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摘要 目的  用 ¬Α高表达的 °≤细胞研究了  黄皮酰胺的抗细胞凋亡作用 ∀方法  先将 ¬ Α⁄

从原核载体 ∏≥克隆到真核载体 ⁄ ∀用脂质体转染的方法将 ⁄2¬Α导入 °≤细胞 ∀以 2

羟基多巴胺2 ⁄诱导 ¬Α高表达 °≤细胞的凋亡 ∀结果    黄皮酰胺1 ∗  Λ#
 可使细胞凋

亡率显著降低 ∀结论    黄皮酰胺可以抑制细胞凋亡 对神经退行性病变有一定应用前景 ∀

关键词 细胞凋亡 基因转化 重组 ⁄ 遗传载体 ¬基因 黄皮酰胺

中图分类号     ±          文献标识码    文章编号       

  ¬的过度表达可启动细胞程序性死亡≈ ∀与

2相同 ¬主要存在于核膜 !线粒体外膜及内

质网膜 ∀ ¬基因  的剪切方式有 ΑΒΧ∆Ξ

种 ∀在中枢系统中以 ¬Α和 ¬Β为主 ∀凋亡诱

导基因 可以促进 ¬的表达≈ ∀大脑中动脉缺

血  ≤ 以后 ¬的转录水平升高到对照的

  ≈ ∀ ¬可以在红细胞膜和脂质体膜形成通

道≈ ∀因此 ¬的抑制物有一定的应用价值 ∀研

究表明   黄皮酰胺可促进突触体乙酰胆碱释放 

拮抗由 ƒ 2半胱氨酸和 ∂2⁄° 造成的膜流动

性下降 ∀另外  黄皮酰胺还可增加突触基础群峰

电位及 ×°的幅度 促进 ×°的产生≈ ∀本实验

首先建立了 ¬Α高表达的 °≤细胞系 用 2羟基

多巴胺造成细胞凋亡损伤模型 观察了  黄皮酰

胺的作用 ∀

材 料 与 方 法

  试剂和药品  限制性内切酶购自 ° ≤

 ∞  ≤ 和  

≤ × ⁄连接酶购自  ≤

⁄纯化试剂盒购自   ≤⁄ 分子量

标准  由 生物工程公司提供 
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∞2 ∏

脂质体转染试剂购自    ≤ 其他为

≥ƒ∏及国产分析纯试剂 ∀

  质粒和菌株  质粒 ∏≥2¬Α由 ⁄

≥   ∏  ∏

≥提供 ∀它含有 ¬Α⁄ 全长序列 编码小

鼠的 ¬Α克隆于 ∞ 位点 ∀真核载体 ⁄

购 自 √ ≤∀ 大 肠 杆 菌 株 ⁄Α

≈ ∏∞∃  Υ∃  

 2由中国医学科学

院基础医学研究所提供 ∀

克隆及转化过程  用标准的分子生物学方法处

理和分析核酸≈ ∀碱裂解法提取质粒 ⁄ 经

1 琼脂糖凝胶电泳观察酶切反应 ∀连接反应物

转入 Ε1 χολι ⁄Α感受态细菌 在含有 的

平板上进行选择性培养 提取质粒 ⁄ ∀

按试剂说明进行质粒 ⁄ 的限制性内切酶反

应鉴定重组体 ∀稳定转染方法参照试剂盒说明 ∀

•  分析所用第一抗体为兔抗鼠多抗

≥≤∏ 识别位点为 ¬蛋白 氨基末端 

2 ∀

流式细胞仪检测凋亡[ 7]  细胞培养于 ⁄ ∞

中 将 °≤ 细胞暴露于 2¬2

 ⁄ Λ#
 诱导凋亡 ∀  黄皮酰胺

1 ∗  Λ# 与 2 ⁄ 同时加入 ∀ 

后 收集细胞 用磷酸缓冲液°≥洗两次 加胰酶2

∞⁄× 消化 轻轻吹打收集细胞于一个离心管内 

 ≅  ε 离心  ∀沉淀用  乙醇悬浮固定

 ∀离心洗涤细胞后用   酶  消化细胞 
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 ε 作用  ∀细胞经碘化丙锭  ° 

Λ# 染色 用 ƒ≤≥2型流式细胞分选仪计

数 个细胞 测定各期 ⁄ 含量 去除细胞碎

片的影响 并计算细胞凋亡比例 ∀

线粒体膜电位测定[ 8]  细胞培养方法同上 2

 ⁄和  黄皮酰胺1 ∗ 1 Λ#
作用

 将荧光染料   Λ# 加入到细胞培

养液中  ε  ∀ °≥洗 次 去除细胞浆的

染料 用流式细胞仪检测  处的荧光值 ∀

结 果

1  重组 πχ∆ΝΑ32ΒαξΑ的构建并转入 ΠΧ12 细胞

首先去除 ¬Α的  信号序列构建中间载

体∏2¬Α 
  ∀将 ∏2¬Α用

≤双酶切 × ⁄ 连接酶连接 ∀ ¬Α的

信号序列  以及  χ端约   

长的核苷酸序列被切去 ∀由于 χ端 ∞ 切点位

于 和 ≤之间 所以也同时被删除 ∀因此去

除 χ端 信号的 ¬Α含有全长编码序列 长度

为  ∀ ≤位点也被删除 ∀

构建重组 ⁄2¬Α∀真核载体 ⁄

用 ∞  ÷酶切 分离  1 长 ⁄片

段 其中含有人巨细胞病毒即刻早期启动子

≤  ∂  牛生长因子  信号序列 ≥∂ 

 抗性基因和 抗性

基因 ∀将 ∏2¬Α  用 ∞  ÷酶

切 分离    ¬Α⁄ 片段 ∀将   

¬Α⁄ 片段与  1 的 ⁄片段相连

接 转入 ⁄Α筛选 ∀ 酶切后 电泳显示重组

⁄2¬Α中 ¬Α以正义方向插入到载体图

 ∀

°≤2¬Α的转化与选择 ∀转染后两周单细胞

克隆开始出现 转染后一个月共有 个单细胞克隆

长出 ∀用 •  检测了 ⁄2¬Α转染的

°≤细胞 ¬Α蛋白的含量 ∀与原 °≤细胞系和

转空载细胞对照相比 ⁄2¬Α转染的 °≤

细胞有高水平的 ¬Α表达 ∀

2  ( − )黄皮酰胺对 ΒαξΑ高表达 ΠΧ12 细胞的作用

细胞凋亡时 流式细胞检测可呈现亚二倍体核

型峰的特征 ∀根据细胞光散射的特点 应用碘化丙

啶∏ °染色 可以将坏死细胞与凋

亡细胞加以区别 ∀在 ⁄ 直方图上 凋亡细胞 

峰左侧出现亚二倍体细胞群的峰型 ∀而坏死时 细

胞周期中的的细胞均出现不同程度的减少 ∀ ¬Α

高表达的 °≤细胞的凋亡比例显著高于亲代细胞

1  ϖσ 1   Π  1 ∀  黄皮酰胺

1 ∗  Λ#
 能够显著降低细胞凋亡的比例

表  图  ∀

ƒ       

⁄2¬Α
   ∏ 

⁄ √∏  ∗  ⁄2
¬Α ∏ 

3  ( − )黄皮酰胺对线粒体膜电位的影响

线粒体膜电位降低是细胞凋亡的早期标志 经

2羟基多巴胺作用后线粒体膜电位降低 ∀表  提

示 黄皮酰胺可以显著提高凋亡细胞的线粒体膜电

位水平表  ∀

Ταβ 1 Εφφεχτσ οφ ( − )χλαυσεναµιδε ον αποπτοσισ οφ

χυλτυρεδ ΠΧ122ΒαξΑ χελλ λινε ινδυχεδ βψ 62
ηψδροξψδοπαµινε

∏
⁄∏

Λ#
 





≤  1 ? 1
  ≤∏     1 ? 1 3

  ≤∏   1 ? 1 3

  ≤∏  1 ? 1 3

 ν   ξ ? σ 3 Π 1 ϖσ

Ταβ 2  Εφφεχτ οφ ( − )χλαυσεναµιδε ον δεχρεασε οφ

µιτοχηνδρια µεµ βρανε ποτεντιαλ ιν ΠΧ12 χελλσ

συβϕεχτεδ το 62ηψδροξψδοπαµινε

∏
⁄∏

Λ#
    ∏

≤    ?  

  ≤∏       ?   3

  ≤∏     ?   3 3

 ν    ξ ? σ 3 Π 1  3 3 Π 1 ϖσ
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ƒ  ⁄ ∏ ∏∏°≤ × 

¬  ε ∏ °  ∏ 

  °≤2¬Α °≤2¬Α∏ 2¬2 ⁄ ≤ ⁄∞

  ∏1 ∗  Λ#
  2 ⁄ 

讨 论

  许多因子参与凋亡的发生和发展过程 其中

¬导致的线粒体膜对某些分子的通透性改变是凋

亡的始动因素 因此 ¬抑制物对治疗与凋亡相关

的神经退行性病变有一定的治疗价值 ∀本研究运用

¬Α高表达 °≤细胞研究了  黄皮酰胺的抗凋

亡作用 ∀为提高转染基因的表达水平 首先用限制

性内切酶去除 ¬Α⁄ χ末端加  信号序

列 构建了中间载体 ∏≥2¬Α   ∀然

后用两种不同的限制性内切酶从中间载体将 ¬Α

⁄切出 以单一方向与真核表达载体 ⁄

相连接 获得 ⁄2¬Α重组质粒 ∀与平端连接

相比 这样可使非重组体的背景降低 以便于选择 ∀

重组的 ¬Α含有   的 χ非翻译末端χ2

×    的开放读码框架  ƒ2编码一 

个氨基酸组成的蛋白质 以及  的 χ非翻译末

端χ2×   ∀蛋氨酸翻译启始区序列含有 

共有序列≈ ∀因此该重组质粒可以用来将 ¬Α基

因转入到哺乳动物细胞 并利用其强启动子高水平

表达 ¬Α基因 为研究其功能提供了一个重要的途

径 ∀¬在其 ≤    末端含有单一的跨膜结构域 

在没有死亡信号的情况下 ¬存在于细胞浆或结合

于胞内膜系结构周围 ∀只有在细胞受到刺激后 

¬利用其跨膜结构域插入到线粒体外膜≈ ∀ ¬

在线粒体膜上形成的通道可以导致离子及小分子物

质的的被动内流 造成其膜电位发生变化 细胞色素

≤释放 从而促进细胞凋亡过程的发生≈  ∀用

法将 ⁄2¬Α转入 °≤细胞 

2 选择抗性细胞克隆 ∀ •  印迹法显示

¬Α蛋白有高水平的表达 ∀用单胺能神经毒 2羟

基多巴胺 Λ# 诱导 ¬Α高表达 °≤

细胞凋亡 ∀与亲代 °≤ 细胞相比 ¬Α高表达

°≤细胞凋亡比例显著升高 与 √等≈的结果

相一致 表明 ¬促进细胞凋亡发生 ∀研究表明 

°≤2细胞经 2羟基多巴胺作用  后 ¬蛋白水

平开始升高  时细胞开始出现凋亡形态及相应

的生化改变≈ ∀显然 ¬在 2 ⁄ 引起的凋亡

过程中起重要作用   黄皮酰胺可以显著降低凋

亡细胞的比例 提高降低的线粒体膜电位水平 提高

的线粒体膜电位水平为其抗凋亡的机制之一 ∀但

  黄皮酰胺抗凋亡作用机制是复杂的   黄皮

酰胺可能作用于 ¬介导的凋亡过程 ∀不能够排除

  黄皮酰胺对 ¬通道有直接的阻滞作用 ∀因此

  黄皮酰胺的生化药理机制值得进一步探讨 对

¬通道体外作用模型的研究可以进一步确定其作

用的确切机制 ∀
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ΑΒΣΤΡΑΧΤ : ΑΙΜ °≤¬¬Α∏∏

∏ΜΕΤΗΟ∆Σ  ×¬Α⁄ ∏ ∏≥∏√

⁄×⁄2¬Α °≤ °≤ ¬ ¬Α 

∏ ∏¬ 2¬  Λ#    ∏ ΡΕΣΥΛΤΣ  × ¬Α

¬°≤2√1
ϖσ1≤∏1 ∗  Λ#

 
  

∏ ≤∏1 ∗ 1 Λ#
 
 √

 ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ×∏  ∏  √

 √∏ ∏√

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ :     ⁄   √ ¬ 

∏
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