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摘 要 X<N) 是具有蛋白质和酯类双重特异性磷酸酶活性的抑癌蛋白，在肿瘤治疗中具有广阔的应用前景。鉴于原核表达

X<N) 蛋白并用于抑癌实验的研究尚未见报道，因此尝试利用大肠杆菌表达有活性的 X<N) 蛋白，检测其抑癌效果。利用本室

克隆的 X<N) 基因 2Y)7 和原核表达载体 8N<KLL+（ Z ）分别构建带 $ [ R3> 和 )-> 标签的两种诱导型原核融合表达载体 8N<K
X<N) 和 8N<K)->KX<N)，在不同的大肠杆菌表达宿主 \U!"（YNG）（简写为 \U）和 0&>199+KI+C3（YNG）8U/>D（简写为 0A）中诱导表

达。DYDKX7AN 和 ]1>91., ;’&9 检测表明：在可溶性组分和包涵体中均含有目的蛋白，在 \U 中目的蛋白的表达量较高（"JQM^）

而在 0A 中可溶性蛋白的比例较高（$Q$^）。经纯化和包涵体蛋白复性处理后，重组融合蛋白经 F=+.3&9 转运入小鼠实体瘤及

人前列腺癌 YSK"L6 细胞。抑癌实验表明：与对照组相比，重组 X<N) 蛋白对小鼠实体瘤的生长抑制率为 6JQM$^；对癌细胞

YSK"L6 的生长抑制率可达 L$Q"$^；并可导致明显的 A# _A" 期阻滞，其中在宿主 0A 中表达的重组蛋白抑癌效果明显高于 \U

宿主中表达的目的蛋白。证实在原核系统中表达的重组 X<N) 蛋白具有抑癌活性，同时制备了 X<N) 的高效价腹水多抗，为深

入研究 X<N) 蛋白在癌症治疗中的应用打下了良好的基础。
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2-34（!."6!.’(’6/ ’&+ (/&6)& ."1"#";8/ +/#/(/+
90"1 %.0"1"6"1/ @A，2-34）是 @VVG 年由 C 个独立的

研究小组同时发现的新抑癌基因［@ W C］，编码 JAC 个

氨基酸，蛋白大小约 OORM。2-34 蛋白是至今为止

发现的第一个具有蛋白质和酯类双重特异性磷酸酶

活性的抑癌因子［@］。国外学者的研究表明 2-34 蛋

白的多种生物学功能都与抑癌作用相关，如诱导细

胞周期停滞［J，O］、增加 !OC 蛋白的稳定性［K］、与细胞

外基质发生相互作用从而抑制细胞的迁移［G］、抑制

实体瘤内微血管的形成［F］等。目前国内的研究局限

于癌变组织中 2-34 突变的检测及 2-34 真核表达

载体对癌细胞的生长抑制作用方面［V］，而 2-34 的

原核表达、重组 2-34 蛋白抑癌活性的研究尚未见

报道。

本研究利用本室克隆的 2-34 基因 %M4E［@A］和

原核表达载体 !3-?JJ’（ X ）分别构建带 K Y :)6 和

486标 签 的 两 种 诱 导 型 原 核 融 合 表 达 载 体 !3-?
2-34 和 !3-?486?2-34，在不同的大肠杆菌表达宿

主 =>U@（M3C）（ 以 下 简 写 为 =>）和 H"6/((’?;’1)
（M3C）!>$6L（以下简写为 HI）中诱导表达，检测重组

2-34 融合蛋白对小鼠实体瘤生长、癌细胞周期和细

胞增殖的影响；同时制备了其高效价多抗，为深入研

究 2-34 在 肿 瘤 临 床 治 疗 中 的 应 用 价 值 和 开 展

2-34 蛋白的生物学功能研究打下了基础。

由于肝癌细胞中 2-34 蛋白的表达量显著降

低［V］，因此本研究用肝癌荷瘤小鼠检测外源 2-34
蛋白对实体瘤生长的影响。MP?@JO 前列腺癌细胞

系为 2-34 基因 @AAD突变的细胞系［@］，本研究中用

于检测 :)6?2-34 融合蛋白对癌细胞生长和细胞周

期的影响。

) 材料和方法

)*) 主要试剂、菌种及质粒

原核表达载体 !3-?JJ’（ X ）（以下简写为 !3-）、

大肠杆菌 =>U@（M3C）、大肠杆菌 H"6/((’?;’1)（M3C）

!>$6L、包涵体蛋白纯化及复性试剂盒、:H2 标记二

抗购自 4"<’;/& 公司，蛋白转运载体 Z.’0)"( 为 E%()</
["()9 公司产品，K Y :)6 蛋白纯化试剂盒及细胞裂解

液为 2)/0%/ 公司产品，硝酸纤维素膜为 E1/06.’1 公

司产品，弗氏完全和不完全佐剂购自 L);1’ 公司，蛋

白质分子量标记为上海生工公司产品，商品化 2-34
多克隆抗体购自福州迈新公司，实验动物 K \ F 周龄

昆明鼠由内蒙古大学实验动物中心提供，动物合格

证号：LZ]T（蒙）UAAU?AAA@，肝癌实体瘤小鼠由内蒙

古医学院实验动物中心提供，实验用实体瘤小鼠由

本室制作，MP?@JO 人前列腺癌细胞和 L@FA 腹水瘤

细胞由本实验室冻存。限制性内切酶、-J M4E 连接

酶、>E +(, M4E 聚合酶、!M4EQ!#)-@J [’0R/0 和胶

回收试剂盒购自大连宝生物公司，其它试剂为国产

分析纯。M4E 序列测定由上海生工公司完成。

)*+ 原核融合表达载体的构建

含 2-34 基因 %M4E 的质粒 ![M?2-34 由本室

构建和保存［@A］，用 -.%"和 /$)"双酶切质粒 ![M?
2-34，回收目的片段后与经相同酶切的原核表达载

体 !3- 大片段连接，构建表达载体 !3-?2-34（以下

简写为 !32），其中融合标签 486 被切除，仅在 2-34
基因 C^端保留 K Y :)6 标签；用 !#)H"和 0(*"双酶

切质粒 ![M?2-34，构建表达载体 !3-?486?2-34（以

下简写为 !342），其中 2-34 基因位于融合标签 486
的下游，并保留了 K Y :)6 标签。本研究中的常规实

验操作参照文献［@@］进行。

VO侯 鑫等：抑癌蛋白 2-34 的原核表达、抑癌活性研究和抗体制备



!"# 重组融合蛋白的诱导表达、纯化及鉴定

表达载体 !"# 和 !"$# 均分别转化表达宿主 %&
和 ’( 感受态细胞，筛选阳性克隆后按常规方法诱

导，)#*( 终 浓 度 为 +,-../01&，%& 于 234、’( 于

564诱导。诱导 78 后裂解菌体，9-: ;<;=#>(" 检

测总 蛋 白、可 溶 性 及 包 涵 体 组 分。目 的 蛋 白 的

?@AB@CD E0/B 鉴定参照文献［99］进行，兔源 #*"$ 多

抗按 9 F 9+++ 稀释，羊抗兔二抗按 9：2+++ 稀释。按

照 GHA 蛋白纯化试剂盒纯化可溶性和包涵体蛋白组

分，电泳检测纯化产物并用复性试剂盒进行包涵体

蛋白复性（透析法）。

!"$ 肝癌实体瘤小鼠的制作

取肿瘤生长旺盛的肝癌荷瘤小鼠，颈椎脱臼处

死，无菌条件下取出瘤块，制成单细胞悬液，每只昆

明小鼠右前肢皮下注射癌细胞悬液 +,-.&（浓度约 2
I 9+6 1.&），小鼠第 - J 6K 成瘤。

!"% 重组蛋白对实体瘤生长的影响

在小鼠带瘤生长至第 9+ 天时，将小鼠随机分 -
组，每组 2+ 只。对照组 2 组，其中空白对照组不注

射任何溶液，L8MCH/B 组于第 99 J 2+ 天每日注射与实

验组等量的 L8MCH/B 溶液；实验组分为 %&、’(9 和

’(2 组：%& 和 ’(9 组分别注射来自宿主 %& 和 ’(
的包涵体复性蛋白，’(2 组注射来自宿主 ’( 的可

溶性蛋白。以下功能实验的蛋白分组情况亦同。参

照试剂盒说明书，以 L8MCH/B 为转运载体，在 99 J 2+K
每日每只注射蛋白溶液 9.&（-+!N1.&），于第 29 天

用颈椎脱臼法处死小鼠，解剖剥离瘤块，称瘤重，按

以下公式计算抑瘤率：肿瘤抑制率 O（对照组瘤重=
实验 组 瘤 重）1对 照 组 瘤 重 I 9++ :。实 体 瘤 于

P 3+4冻存，用于检测外源 #*"$ 含量。

!"& ’((法检测 )(*+融合蛋白对细胞生长的影响

用 <Q"Q19+:R%; 培养基于 564、-:LS2 条件

下培 养 <T=97- 细 胞，贴 壁 长 至 7+: 融 合 后 用

+,2-:胰蛋白酶消化，调整细胞浓度至 2 I 9+5 1孔接

种于 UV 孔板，过夜培养。细胞分 - 组，空白对照组

不做任何处理，L8MCH/B 组仅用 L8MCH/B 处理，%& 组和

’(9、’(2 组用 L8MCH/B 分别转运来源于宿主 %& 和

’( 的不同浓度 GHA=#*"$ 融合蛋白，分 别 于 278、

738、628 和 UV8 后 按 Q** 测 定 法，每 孔 加 入 Q**
（-,+!N1!&）2+!&，564孵育 78，弃上清，每孔加入

2++!& <Q;S，振 荡 9+.HD，在 酶 标 仪（&MEAWAB@.A，
?@00XXMD QY5）上测 -6+ D. 处吸光度值，重复 5 次，

计算平均值。按以下公式计算抑制率：细胞生长抑

制率（)’:）O（9 P 实验组 !-6+值1对照组 !-6+值）I
9++:。

!", 流式细胞仪检测重组融合蛋白对细胞周期的

影响

<T=97- 细胞贴壁长至 7+:融合时分为 - 组，分

组设置同上。实验组转运的蛋白浓度为 9+,+!N1.&。

处理后 628 用 +,2-:胰蛋白酶消化，收集细胞后稀释

成 2 I 9+V 1.& 的细胞悬液，#%; 洗 2 次，6-:乙醇悬浮

并固定细胞，碘化丙啶（#)，-,+!N1.&）染色 5+.HD，取 9
I 9+- 个细胞在流式细胞仪（L/Z0B@C "0HB@）上测定 <$>
含量，利用 QZ0BXWX0@ 软件分析细胞周期分布。

!"- )(*+ 腹水多抗的制备

纯化的 GHA=#*"$ 融合蛋白与等体积弗氏完全、

不完全佐剂混合成油包水的乳剂，免疫昆明鼠，腹部

皮下多点注射，剂量为每只每次 -+!N，间隔 9- J 2+K，

共免疫 7 次，第 - 次采用腹腔直接注射加强免疫。免

疫后 -K 测定血清的抗体效价。然后腹腔注射 ;93+
细胞，待小鼠腹腔膨胀、皮毛无光泽时，开始收集腹

水。腹水抗体的效价测定采用间接 "&);> 法。

!". 实体瘤中外源 )(*+ 蛋白的检测

取第 29 天（即注射蛋白 9+K 后）处死的小鼠实

体瘤组织检测 #*"$ 蛋白。将 5+.N 实体瘤组织仔

细切碎后用胰蛋白酶消化成单细胞悬液，#%; 洗涤 5
次，裂解细胞，%CMK[/CK 法测定蛋白浓度，按每个样品

3+!N 上样电泳，经 ?@AB@CD E0/B 检测小鼠实体瘤中的

#*"$ 蛋白。自制腹水一抗为 9 F 2+++ 稀释，G’# 标

记羊抗鼠二抗为 9 F5+++ 稀释。

!"!/ 统计学分析

实验数据采用 " 检验，检验水准以 # \ +,+- 为

有显著差异。应用 ;#;; 99,+ [/C ?HDK/]A 软件包进

行统计分析。

0 结果

0"! 原核表达载体的构建

具有 V I GHA 标签的表达载体 !"# 和 $ZA 融合

标签的表达载体 !"$# 的酶切和 #L’ 鉴定见图 9，两

种重组表达载体均经测序核实。

0"0 目的蛋白的诱导表达及纯化、鉴定

经 9-: ;<;=#>(" 检测，在 %&1!"# 和 ’(1!"#
诱导产物中出现约 --^< 大小的特异蛋白条带，%&1
!"$# 和 ’(1!"$# 诱导产物中出现约 993^< 大小的

特异蛋白条带（图 2），分别与 V I GHA=#*"$ 蛋白和

$ZA=#*"$ 融合蛋白的预期大小一致。蛋白表达量

及可溶性组分和包涵体组分所占比例见表 9 和图

5。包涵体蛋白经纯化后可得到电泳均一的目的蛋

白，可溶性组分经 2 次过柱纯化可得到电泳基本均

一的目的蛋白（图 7）。
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图 ! 重组表达载体 "#$ 和 "#%$ 的酶切及 $&’ 鉴定

()*+ ! ’,-./)0.)12 324 $&’ 32356-)- 17 /,0189)232. ,:"/,--)12 ;,0.1/ "#$ 324 "#%$
（3）/,-./)0.)12 324 $&’ 32356-)- 17 "#$+ !："#<=!"#! > $%&!；?："@AB$<#%=!"#! > $%&!；C："#$=!"#! > $%&!；D：$&’ "/14E0. 17 "#$；F：

"#$=!"#!；G："A%H=’(&< !D 83/I,/ +（9）/,-./)0.)12 324 $&’ 32356-)- 17 "#%$+ !："@AB$<#%=’(&’! > )*+!；?："#<=’(&’! > )*+!；C："#%$=
’(&’! > )*+!；D："#%$=’(&’!；F：$&’ "/14E0. 17 "#%$；G："A%H=’(&< !D 83/I,/ +

图 ? 重组蛋白的 JAJB$HK# 检测

()*+ ? JAJB$HK# 32356-)- 17 ,:"/,--,4 /,0189)232. "/1.,)2-
（3）.1.35 "/1.,)2 7/18 LM="#$ 324 ’K="#$+ !：LM="#$ 9,71/, )24E0.)12；?：LM="#$ )24E0,4 DN；C：’K="#$ 9,71/, )24E0.)12；D：’K ="#$ )24E0,4 DN；F：

83/I,/ +（9）.1.35 "/1.,)2 7/18 LM="#%$ 324 ’K="#%$+ !：LM="#%$ 9,71/, )24E0.)12；?：LM="#%$ )24E0,4 DN；C：’K="#%$ 9,71/, )24E0.)12；D：’K="#%$
)24E0,4 DN；F：83/I,/ +

图 C 诱导产物可溶组分和包涵体粗提物的 JAJB$HK# 检测

()*+ C JAJB$HK# 32356-)- 17 -15E95, 324 )205E-)12 9146 7/30.)12-
（3）"/1.,)2 7/18 LM="#$ 324 ’K="#$+ !：.1.35 "/1.,)2 )2 LM="#$；?：-15E95, 7/30.)12 )2 LM="#$；C：)205E-)12 9146 )2 LM="#$；D：.1.35 "/1.,)2 )2 ’K=
"#$；F：-15E95, 7/30.)12 )2 ’K="#$；G：)205E-)12 9146 )2 ’K="#$；O：83/I,/ +（9）"/1.,)2 7/18 LM="#%$ 324 ’K="#%$+ !：.1.35 "/1.,)2 )2 LM="#%$；?：

-15E95, 7/30.)12 )2 LM="#%$；C：)205E-)12 9146 )2 LM="#%$；D：.1.35 "/1.,)2 )2 ’K="#%$；F：-15E95, 7/30.)12 )2 ’K="#%$；G：)205E-)12 9146 )2 ’K="#%$；

O：83/I,/ +
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!"#$"%& ’()$ 检测表明：在各种诱导条件下表达

的 * 种融合蛋白，其可溶性和包涵体组份均可与

+,-. 商品化多克隆抗体特异结合（见图 /），证实特

异条带为 +,-. 融合蛋白。

表 ! 不同宿主中重组 "#$% 融合蛋白的表达量

#&’() ! $*+,)--./0 ()1)( /2 ,)3/4’.0&05 "#$% 26-./0
+,/5).0- .0 7.22),)05 8/-5-

0"1)2’3&4&$
5%)$"3&

67 08

,)$4(
（9）

:)(;’("
（9）

<6!
（9）

,)$4(
（9）

:)(;’("
（9）

<6!
（9）

=3#>+,-. ?@AB *A/ CAD CAE FAC BA*

.;#>+,-. ?DAC FAB ?FAF EA* GAG *AG

!<6：<&1(;#3)& 6)HI

图 F :J:>+K8- 检测纯化的重组蛋白

L3MN F :J:>+K8- 4&4(I#3# )O 5;%3O3"H
%"1)2’3&4&$ 5%)$"3&

（4）5;%3O3"H %"1)2’3&4&$ 5%)$"3& O%)2 67P5-+ 4&H 08P5-+N ?：#)(;’("
5%)$"3& O%)2 67P5-+；*： 3&1(;#3)& ’)HI O%)2 67P5-+；B：#)(;’("
5%)$"3& O%)2 08P5-+；F：3&1(;#3)& ’)HI O%)2 08P5-+N（’）5;%3O3"H
%"1)2’3&4&$ 5%)$"3& O%)2 67P5-.+ 4&H 08P5-.+N ?：#)(;’(" 5%)$"3&
O%)2 67P5-.+；*：3&1(;#3)& ’)HI O%)2 67P5-.+；B：#)(;’(" 5%)$"3&
O%)2 08P5-.+；F：3&1(;#3)& ’)HI O%)2 08P5-.+N

图 / 总蛋白、可溶性组分和包涵体蛋白的 !"#$"%& ’()$
L3MN / !"#$"%& ’()$ )O "Q5%"##"H $)$4( 5%)$"3&，#)(;’(" O%41$3)& 4&H 3&1(;#3)& ’)HI

? R B：O%41$3)&# O%)2 67P5-+；F R G：O%41$3)&# O%)2 08P5-+；C：67P5-+ ’"O)%" 3&H;1$3)&；D，?G：24%S"%；E R ??：O%41$3)&# O%)2 67P5-.+；?* R
?F：O%41$3)&# O%)2 08P5-.+；?/：67P5-.+ ’"O)%" 3&H;1$3)&N

9:; 重组 <.-="#$% 蛋白对小鼠实体瘤生长的影

响

由于 .;# 标签大小约 GBSJ，可能影响 +,-. 蛋

白的活性，因此本研究未检测 .;#>+,-. 融合蛋白的

抑癌活性。67 宿主中可溶性 =3#>+,-. 蛋白的含量

很低，难以纯化出大量蛋白用于抑癌实验，因此本文

检测了 67 和 08 中的包涵体复性蛋白及 08 宿主中

的可溶性 =3#>+,-. 蛋白的抑癌效果。

实验组小鼠连续 ?@H 注射 =3#>+,-. 蛋白后检

测实体瘤的重量，结果表明：与对照组相比，来自宿

主 67 和 08 的重组蛋白对小鼠实体瘤的抑制率分

别为 B?A@C9和 /DACG9，实体瘤重量较对照组均有

显著差异（! T @A@?）（表 *）。以上结果初步说明：宿

表 9 <.-="#$% 重组融合蛋白对小鼠实体瘤生长的抑制效果

#&’() 9 >,/?58 .08.’.5./0 /2 ,)3/4’.0&05 <.-="#$%
26-./0 +,/5).0 /0 4.3) -/(.7 564/,-

8%);5#
KU"%4M" V"3MW$ )O

$;2)%#（M）
<&W3’3$)%I %4$3)

（9）

."M4$3U" 1)&$%)( ?ACC X @A*E Y
ZW4%3)$ ?AC/ X @AB? ?A?B
67 ?A** X @A*D!! B?A@C
08? @ACD X @A*B!! //AEB
08* @ACB X @A*/!! /DACG

!! ! T @A@?A 67：0"O)(H"H =3#>+,-. 3& 3&1(;#3)& ’)H3"# O%)2 67；

08?：0"O)(H"H =3#>+,-. 3& 3&1(;#3)& ’)H3"# O%)2 08；08*：#)(;’(" =3#>
+,-. O%)2 08N

主 67 和 08 中表达的重组融合蛋白经复性处理后

都具实体瘤抑制效果；其中 08 宿主中的蛋白抑癌

效果更明显，推测 08 宿主中表达的重组蛋白抑癌

活性更高。

9:@ 重组 <.-="#$% 蛋白对癌细胞生长的影响

与对照组相比，来源于 67 和 08 的 =3#>+,-.
融合蛋白都可抑制前列腺癌细胞 J[>?F/ 的生长（!
T @A@/）（ 表 B）。 随 蛋 白 浓 度 由 @A/!MP27 增 至

?@A@!MP27，细 胞 生 长 抑 制 率 逐 渐 增 加，最 高 达

FGA?G9，表现出明显的浓度依赖关系；其中源于 08
的蛋 白 在 浓 度 为 ?A@!MP27 以 上 时 抑 制 率 已 大 于

?/9，而源于 67 的蛋白在浓度为 /A@!MP27 以上时

才呈现显著抑制效果，提示宿主 08 表达的重组蛋

白具有更高的抑癌活性。=3#>+,-. 融合蛋白在作

用时间内抑制率明显增加，呈现出一定的浓度、时间

依赖效应，源于 08 宿主的蛋白更为明显，但处理

C*W 与 EGW 后的生长抑制率无显著差异。

9:A 重组 <.-="#$% 蛋白对癌细胞周期的影响

流式细胞仪检测 ZW4%3)$PG \ =3#>+,-. 处理的 J[>
?F/前列腺癌细胞，与对照组相比，J[>?F/ 细胞 8@P8?

期细胞百分数明显增加（! T @A@/），表现为明显的 8@P
8? 期阻滞，: 期细胞显著减少（! T @A@/），其中来源于

08 宿主的目的蛋白作用效果更为显著（表 F）。
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表 ! "#$%&’() 重组融合蛋白对 *+%,-. 细胞的生长抑制率（/）

’0123 ! 456789 #:9#1#865; 508#6（/）6< 53=6>1#:0:8 "#$%&’() <?$#6: @5683#: 6: *+%,-. =322$

!"#$ %&’(")*
+,（!-.#,） /01（!-.#,） /02（!-.#,）

345 143 543 1343 345 143 543 1343 345 143 543 1343

26 & 3478 2433 8455 19412 234:9 842; 15419 1;4;: 25465 84:: 17428 23459 254;:
6: & 3499 2412 6437 2341; 2541: 6487 1;426 26478 81431 64;8 214:3 27476 88498
92 & 3496 2412 6498 22425 29416 5457 27481 87452 65457 74;7 2:495 89485 67417
;7 & 3495 2428 6492 22423 29418 545: 2746: 8746; 65475 9435 2:492 8948: 67417
+,，/01，/02：<’#$ ="*& *’>?$ 24

表 - A B "#$%&’() 对 *+%,-. 细胞周期的影响

’0123 - C:<2?3:=3 6< A B "#$%&’() 6: *+%,-. =322 =;=23
0()@A< 03 .01（B） 02 .C（B） DB

E$-’*"F$ G)H*()? 52428 I 547: 1:4:8 I 2439 2:4;6 I 8468
%&’(")* 52457 I 5458 1;437 I 2439 2:48: I 8429
+, 5;4:9 I 54::! 1:486 I 242; 2149; I 8421!

/01 7242: I 743;! 1;439 I 14;: 1:475 I 24:6!

/02 78422 I 741:! 1:462 I 2417 1:487 I 2477!

! ! J 3435；+,，/01，/02：<’#$ ="*& *’>?$ 24

DEA 实体瘤中外源 &’() 的 F3$835: 1268 检测

采用间接 K,LDM 法测定的腹水抗体效价为 2 N
136。在自制腹水一抗按 1 O 2333 稀释，P/Q 标记羊

抗鼠二抗按 1 O8333 稀释的条件下，小鼠实体瘤中外

源 Q!KE 的检测结果见图 7。其中阴性对照组和

%&’(")* 组小鼠的实体瘤中检测到微弱的阳性条带，

而转运了外源 Q!KE 蛋白的 +, 组和 /01、/02 组均

获得强阳性条带，未转染外源 Q!KE 的人前列腺癌

细胞系 RST165 未检测到任何条带。以上结果表明，

以 %&’(")* 作为转运载体可以成功地将重组 Q!KE 蛋

白转运到细胞内；而且自制的腹水抗体能灵敏地检

测内源性和重组的 Q!KE 蛋白。由于肝癌实体瘤中

Q!KE 蛋白的表达量显著降低［13］，所以在对照组小

鼠中只检测到了微弱的阳性条带。

图 7 Q!KE 腹水多抗检测实体瘤中

外源 Q!KE 蛋白的 U$<*$(H >?)*
V"-W 7 U$<*$(H >?)* ’H’?X<"< )Y ($G)#>"H’H*

Q!KE "H #"G$ <)?"Z *@#)( ="*& ’<G"*"G Q!KE M>
1：<)?"Z *@#)( Y()# +, -()@A；2：<)?"Z *@#)( Y()# /01 -()@A；8：<)?"Z
*@#)( Y()# /02 -()@A；6：<)?"Z *@#)( Y()# %&’(")* -()@A；5：<)?"Z
*@#)( Y()# H$-’*"F$ -()@A；7：RST165 G$??<；9：#’([$( W

! 讨论

对于第一个克隆到的具有双重特异性磷酸酶活

性的抑癌基因 Q!KE［1］，国际上对其生物学功能及抑

癌效果的研究已经成为热点。虽然带有 Q!KE 基因

的真核载体对多种癌细胞的生长和迁移有明显的抑

制作用［12］，但基因治疗的安全性、有效性、靶向性等

问题制约了其临床应用［18］。鉴于未见 Q!KE 蛋白活

性依赖于糖基化修饰的报道，本研究尝试用大肠杆

菌表达系统表达重组 Q!KE 蛋白，并检测其抑癌活

性，以期避开基因治疗的局限。

本研究中首先在 +, 宿主中获得了 P"<TQ!KE 蛋

白，鉴于其表达量不高（1348B）且可溶性组分比例

低（245B），改用有利于提高表达量和增加可溶性的

E@< 标签与 Q!KE 融合表达，结果表明：在 +, 宿主中

表达的 E@<TQ!KE 蛋白含量和可溶性都有所增加，但

可溶性部分的比例仍较低，且抑癌实验的结果表明

+, 宿主中的重组 Q!KE 蛋白的抑癌活性较低。最

近国外学者用 /)<$**’T-’#" 系列的表达宿主获得了

在其它多种表达宿主中无法获得的有活性的重组蛋

白［16］，该宿主提供硫氧还蛋白基因（"#$ %）突变和谷

胱甘肽还原酶基因（&’#）突变，有利于重组蛋白在胞

质中正确折叠和形成正确的二硫键，同时为含有稀

有密码子的基因表达做了优化。为了增加可溶性蛋

白的比例、提高重组 Q!KE 蛋白的活性，我们尝试使

用宿主 /)<$**’T-’#"（RK8）A,X<D 表达重组 Q!KE 蛋

白。结果表明：虽然该宿主中 Q!KE 蛋白的表达量

没有提高，但可溶性部分的比例明显增加，且 P"<T
Q!KE 蛋白的抑癌实验表明：来自 /0 宿主的 Q!KE
蛋白的抑癌活性明显增加，说明该宿主在表达有活

性的外源真核蛋白方面具有一定的优势。尽管该宿

主针对稀有密码子做了优化，但相应的稀有密码子

在 Q!KE 基因中出现的频率低且未成串出现，因此

该宿主未能明显提高目的蛋白的表达量。值得注意

的是：在 89\诱导 6& 后，/0 宿主中也产生了较多

的包涵体蛋白；但该宿主中的包涵体蛋白经复性处

理后，其抑癌活性和可溶性组分相似，显著高于来源

于宿主 +, 的包涵体蛋白。可能原因如下：包涵体

的形成是个复杂的过程，不同宿主中形成的包涵体
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蛋白的结构可能不尽相同，复性所需条件和难易程

度也不相同，来源于 !" 的重组 #$%& 蛋白在本研究

所采用的复性条件（透析法）下可能更容易复性。

抑癌功能实验结果表明：来源于宿主 ’( 的 )*+,
#$%& 蛋白具有一定的实体瘤和癌细胞生长抑制效

果，而来源于 !" 宿主的蛋白的抑制效果更明显，且

其对癌细胞的生长抑制呈现很明显的浓度、时间依

赖效应，其中的原因有待深入研究。

本研究中外源蛋白的表达量较低，鉴于 !" 宿

主中的 )*+,#$%& 蛋白具有明显的抑癌效果，提示该

蛋白在肿瘤临床治疗中可能具有广阔的应用前景。

为提高表达量，本实验室已经利用大肠杆菌偏爱密

码子改造了 #$%& 基因序列，基因全长合成的工作

正在进行。

单克隆抗体的制备周期长且操作复杂，本研究

中用小鼠制备腹水多抗的方法操作简便、所需抗原

少、抗体产量较高且抗体效价高，为在一般实验条件

下灵敏检测 #$%& 蛋白（包括内源性 #$%&）奠定了

实验基础。针对外源蛋白穿膜困难、易被降解等问

题，本研究选用对细胞无明显毒性的多肽 -./0*12 作

为蛋白转运载体［34］。56+2607 8912 和抑癌活性检测

证实，#$%& 重组蛋白经 -./0*12 介导能有效地进入

细胞内部发挥抑癌作用，从而为要求在细胞内部发

挥作用的、分子量较大的重组蛋白药物的应用做了

有意义的尝试。
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