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要!通过基因工程构建重组表达质粒
Z
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"%转化大肠杆

菌建立构建表达
U?>]@fO"

!

">#B!++

"的菌株
:

采用原核表达系统和
.03>4+

V

亲和纯化手段%

规模化制备纯化穿膜肽
U?>]@fO"

!

">#B!++

"%获得的蛋白的纯度达到
?$R

以上
:

用
U?>

]@fO"

!

">#B!++

"穿膜肽处理不同的肿瘤细胞%通过
OSS

实验研究其细胞效应
:

结果显示#

当
U?>]@fO"

!

">#B!++

"穿膜肽的浓度达到
#QO

时%肿瘤细胞的死亡率为
M$R

左右
:

实验

表明穿膜肽
U?>]@fO"

!

">#B!++

"抑制不同肿瘤细胞的生长%有可能成为治疗肿瘤的潜在蛋

白类药物
:
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"基因广泛分布于从酵母到

人的各种真核生物#构成一个庞大的转录因子家

族'

"

(

#在哺乳动物中已拥有超过
!$

个以上的成员#

分别参与调节细胞分化)增殖)代谢及细胞凋亡等

生理过程'

#

(

:

该家族的成员
]@fO"

#首先被发现是

一个调控细胞周期和细胞增殖的蛋白'

B

(

:

在细胞增

殖过程中#

]@fO"

表达水平增高#并参与调节细胞

周期相关的多个基因转录#从而控制细胞的
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"重组蛋白批量纯化及其抑瘤效应研究

复制与有丝分裂过程'

!b=

(

#还与
;6N

损伤修复有

关'

%bJ

(

:

通过小鼠肝脏再生模型的研究发现#当从肝

细胞中特异性敲除
]@fO"

基因之后#肝脏再生过

程中
;6N

的复制降低了
J$R

#而有丝分裂被完全

抑制'

M

(

:

在
]@fO"

被敲除的肝细胞中#细胞核内累

积了大量细胞周期蛋白激酶的抑制蛋白
Z

#"P0

Z

"

和

Z

#%̀0

Z

"

#从而大大降低了
;6N

的复制水平'

Mb=

#

?

(

:

同时#

]@fO"

还上调激活
;6N

复制所必须的

PF8#MN

磷酸酶的表达'

M

(

:

另一方面#

]@fO"

的缺

失抑制了有丝分裂过程$因为
]@fO"

控制着许多

与有丝分裂相关的基因转录#其中包括
8

5
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#

Z

','>,0D2 D0*+32"

!

aL̀ "

"#

+()')+ \

D0*+32

#

7()1010*

#着 丝 粒 蛋 白
N

!

PY6aN

"和

PY6a\

基因'

Mb=

#

"$b""

(

:

此外#不同器官中有条件敲

除
]@fO"

还抑制了致癌剂所诱导的肝癌)肺癌)结

直肠癌等实体瘤的发生和发展'

?

#

"#b"B

(

:

]@fO"

蛋白氮端能够通过与碳端结合#干扰

]@fO"

碳端的磷酸化#抑制
]@fO"

转录活性)竞

争性阻碍
]@fO"

与其他肿瘤促进因子互作及促瘤

信号通路对
]@fO"

的修饰活化作用等'

"!

(

:

在细胞

周期
T

#

阶段#

]@fO"

的激活依赖
8

5

8,0*N

*

8FD

的

磷酸化#缺失
6

端的
]@fO"

不再依赖
8

5

8,0*N

#细

胞周期被激活'
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细胞穿膜肽!
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2*24)+40*

VZ
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Z
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#
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"

是由氨基酸组成具有穿透细胞膜能力的多肽#最早

从人
.A9>"

的
SNS

蛋白中发现$该蛋白中包含具

有穿膜能力的特殊肽段区域'

"=

(

%多聚精氨酸作为目

前已知最为简单有效的细胞穿膜肽#其中以九聚精

氨酸 !

U?

"效率最高!大约为
SNS

的
#$

倍"#具有

极大的研究及应用价值'

"%

(
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本实验通过构建携带
U?

的
]@fO">6

!

">#B!++

"原核诱导表达体系#采用

.03>4+

V

亲和纯化手段进行批量纯化#选用不同肿瘤

细胞株#研究重组蛋白对肿瘤细胞的影响
:
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材料与方法

/2/

!

材
!

料

乳腺癌细胞
OP]>%

)肝癌细胞
.2

Z

T#

)肺癌细

胞
NM!?

来 源 于 !

NQ2)08+* S

5Z

2 P(,4()2

P',,2840'*

#

NSPP

"#二苯基溴化四氮唑蓝!

OSS

"由

上海生工提供#

;OYO

培养基和
"=!$

培养基均为

TA\P@

公司产品#

.03S)+

Z

SO

]]:8)(F2

#

Ǹ SN

均

由
TY

公司提供
:

/2:
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方
!

法
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!Z

.03>]@fO"

!
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"

>U?

的构建

设计
68'A

#

\+Q.A

限制性内切酶上下游引物#

引物序列如下$

引物
"

!上游引物"$

TPTPPPNSTTSTPNS

PNPPNSPNPPNSPNPNSTNNNNPSNTP

PPPPTSPT:

引物
#

!下游引物"$

TPTTNSPPPSNPPSS

PSPPSSPSPPSSPSPPSSPSPPSNTNP

NPNTNTSSPSTPPNTT:

以
Z

8;6NB:">]@fO"

为模板#在引物
"

和引

物
#

的引导下
aPU

扩增反应体系为$克隆质粒

Z

8;6NB:">]@fO"

!

J$*

V

*

%

L

"

"

%

L

#

"$f aPU

\(--2)-') @̀;>aL(3>62'M

%

L

#

F6Sa3

!

# QO

2+8E

"

M

%

L

#

O

V

7@

!

溶液!

#MQO

"

!

%

L

#

@̀;>aL(3>

62'

!

":$/

*

QL

"

"

%

L

#引物
"

!

"$$*O

"

"

%

L

#引物
#

!

"$$*O

"

"

%

L

#

;O7@#

%

L

#加去离子水补充至反

应体系
M$

%

L:aPU

反应条件$先
?!_MQ0*

%再
?M

_B$3

#

M%_B$3

#

=J_M$3

#共
B$

个循环%然后

=J_"$Q0*

#

!_MQ0*:

反应结束后#对
aPU

扩增

产物进行
":MR

琼脂糖凝胶电泳#回收并纯化扩增

的目的片段#纯化产物溶于
!$

%

LSY

缓冲液中#

b#$_

冻存备用
:

利用
68'A

#

\+Q.A

限制性内切酶切出克隆片

段的粘性末端
:

酶切体系$目的片段!

"M$*

V

*

QL

"或

Z

YS>"MH

质粒!

"M$*

V

*

QL

"

=:%

%

L

#

68'A

限制性内

切酶
$:M

%

L

#

\+Q.A

限制性内切酶
$:M

%

L

#

"$f

]+34;0

V

234\(--2)"

%

L

#加去离子水至总体积
"$

%

L

#

B%_

水浴反应
B$Q0*:

将
68'A

#

\+Q.A

限制性内切酶处理的目的片

段和载体进行连接#连接体系及反应条件为$酶切

载体
M:=B

%

L

#酶切目的片段
#:B=

%

L

#

S!;6NL0

V

>

+32

!

M/

*

QL

"

"

%

L

#

"$fS!;6NL0

V

+32H(--2)"

%

L

#加去离子水至反应体系
"$

%

L:##_

反应
#$

Q0*

#

b#$_

冻存备用
:

取一管
;.M

$

感受态细胞置于冰上溶解#待感

受态完全溶解后#加入
"

%

L

的连接片段#用拇指轻

弹混匀#冰上放置
B$Q0*:

热激过程$

!#_

热激
?$

3

#冰上放置
#Q0*

%加入
"QL

的
L\

培养基#

B%_

放置
!MQ0*

%取
#$$

%

L

涂布
L\

平板!氨苄青霉素

浓度为
#M

%

V

*

QL

"#

B%_

培养过夜!

"#

"

"=E

"%挑

取单克隆#接种到
MQL

的
L\

培养液!含
#M

%

V

*

QL

氨苄青霉素"

B%_

振荡培养过夜!

"#

"

"=E

"

:

提取

质粒#用限制性内切酶
68'A

#

\+Q.A

进行酶切鉴

%""
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"

>U?

原

核表达质粒结构示意图!图
"

!

+
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:

":#:#

!

重组蛋白的规模化制备及检测

将表达载体
Z

.03>]@fO"

!

">#B!++

"

>U?

转化

大肠杆菌
U'344+;YB

感受态细胞#

B%_

培养过夜

!

"#

"

"=E

"#随机挑选一个单克隆#接种到
MQL

的

L\

培养基!含
#M

%

V

*

QL

氨苄青霉素和
#M

%

V

*

QL

氯霉素"#

B%_

振荡培养
!

"

=E:

将菌液加到
"$$

QL

的
L\

培养液!含
#M

%

V

*

QL

氨苄青霉素和
#M

%

V

*

QL

氯霉素"

B%_

振荡培养过夜!

"#

"

"=E

"#取

菌液检测
@;

=$$

值#调整
@;

=$$

值至
$:J

"

"

#加入

AaST

诱导剂!终浓度
$:JQO

"#

B$_

诱导振荡培养

=E:!$$$)

*

Q0*

离心
#$Q0*

收集菌体#用
"MQL

\0*F0*

V

\(--2)

!

#$QO 6+

B

a@

!

#

M$$QO 6+P,

#

#$QO0Q0F+I',2

#

Z

.%:!

"重悬菌体#超声
!$Q0*

!超
B3

#停
#3

"破碎菌体
:

细菌裂解液采用原核表达

系统和
.03>4+

V

亲和纯化手段#纯化后蛋白利用

7;7>aNTY

凝胶电泳方法检测蛋白
:

根据上述确认的菌液进行扩大培养#在
J

瓶

M$$QL

的摇瓶进行培养#

B%_

振荡培养过夜#取菌

液检测
@;

=$$

值#调整
@;

=$$

值至
$:J

"

"

#加入
AaST

诱导剂#

B$_

诱导振荡培养
=E:!$$$)

*

Q0*

离心

#$Q0*

收集菌体#用
"MQL\0*F0*

V

\(--2)

重悬菌

体#超声
!$Q0*

破碎菌体
:

裂解液用
.03S)+

Z

SO

]]:

8)(F2

亲和层析方法#通过
TYǸ SN

蛋白纯化系

统#用不同强度的离子浓素洗脱#收集吸收峰出现

的样品#然后利用
7;7>aNTY

凝胶电泳方法检测

蛋白
:

":#:B

!

OSS

法检测细胞活性

取对数期细胞#以每孔
#$$$$

个细胞接种到
?=

孔板#每孔
"$$

%

L

培养基#置于
B%_

)

MR P@

#

培

养箱中培养
#!E:

吸出培养基#加入纯化的蛋白#蛋

白按照
M

个浓度梯度#

M

个平行样处理细胞#置于培

养箱中培养
#!E:

每孔加入
#$

%

LOSS

培养
!E

#小

心吸出上清#每孔加
"$$

%

L;O7@

#用酶标仪测定

!?#*Q

的吸光度
@;

值
:

利用
@)0

V

0*?:$

软件系统

绘制曲线
:

:

!

实验结果

:2/

!

C

8̂$KFWbH/

#

/K:DG''

$

KRQ

的构建

aPU

扩增
U?>]@fO"

!

">#B!++

"目的基因#

":

MR

琼脂糖凝胶电泳分析#条带位于
%$$H

Z

位置#如

图
"

!

H

"所示
:

构建的重组表达质粒
Z

.03>]@fO"

!

">#B!++

"

>U?

经
68'A

#

\+Q.A

限制性内切酶处理#

结果如图
"

!

8

"所示#

"

号样品符合结果#测序结果比

对#与理论序列一致
:

!

+

"重组表达载体质粒图
Z

.03>]@fO"

!

">#B!++

"

>U?

!

H

"目的基因
]@fO"

!

">#B!++

"的扩增结果

!

8

"重组质粒
Z

YS"MH>U?>]@fO"

!

">#B!++

"双酶切鉴定结果

图
"

!

重组表达载体的构建

]0

V

:"

!

SE28'*34)(840'*'-)28'QH0*+*4

2G

Z

)2330'*

Z

,+3Q0F

:2:

!

重组蛋白
RQKFWbH/

#

/K:DG''

$的批量纯化及

鉴定

裂解液采用原核表达系统和
.03>4+

V

亲和纯化

手段#采用不同洗脱强度收集纯化蛋白#实现规模

化制备纯化穿膜肽融合人
]@fO"

蛋白氮端!

">

#B!++

"的重组蛋白#并获得纯化过程的
.aLP

分析

谱图图
#

!

+

"#横坐标表示洗脱体积#纵坐标表示吸

收峰
/9#J$:

吸收峰曲线代表整个过程中
/9#J$

检测结果#阶梯状曲线代表洗脱液的离子强度!实

验过程中采用梯度洗脱"#箭头为重组蛋白吸收峰
:

7;7>aNTY

凝胶电泳方法检测蛋白制备不同阶段

的蛋白样品#上样量均为
"$

%

V

!图
#

!

H

"#

Ǹ SN

Z

(>

)0-02)

蛋白纯化仪纯化过程中不同时间段纯化蛋白

的纯度#

"$$R

洗脱时目的蛋白的纯度高#箭头为目

的蛋白的位置
:L+*2"

$

O+)D2)

!

L+*2#

$

3+Q

Z
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!

L+*2B

$
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!

重组蛋白
RQKFWbH/

#

/K:DG''

$对肿瘤细胞的

抑制效应

OSS

实验验证重组蛋白对肿瘤细胞增殖表型

的影响$选择乳腺癌
O;N>O\>#B"

)肺癌
NM!?

)肝

癌
.2

Z

T#

细胞#用不同浓度的重组蛋白!

"

%

Q',

*

L

#

B

%

Q',

*

L

#

M

%

Q',

*

L

#

%

%

Q',

*

L

#

?

%

Q',

*

L

"进行

处理#

#!E

时后检测细胞的活性#

U?>T]a

处理作为

对照#获得剂量依赖曲线#如图
B

!

+

"不同浓度重组

蛋白处理
#B"

细胞#

#!E

后细胞的影响#图
B

!

8

"不同

浓度重组蛋白处理
NM!?

细胞#

#!E

后细胞的影响#

图
B

!

2

"不同浓度重组蛋白处理
.2

Z

T#

细胞#

#!E

后

细胞的影响
:

针对所选细胞#固定重组蛋白处理浓度

J""
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"重组蛋白批量纯化及其抑瘤效应研究

!

"

%

Q',

*

L

"#在处理后不同时间点!

"F

#

#F

#

BF

"检

测细胞活性#获得相关细胞的生长曲线#图
B

!

H

"

"

%

Q',

*

L

重组蛋白处理
#B"

细胞#

BF

内细胞活性变

化#图
B

!

F

"

"

%

Q',

*

L

重组蛋白处理
NM!?

细胞#

BF

内细胞活性变化#图
B

!

-

"

"

%

Q',

*

L

重组蛋白处理

.2

Z

T#

细胞#

BF

内细胞活性变化
:

实验结果表明#

U?>]@fO"

!

">#B!++

"对不同的肿瘤细胞都具有一

定的抑制作用
:

!

+

"

Ǹ SN

Z

()0-02)

蛋白纯化仪纯化过程

的
.aLP

分析谱图

!

H

"

7;7>aNTY

凝胶电泳检测结果 !

8

"

7;7>aNTY

凝胶电泳检测

手动纯化结果

图
#

!

重组蛋白
U?>]@fO"

!

">#B!++

"的批量纯化及检测
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图
B

!

显示了
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!
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"重组蛋白对不同类型肿瘤细胞增殖的抑制作用
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论

转录因子
]@fO"

能刺激细胞增殖)增强
;6N

损伤修复能力)维持细胞干性)促进细胞迁移#并被

作为肿瘤治疗的分子靶标#抑制
]@fO"

有效抑制

肿瘤的发生和发展
:]@fO"

蛋白氮端抑制
]@fO"

转录活性)竞争性阻碍
]@fO"

与其他肿瘤促进因

子互作及促瘤信号通路对
]@fO"

的修饰活化作用

等
:

本实验研究结合多聚精氨酸
U?

穿膜肽#构建了

穿膜肽融合人
]@fO"

蛋白氮端!

">#B!++

"的原核

表达质粒%采用原核表达系统和
.03>4+

V

亲和纯化

手段#规模化制备穿膜肽
U?>]@fO"

!

">#B!++

"

:

相

对手动纯化#实验纯化手段具有蛋白纯度高#产量

高#时间短等明显优势
:

为进一步的活体实验提供充

足的材料
:

细胞水平上选择了不同类型的肿瘤细胞

!乳腺癌
O;N>O\>#B"

)肺癌
NM!?

)肝癌
.2

Z

T#

"

开展实验#证实了
U?>]@fO"

!

">#B!++

"对肿瘤细胞

的抑制作用#

U?>]@fO"

!

">#B!++

"具体的作用机制

还需要进一步的研究
:

本研究为
U?>]@fO"

!

">

#B!++

"成为新型抗肿瘤蛋白类药物提供了初步理论

基础
:
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Ù/aPKǸ >.@LLA7`

#

XN6Tf

#

ǸLA6AP.Y6̀ @99

#

+,-.:SE2Q'(32]')DE2+F\'GQ"4)+*38)0

Z

40'*-+84')0323>

32*40+,-')E2

Z

+4'H,+34Q04'303+*FF212,'

Z

Q2*4'-0*4)+E2

Z

+408

H0,2F(843+*F12332,3F()0*

V

,012)Q')

Z

E'

V

2*2303

'

&

(

:;212,'

Z

>

Q2*4+,\0','

V5

#

#$$!

#

#%=

!

"

"$

%!bJJ:

'

""

(

XN6Tf

#

d/NALY

#

./6T6&

#

+,-.:A*8)2+32F,212,3'-

-')DE2+FH'G O"\4)+*38)0

Z

40'*-+84')0*4)+*3

V

2*08Q'(32

E2

Z

+4'8

5

423

Z

)212*4+

V

2>)2,+42F

Z

)',0-2)+40'*F2-28430*)2

V

2*>

2)+40*

V

,012)

'

&

(

:a)'822F0*

V

'-4E26+40'*+,N8+F2Q

5

'-

7802*82/7N

#

#$$"

#

?J

!

#$

"$

""!=Jb""!%B:

'

"#

(
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