"""、N#/0、W7&C=?、松甾酮 2（D&? 2）及蛋白 N 琼脂糖

凝胶均购自 I?X=RO&>7? 公司。D%J8 膜和 ;EM P7QR7O?
印迹试剂盒为 DV9O<9C=9 产品。2C.I;6J.H)2 购自

E9’\=&CV7< 公司。山羊抗人粒酶 G 多克隆抗体和山



羊抗人 !""#$ 多克隆抗体为 %&’(& )*+, 产品。生物

素化兔抗山羊二抗及 %-.) 复合物为博士德产品。

!"# 方法

!"#"! /0 1123*.& 融合蛋白基因诱导表达载体的构

建：设 计 引 物 14!"，$5266633-6))--6-6333)62
333--)--)633-3)-275； 14!8， $526666)6-3-2
66-36-3)3666)-633666275；314!"，$5266633-2
6))--6-63-6)-6)33333-)-63-33)275； 498，

$526)))))3-63-636633))3)3))33))6)36)275；
4%8， $526)))))3-63-636)3663))3363)))63)2
)3275； 93"， $5233)3)33))--)-6)-6)33333-2
)-63-33))275；%3"，$52-))33)--)3-)-6)-6)2
33333-)-63-33))275。 以 :);<2=">?7@2/0#A 为

模板，用 14!"、498（或 4%8）引物扩增出 /0 11（&&
?BA27C#D7$B）片 段。以 :E)FG23*. 为 模 板，用 93"

（或 %3"）、14!8 引物扩增出 3*.& 片段。将这两种

扩增产物等体积混合作为模板，以 14!"、14!8 为引

物进行 /)8 扩增，得到 /0 11（&& ?BA27C#）23*.& 及

/0 11（&& ?BA27$B）23*.& 融合蛋白基因。此外，以

:E)FG23*. 为模板，以 314!" 和 14!8 引物扩增 4
端信号肽和酸性二肽编码序列下游的 3*.& 基因作

为对照。将上述重组粒酶 . 基因克隆入 :14! 诱导

表达载体中，并测序证实。

!"#"# 细胞培养与转染：H@9& 细胞用 !;0;（含

FAI小牛血清）在 7JK、$I )L? 浓度条件下培养。

转染前将处于对数生长期的细胞重新接种于六孔板

中，待细胞达到 BAI汇合时以重组表达质粒 :14!2
/0 1123*.& 和辅助质粒 :<M8N8 进行共转染。共转

染的目的是使 :<M8N8 在蜕皮激素类似物松甾酮 -
（/O’ -）的诱导下首先表达蜕皮激素核受体蛋白，然

后核受体结合到 :14!2/0 1123*.& 的蜕皮激素反应

元件上，启动下游 /0 1123*.& 目的基因的转录。共

转染按照 9P:OQ@R(-;140 ?AAA 试剂说明书操作。

!"#"$ 诱导表达 /0 1123*.& 融合蛋白的 H@9& 细胞

系的建立：转染后 ?# S，加入 $AA!MDT9 3#FB、BAA

!MDT9 ,@ORP’ 压力筛选转染的 H@9& 细胞。约 ? 周后

挑取单集落细胞并扩大培养。于建系细胞中加入

FA!TOU D9 /O’ - 诱导 #B S，使之表达相应的重组粒

酶 . 基因。

!"#"% 间接免疫荧光：/O’ - 诱导后制备细胞爬片，

#I多聚甲醛固定 7A TP’，再经 AVAFI 6*P(O’ 处理、

AV7I双氧水灭活内源性过氧化物酶及血清封闭等

处理后，依次加入 F W ?AA 稀释的山羊抗人粒酶 . 多

克隆抗体，F W FAA 稀释的生物素化兔抗山羊二抗，F W

FAA 稀释的 %-.)2)X7，荧光显微镜观察并照相，激发

波长为 $$# ’T，发射波长为 $CB2$J# ’T。

!"#"& 免疫沉淀与 Y@=(@*’ 印迹分析：/O’ - 诱导后

收集细胞，于 #K加细胞裂解液裂解 7A TP’。#K离

心去除细胞碎片，上清加入 ?!M 山羊抗人粒酶 . 多

抗（检测重组粒酶 . 蛋白表达）或山羊抗人 !""#$
多抗（检测切割内源性底物的酶活性），#K振摇 F Z
7 S，再加入 ?A!9 蛋白 3 琼脂糖凝胶，#K振摇过夜。

?$AA *DTP’ #K离心 $ TP’，洗涤沉淀 # 次，重悬于 $A

!9 %!% F [ 上样缓冲液，进行 %!%2聚丙烯酰胺凝胶

电泳。将凝胶中的蛋白质 FAA < 转移 7 S 至 /<!"
膜上，$I脱脂奶粉室温封闭 ? S，依次加入 F W ?AA 稀

释的山羊抗人粒酶 . 多抗或山羊抗人 !""#$ 多抗

#K孵育过夜，F W FAA 稀释的生物素化兔抗山羊二抗

室温作用 ? S，F WFAA 稀释的 %-.) 复合物室温孵育 F
S，/.%26 洗后 0)9 显色。

!"#"’ 粒酶 . 酶活性测定：分别收集 /O’ - 诱导前

后的细胞，用冰冷的 /.% 洗涤 F 次，重悬于 7AA!9
裂解液中，冰上放置 FTP’，F7AAA *DTP’ 离心 FTP’，吸

取上清备用。在 GC 孔板每孔中加入 $A!9 待测上

清，AV? TTOUD9 粒酶 . 底物 -R2106!2:4-，加反应缓

冲液至 ?AA!9 总反应体系。?JK孵育 $ TP’，酶联免

疫检测仪测定各孔 #A$ ’T 光吸收值。相同处理的

样品均设 7 孔重复实验，同时设立阴性和空白对照。

!"#"( 细胞计数：细胞消化后重悬于适量培养液

中，用血球计数板进行细胞计数，计算生长抑制率。

生长抑制率（I）\（对照组细胞数 ] 实验组细胞

数）̂对照组细胞数 [ FAAI。

!"#") 细胞周期测定：胰蛋白酶消化细胞，制成单

细胞悬液，调节细胞浓度为 F [ FAC 个DT9。/.% 洗

涤，JAI 乙醇于 #K 固 定 7ATP’。AVA$I 碘 化 丙 啶

（/1）室温避光条件下染色 7A TP’，流式细胞仪测定

各个细胞周期的细胞数。

# 结 果

#"! *+ ,,-./01 融合蛋白基因诱导表达载体的构

建

将大小约 JAA _: 的活性型粒酶 .（3*.&）基因 $5
端连接绿脓杆菌外毒素（/0）的不同长度的转位肽

编码序列，获得大小约 GJA _: 和 G$A _: 的 /0 11（&&
?BA27C#）23*.& 及 /0 11（&& ?BA27$B）23*.& 融合蛋白

基因（图 F）。将上述重组粒酶 . 基因克隆入 :14!
诱导表达载体后酶切鉴定（图 ?），并经 !4- 测序证

实。
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!"# $% &&’()*+ 融合蛋白基因的诱导表达抑制细

胞生长

细胞计数结果表明，与空载体转染组相比，细胞

诱导表达两种 !" ##$%&’( 融合蛋白后增殖速度均减

慢（图 )）。统计学方差分析结果显示，空载体组与

任一实验组之间的差异特别显著（! * +,+-）；!" ##
（(( ./+$01/）$%&’( 的生长抑制率高于 !" ##（(( ./+$
023）$%&’(（! * +,+1），与 %&’( 的生长抑制作用相

当（! 4 +,+1）。流式细胞仪检测诱导前后细胞周

期的变化，并对同一组内采用统计学配对 5 检验，以

消除诱导前细胞生长状态不同带来的干扰；同时在

不同组之间进行统计学方差分析，以比较组间的差

异。结果表明，空载体组诱导前后无显著差异（!
4 +,+1）；所有实验组诱导表达后均引起 %. 期细胞

的比例降低（! * +,+1）（表 -），!" ##（(( ./+$01/）$
%&’( 的 作 用 强 于 !" ##（(( ./+$023）$%&’(（ ! *
+,+1），与 %&’( 的作用相当（! 4 +,+1）。

图 1 蛋白印迹检测重组 %&’ 的表达引起 67731 的切割

789:1 ;<=5<&> ?@A5 AB 67731 C@<(D(9< 8> E<F( C<@@= C(G=<H
?I 5J< <KL&<==8A> AB &<CAM?8>(>5 %&’ L&A5<8>=

-：NA@<CG@(& M(== M(&O<&；.：L#P6；0：L#P6$!" ##（(( ./+$023）$%&’(；

3：L#P6$!" ##（(( ./+$01/）$%&’(；1：L#P6$%&’(

图 2 诱导表达的重组 %&’ 蛋白的丝氨酸蛋白酶活性检测

789:2 #>HGC8?@< <KL&<==8A> AB &<CAM?8>(>5 %&’ L&A5<8>= 8> E<F(
C<@@= @<H 5A J89J<& =<&8>< L&A5<8>(=< (C58D85I

图 ) 诱导表达重组 %&’ 蛋白的 E<F( 细胞出现生长抑制

789:) #>HGC8?@< <KL&<==8A> AB &<CAM?8>(>5 %&’ L&A5<8>=
8> E<F( C<@@= C(G=<H C<@@ 9&AQ5J 8>J8?858A>

表 , 表达重组 ()* 蛋白的 -./+ 细胞出现 (! 期抑制

0+12. , &3456712. .89).::7;3 ;< ).6;=173+3> ()* 9);>.73: 73 -./+ 6.22: 6+5:.4 4.6).+:. ;< (! ’9?+:.4 6.22:

R<@@ 9&AGL D<C5A& !" ##./+$023 $%&’( !" ##./+$01/ $%&’( %&’(

6<C&<(=< AB %. C<@@= (B5<& 8>HGC58A>ST U +:/ V +:. 1 :) V + :1. / :2 V + :. / :W V + :0

@ 讨论

研究表明，凋亡效应蛋白基因的表达能够导致

不可逆的细胞死亡，不同的效应分子启动不同的凋

亡途径［-+，--］。粒酶 ’（%&’）是淋巴细胞特异性表达

的一种丝氨酸蛋白酶，能够直接激活 C(=L(=< 级联反

应，或者通过激活独立于 C(=L(=< 之外的其它凋亡途

径，有效清除异常细胞［. U 1］。因此，以粒酶 ’ 诱导细

胞死亡将为杀伤肿瘤细胞提供一种新的方法。由于

活性形式的粒酶 ’（%&’(）需要在靶细胞的细胞液中

发挥作用［-.，-0］，故构建转位肽与 %&’( 融合的重组

分子有望跨越内吞体膜屏障、进入细胞液并杀伤细

胞。

绿脓杆菌外毒素（!"）具有转位结构域，其作用

机制是，在内吞体酸性条件下，!" 分子 X&9.)W 和

%@I./+ 之间的肽键断裂，释放催化结构域至胞浆［2］。

关于 !" 转位结构域的长度界定尚有争议。最早认

为 (( .10$3-. 为内吞体膜转位所必需。有研究表

明，结构域 ##（(( .10$023）足以完成膜转位作用［)］。

Y(GL8(C 等［/］实验证明，截短的结构域 ##（(( .10$01/）

转位效率更高。本文将 !" (( ./+$023 和 !" (( ./+$
01/ 的编码序列分别与 %&’( 基因相融合，比较两种

!" 肽段对 %&’( 活性的影响。

建立诱导表达重组 %&’( 蛋白的 E<F( 细胞系意

义在于，一方面 %&’( 对转染细胞有杀伤作用，非诱

导表达的细胞无法建系，另一方面瞬时表达不能排

3+1 生 物 工 程 学 报 .+ 卷



除过量表达对细胞的毒性干扰，故采用可诱导表达

系统能够比较准确的研究重组 !"#$ 蛋白对表达细

胞的作用。

首先，通过蛋白印迹检测证实了 !"#$ 基因和两

种 %& ’’(!"#$ 融合蛋白基因的诱导表达。间接免疫

荧光染色观察到表达几种目的蛋白的细胞均出现多

核巨细胞的异常形态。我们以往的研究表明，瞬时

表达 !"#$ 的多核巨细胞的细胞骨架出现异常、有丝

分裂产生多极纺锤体（另文发表）。上述观察结果初

步表明 %& 肽段的存在基本不影响 !"#$ 对转染细胞

的作用。进一步的研究表明，) 端融合 %& 肽段的

!"#$ 重组蛋白能够切割粒酶 # 的细胞内源性和外

源性底物，提示这种融合方式基本不影响丝氨酸酶

活性的发挥。在两种 %& ’’(!"#$ 融合蛋白中，%& ’’
（$$ *+,(-.+）(!"#$ 的底物切割能力较强，与 !"#$ 的

酶活性相当，推测原因是较短的 ) 端肽段对 !"#$ 活

性中心折叠形成的空间位阻更小。对诱导后的存活

细胞进行计数，结果两种 %& ’’(!"#$ 融合蛋白均使

细胞生长速度减慢，带有较短 %& 肽段的融合蛋白

的生长抑制率较高。流式细胞仪分析这种抑制作用

可能与细胞周期的 !* 期受到阻遏有关。

本研究证实了 ) 端融合部分 %& 转位肽的 !"#$
重组蛋白仍然能够抑制细胞生长，并且具有较短转

位肽的融合蛋白的作用较强，为进一步优化转位肽/
促凋亡蛋白重组分子的结构用于肿瘤治疗作出了有

益的探索，使其既具有高效的膜转位功能，同时还尽

量不影响效应分子杀伤肿瘤细胞的活性。
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人晶体膜内蛋白 ()"! 基因（*+(%）启动子上

一个晶体特异顺式元件的鉴定

徐 恒/ 张叔人J 桑建利P 齐若梅Q L#@)5; S :$?5A$7!
/（中国医学院中国协和医科大学，北京 /HHRPH）

J（中国医学院中国协和医科大学肿瘤所免疫室，北京 /HHHJ/）

P（北京师范大学生命科学院细胞所，北京 /HH1R7）

Q（卫生部老年医学重点实验室，北京 /HHRPH）

7（美国 =E#5* 大学医学院眼科研究中心，美国乔治亚州亚特兰大市）

摘 要 使用重叠和变异的寡核苷酸作为探针，凝胶迁移分析和竞争实验分析了 S[9J 转录起始位点上游 I QR 至

I PJ 的区域，与其高度亲和结合的一个蛋白复合体看来仅仅结合到这个 <2O 双链区域的“敏感”位点。这个位点

的序列由 Q 个 K 核苷，接着 R 个其他核苷酸（OO::ZOO）及连着另外 Q 个 K 核苷组成，即 KKKKOO::ZOOKKKK；我们

称其为 \.? 元件。使用含有这个元件或相应的变异元件所构建的 S[9J 基因启动子D:OZ 质粒的活性分析表明 \.?
元件是位于 S[9J 基因启动子之内，它是 S[9J 基因表达所必须的。结合到 \.? 元件的反式因子存于晶体发育期间，

看来是晶体特异性的。由于 S[9J 基因启动子并不包含一个经典的 ZOZO 盒，这个 \.? 元件可能充当 L2O 复制酶

复合体结合的位点。

关键词 晶体纤维膜，9W/0，S[9J 基因，启动子，ZOZO 盒，顺式元件
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