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摘
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要!根据
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Y

(+E3+7%

"

85M7%

#氨基酸序列"

TẐ >>NO_

#!以已有的腺病毒受体
;UJT

为模板!将
D

个氨基酸对应基因核苷酸通过
MUT

扩增于
;UJT

之后!得到
;UJT785M7%

!连接到表达载体
Y

IWB$

上!转化大肠杆

菌
N%C

后获得工程茵$该菌株经
[M8\

诱导后!高效表达出带有组氨酸标签以包涵体形式存在的融合蛋白
;UJT7

85M7%

$包涵体经过尿素变性溶解%

ML5

稀释复性%

@3

离子亲和层析柱纯化!获得目的蛋白$

5]57MJ\W

分析表明!

有一条明显的特异性蛋白条带$同时细胞实验结果表明融合蛋白
;UJT785M7%

对白血病细胞
_CK!

有明显凋亡

作用$

关键词!

85M7%

(

;UJT785M7%

融合蛋白(原核表达(白血病细胞

中图分类号!
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文献标识码!
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引
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白血病"

-1)a1G3,

#是造血系统的恶性肿瘤$是

严重危害人类身体健康的恶性疾病之一&

%
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;,6a31,+E,E1+(:3*);*161
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;UJT

#为柯萨奇病

毒腺病毒体外受体&

!

'

$它可与
C

型腺病毒结合$从而

介导
C

型腺病毒感染白血病细胞%由于白血病细胞

表面大多不表达或较低地表达柯萨奇病毒腺病毒受

体$限制了白血病的治疗%

85M7%

"
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(+E3+7

%

#是一种促使癌细胞凋亡的蛋白%本课题根据白血

病细胞表面表达
U]#&

$而正常细胞表面
U]#&

表达

量相对较少的特点&

B

'

$将其作为特异性清除白血病

细胞的理想靶点&

#7C

'

$此靶点还应用于心血管等多种

疾病的治疗&

K

'

%

U]#&

又叫整合素相关蛋白"

3+<1

4

*3+7

,;;(63,<1E
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*(<13+

$

[JM

#$其功能与整合素相关%

U]#&

在白血病细胞表面具有较高的表达$而正常细胞

U]#&

表达较低%白血病细胞通过表达
U]#&

来逃避

巨噬细胞的吞噬$其作用机制是
U]#&

与巨噬细胞表

面
5[TM

(

结合$产生抑制性信号$从而逃避吞噬%

通过原核表达纯化出能够特异靶向白血病细胞

的
;UJT785M7%

蛋白$该蛋白羧基端可以与白血病细

胞表面的
U]#&

整联$以达到靶向并有效感染白血病

细胞的作用%本课题构建的融合蛋白
;UJT785M7%

$

体外实验表明此蛋白能够达到抑制白血病细胞增殖$

并诱导其凋亡$且对正常细胞杀伤作用较小&

&7D

'

%

!

!

材
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载体)菌及细胞

Y

IWB$

载体)大肠杆菌
N%C

购自雷诺公司$大

肠杆菌
]PC

(

)

L1,;7!L

细胞为浙江理工大学生命科

学学院实验室保存%

;UJT

为本实验室构建%

_CK!

为浙江大学血液病研究所提供%
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各种限制性内切酶)
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#)蛋白酶抑制剂"
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公司#$细胞裂解液"碧云天公司#$胎牛血清)
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"
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IWB$7;UJT785M7%

重组表达载体的构建

根据
85M7%

氨基酸序列"

TẐ >>NO_

#

&

"
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$以

已有的病毒受体
;UJT

为模板来扩增此
D

个氨基酸

序列%以
;UJT

上游片段作为上游引物$将
85M7%

的
D

个氨基酸对应核苷酸作为下游引物$并在引物

两端分别加上
8)"4

1

酶切位点$引物序列如下!上

游 为
C

7

7UUUJJ\U88J8\\U\U8UU8\U8\7

B

7$下游为
C

7

7U\U8888J8\88\8\J8\8\7

\JJ\8JJJJ\U88UUU7B

7%扩增产物经
8)"4

1

酶切后$再用
]@J

回收试剂盒回收$即获得带有

8)"4

1

酶切位点的
85M7%

基因片段$回收产物与

经相同酶切回收的约
B?Cà

的表达载体
Y

IWB$

片

段在
8#]@JR3

4

,;1

作用下连接$连接产物转化

BQ[K.)]PC

(

菌株$挑取阳性克隆培养后提取质粒$

进行
MUT

鉴定$再进行
D/@8[

酶切鉴定%重组质

粒
Y

IWB$7;UJT785M7%

由上海英骏公司测序$验证

其序列正确性%

!?!

!

融合蛋白
;UJT785M7%

在大肠杆菌
N%C

中

的诱导表达

!!

将鉴定正确的重组质粒
Y

IWB$7;UJT785M7%

转

化表达菌
N%C

$挑取阳性单克隆培养$经
$?DGG(-

+

R

[M8\

诱导表达$收集诱导
K0

的菌体$超声破碎$离心

"

#Q

$

%!$$$*

+

G3+

$

%CG3+

#%同时以不含目的基因

的
Y

IWB$

质粒做同样处理作为对照组做
5]57MJ\W

分析%

!?B

!Y

IWB$7;UJT785M7%

包涵体的溶解)复性及

亲和层析纯化

!!

经
5]57MJ\W

分析$

;UJT785M7%

融合蛋白表达

并以包涵体形式存在%大量诱导表达后$离心收集菌

体$用
ML5
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P&?#

#悬浮$冰浴条

件下超声裂菌$离心"

#Q

$

%!$$$*

+

G3+

$

%CG3+

#$回

收的沉淀即为粗制包涵体%包涵体溶于裂解缓冲液

"

DG(-

+

R)*1,

$

$j%G(-

+

R5(E3)G

Y

0(;

Y

0,<1 )̀..1*

$

%$GG(-

+

R8*3;7PU%

$

Y

PDj$

#中$室温搅拌溶解
%0

$

离心"

#Q

$

%!$$$*

+

G3+

$

B$G3+

#$收集上清%采用

ML5

稀释复性方法进行蛋白复性%将收集的复性蛋

白上清经孔径为
$?#C

)

G

的微孔滤膜过滤$加到预先

用结合缓冲液"

C$GG(-

+

R5(E3)G

Y

0(;

Y

0,<1̀ )..1*

$
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+
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$

%$GG(-

+

R3G3E,F(-1

$

Y

PD?$

#平衡过

的填有
@37@8JP3;7̀3+E

基质的柱里$用
%$

倍柱体积

的洗涤缓冲液"

C$GG(-

+
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Y
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$
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+
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$

!$GG(-

+

R3G3E,F(-1

$

Y

PDj$

#洗柱$最

后用
%$

倍柱体积的洗脱缓冲液"

C$GG(-

+

R5(E3)G

Y

0(;

Y

0,<1 )̀..1*

$

$?BG(-

+

R@,U-

$

!$GG(-

+

R3G3E,F7

(-1

$

Y
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#对目的蛋白进行洗脱%收集液用
ML5

作

为透析液除去目的蛋白中的咪唑%将纯化的蛋白进

行
%!H

的
5]57MJ\W

分析%透析后得到的纯化复

性蛋白经
$?!!

)

G

滤膜过滤除菌$用
LUJ

法测蛋

白浓度$保存于
A!$Q

%

!?#

!

N88

毒性实验

收集对数生长期的白血病细胞和人正常肺上皮

细胞
L1,;7!L

$按
%$

#

+孔接种到
"K

孔板中$设

;UJT785M7%

蛋白不同浓度梯度处理组$对照组和

调零组$对照组只加细胞不做任何处理$调零组加入

等体积
%$HZL5

的
%K#$

培养液%置于
B&Q

$

CH

UX

!

细胞培养箱内培养
!#0

后$分别用
$?$!C

)

$j$C

)

$?$&C

)

$?%

)

$?%!C

)

4

+

)

R

的
;UJT785M7%

融

合蛋白共孵育细胞$每组各设
K

个复孔%培养
#E

后$每孔加入
!$

)

R

的
N88

"

CG

4

+

GR

#$

B&Q

孵育

#0

$在酶标仪上测定
%

C&$

%计算细胞存活率&细胞

存活率
g

"处理组
%

值
A

调零组
%

值#+"对照组
%

值
A

调零组
%

值#

h%$$H

'%

!?C

!

凋亡细胞染色实验!

P(160;<BBB#!

染色

收集对数生长期的
_CK!

细胞按
!h%$

K

61--;

+

b1--

植入
K

孔培养板$

%$HZL5TMN[7%K#$

培养基
!

GR

+

b1--

$加药组分别加入
C

)

4

和
%$

)

4

融合蛋白

;UJT785M7%

$对照组加等量的
ML5

$

B&Q

$

CHUX

!

培

养
#D0

后$每孔加入
%G

4

+

GR

的
P(160;<BBB#!

染

料
C

)

R

$继续在
B&Q

$

CHUX

!

培养箱中孵育
B$G3+

$

置于荧光倒置显微镜下观察细胞核的变化并拍照%

!?K

!

统计学处理

采用
Wc61-!$$&

和
53

4

G,M-(<

数据统计软件$所

有定量实验均在同样条件下重复
B

次%各组数据以

-均值
i

标准差.表示$

G

1

$?$C

为差异具有显著性%

$

!

实验结果

B?%

!Y

IWB$7;UJT785M7%

重组表达载体的构建及

鉴定

!!

以
;UJT

质粒为模板$

MUT

扩增
85M7%

基因片

段$并将扩增的片段
;UJT785M7%

用
8)"4

1

切下$

正向插入
Y

IWB$

的
8)"4

1

酶切位点之间$构建

Y

IWB$7;UJT785M7%

%电泳结果显示与
;UJT7
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第
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85M7%

基因片段
&&&`

Y

大小一致*核苷酸测序结果

证明序列和读码框正确且正向连接$表明
Y

IWB$7

;UJT785M7%

重组质粒构建成功%

图
%

!Y

IWB$7;UJT7#@%

重组质粒鉴定结果

注!连接转化成功的
Y

IWB$7;UJT785M7%

用
8)"4

1

酶

切鉴定$

%

为
G,*a1*

1

条带$

!

上端为载体
MIWB$S

BC$$`

Y

$下端为目的片段
;UJT785M7%S&&&`

Y

B?!

!

;UJT785M7%

融合蛋白在大肠杆菌中的表达

将鉴定正确的质粒
Y

IWB$7;UJT785M7%

转化表

达宿主菌
N%C

$挑取阳性单克隆培养$经
$?DGG(-

+

R

[M8\

诱导
K0

后$收集菌体$超声破碎$重组质粒

Y

IWB$7;UJT785M7%

菌体经
[M8\

诱导后收集菌体

裂解离心后$取适量上清和沉淀进行
%!H

的
5]57

MJ\W

分析$以确定目的蛋白的存在形式%同时空载

体
Y

IWB$

做同样处理作为对照组%沉淀样品电泳结

果显示在
!Da]

附近出现一条明显表达的蛋白条带$

与目的蛋白大小相当$而上清和空载体未出现明显表

达条带$证明目的蛋白的存在形式是包涵体"图
!

#%

N

!蛋白分子量
N,*a1*

*

%

)

!?[M8\

诱导空载体
Y

IWB$

总蛋白*

B

)

#?

Y

IWB$7;UJT785M7%

经
[M8\

诱导后表达超声破碎后上清*

C?

Y

IWB$7;UJT785M7%

经
[M8\

诱导表达后超声破碎后沉淀

图
!

!

重组质粒
Y

IWB$7;UJT7#@%

在
N%C

菌株中表

达的
5]57MJ\W

结果

B?B

!

;UJT785M7%

包涵体蛋白的溶解)复性及

@3

离子亲和层析纯化

!!

包涵体用
DG(-

+

R

尿素变性溶解$离心取上清$

用
ML5

稀释复性蛋白$复性蛋白经
@37@8J P3;7

3̀+E

螯合亲和层析柱纯化$再利用咪唑置换$洗脱

下特异结合的蛋白%洗脱蛋白经
%!H

的
5]57

MJ\W

分析表明$纯化的表达产物在
!Da]

附近有

一条特异蛋白带与目的蛋白大小一致$浓度为

C%#jCB%D

)

4

+

GR

"图
B

#%复性的目的蛋白用
LUJ

试剂盒检测蛋白浓度%

%?

纯化后目的蛋白条带$

!?

蛋白只是
N,*a1*

!!

图
B

!

融合蛋白
;UJT7#@%

包涵体复性纯化后

的
5]57MJ\W

胶

B?#

!

N88

法进行融合蛋白
;UJT785M7%

处理组

细胞毒性检测

!!

分别以
$?$!C

)

$?$C

)

$?$&C

)

$?%

)

$?%!C

)

4

+

)

R

的
;UJT785M7%

融合蛋白作用于
_CK!

细胞和
L17

,;7!L

$在
#E

后用
N88

法检测细胞存活率%结果

显示$不同浓度的融合蛋白作用后$细胞生长呈现浓

度依赖性%通过
53

4

G,M-(<

绘图软件分析"图
#

#$

结果表明$当
;UJT785M7%

融合蛋白达到
$?$C

)

4

+

)

R

时$处理
#E

后$能够有效地抑制
_CK!

细胞的增

殖$且对正常细胞
L1,;7!L

伤害较小$为最佳浓度%

图
#

!

N88

法检测细胞存活率
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!

凋亡细胞染色实验!

P(160;<BBB#!

染色

分别以
C

)

4

和
%$

)

4

融合蛋白"终浓度为
$?$C

)

4

+

)

R

和
$?%

)

4

+

)

R

#

;UJT785M7%

作用
_CK!

细胞

#D0

后$加入
P(160;<BBB#!

$孵育
B$G3+

$在荧光

显微镜下观察细胞核的变化%如图
C

所示$加入

C

)

4

和
%$

)

4

融合蛋白
;UJT785M7%

后的
_CK!

细

胞核萎缩明显%表明发生了明显的凋亡$而对照组

细胞核正常%

J?U(+<*(-

$

L?

加入
C

)

4

融合蛋白
;UJT785M7%

后的
_CK!

细胞$

U?

加入
%$

)

4

融合蛋白后的
_CK!

细胞

图
C

!

P(160;<

染色检测融合蛋白对白血病细胞的凋亡作用

)

!

讨
!

论

本课题中融合蛋白
;UJT785M7%

的
@

末端融

合了与
@3

!k具有高亲和结合特性的
K

个组氨酸标

签$因此便于蛋白的纯化%实验发现$

;UJT785M7%

在
Y

IWB$

+

N%C

表达系统中表达量高且主要以包涵

体形式存在%先将包涵体在
DG(-

+

R

尿素中变性$

而后分别先复性再纯化和先纯化再复性$结果发现

先复性再纯化的蛋白$产量大损失小且纯度高%用

ML5

稀释复性$复性蛋白再利用
@3

离子亲和层析

对复性蛋白进一步纯化%此外$在洗脱过程中$咪唑

量的不同会大大影响纯化结果$在本实验中$当咪唑

量为
!$GN

时$洗脱效果最佳$纯化后蛋白条带最

单一最清晰%

目前针对
85M7%

这种蛋白在癌细胞凋亡领域

中的作用存在着多种观点$有研究指出$它在不同细

胞系中$扮演着不同的角色$即凋亡和抗凋亡的作用

在不同细胞中发挥的作用不同&

%$

'

%有研究指出$在

分化不良的滤泡甲状腺癌细胞中$当用抗肿瘤药物

处理此细胞时$

85M7%

有抗凋亡作用%近来更多学

者更倾向于它对癌细胞的凋亡作用%

Z*31E-M

等指

出$

85M7%

的羧基端可与细胞表面的
U]#&

形成整

联蛋白$从而导致细胞凋亡$这与本课题实验吻合$

结果证明它对白血病细胞有着明显的凋亡作用$当

;UJT785M7%

融合蛋白达到
$?$C

)

4

+

)

R

时$能够有

效地抑制
_CK!

细胞的增殖$且对正常细胞
L1,;7!L

伤害较小$效果较好%

研究发现$细胞癌变和转移等过程很可能与细

胞膜表面糖蛋白及糖链结构变化有关&

%%7%!

'

$而且肿

瘤的恶性分化的程度越高$则
UJT

的表达越低&

%B

'

$

这大大限制了腺病毒的有效传递$进而限制临床应

用&

%#

'

%本课题中纯化的融合蛋白
;UJT785M7%

$

;UJT

部分可与
C

型腺病毒的
.3̀1*

结合$

85M7%

可

与白血病细胞表面的
U]#&

结合$可使腺病毒有效

靶向白血病细胞$从而提高对白血病治疗目的专一

性&

%C

'

%此外$

;UJT785M7%

增强腺病毒感染白血病

细胞的效果还有待于进一步验证$而且$对于白血病

的裸鼠模型是否有明显抑制肿瘤的作用也有待进一

步研究%未来$

;UJT785M7%

可以作为一个连接腺

病毒和白血病细胞的桥梁$其提高腺病毒治疗白血

病疗效的潜力$将为很多应用奠定基础%
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