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【摘) 要】目的：研究仙台病毒载体对未成熟树突状细胞
（AI）蛋白质表达的影响- 方法：提取转染仙台病毒载体的树
突状细胞和对照细胞的总蛋白，定量- 双向凝胶电泳分离蛋
白质组分，胶体银染显色，PAXH/7C 进行图像分析后选取差异
点，胶内酶解后 GYNAQ#.ZT GL进行肽指纹图谱鉴定- 结果：
图像分析结果显示，处理组 $#A1 图缺少了 (" 个以上的蛋白

点，对其中明显没有表达的 , 个蛋白点进行了鉴定- 结论：仙
台病毒载体感染未成熟树突状细胞可引起蛋白表达的减少-
【关键词】仙台病毒载体；树突状细胞；蛋白质组

【中图号】S’&$) ) )【文献标识码】Y

EF 引言
随着人类基因组计划的成功实施，各国科学家将

生命科学的战略重点转到以阐明人类基因组整体功

能为目标的功能基因组学上- 蛋白质作为生命活动
的“执行者”，自然成为新的研究焦点- 以二维电泳
（$#A1）为核心的蛋白分离技术和以质谱方法为主的
蛋白质鉴定技术等技术体系已基本成熟- 树突状细
胞（AI）是至今发现最强的抗原递呈细胞，在国内外
都已将其作为肿瘤疫苗应用于基因治疗- 仙台病毒
载体是细胞质型 S[Y 载体，对各种动物细胞有较高
的感染效率；它本身不进入细胞核内，在细胞质中进

行基因表达；在理论上不存在改变细胞核内染色体的

危险性，与以往的载体相比具有更高的安全性- 我们
通过蛋白质组学方法来研究仙台病毒感染树突状细

胞后蛋白表达变化，为联合运用树突状细胞和仙台病

毒进行基因治疗方案的设计提供了实验依据-

GF 材料和方法
G- GF 材料F I,%DN \ * 小鼠，* ] + 周龄，雌性，由日本
LNI株式公司培育- QPR胶条购于 Y2/B7E32 PE3B23#
;43 D48C/;E（J??7303，LW/F/9），CB>?749（测序级）购于
PB82/:3 （ G3F4789， ^Q， JLY）， I_YPL，A..，
.1G1A，DQL购于 DQZ#SYA，.TY 购于 L4:23，其余试
剂采用国产分析纯-
G- HF 方法F 参照文献［!］方法培养 I,%DN \ * 小鼠来
源的 AI- 小鼠骨髓细胞，在含 QN#( $, J \ 2N，RG#
ILT $," J \ 2N的 !*(" 培养基中于 ’%‘的 IZ$ 培养

箱培养，第 ( 日更换一半培养基，第 % 日回收细胞-
每 ! a !"* 细胞加 !"" !N !*(" 培养基，感染仙台病毒
（感染重数，2H0C4?0> 85 495/;C489，284 b ("），’%‘ ! E，
收集细胞- 用醋酸镁缓冲液冲洗收集到的细胞数次，
参照文献［$］方法提取蛋白，并测定蛋白浓度，样品
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于 ! "#$冻存备用% 双向电泳参照 &’()*+,’公司技
术手册，-. /’ 01 2 3 -# 胶条，上样体积 24# !5，上
样量 -## !6，一向等电聚焦设置 4# 7 -8 +；4## 7 -
+；-### 7 - +；9### 7 - +；:### 7 - +；.### 7 -# +%
胶条分别在含 -# 6 ; 5 <== 和 9# 6 ; 5 >&& 的平衡液
（4# ’’?@ ; 5 =)A*B1C@ 01 .% .，: ’?@ ; 5 尿素、2## 6 ; 5
甘油、8# 6 ; 5 D<D）中平衡 -4 ’AE后进行第二向 D<DB
F&GH电泳，2## 6 ; 5 的丙烯酰胺，银染法检测蛋白%
重复 2 次%
染色后的双向电泳凝胶照相后用 F<IJ(*K 软件

（LA?BM,N 5,O?),K?)A(*，1()/J@(*，C&）进行图像分析%
包括确定蛋白点的分子量、等电点和斑点匹配，切取

重复性较好的差异蛋白点，经过脱色、胰酶酶解、浓缩

后进行质谱分析% 取 - !5 样品于点样盘，加入等体
积基质，室温干燥后用带有 F()D(0KAP( LA?*Q*K(’
R&5<>B=ST 7?Q,6()B<H MF LA?*0(/K)?’(K)Q 工作站
（&00@A(N LA?*Q*K(’*，T),’AE6+,’，R&）的 R&5<>B
=ST RD 分析% 所得肽指纹图谱用 DU>DDBFMS=%
8##4% #-% #: 和 VCL>E)% 8##4% #-% #: 数据库进行搜
索%

!" 结果
仙台病毒感染未成熟 <C 后双向电泳图谱有差

（图 -）% 与对照（未成熟 <C 全蛋白 8B<H 图谱）比
较，通过 F<IJ(*K 软件分析发现，感染后的 <C 蛋白
斑点明显减少，达 9# 个以上% 蛋白质分子质量在 !)

（2% # 3 :% :）W -#9，0>值主要分布于 4% 4 3 X% 8 间% 对
其中明显未表达的 4 个蛋白点作 R&5<>B=ST RD 分
析，得到图 8% 通过数据库搜索，结合 8B<H 图谱上相
应蛋白质的分子量、0> 值，确定它们分别为小鼠钙粒
蛋白 L，磷酸丙糖异构酶，乳酸脱氢酶 C链，钙磷脂结
合蛋白"和白细胞介素 -- 受体 #链（表 -）%

图 -Y 未成熟 <C（&）和仙台病毒载体转染后的 <C（L）的双
向电泳图

#" 讨论
钙粒蛋白 L 参与翻译后调控，目前有关其功能

的研究报道甚少% 钙粒蛋白家族与一些肿瘤的发展

相关，而且主要存在于胞浆中% 磷酸丙糖异构酶存在
于细胞质基质中% 其功能是在糖酵解代谢途径中催
化磷酸二羟丙酮与 2B磷酸甘油醛之间的相互转化，
并在光合作用、糖异生等代谢途径中也催化同一反

应% 已有大量的原细菌、真细菌和真核生物 =>R 的研
究报导%

表 -Y 仙台病毒载体转染未成熟 <C后差异蛋白鉴定结果

蛋白点 - 8 2 9 4

得分 -"4: 98:### -#": 9X""# -:.##

匹配数 :（.） --（-"） .（-9） -2（84） .（-8）

覆盖率（Z） 98% # 9"% # 8.% # 9"% # 8#% #

分子质量

Y 理论值
-2#9X 8:"-2 24X-8 2."24 9:"8-

等电点理

Y 论值
:% : :% X .% 9 "% # :% -

D[A**BF)?K
Y 接受号

F2-"84 F-""4- F##298 F-#-#" F"#884

VCL>E)接
Y 受号

::"".2" 4:X"8-"- "2#488X --2X94 2-4:#4""

蛋白质

Y 名称
钙粒蛋

Y 白 L
磷酸丙糖

Y 异构酶
乳酸脱氢

Y 酶 C链
钙磷脂结

Y 合蛋白"
>5B-- 受体
Y #链

蛋白质

Y 功能
翻译后

Y 调控
物质代谢 糖酵解

调节磷脂

Y 酶 &8 活性
>5B-- 受体

蛋白质

Y 家族
钙粒

Y 蛋白
磷酸丙糖

Y 异构酶
乳酸脱氢酶

钙磷脂结

Y 合蛋白
>型细胞因子

Y 受体

基因登

Y 录号
8#8#8 8-XX- -:.22 -:X48 -:-4.

Y Y 乳酸脱氢酶也存在于细胞质基质中% 其功能是
在乳酸发酵过程中使丙酮酸还原成乳酸% 钙磷脂结
合蛋白"是钙磷脂结合蛋白超家族中的成员，作为表
皮生长因子受体酪氨酸激酶的底物，通过阻断 ’MB
V&的合成而抑制磷脂酶 &8 的表达% 具有多种生物
学功能，并在多种肿瘤发生早期出现表达水平的改

变，尽管目前具体的机制还不清楚，但它为研究肿瘤

的发生、发展、早期诊断、治疗提供了新的线索% 白细
胞介素 -- 由骨髓基质细胞产生，分子质量约为 !)

8% 2 W -#9，是造血微环境中一个多功能的调节因子%
其受体是一种膜蛋白%
上述 4 种蛋白在仙台病毒载体感染后的 <C 中

明显没有表达，而通过细胞因子诱导的未成熟 <C 中
许多蛋白表达是明显上调的［2］，包佳玲等用结核分

枝杆菌感染人源 <C 也发现有 9 种蛋白是明显上调
的［9］% 这可能是因为仙台病毒的的遗传物质是
MV&，只在细胞质中表达，因此抑制了存在于细胞质
中的蛋白表达% 我们用敲出了仙台病毒复制序列后
来感染未成熟 <C的蛋白分析中也证实了这一点，以
后将陆续报道% 最近，D,EN), 等［4］也发现用不同的细
胞因子诱导 <C，其蛋白表达差异很大%
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图 !" 蛋白点 !（#），$（%）和 &（’）的肽指纹图谱

致" 谢" 日本九州大学张玲博士对本实验细胞培养部分提供
了大力帮助，特此致谢(
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