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摘 要 从人乳腺癌细胞系 \KJ+5K$[ 中克隆出 4A,2121D 的 -V);，并对其中编码 $H 位 =., 的密码子定点突变为 ;’+ 的密码子

后，经一系列基因操作方法将天然 PU%K=;= 转导肽的突变体基因 PU%K=;=7 引入 4A,2121D（=$H;）基因的 :]端，正确构建了表达

载体 5/4L=K\KPU%K=;=7K4A,2121D（=$H;），经转化 7 ( 0(,# \X!9（VL$）后诱导表达，目的蛋白质以包涵体形式表达，占菌体总蛋

白的 H:^。经 $_[X 发酵罐分批发酵可收获 #:"7C‘X 的包涵体，经阳离子交换、凝胶层析分离和柱上复性与透析，得到纯度达

I#^以上的可溶性目的蛋白 PU%K=;=7K4A,2121D（=$H;）。目的蛋白对人乳腺癌细胞 \KJ+5K$[、人胰腺癌细胞 4R9II" 和人肝癌

细胞 44*JK[[!9 作用 H. 后有在细胞形态上呈现出显著的凋亡特征，而对人宫颈癌细胞系 P0’+ 不敏感，对正常的人内皮细胞

系 L%JK$"H 未见明显影响。作用 !H. 时 *== 法检测显示，9!"!C‘7X 目的蛋白对 4R9II"、\KJ+5K$[、44*JK[[!9 和 P0’+ 细胞的抑

制率分别达到 <I^、#$^、:I_:^和 $I^，且具有剂量依赖性。对最为敏感的 4R9II" 和 \KJ+5K$[ 以每孔 #"!C‘7X 终浓度的目

的蛋白作用 H<. 的流式细胞技术检测发现，凋亡率分别为 !:_#^和 9I_$^，与对照相比，实验组细胞出现明显的凋亡峰，细胞

周期的分布发生明显的变化，#:^以上的癌细胞被阻滞于 Q9 期。体外实验结果显示重组目的蛋白具有较强的抑制癌细胞增

殖和促进凋亡作用，预示着良好的抗癌前景。

关键词 重组 PU%K=;=7K4A,2121D（=$H;）突变体，表达纯化，促凋亡活性，\KJ+5K$[ 和 4R9II" 癌细胞系
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凋亡抑制蛋白 <"#$%$%& 是 DSSW 年耶鲁大学的

*%/%0#%- E5 等人［D］在人类基因组库中首先筛选分离

出来的 H*4（凋亡抑制蛋白）家族的一个新成员。最

近几年的研究表明，<"#$%$%& 表达于胚胎和发育的胎

儿组织，而在成人分化的终末组织中不表达，但在人

类大多数的肿瘤组织和转化细胞中大量表达［C］。近

期的国外研究报道认为，<"#$%$%& 在恶性肿瘤细胞的

药物耐受和放化疗抗性及癌症复发中起着重要作

用，患者体内的 <"#$%$%& 抗体可作为一个较为普遍

的肿瘤标志物之一［(］。作用机理方面的研究表明，

<"#$%$%& 可能主要通过两条途径来抑制细胞凋亡：其

一是通过直接抑制凋亡终末效应分子 5,!@,!09( 和

5,!@,!09W的活性，从而阻断各种刺激诱导的细胞凋

亡过程，如紫外线、多种化药、紫杉醇等，进而增加了

癌细胞对多种抗癌药物的耐药性和物理作用的抵抗

性［)］；其 二 是 <"#$%$%& 也 可 通 过 4CD 间 接 抑 制

5,!@,!09(，从而抑制癌细胞凋亡。此外，<"#$%$%& 在

不同癌细胞中的表达水平高低与肿瘤的病理演进直

接相关，而且其表达情况与肿瘤的预后密切相关［M］。

目前 <"#$%$%& 已成为肿瘤治疗的新靶点，以此

为药靶的新型抗癌药物设计已经成为国内外研究的

热点［P］。其药物设计的核心是设计抑制 <"#$%$%& 发

挥抗凋亡、促癌细胞生存的药物，相信这些药物必将

具有 潜 在 的 应 用 价 值 和 较 好 抗 癌 前 景。 由 于

<"#$%$%& 是在癌细胞内部发挥作用的，而抗体、反义

肽及 突 变 体 等 蛋 白 质 药 物 难 以 进 入 癌 细 胞 内 与

<"#$%$%& 发生作用，因此，目前国内外以 <"#$%$%& 为药

靶的抗癌药物都集中在核酸领域，如人工合成的

<"#$%$%& 反义寡核苷酸［W］、%6X*［Y］、反义 6X*［S］以及

负显性突变体等，利用腺病毒或者其它载体转导入

肿瘤细胞内来抑制 <"#$%$%& 的表达［DK，DD］，从而抑制肿

瘤细胞增殖，促进其凋亡，具有良好的效果。但是采

用基因治疗的方式抑制癌细胞的增殖在安全性等方

面还存在诸多不尽人意的地方。

本研究从人乳腺癌细胞系 A95,@9(W 中成功克

隆了 <"#$%$%& 蛋白的全长 -EX* 并将其活性的关键

位点 () 位氨基酸的密码子正确突变后，设计具有高

效蛋白转导作用的野生型 GHI9’*’ 的突变（GHI9
’*’8）作为 <"#$%$%&（’()*）突变体的跨膜转导肽，

构建成表达载体 @6<F’9A9’*’89<"#$%$%&（’()*），在

大肠杆菌表达并进行纯化。这在国内外首次在蛋白

水平获得了以 <"#$%$%& 为药靶的促癌细胞凋亡的重

组蛋白药物 GHI9’*’89<"#$%$%&（’()*），经离体培养

人乳腺癌细胞 A95,@9(W 和人胰腺癌细胞系 <VDSSK
的试验，显示了其较强的抑制癌细胞增殖和促进凋

亡作用。

) 材料和方法

)*) 细胞和质粒

腺癌细胞系 A95,@9(W 由中科院细胞生化所张

艳红博士后惠赠。人胰腺癌细胞系 <VDSSK、肝癌细

胞 <<N59WWCD、人宫颈癌细胞系 G0>, 及人内细胞系

FI59(K) 购 自 中 科 院 细 胞 生 化 所 细 胞 库。 ! L "#$%
EGM"和 ABCD（EF(）由本室保存，@OFN9’ I0-/.# 购

自 4#.80:, 公 司。 @6<F’9A9$0-/.# 购 自 H&$%/#.:0&
公司。

)*+ 重要试剂和培养基

逆转录酶（*NI）为 4#.80:, 公司产品，456 高

可信度酶（43#.20!/’N EX* @.>380#,!0）和 !"#6 #、

*+# #、,-. #为大连宝生物公司产品；<>%$0# A0,1!
EX* 胶回收试剂盒购自上海生工公司；一抗兔抗人

PYC /+%&.0. 1#2)&3$ #4 5%#(."+&#$#67 生物工程学报 CKKP，I.>LCC，X.LC



!"#$%$%&多克隆抗体与二抗羊抗兔 ’()*+,-./ 均购

自美国 !0&10 2#"3 公司。发酵培养基（,45）：蛋白胨

67，酵母粉 67，葡萄糖 67，89’):;·<’9: ;，=09’):;·

69’9: >，（=’; ）9 !:; 6?9，8’9):; 9 和微量元素溶

液，该溶液中含有（,45）：@&!:;·A’9: 7?776，202B9·

C’9: 7?77;，=09@D:; ·9’9: 7?779，E&2B9 7?779，

2"!:;·A’9: 7?77B，’<F:; 7?777A，.G!:;·>’9: 7?79，

202B9·9’9: 7?79，@,!:;·>’9: 7?<。

!"# 引物设计与合成

依据实验需要，参考 -G&F0&H 中公开发表的

!"#$%$%& 基因序列（I//GJJ%D& =D? 2(A;6>;7）和 K%$GJ
L 等（6MM>）发表的 ’+K*NIN 原始序列以及 O0&, O
等（9779）的突变序列［69，6<］，设计 C 条不同的引物如

表 6。所有引物由上海生物工程公司合成。

表 ! 本研究中所采用的引物

$%&’( ! $)( *+,-(+. /.(0 ,1 2)( .2/03
)#%PG#J !%1GJ DQ #GJ1#%/1%D& G&RD&"/BG0JG )"#SDJG DQ S#%PG#

)T6：AU*,0011/,,//,,/1,/,,,,/011/,/*<U !"#(! 2BD&%&, DQ J"#$%$%& /V=I
)9：AU*,1/,0011/1/0/0,,1/1,0,/0,/,01//1,/11,/1 *<U $%#!
)P6：AU*/11,,0,,,/1,/,//1,/,////,,0,/,,01,,//,0,,/*<U @"101%D& 1D J"#$%$%&
)P9：AU*,//1/,,//01//,/1//,,,,/,/0,,/,/0,///1//00,*<U
)1016：AU*/1/,1/,1/00,/0/,1/,/01,,,1,////,0/,11,/*<U +&1#DR"/%&, NINP %&1D
)1019：AU* /,/0101,10/,/1/,1000,/1/,1/,1/00,/0/,1/,/*<U &’(! =*1G#P%&0B DQ !"#$%$%&
)#1：AU*,1/,0011/1/0/0,,1/1,0,/0,/,01//1,/11, *<U $%#! （N<;I）

!"4 5/+6,6,1 789: 克隆、序列分析与定点突变

以乳腺癌细胞 F*20S*<> P(=I 为模板，经 (N*
)2( 扩增出编码区的 /V=I 全长，经 V=I 清洁和加

SDBW（I）尾后连接到 S-L@*N KG/1D#，转化 V’A"，蓝白

斑筛选得到重组子，经酶切鉴定正确后再进行序列

测定（由 大 连 宝 生 物 公 司 完 成）。将 测 序 正 确 的

!"#$%$%& 基因按 N<;I 用重组法进行定点突变后连接

到 S-L@*N KG/1D#，酶 切 鉴 定 和 测 序 正 确 后 转 化

V’A"，蓝白斑筛选得到重组子，经酶切鉴定正确后

再进行序列测定（由大连宝生物公司完成）。所涉及

的转化、酶切及 )2( 扩增方法均为分子克隆常规

方法。

!"; 转导肽 <=>?$:$ 突变体的设计

依据国外有关 ’+K*NIN 能够转导目的蛋白进

入细胞并具有高转导效率的相关研究报道［6<，6;］，本

实验设计了突变型的 ’+K*NIN，即 ’+K*NINP，并分 9
段依次采用 )2( 方法将其连接到 !"#$%$%&（N<;I）基

因的 = 端，蛋白转导肽 ’+K*NIN 氨基酸序列由 O*-*
(*8*8*(*(*X*(*(*( 突 变 为 O*I*(*8*I*(*(*X*I*
(*(。

!"@ 重组质粒 *A5B$?C?$:$-?5/+6,6,1 的构建与

鉴定

将测序正确的 !"#$%$%&（N<;I）突变基因通过

)2( 扩增在 = 端引入突变的 ’+K*NIN 序列，酶切鉴

定后克隆到 S(!LN*F 载体上，然后转化 ! ? "#)* F596
（VL<），初步筛选出表达 !"#$%$%&（N<;I）的阳性转

化子。

!"D 重组大肠杆菌的摇瓶培养与诱导表达

大肠 杆 菌 工 程 菌 F596（VL<）4S(!LN*F*NINP*
!"#$%$%&（ N<;I）过 夜 培 养 物 按 AY 接 种 于 5F4
IPS%/%B%&（677#,4P5）培 养 基 中，<>Z 摇 瓶 培 养，至

+,C77&P 达 7?C 左 右，加 入 终 浓 度 为 7?APPDB45 的

+)N- 诱导表达，培养 ;[ 后离心收菌，转化空质粒的

F596（VL<）也作同样的处理后，作进一步的处理。

!"E 表达产物的 585?F:GB 和 H(.2(+1 印迹分析

将工程细菌和转化空质粒的大肠杆菌诱导产

物，加 9 倍加样缓冲液，经煮沸、离心后，分别进行

!V!*)I-L 电泳，浓缩胶 ;Y，分离胶 6AY，考马斯亮

蓝 (9A7 染色，利用 !P0#1（F%D*(0R）软件分析目的蛋

白的表达情况与相对水平，在此基础上，采用一抗兔

抗人 !"#$%$%& 多克隆抗体和二抗羊抗兔 ’()*+,-./，
进行 \GJ1G#& 免疫印迹实验鉴定目的蛋白及其大约

的分子量。

!"I 分批发酵培养条件与目的蛋白质的诱导表达

发酵采用 F%DG&,%&GG#%&, 公司 85.9777 <?>5 发

酵罐，初始工作体积为 9?A5，按 AY接种量接入种子

液，发酵温度为 <>Z，培养采用分批培养（F01/[），通

过提高转速控制溶氧在 <7Y以上，当 S’ 下降时用

氨水来调控 S’，待 +,C77达到 ] 左右开始诱导，加入

+)N- 至终浓度为 7?APPDB45，培养 ;[ 后离心收集

菌体。

!"!J <=>?$:$-?5/+6,6,1（$#4:）的纯化和复性

菌体重悬于 97PPDB45 磷酸盐缓冲液（S’ C?A）

中，在冰浴条件下超声破碎。沉淀用含 9PDB45 尿素

>]9郑文云等：重组 ’+K*NINP*!"#$%$%&（N<;I）蛋白制备及其促癌细胞凋亡活性研究



和 !" #$%&’( )*!++ 的 ,+--’./0 磷酸盐缓冲液（12
345）67洗涤。洗涤后的包涵体溶解于含 8-’./0 尿

素的 ,+--’./0 磷 酸 盐 缓 冲 液（12 345）中，经 9:*
9;1<=$’>; 离子交换层析和 9?1;$@;A*B5 分子排阻层

析进一步纯化和柱上部分复性，然后经透析最终复

性获得目的蛋白。

!"!! 细胞培养和表达产物的 #$%&’(’)&*+,-.-./
（’01(）活性的细胞检测

乳 腺 癌 细 胞 系 C*D=1*EB、人 胰 腺 癌 细 胞 系

9F!GG+ 和肝癌细胞系 99HD*BB,! 复苏后于含 !+"
的 IC9 和 抗 生 素（!++!/-0 1;(%J%..%(*K 和 !+!/-0
>&$;1&’-LJ%(）细胞培养基 MH:N!36+ 中，在 EB7，5"
DO, 培养箱中培养。人宫颈癌细胞系 2;.= 和正常

的内皮细胞 PQD*E+6 复苏后于含 !+"的 IC9 和抗

生素（!++!/-0 1;(%J%..%(*K 和 !+!/-0 >&$;1&’-LJ%(）细

胞培养基 RHPH 中，在 EB7，5" DO, 培养箱中培

养。待细胞 8+" S G+"长满时，胰酶消化，按每孔

!++++ 细胞接种于 G3 孔板，待细胞 8+" S G+"长满

时，按一定梯度加入经纯化和复性处理后重组蛋白

2NQ*#T#-*9?$U%U%(（#E6T），并以相同缓冲液作为对

照，哺育 6< 后，在倒置显微镜下观察比较细胞形态

与特征变化的基础上，,6< 后进一步用 H## 法测定

2NQ*#T#-*9?$U%U%(（#E6T）对细胞活性的抑制作用。

在 H## 法进行蛋白浓度和处理时间优化的基础上，

选择 3+!V/-0 的蛋白浓度作用 68< 后，用流式细胞

技术 检 测 细 胞 周 期，以 确 定 2NQ*#T#-*9?$U%U%(
（#E6T）的作用机制。流式细胞技术检测细胞周期，

传代后人乳腺癌细胞系 C*D=1*EB、人胰腺癌细胞系

9F!GG+ 于 含 !+" 的 IC9 和 抗 生 素（ !++!/-0
1;(%J%..%(*K 和 !+!/-0 >&$;1&’-LJ%(）细 胞 培 养 基

MH:N!36+ 中，在 EB7，5" DO, 培养箱中培养。

!"!2 流式细胞技术检测 ’(’)&*+,-.-./（’01(）处

理后的细胞周期改变

流式细胞技术检测细胞周期，传代后人乳腺癌

细胞 系 C*D=1*EB、人 胰 腺 癌 细 胞 系 9F!GG+ 于 含

!+"的 IC9 和 抗 生 素（!++!/-0 1;(%J%..%(*K 和 !+
?/-0 >&$;1&’-LJ%(）细 胞 培 养 基 MH:N!36+ 中，在

EB7、5" DO, 培养箱中培养。待细胞 8+" S G+"
长满时，按每孔加入终浓度为 3+!V/-0 经纯化和复

性处理后的重组蛋白 2NQ*#T#-*9?$U%U%(（#E6T），并

以相同缓冲液作为对照，哺育 68<。胰酶消化后，

!+++ $/-%( !+-%( 收集细胞，:C9 洗涤 E 次，B5"的乙

醇固定过夜。次日，:C9 洗涤 E 次，!++!V/-0 的 MWT

酶消 化 EB7 E+-%(，5+!V/-0 :N 避 光 染 色 E+-%(，

ITD9J=( 流式细胞仪检测细胞周期。

2 结果

2"! *+,-.-./ 基因片段的克隆及定点突变

用特异性引物 :X! 与 :,，以乳腺癌细胞系 C*
D=1*EB 所 提 总 MWT 为 模 板，M#*:DM 扩 增 出 ! 条

65+X1左右的条带，与预期大小相符。回收目的条

带，经 T*#=%.%(V 试剂盒加尾和清洗后将 :DM 产物连

接于 1KPH*# 载体上，在大连宝生物公司测序，测得

所克隆的编码 9?$U%U%( 蛋白的全序列为 6,GX1，与

K;(C=(Y 中人 9?$U%U%( 基因的 DR9 序列相一致。采

用特异性突变引物 :-! 与 :-,，用重组法对 9?$U%U%(
蛋白的第 E6 位氨基酸进行定点突变（#E6T）后，经酶

切鉴定及测序结果均正确。

2"2 ’(’)&*+,-.-./（’01(）大肠杆菌工程株的构

建与鉴定

以 1KPH*#*2NQ*&=&-*>?$U%U%(（#E6T）为模板，分

别利用 :&=&! 和 :$&，:&=&, 和 :$& 进行 , 次 :DM，将

2NQ*&=&- 添加在了 >?$U%U%(（#E6T）基因的 5Z端，并克

隆于 1KPH*# 载体上，然后对 1KPH*# 载体上 2NQ*
&=&-*9?$U%U%(（#E6T）基因序列鉴定正确后，用 !"# "
和 $%& "酶切并回收，亚克隆入经相同的酶切线性

化的 1M9P#*C 中，构 建 成 表 达 载 体 1M9P#*C*2NQ*
&=&-*9?$U%U%(（#E6T）。经酶切鉴定与 :DM 鉴定正确，

测序结果分析表明插入片段的碱基序列与预期设计

的 2NQ*&=& -*>?$U%U%(（#E6T）的序列完全一致（I%V4
!），且读框正确，转化 ’ 4 (&)* C0,!（RPE）后，获得了

大肠杆菌工程菌，用作进一步诱导表达目的蛋白。

2"0 摇 瓶 培 养 的 诱 导 表 达 与 表 达 产 物 的 *3*&
4(56 和 789:8,/ ;<=::./> 分析

在对阳性转化子进行 :DM 鉴定的基础上，对初

选菌株进行小量发酵培养，从而筛选出高表达菌株，

即在 EB7以 +45--’./0 N:#K 诱导 6< 后收集菌体，经

9R9*:TKP 和 9-=$&（C%’*$=@）软件分析目的蛋白的表

达量，最高可达菌体总蛋白的 65"。F;>&;$(*X.’&&%(V
分析结果显示，在携带有 1M9P#*C*2NQ*&=&-*>?$U%U%(

（#E6T）载体的大肠杆菌 C0,!（RPE）诱导表达产物

可在约 !GYR 处观察到有一条清晰的带，而经相同处

理的对照大肠杆菌 C0,!（RPE）却没有，如 I%V4 ,。

2"1 目的蛋白的分批发酵培养表达结果

在摇瓶培养诱导表达实验条件的基础上，采用

E4B0 发酵罐对重组大肠杆菌 C0,!（RPE）/1M9P#*C*

88, +%*,#-# .&/0,1) &2 3*&4#(%,&)&56 生物工程学报 ,++3，Q’.4,,，W’4,



!"!#$%&’()()*（+,-.）进行分批发酵以大量表达生产

目的蛋白，结果显示蛋白表达水平相对于摇瓶发酵

有所降低，但由于菌体浓度大，因此包涵体蛋白的绝

对收率大于摇瓶培养，每升发酵液可收获 /01#2 的包

涵体蛋白，其产量高于摇瓶培养所得包涵体蛋白量。

图 3 重组表达载体 4567+$8$9:;$!"!#$%&’()()*（+,-.）的目的序列

<)2= 3 +"’2>!>? %>@&>*A>% BC !D> ’>AB#E)*"*! (>A!B’ 4567+$8$9:;$!"!#$%&’()()*（+,-.）

图 F 表达的目的蛋白的 7G7$H.I6 和

J>%!>’*$EKB! 分析结果

<)2= F .*"KL%)% BC >M4’>%%>? !"’2>! 4’B!>)*%
EL 7G7$H.I6 "*? J>%!>’*$EKB!

3：#BK>A&K"’ N>)2D! %!"*?"’?%；F "*? ,：!B!"K 4’B!>)*% AB*!")*)*2 !"’2>!

4’B!>)* BC )*?&A>? A>KK%；-：!B!"K 4’B!>)*% BC &*)*?&A>? A>KK% "% AB*!’BK；0：

J>%!>’* EKB!!)*2 "*"KL%)% BC ’>AB#E)*"*! +.+#$%&’()()*（+,-.）N)!D

’"EE)! "*!)$D&#"* %&’()()* 4BKLAKB*> "*!)EB?L "% 4’)#"’L "*!)EB?L "*? 2B"!

"*!)$’"EE)! :2I DB’%> ’"?)%D 4>’BM)?"%>（95H）"% %>AB*?"’L "*!)EB?L=

!"# 表达产物 $%&’()(*’+,-././0（(12)）纯化和

复性

溶解于含 O#BKPQ 尿素的 F1##BKPQ 磷酸盐缓冲

液（49 /R0）中的包涵体，经 7H$7>4D"’B%> 离子交换层

析和柱上部分复性后，利用分子排阻层析进一步纯

化，然后目的蛋白进一步在复性缓冲液中进行透析

复性，所得产物经 7G7$H.I6 电泳与凝胶扫描分析，

其纯度达 S/T，如 <)2R,。在每升发酵培养液中最终

可以获得 -O1#2 纯度达 S/T以上的经复性处理的

目的蛋白。

图 , 目的蛋白纯化结果的 7G7$H.I6 分析

<)2= , .*"KL%)% BC 4&’)C)>? !"’2>! 4’B!>)*% EL 7G7$H.I6
3：#BK>A&K"’ N>)2D! %!"*?"’?%；F：!B!"K 4’B!>)*% BC )*?&A>? A>KK%；,：

C’"A!)B* BC C&%)B* 4’B!>)* 4&’)C)>? EL A"!)B*$>MAD"*2> AD’B#"!B2’"4DL

ABK&#* B* 7H %>4D"’B%>；-：4&’)C)>? 9:;$+.+#$7&’()()*（+,-.）4’B!>)*

EL %)U>$>MAK&%)B* AD’B#"!B2’"4DL ABK&#* B* 7&4>’?>M$V0 =

!"3 表达产物 ()(*’+,-././0（(12)）活性的细胞

检测

经药物作用 -D 后，首先通过显微镜可以观察

到，与对照相比所试验的 - 种癌细胞均发生了明显

的形态学变化，细胞体积变小，连接消失，出现皱

缩、变圆、脱落、发泡等凋亡早期形态学变化，特别是

SOF郑文云等：重组 9:;$+.+#$7&’()()*（+,-.）蛋白制备及其促癌细胞凋亡活性研究



!"#$%"&’ 细胞和 ()*++, 表现得更为明显，如图 - 所

示。

不同浓度的 ./.0"(1234345（.&-/）作用 6-7 后，

8.. 法检测其对 ()*++, 等 9 株细胞系细胞活性的

抑制效 果，结 果 表 明：重 组 目 的 蛋 白 能 显 著 抑 制

()*++,、!"#$%"&’ 和 ((8#"’’6* 细胞的生长，并有剂

量依赖性，其中对 ()*++, 的抑制率最高，当药物浓

度为 -:!;<0= 时，对 ()*++, 的抑制率达到 >9?，而

对 !"#$%"&’ 和 ((8#"’’6* 细胞的抑制率只有 -&?
和 -6@9?，而 对 ABC$ 细 胞 的 抑 制 率 最 低。./.0"
(1234345（.&-/）对正常的人内皮细胞系 DE#"&,- 无

明显影响。当药物浓度为 *6,!;<0= 时，对 - 种癌细

胞的抑制率分别达到 :+?、>&?、9+@9?和 &+?（见

F4;@9）。

经流 式 细 胞 技 术 检 测 发 现 每 孔 终 浓 度 为

>,!;<0=的目的蛋白对 ()*++, 和 !"#$%"&’ 细胞作

用 -:7 后，凋 亡 率 分 别 为 69@&? 和 *:@’?（ 见

F4;@>），而对照未见凋亡现象。从每孔采用的终浓

度为 >,!;<0=的相对微量的目的蛋白而言，其促凋

亡效果是非常显著的，由 8.. 法检测结果显示，目

的蛋白的试验浓度与其促凋亡效果在目前所试验的

范围内呈现正相关，因此提高试验浓度将预示着凋

亡率的进一步提高。与对照相比，还可发现这 6 株

癌细胞的细胞周期的分布发生明显的变化，()*++,
细胞 G* 的 细 胞 百 分 比 由 对 照 的 -’@&? 上 升 到

>>@-?，而 ( 期细胞的百分比由对照的 -6@>?下降

到 6*@9?。!"#$%"&’ 细胞 G* 的细胞百分比由对照

的 9-@-?上升到 >9@’?，而 ( 期细胞的百分比由对

照的 &:@:?下降到 6,@-?。

图 - 重组蛋白 AHE"./.0"(1234345（.&-/）对 !"#$%&’ 和 ()*++, 癌细胞系的形态学影响

F4;I - DJJBKL MJ NBKM0O45$5L AHE"./.0"(1234345（.&-/）M5 L7B 0M2%7MCM;P MJ !"#$%&’ $5Q ()*++,
（/R）$5Q（/）$2B 710$5 O2B$SL K$5KB2 KBCC C45BS !"#$%&’ L2B$LBQ $5Q 15L2B$LBQ 2BS%BKL43BCPI

（!R）$5Q（!）$2B 710$5 %$5K2B$S K$5KB2 KBCC C45BS ()*++, L2B$LBQ $5Q 15L2B$LBQ 2BS%BKL43BCPI

! 讨论

(1234345 是凋亡抑制蛋白（H/T）家族中的一个最

新成员，在人类大多数的肿瘤组织和转化细胞中大

量表达，而在正常的终末分化的组织中不表达。不

同种属的动物其 (1234345 在基因与蛋白质结构上还

存在着一定的差异，同时在不同癌组织中表达的

(1234345 阳性检出率也存在较大差异，如胰腺癌阳性

率最高达 ’,@+? U ::?，乳腺癌 ’,@’?，肝癌 ’,?，

结直肠癌 >&@9?，胃癌 &,?。因此本研究选择了人

源乳腺癌细胞系为 (1234345 基因的克隆来源，并采用

,+6 !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 6,,>，EMC@66，VM@6



图 ! 目的蛋白对 ! 种细胞抑制率的 "## 法检测结果

$%&’ ! ()*%+%,-./ .0,1 -2 ,0.&1, 3.-,1%) ,- ! 40)41.
4155 5%)16 +/ "## 0660/

71.41),0&1 %)*%+%,%-) .0,1 -+61.819 %) :;<03=>，?@ABBC，??"<;>>DA，

EF<=CG，H150 41556 %) ,*1 3.161)41 -. 0+61)41 -2 .1)0,I.0,19 H(F;

#J#K;6I.8%8%)（#=GJ）06 06616619 +/ "## 0660/’ #*161 90,0 0.1 K10)6

L ?M -2 ,*.11 %)9131)91), 1N31.%K1),6 2-55-O19 +/ ,.10,K1), 0)9 4-),.-5

2-. DG*’

与 ?I.8%8%) 检出率相关性较大的胰腺癌与乳腺癌细

胞作为药物活性试验的离体癌细胞，这可能在理论

上为药物试验获得的较高敏感性奠定了基础，当然

随着研究的深入，其它癌细胞也将逐步得到试验。

?I.8%8%) 的 =G 位苏氨酸是其磷酸化位点，该位点的

磷酸化是 ?I.8%8%) 在癌细胞中发挥抑制凋亡作用的

首要 前 提。"16.% 等（DCCA）把 含 有 磷 酸 化 缺 失 的

?I.8%8%) 突变体（*.=GJ50）的腺病毒 7JM#=GJ 体外分

别转染乳腺癌、前列腺癌、肺癌、宫颈癌和结肠癌细

胞后都发生自发性地凋亡［A!］，因此本研究在进行蛋

白药物设计中，也选择了对该位点进行突变，该重组

蛋白最终的细胞活性结果也证实了突变点选择的正

确性，同时本实验的检测结果也证实了癌细胞中

?I.8%8%) 的表达水平与该重组蛋白的促凋亡作用呈

正相关。

图 P 目的蛋白对 ?@ABBC 和 :;<03;=> 癌细胞促凋亡的流式细胞仪检测结果

$%&’ P E2214, -2 ,0.&1, 3.-,1%) -) 3.-;03-3,-6%6 04,%8%,/ -2 40)41. 4155 5%)16 ?@ABBC 0)9 :;<03;=> +/ 25-O 4/,-K1,./
（J）0)9（:）Q13.161),0,%81 -2 ,*1 3.-2%516 -2 4155 4/451 9%6,.%+I,%-) -2 ?@ABBC ,.10,19 O%,* PC!&RKS 0)9 C!&RKS，.16314,%815/；（<）0)9（M）Q13.161),0,%81 -2

,*1 3.-2%516 -2 4155 4/451 9%6,.%+I,%-) -2 :;<03;=> 41556 ,.10,19 O%,* PC!&RKS 0)9 C!&RKS，.16314,%815/’

目前国内外研究报道中，以 ?I.8%8%) 为靶向肿

瘤治疗药物的研究主要集中在三个方面：一是在转

录水平采用 ?I.8%8%) 反义寡核苷酸进行基因治疗；

二是 利 用 ?I.8%8%) 突 变 体 与 ?I.8%8%) 竞 争 结 合

4063061，使癌细胞的凋亡不受抑制；三是利用小肽或

化学小分子经过特定途径通过细胞膜与 ?I.8%8%) 的

活性位点特异结合，从而使 ?I.8%8%) 抑制细胞凋亡

的作用得不到实现。本研究在野生型 H(F;#J# 具

有较强的蛋白转导能力的基础上，依据国外对其发

挥转导作用机理与突变的研究，对其进行突变与利

ABD郑文云等：重组 H(F;#J#K;?I.8%8%)（#=GJ）蛋白制备及其促癌细胞凋亡活性研究



用。有报道证实这种突变后的 !"#$%&% 转导外源

蛋白的效率比野生型高 ’(( 倍以上，并在转导 )* 后

转导蛋白发挥作用［’+］，这在我们试验中也明显地观

察到癌细胞凋亡的特征性形态变化，且随着时间的

推移，其效果更显著。由于在构建方式上采用了

!"#$%&%, 与 -./01012（%+)&）的融合表达，为我们以

-./01012 为药靶的促癌细胞凋亡的重组蛋白药物的

研究与将来应用于临床奠定了基础。

在发酵培养过程中目的蛋白的表达水平比摇瓶

培养低，其原因可能是发酵过程中 3! 值的波动使

菌体产生应急反应，影响了其正常的生理代谢，同时

在发酵条件等方面还有待于进一步地优化；另外由

于罐上发酵较摇瓶培养的操作时间长，氨苄青霉素

效价降低与质粒的稳定性也直接影响目标蛋白的表

达。大肠杆菌以包涵体方式表达有利于外源目的蛋

白获得较高的表达量和易于纯化，这在本研究中明

显地看到了其高的表达量和较为简便的纯化过程，

当然由包涵体获得有活性的蛋白质，还需要进行复

性处理，本研究中采用了柱上复性与透析复性相结

合的方式，同时由于所表达的目的蛋白的分子量较

小（约 ’456）且结构不很复杂，因此，容易形成正确

的构象。当然其最终的复性效果还需要经过细胞实

验来检测。

经表达、纯化与复性过程，纯度达 478的目的

蛋白对我们测试的五种细胞系中的三株表达或高表

达 -./01012 蛋白的细胞系表现出明显的抑制效果，

且其在形态上出现显著的凋亡早期特征的最短时间

为 )*，可见 -./01012（%+)&）在 !"#$%&%, 的介导下，

进入癌细胞的效率与促凋亡的活性都是比较高的，

从而也证实了包涵体复性方法是可行的。流式细胞

技术检测证实 %&%,$-./01012（%+)&）能改变细胞周

期分布，引发细胞凋亡，并且目的蛋白对不同癌细胞

的抑制效果不同，引发的细胞凋亡率不同，这可能与

不同的细胞系 -./01012 蛋白的表达阳性率不同有

关，这一实验结果与国外报道的 -./01012 负显性突

变体的基因治疗结果的趋势相同。当然该目的蛋白

促进其它癌细胞凋亡的效果与机理方面的研究还有

待进一步扩展与深入。
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