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外加紫杉醇对悬浮培养东北红豆杉细胞的诱导效应

马振毅 王艳东 元英进"

（天津大学化工学院制药工程系，天津 %$$$2#）

摘 要 研究表明外加紫杉醇能够诱导悬浮培养的东北红豆杉（3+4)& 0)&5#6+/+）细胞总 D*E 发生梯带化降解。利

用 :F*E 差异显示技术比较了紫杉醇诱导凋亡与不诱导凋亡的东北红豆杉细胞基因表达的差异，得到了 " 个特异

表达的 .D*E 克隆，经 *’-C/5-? 杂交证实其中 % 个在不发生凋亡的细胞中表达，G 个在凋亡的细胞中表达。对这 "
个 .D*E 克隆单向序列测定后，与 H5?I,?JK9+ILKDDIM 中同源序列进行了比较，结果表明：! 个 .D*E 片段与拟南芥

中 EIE 应答蛋白基因的保守区有 "3N的同源性；# 个 .D*E 片段与番茄内切壳聚糖酶前体基因的保守区有 G$N的

同源性；其他 G 个 .D*E 片段无明显的同源基因，可能是新基因。
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利用红豆杉细胞悬浮培养技术生产紫杉醇是目

前最有前途的生产途径之一，但红豆杉细胞中次生

代谢产物产量少且不稳定，从而制约了紫杉醇的工

业化生产［!］。对红豆杉细胞在悬浮培养过程中细胞

的生理、生化等特性进行深入地研究，可以为调控紫

杉醇的生产提供理论依据。前期的研究结果表明南

方红豆杉细胞培养物中紫杉醇产量高，且有自发凋

亡；而东北红豆杉细胞培养物中紫杉醇产量低，不发

生凋亡［#］。为此，本文运用 :F*E 差异显示技术研

究了紫杉醇诱导东北红豆杉细胞发生凋亡过程中基

因的差异表达，这使得我们对于东北红豆杉细胞的

凋亡过程可以有进一步的认识。

!11# 年以来，DDF40OPF（D;RR5-5?C;,( S;TA(,< -50
U5-T5 C-,?T.-;AC;’?0A’(<:5-,T5 ./,;? -5,.C;’?，差异显示）

技术广泛应用于基因差异表达的研究［%，6］，尤其对于

遗传背景相近的材料，少数有差异的 .D*E 就可能

代表了细胞生理状态的改变，这对于差异 .D*E 片

段的后续操作提供了基础。

! 材料和方法

!"! 材料和试剂

!"!"! 细胞悬浮培养及凋亡的诱导：东北红豆杉细

胞悬浮培养依照文献［!］。在细胞对数生长期加入

紫杉醇（由 D+VW 配制母液，培养体系中 D+VW 含量

不超过总体积的 !XGN）至终浓度 !$:YKL，每天取样

直到 取 样 的 第 2 天，样 品 用 于 总 D*E 的 提 取 和

4Z*9L 检测，用于提取总 F*E 的细胞取样时间为加

紫杉醇后的第 ! 天，并设立平行组和对照组。

在所有锚定 :F*E 的 !# 种引物 W(;Y’ S4!# +*
中（+ 为 EPH 中的任何一种，* 为 E4HP 中的任何一

种），随机选取 W(;Y’ S4!# PH 作为 .D*E 第一链合成

和 OPF 反应的引物，引物由 V,?Y’?（上海）公司合

成。

!"!"# 试剂：限制酶、46 D*E 连接酶、4,[ D*E 聚

合酶、总 F*E 分离试剂盒和 4 载体均购自 O-’:5Y,
公司；4Z*9L 检测试剂盒、地高辛标记及检测试剂

盒购自 I’5/-;?Y5- +,??/5;: 公司；质粒 D*E 提取试

剂盒和 D*E 回收试剂盒购自博大（北京）公司；其它

试剂均为国产分析纯产品。

!"# 方法

!"#"! 总 D*E 的提取及检测：细胞总 D*E 的提取

参照文献［G］，最后沉淀溶解于 %$!L 49（!$::’(KL
4-;T0P(，!::’(KL 9D4E A\"X$）中 并 加 F*,T5 E 于

%2]处理 #/ 以除去样品中的 F*E。纯化后的总

D*E 经 !X#N 的 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离 后，用 $XG

!YK:L（7 K8）溴化乙啶染色，并在紫外透射仪上观



察、照相。

!"#"# !"#$% 检 测：!"#$% 检 测 依 据 &’()*+,-(*
./,,)(+0 试剂盒操作手册进行。123 耦联的 4"!1
经 35& 显色后用苏木素衬染细胞核。在显微镜下

观察并统计凋亡细胞的比率。

!"#"$ 总 6#5 及 06#5 的分离：总 6#5 的提取按

照 1*’0(-/ 公司的操作手册进行。提取的总 6#5 用

无 6#5 酶的 3#/7( 8 处理一次，含 1’9:5 的 06#5 则

通过 29+-’（4!）;纤维素柱层析获得［<］，随即使用或

加无水乙醇覆盖样品存于 = >?@。

!"#"% A3#5 第一链的合成及 A3#5 片段的扩增：

反转录及 1B6 在同一个反应管中进行，引物由 29+-’
4!C>BD（其中 4B!1 用四甲基诺丹明标记）和 C? 个核

苷酸的随机引物组成，随机引物为：EF !BDD!B5!5D
GF EF D5DB!5D5!B GF EF D!B5D5D5DB GF或 EF
B55DBD5DD! GF，反应条件为：H>@，C)；IE@，>0+,，

IH@ G?7，EE@ G?7，J>@ >0+,，G? A:A9(7；J>@ E0+,。

!"#"& A3#5 扩增片段的聚丙烯酰胺凝胶电泳分析

及差异条带的再扩增及克隆：1B6 产物在 <K聚丙

烯酰胺;尿素测序凝胶中分离后，经 >G?,0 紫外光激

发四甲基诺丹明发光以显示 3#5 条带，切取有差异

的 A3#5 片段进行再扩增，条件为：IE@，>0+,；IH@
G?7，<?@ G?7，J>@ >0+,，G? A:A9(7；J>@ J0+,。琼脂

糖凝胶电泳检测再扩增成功后，回收 3#5 条带，把

它克隆到 ! 载体 LD$.;EMN（ O ）P!"#6Q 位点中，转

化 ! R "#$% S.C?I，经 81!D O T;-/9 筛选，用双脱氧末

端终止法测序。

!"#"’ 6#5 斑点杂交及 #’*U)(*, 杂交［<］：用 &’(;

)*+,-(* ./,,)(+0 公司的体外转录试剂盒，以 "!1;
38D 掺入来标记负链 6#5 探针。6#5 杂交检测依

据 &’()*+,-(* ./,,)(+0 公司的 38D 检测试剂盒进

行。

!"#"( 差异片段序列的查新：测定的 A3#5 序列提

交 D(,&/,V 库查新，并申请序列登录号。

# 结果和讨论

#"! 紫杉醇诱导东北红豆杉细胞凋亡

悬浮培养过程中的东北红豆杉细胞本身不发生

凋亡，但 外 加 紫 杉 醇 可 以 诱 导 细 胞 发 生 凋 亡，如

图 C。紫杉醇诱导的细胞中存在 !"#$% 阳性，随机

选取 >? 个不同视野下的阳性细胞和总细胞数，统计

阳性比率（表 C）。细胞总 3#5 也发生特异降解，在

3#5 琼脂糖凝胶电泳中形成 CW?XL 及其整数倍的

3#5 梯带；随着诱导时间的延长，3#5 进一步降解，

成弥散状（图 >）。3#5 梯带和 !"#$% 阳性被认为

是主要的凋亡检测指标，是由于在凋亡过程中细胞

体内激活了特异的核酸内切酶，并作用于染色质的

核小体之间，引起 3#5 的特异降解，形成 CW?XL 及

其整数倍的 3#5 梯带［J］。

#"# 差示 )*+扩增、差示带的回收、再次扩增与克隆

针对紫杉醇诱导的东北红豆杉凋亡细胞与不诱

导凋亡的东北红豆杉细胞体系进行了基因表达的差

异研究。如图 G 所示，差示 1B6 产物在 <K聚丙烯

酰胺;尿素测序凝胶中分离后，选取 G??XL 以上的差

异带从胶上切下，采用同差示 1B6 相同的一对引物

进行再次扩增，经琼脂糖凝胶电泳证实再扩增成功

图 C 外加紫杉醇诱导的东北红豆杉细胞 !"#$% 检测

Y+-RC !"#$% /77/: +, & R "’()%*+,+ A(997 +,4ZA(4 X: /44+U+’,/9 U/[’9
5R B’,U*’9，!"#$% ,(-/U+\( *(/AU+’, ]+U) U)( X9Z( ,ZA9(+；&R !"#$% L’7+U+\(

*(/AU+’, +, U/[’9;U*(/U(4 A(997 ]+U) X*’], ,ZA9(+
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表 ! 紫杉醇诱导东北红豆杉细胞 "#$%& 阳性比率

"’()* ! "#$%& +,-./.0* 1’/., .2 ! 3 "#$%&’()(
4*))- .2564*5 (7 ’55./.,2’) /’8,)

!"#$%&’()
&’*)+#

,-.’&’() /)0%&’-".
’" &/)0&)# 1/-$2.+3

,-.’&’() /)0%&’-". ’" %-"&/-4 1/-$2.+3
5678 9:8

: :; < <

; := < =

> =? : :

图 : 外加紫杉醇诱导东北红豆杉细胞

总 5@A 的琼脂糖凝胶电泳

B’1C: A10/-.) 1)4 )4)%&/-2D-/).’. -E 5@A E/01*)"&. -E
! C "#$%&’()( %)44. ’"#$%)# FG 0##’&’-"04 &0H-4（I<*1+J）

后，回收再扩增片段，共得到 K 条 %5@A 片段，分别

命名为 L!MLINL!MLK（L0H-4N’"#$%)# 1)") ’" ! C "#$%&*
’()(，L!ML），其对应的克隆分别为 LO<INLO<K，并测

定其序列，序列已被 M)"P0"Q 接收，接收号见表 :。

表 9 紫杉醇诱导东北红豆杉细胞差异表达的基因

"’()* 9 :.;;*1*2/.’) <*2*- *8+1*--.,2 .2 !(*#$ "#$%&’()(
4*))- .2564*5 (7 ’55./.,2’) /’8,)

,$&0&’() E$"%&’-" O4-")
"0*)

!".)/&
+F2

M)"P0"Q
0%%)..’-" @-C

APAN/).2-".’() 2/-&)’"［K］ LO<I L!MLI（?><） PBR<?;;:

S"Q"-T" LO<: L!ML:（??>） PBR<?;;=

U"#-%D’&’"0.) 2/)%$/.-/［>］ LO<= L!ML=（=<R） PBR<?;;?

S"Q"-T" LO<? L!ML?（=V?） PBR<?;;;

S"Q"-T" LO<; L!ML;（==K） PBR<?;;V

S"Q"-T" LO<V L!MLV（=?<） PBR<?;;R

S"Q"-T" LO<R L!MLR（=I:） PBR<?;;K

U"#-%D’&’"0.) 2/)%$/.-/［I<］ LO<K L!MLK（=R>） PBR<?;;>

9=> $,1/?*12 杂交验证

并不是所有从胶上回收的差异带都代表基因的

差异表达，还需 @-/&D)/" 杂交来验证差异基因片段

是否来源于诱导转录的 W@A。分别以不同克隆的

质粒 5@A 为模板，用 7,V 或 LR W@A 转录酶体外转

图 = %5@A 片段在聚丙烯酰胺凝胶上的分离

B’1C= !.-40&’-" -E %5@A E/01*)"&. -" &D) .)X$)"%’"1 ,AMU
A，PC O-"&/-4 1/-$2.；OC !"#$%)# 1/-$2 L!LM I Y K .D-T’"1

&D) #’EE)/)"& )H2/)..)# %5@A E/01*)"&.；

6C;<F2 5@A *0/Q)/.

录出 SL,N5!M 标记的负链 W@A 为探针分别对各自

来源的总 W@A 进行斑点杂交（图 ?）和 @-/&D)/" 杂交

分析（图 ;）。结果表明有 K 个基因片段在此过程中

表达。所获得的差异序列中，L!MLI 与 APA 应答蛋

白基因保守区的同源性最高，达 KV3，已知 APA 应

答蛋白与高渗透压胁迫相关［K］，但其确切的生理意

义尚不清楚；L!ML= 和 K 与已知的内切壳聚糖酶前

体基因的保守区有部分同源（约 ;<3），内切壳聚糖

图 ? L!MLINK 的 W@A 斑点杂交

B’1C? A"04G.’. -E L!MLINK FG W@A #-&NF4-&
L-&04 W@A .0*24). T)/) DGF/’#’Z)# FG 5!MN40F)4)# 0"&’.)".) 2/-F).C

:，R，I<，I:，I;，IR，:< 0/) 2-.’&’() %-"&/-4. 0"# =，?，K，I=，IK 0/)

")10&’() %-"&/-4.CI，;，V，>，II，I?，IV，I> .&0"#’"1 E-/

L!MLINK，0/) 2-.’&’()，/).2)%&’()4G
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图 ! "#$"%&’ 的 ()*+,-*. 杂交

/012! 3.456707 )8 "#$"9&:: ;6 <(3 1-5 ;5)+
")+45 <(3 74=>5-7 ?-*- 7->4*4+-@ 0. 414*)7- 1-5，+*4.78-**-@ ).+) +,-

.65). =-=;*4.-7 4.@ ,6;*0@0A-@ ;6 B#$&54;-5-@ 4.+07-.7- >*);-72

32 C)70+0D- E).+*)5；F2(-14+0D- E).+*)5；"#$"%&’ 2 C)70+0D- *-4E+0).

酶能够降解真菌等病原菌的细胞壁而达到抗病的目

的［9，%G］；其他基因片段在 $-.F4.HIJKFLIBBFM 中均

无明显的同源序列，可能是功能未知的基因。
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［ % ］ NO3( N M（元英进），PO $ Q（胡国武），Q3($ R $（王传贵）!"

#$ 2 J88-E+ )8 L4，R- ). %#&’( )’(*+,#"# E-55 1*)?+,，;0)76.+,-707 4.@
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