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#摘要$!目的!探讨含有 6?5蛋白不同功能区域的 )TMa?SL%S6?5重组质粒对结肠癌细胞株 K̂S

"3 中
'

S连环蛋白表达的影响$ 方法!脂质体介导重组质粒 )TMa?SL%S6?5$ q& 转染 K̂S"3 #采用绿色

荧光及 \KS?5\验证重组质粒在细胞中的表达$ 以 Y2/(2B1 免疫印迹检测转染后 K̂S"3 细胞中
'

S连环

蛋白的表达#以 F?FF $%.# 软件分析电泳条带的灰度值$ 结果!重组质粒转染 K̂S"3 细胞后#绿色荧光

及 \KS?5\结果显示 & 个 6?5蛋白不同功能区域多肽可在细胞中表达$ Y2/(2B1 免疫印迹结果显示#重

组质粒 )TMa?SL%S6?5$ #)TMa?SL%S6?5" 和 )TMa?SL%S6?5% 对
'

S连环蛋白表达无影响#而 )TMa?SL%S

6?5V 和 )TMa?SL%S6?5& 均可降低结肠癌细胞株 K̂S"3 中
'

S连环蛋白的表达水平#其中以 )TMa?SL%S

6?5& 的抑制程度最强$ 结论!含有 6?5蛋白中 $& 氨基重复序列 bF6=?重复序列的 6?5& 基因片段既

可有效降低
'

S连环蛋白的表达#同时又是相对长度较短的可用于基因治疗的最优片段$

#关键词$! 6?5%!重组质粒%!转染%!

'
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6?5不同功能区域对结肠癌细胞株 K̂S"3 中
'

S连环蛋白表达的影响!吕梁#等

)TMa?SL%S6?5" ;1A )TMa?SL%S6?5% # ;1A O;/A9/(91C(@-;EE2C(2A ;E(2B,291<(B;1/E2C(2A O9('

)TMa?SL%S6?5V ;1A )TMa?SL%S6?5& # 2/)2C9;@@-('2@;(2BD12.0%+(931*%+! K'2/2@2C(2A

6?5& <212EB;<021(O9(' $&S;091D;C9A B2)2;(/;1A F6=?B2)2;(/# O'9C' 9/B2@;(9P2@-/'DB(# C;1
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!!分子生物学研究表明 $

'

S连环蛋白在结肠癌

的发生过程中起着重要作用#作为 Y1(信号通路

的关键成员#

'

S连环蛋白在细胞核中的异常聚集

可导致
'

S连环蛋白与转录因子 K5a*_Ta结合 #

激活 Y1(信号通路下游靶基因的转录#从而导致

癌症的发生&$S"'

,

'

S连环蛋白的异常聚集与 @E"

基因突变密切相关#将野生型 6?5蛋白导入体

内 #替代突变 @E"基因表达的 (截短型 ) 6?5蛋

白#可能成为抑制肿瘤细胞生长的一种有效手

段&%SV'

, 对于这一领域#目前的主要手段是将全长

6?5蛋白导入#但因为全长的 6?5蛋白较大 #作

为探针不易转染 , 一旦构建出有效作用的目的

基因 #也可能在人体内无法行使其功能 ,

本研究小组根据 6?5蛋白结构#扩增了 & 条

片段长度较短的 @E"基因功能区域片段#与真核

表达载体 )TMa?SL% 连接 #成功构建 )TMa?SL%S

6?5$ q& 重组质粒&&'

, 本研究将构建成功的重组

质粒转染结肠癌细胞株 K̂S"3 #通过检测不同重

组质粒对 K̂S"3 中
'

S连环蛋白表达的影响#筛选

出可有效降低
'

S连环蛋白表达同时片段长度较

短的片段#为结肠癌的基因治疗奠定一定的实验

基础 ,

AB材料与方法

$.$!材料

含 @E"基因 C>L6全长的质粒由美国 Z'9D州

立大学 gD;11;MDBA21 教授馈赠#人结直肠癌细胞

株 K̂S"3 由中南大学湘雅二医院中心实验室沈

宏伟老师惠赠 , )TMa?SL% 载体由广州军区总医

院医学实验科馈赠#转染试剂 _9)DE2C(;091

K=

"###

购自美 国 71P9(BD<21 公 司 # >L6 =;BW2B$&### 和

=;BW2B"### 购自日本 K;H;\;公司#>=T=!高糖 "

培养基购自美国 M7̀5Z公司#胎牛血清购自美国

-̂C@D12公司#鼠抗人
'

S连环蛋白抗体购自美国

F;1(;5BGX公司 ,

$."!方法

$.".$!重组质粒 )TMa?SL%S6?5的构建

设计引物分别扩增了 & 条含有 6?5功能区域

的片段 #将 ?5\扩增产物与空质粒 )TMa?SL% 双

酶切后连接 #成功构建 )TMa?SL%S6?5$ q&重组

质粒&&'

,

$."."!细胞培养

按常规操作培养 K̂S"3 细胞#使用的培养基

为高糖 >=T=! $#]胎牛血清# $]青霉素S链霉

素双抗 " ,

$.".%!细胞转染及稳定转染细胞株的筛选

按 照 71P9(BD<21 公 司 提 供 的 _9)DE2C(;0912

K=

"### 转染 )BD(DCD@操作#实验共分 I 组#即转染重

组 质 粒 组 ! )TMa?SL%S6?5$# )TMa?SL%S6?5" #

)TMa?SL%S6?5% # )TMa?SL%S6?5V # )TMa?SL%S

6?5& " -转染空质粒组 -空白对照组 !只加入等量

脂质体 " , 转染 VJ ' 后#荧光显微镜下观察细胞

内绿色荧光蛋白表达情况 , 采用有限稀释法进

行稳定转染细胞株的筛选 , 在 R 孔板中铺细胞 #

待细胞长至融合度约为 J#]时做转染 %转染 $ A

后消化#$r& 倍传代 %加入带抗生素 MV$J 的培养

基 #培养 % 周 !中途约隔 " q% A 换 $ 次培养基 " %

收集细胞 , 将一部分细胞加入细胞冻存液 #重悬

细胞#分装于 " 0_冻存管中 #至 V i %# 091#

4"# i %# 091# 4I# i过夜 #第 " 天放入液氮中

保存 , 一部分细胞留作下一步实验用 ,

$.".V!\KS?5\测定 @E"0\L6的表达

K\7XD@一步法提取细胞总 \L6#并用设计的

上下游引物 !表 $ " #\KS?5\检测 @E"0\L6的表

达 , ?5\扩增的条件为 $3V i变性 & 091 后 #按

下述参数循环 %# 次 #3V i变性 R# /#&& i退火

V& /#I" i延伸 R# /%最后 I" i延伸 & 091#V i

$V$
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保存 , 以琼脂糖凝胶电泳分析 ?5\产物并拍照

保存 , 对应扩增的片段如图 $ 所示 #其中 6?5$ q

6?5& 分 别 对 应 着 6?5蛋 白 密 码 子 R qIRI #

$ #"# q$ $R3 # $ "R" q" #%% # $ #"# q" #%% #

$ #"# q$ R3J ,

表 AB1!2引物序列

D">KAB1!24D;L04)'*<$'1

序号 引物序列

$ &jS55M5K5M6M6KMK6KM6K56MKKMKK66S%j

" &jS5M5MM6K555KM6M56K5K66KK5KS%j

% &jS55M5K5M6M6KMM665K6M6K6565566S%j

V &jS5M5MM6K555K5KK56KK6K6KKKK6S%j

& &jS55M5K5M6M6KMK6KKMKMK6M66M6K65KS%j

R &jS5M5MM6K55MK566K65K66M6M665S%j

I &jS5M5MM6K556K5KMK65KK5KM55KKS%j
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图 AB=L0片段扩增示意图'

I*-KABJ:$#(.<")%&"<)9*&*("#*%+%&=L0&'"-<$+#1K

$.".&!Y2/(2B1免疫印迹检测不同载体对 K̂S"3 细胞

中
'

S连环蛋白表达的影响

采用 Y2/(2B1 免疫印迹技术检测不同载体对

K̂S"3 细 胞 中
'

S连 环 蛋 白 表 达 的 影 响 , F>FS

?6MT条件为基层胶电压 J# c#分离胶 $R# c#电

泳完毕采用考马斯亮蓝进行染色过夜#而后脱色

% qV ' , 采用半干转印仪将蛋白转至硝酸纤维素

膜上#$& 06转印 I# 091 #取出转印膜#放入封闭

液中 #%I i封闭 % ' #将特异一抗用 " ]酪蛋白

进行 $r$## 稀释#放入转印膜 V i过夜# ?̀ F 洗

% 次 #每次 $# 091#特异酶标二抗用 ?̀ F 进行$r&##

稀释#放入转印膜#%I i结合 " '#?̀ F 洗 % 次#每

次 $# 091 #使用 2̀-DT5_?@G/! ?##$J " 等 T5_类

试剂来检测蛋白#混合后与膜共孵育 $ 091 , 曝光

% q$# 091#显影后清水漂洗#再定影 ,

GB结BB果

".$!稳定转染 )TMa?SL%S6?5的 K̂S"3 细胞株

的筛选

以重组质粒 )TMa?SL%S6?5& 为例#倒置显微

镜下分别观察转染重组质粒 VJ '#I A 和 "$ A 后

的 K̂S"3 细胞# MV$J 维持浓度为 %##

!

<*0_,

发现转染 VJ ' 后的细胞生长旺盛 #融合生长 %而

转染 I A 后的细胞数量明显减少#折光率减弱#大

部分脱落漂浮 %转染 "$ A 后的 K̂S"3 细胞呈集

落型生长#形态明显变圆!图 " " ,

"."!荧光显微镜下观察重组质粒在 K̂S"3 细胞

中的表达

转染 VJ ' 后在荧光显微镜下观察#可见 )TMS

a?SL%S6?5组细胞均能发出特异性的绿色荧光

!图 % " , 实验结果表明 $构建的质粒转染细胞

后#6?5和 Ma?融合蛋白表达良好 ,

".%!\KS?5\特异性扩增 6?5片段的结果

\KS?5\的结果表明 $ )TMa?SL%S6?5$ q&转

染细胞中能够表达 6?5蛋白的特定功能区域的

多肽 0\L6#目的片段扩增的大小与预期设计相

符#内参 S@E1>在图中大小为 V&# ,)#其中 6?5"

的目的基因与内参的片段重叠# )TMa?SL% 和空

白对照组均未见明显的特异性扩增条带 !图 V " ,

这表明重组质粒 )TMa?SL%S6?5$ q&可以在 K̂S

"3 细胞中表达 ,

".V!Y2/(2B1 免疫印迹检测重组质粒对 K̂S"3 中

'

S连环蛋白表达的影响

Y2/(2B1 免疫印迹分别检测 & 条重组质粒转染

入 K̂S"3 细胞后#对细胞内
'

S连环蛋白表达的影

响 #以正常细胞做对照 #同时以
'

S肌动蛋白作内

参 , 使用统计学软件 F?FF $%.#对 Y2/(2B1 免疫印

迹电泳条带的灰度值进行 D12SO;-6LZc6分析#

结果如图 & 所示 , 统计学分析显示 $前 V 组条带

!分别是正常细胞 #转染 )TMa?SL%S6?5$ #转染

)TMa?SL%S6?5" 和 转 染 )TMa?SL%S6?5% 的 细

胞 "灰度值间的差异无统计学意义 ! Ep#.#& " #

而后两组条带 !分别是转染 )TMa?SL%S6?5V 和

转染 )TMa?SL%S6?5& 的细胞 "灰度值同前相比 #

差异有统计学意义 ! Eh#.#& " , 说明当重组质

粒 )TMa?SL%S6?5V 和 )TMa?SL%S6?5& 转 染 入

K̂S"3 细胞后#可明显降低细胞内
'

S连环蛋白的

表达 ,

"V$



6?5不同功能区域对结肠癌细胞株 K̂S"3 中
'

S连环蛋白表达的影响!吕梁#等

图 GBXD;G] 细胞电子显微镜下形态% _ATT&' 6$未处理的 K̂S"3 细胞% $̀)TMa?SL%S6?5& 转染后 VJ '% 5$)TMa?SL%S6?5&

转染后 I A% >$)TMa?SL%S6?5& 转染后 "$ A,

I*-KGBXD;G] ($991@$'$%>1$'S$2>/ $9$(#'%+<*('%1(%)$"&#$'>$*+- #'"+1&$(#$2@*#.)5NIL;CM;=L0UK6$Q1(B2;(2A K̂S"3

C2@@/% $̀ K̂S"3 C2@@/(B;1/E2C(2A O9(' )TMa?SL%S6?5& EDBVJ '% 5$ K̂S"3 C2@@/(B;1/E2C(2A O9(' )TMa?SL%S6?5& EDBI A%

>$ K̂S"3 C2@@/(B;1/E2C(2A O9(' )TMa?SL%S6?5& EDB"$ A.

图 MB转染 QP .后 XD;G] 细胞中绿色荧光蛋白的表达% _ATT&' 6$)TMa?SL% 空载体转染% $̀)TMa?SL%S6?5$ 转染% 5$

)TMa?SL%S6?5" 转染% >$)TMa?SL%S6?5% 转染% T$)TMa?SL%S6?5V 转染% a$)TMa?SL%S6?5& 转染% M$脂质体 _9)DS

E2C(;091

K=

"### 转染,

I*-KMBN'$$+&93%'$1($+($("+>$%>1$'S$2*+XD;G] ($991#'"+1&$(#$2&%'QP .K6$ K̂S"3 C2@@/(B;1/E2C(2A O9(' CD1(BD@)TMa?S

L%% $̀ K̂S"3 C2@@/(B;1/E2C(2A O9(' )TMa?SL%S6?5$% 5$ K̂S"3 C2@@/(B;1/E2C(2A O9(' )TMa?SL%S6?5"% >$ K̂S"3 C2@@/

(B;1/E2C(2A O9(' )TMa?SL%S6?5%% T$ K̂S"3 C2@@/(B;1/E2C(2A O9(' )TMa?SL%S6?5V% a$ K̂S"3 C2@@/(B;1/E2C(2A O9(' )TMS

a?SL%S6?5&% M$ K̂S"3 C2@@/(B;1/E2C(2A O9(' _9)DE2C(;091

K=

"###.

%V$
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图 QB4D;L04检测1!2基因表达' =$$=;BW2B$&###% ="$

=;BW2B$&### 和=;BW2B"### 的混合物% $$)TMa?SL%S

6?5$ 转染% "$)TMa?SL%S6?5" 转染% %$)TMa?SL%S

6?5% 转染% V$)TMa?SL%S6?5V 转染% &$)TMa?SL%S

6?5& 转染% R$空载体 )TMa?SL% 转染% I$空脂质体
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图 UBXD;G] 细胞中
"

;连环蛋白的表达' 6$

'

S连环蛋白和

'

S肌动蛋白!阴性对照"在 K̂S"3 细胞中表达的Y2/(S

2B1免疫印迹分折, #$未处理的 K̂S"3 细胞%$ q&$为

转染 )TMa?SL%S6?5$ q& 的 K̂S"3 细胞% $̀Y2/(2B1

免疫印迹电泳条带灰度值的统计学分析, 与未处理

的 K̂S"3 细胞比较#
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@E"基因突变导致其表达 (截短型 ) 6?5蛋

白 #引起 Y1(信号通路中 6?5与
'

S连环蛋白形

成的复合体解聚#使得
'

S连环蛋白稳定存在于

细胞质中 #并很快进入细胞核#激活下游靶基因

CS0-C和 /GBP9P91 等的转录&$S"'

#导致癌症的发生,

L;('W2等&%' 发现将正常全长野生型 6?5蛋白导

入存在 6?5蛋白截短或失活的结肠癌细胞中#可

抑制这一过程, 事实上 #将 6?5基因或者部分功

能性的 @E"基因片段导入结肠癌细胞中 #能够部

分逆转由于 6?5基因缺失造成的癌基因过度表

达#从而抑制肿瘤细胞的生长, 该方法或许能够

成为基因治疗早中期结肠癌的有效方法,

在前面的研究中#根据 6?5蛋白结构及相关

文献 & RSJ ' #利用真核表达载体 )TMa?SL% #构建

了 & 条 @E"基因特异性功能域片段 6?5$ q& ,

其中 6?5$ 为 '2)(;A 重复序列#与卷曲螺旋结构

域的形成和寡聚化作用有关%6?5" 为 $& 氨基重

复序列 #是
'

S连环蛋白的结合位点%6?5% 为 "#

氨基重复序列 #可通过磷酸化调节作用与
'

S连

环蛋白结合 %6?5V 为 $& 氨基重复序列 b"# 氨

基重复序列%6?5& 为 $& 氨基重复序列 bF6=?

重复序列#其中 F6=?序列为 6+91 的结合位点,

将 6?5片段插入真核表达载体 )TMa?SL% 中 #亚

克隆构建重组真核表达载体 ,

K̂S"3 细胞中表达的是截短型 6?5蛋白,

实验中#将 )TMa?SL%S6?5$ q&通过脂质体介导

法转染 K̂S"3 细胞#通过绿色荧光检测和 \KS

?5\验证#证实构建的重组质粒在细胞内均得到

表达, Y2/(2B1 免疫印迹结果及灰度扫描统计学

分析显示#与对照组相比 # )TMa?SL%S6?5$ # )TMS

a?SL%S6?5" 和 )TMa?SL%S6?5% 对细胞内
'

S连

环蛋白表达水平无明显影响#而 )TMa?SL%S6?5V

和 )TMa?SL%S6?5& 可明显降低细胞内的
'

S连环

蛋白表达水平 , 这说明 6?5蛋白 &j端的 '2)(;A

B2)2;(;1A ;B0;A9@@D结构 ! )TMa?SL%S6?5$ " 对
'

S

连环蛋白的表达无影响#而仅含有 $& 氨基酸重

复序列的 )TMa?SL%S6?5" 和仅含有 "# 氨基酸重

复序列的 )TMa?SL%S6?5% 也不能对
'

S连环蛋白

的表达起到影响 %$& 氨基酸重复序列和 "# 氨基

酸重复序列一起作用 ! )TMa?SL%S6?5V "可以降

VV$



6?5不同功能区域对结肠癌细胞株 K̂S"3 中
'

S连环蛋白表达的影响!吕梁#等

低
'

S连环蛋白的表达#带有全长的 $& 氨基酸重

复序列和部分的 "# 氨基酸重复序列 ! )TMa?SL%S

6?5& "同样可以降低
'

S连环蛋白的表达 ,

对于基因治疗而言#在效率等同的前提下#

优选片段较短的基因 , 6?5V 和 6?5& 分别对应

6?5蛋白密码子 $ #"# q" #%% 和 $ #"# q$ R3J #

6?5& 较 6?5V 短 , 实验证明 6?5& 就是本研究中

寻找 的 6?5基 因 片 段# 该 基 因 片 段 全 长 为

" #%I ,)#包含有 6?5结构里全长的 $& 氨基酸重

复序列和部分的 "# 氨基酸重复序列 #可以有效

降低表达截短型 6?5蛋白的结直肠癌细胞中
'

S

连环蛋白的表达#有望为结直肠癌的基因治疗提

供新的思路 ,
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