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反式激活蛋白氧依赖性降解结构融合结构域介导蛋白跨膜转运
和氧依赖性降解作用

赵　宇１，武军华１，贾培媛１，吴少平２，高　珊２，王晨宇１，黄春倩１，王玉霞１

（１．军事医学科学院毒物药物研究所，北京 １００８５０；２．北京市疾病预防控制中心，北京 １０００３１）

　　摘要：目的　研究反式激活蛋白（ＴＡＴ）蛋白转导结构域介导的融合蛋白的跨膜转运，以及氧依赖性降
解（ＯＤＤ）结构域介导融合蛋白在体内外不同氧分压环境中的降解作用。方法　将ＴＡＴ，ＯＤＤ以及增强绿色
荧光蛋白（ＥＧＦＰ）基因序列进行融合，构建了 ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ融合蛋白基因。将该序列克隆到原核表达载
体ｐＥＴ２８ａ中，在ＢＬ２１工程菌中进行表达，通过亲和柱层析法纯化，得到高纯度的融合蛋白。同方法制备
ＥＧＦＰ和ＴＡＴＥＧＦＰ融合蛋白作为对照。在２０％Ｏ２和１％Ｏ２将融合蛋白与Ａ５４９，Ｈ１２９９和ＭＤＡＭＢ２３１细
胞系孵育，荧光显微镜下观察融合蛋白在细胞中的分布以及稳定性。小鼠尾静脉注射不同融合蛋白

（１０ｍｇ·ｋｇ－１），分别在注射后１，６和１２ｈ处死动物，取脏器在荧光显微镜下观察融合蛋白的分布及稳定性。
结果　由于ＥＧＦＰ相对分子质量大，无法穿透细胞及组织。ＴＡＴ可以有效地介导 ＴＡＴＥＧＦＰ进入细胞和动
物实体组织，其稳定性不受细胞或组织中氧分压的影响，而 ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ进入细胞或组织后，在２０％Ｏ２
条件下迅速降解，但可稳定存在于１％Ｏ２细胞及组织中。结论　ＴＡＴ可以有效地转导融合蛋白穿过细胞
膜。引入ＯＤＤ，２０％Ｏ２下融合蛋白ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ迅速降解，但可以稳定存在于１％Ｏ２细胞和组织中，说
明ＴＡＴＯＤＤ可以转导蛋白进入并靶向存在于低氧的肿瘤组织中。
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　　蛋白转导结构域（ｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ，
ＰＴＤ）是一类具有将外源性生物大分子，如 ＤＮＡ，
ＲＮＡ和蛋白质等转导进入细胞及实体组织内的多
肽类物质，主要包括人类免疫缺陷病毒１（ＨＩＶ１）的
反式激活蛋白（ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒ，ＴＡＴ）结构域，单纯疱
疹病毒的病毒蛋白２２（ｖｉｒａｌｐｒｏｔｅｉｎ２２，ＶＰ２２）以及
果蝇的触角梗节蛋白（ａｎｔｅｎｎａｐｅｄｉａ，Ａｎｐｔ）等［１－２］。

ＰＴＤ介导外源生物大分子发生跨膜转导的机制，之
前的理论认为是由于ＰＴＤ类多肽富含正电荷，与富
含负电荷的生物膜发生相互作用，从而介导大分子

物质发生内化［３］。而近些年的大量研究表明，ＰＴＤ
的内化过程是由网格蛋白分子介导的细胞

内吞作用，同时还伴有细胞膜内脂筏结构的参
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与［４］。由于ＰＴＤ可以介导具有活性的生物大分子
进入病灶部位，在细胞内发挥其生物功能，因此可以

利用其转导生物大分子进入肿瘤细胞发挥抗肿瘤作

用。如利用ＴＡＴ将不同的肿瘤抑制因子如ｐ５３，ｐ２７
和ｐ１６等导入实体瘤内部，发挥抑制肿瘤生长的作
用［５－７］。但是，ＰＴＤ的细胞转导作用缺乏靶向性，其
融合蛋白对正常细胞可能存在广泛的毒性作用成为

限制其应用的关键。

低氧诱导因子（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ，ＨＩＦ）
是一类具有氧敏感性的转录因子。其结构中含有氧

依赖性降解（ｏｘｙｇｅｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ，ＯＤＤ）结
构域，当细胞或组织中氧含量丰富时，ＯＤＤ结构域
可以介导ＨＩＦ通过ｐＶＨＬ参与的泛素蛋白酶体途径
发生降解，使ＨＩＦ在具有正常氧分压的正常组织和
细胞内不稳定，而稳定存在于乏氧区域，如实体瘤的

缺氧区域［８］。Ｈａｒａｄａ等［９］首次报道利用 ＯＤＤ结构
域最小结构单元与抗肿瘤蛋白胱天蛋白酶融合，在

ＴＡＴ的介导下进入实体组织，特异性地积累于实体
瘤的低氧区域，发挥抗肿瘤作用。

为了揭示ＴＡＴＯＤＤ介导其融合蛋白进入细胞
及组织的普遍规律，本实验以增强绿色荧光蛋白
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（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）为示踪
蛋白，原核表达并纯化了 ＥＧＦＰ，ＴＡＴＥＧＦＰ和
ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ，通过观察该融合蛋白在不同氧分
压培养细胞内的稳定性以及其在动物体内不通过组

织中的分布特性，探讨 ＴＡＴＯＤＤ用于靶向抗肿瘤
生物大分子药物研究的可行性。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
胰蛋白胨和酵母提取物均购自 Ｏｘｏｉｄ公司。

ＰＣＲ扩增引物由英骏公司合成。ｐＥＴ２８ａＥＧＦＰ，
ｐＥＴ２８ａＴＡＴＥＧＦＰ和 ｐＥＴ２８ａＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ质粒
为本室构建。ＤＨ５α和 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态菌株购
自天根生化科技（北京）有限公司。异丙基βＤ１
硫代半乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌβＤ１ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏ
ｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）购自Ｓｉｇｍａ公司，Ｆｏｌｉｎ酚和 ＢＳＡ标准品
干粉购自 Ｓｉｇｍａ公司，ＨｉｓｌｉｎｋＴＭ ＰｒｏｔｅｉｎＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｒｅｓｉｎ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，小鼠抗 Ｈｉｓｔａｇ单克隆抗
体购自天根生化科技（北京）有限公司，辣根过氧化

物酶标记羊抗小鼠ＩｇＧ购自北京中杉金桥生物有限
公司，增强型化学超敏发光液（ｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌｕｍｉ
ｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）购自天根生化科技（北京）有限公
司。ＲＰＭＩ１６４０培养基干粉，购自 Ｇｉｂｃｏ公司；
ＤＭＥＭ培养基及胎牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；胰蛋
白酶，二甲亚砜（ＤＭＳＯ），ＤＡＰＩ购自 Ｓｉｇｍａ公司；
０．２２μｍＮＣ膜购自Ｐｏｌｌ公司；荧光防促灭封片剂购
自普利来生物技术有限公司；ＧＦ／Ｃ针头式滤器购
自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；细胞培养板，培养皿购自Ｃｏｓｔａｒ公
司；其他常规生化试剂均为国产分析纯，购自军事医

学科学院。

三气细胞培养箱，美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；荧光显微
镜，Ｌｅｉｃａ公司；ＪＹ９２Ⅱ型超声波细胞粉碎机，宁波
新芝科仪器研究所；蛋白电泳槽，美国 ＢｉｏＲａｄ公
司；半干法电转槽，北京六一仪器厂。Ｖａｒｉｏｓｋａｎ
Ｆｌａｓｈ酶标仪美国Ｔｈｅｒｍｏ公司。
１．２　融合蛋白的制备、纯化及鉴定
１．２．１　细胞培养

人肺腺癌细胞系Ａ５４９由军事医学科学院基础医
学研究所赠送，人非小细胞肺癌细胞系Ｈ１２９９购自协
和医科大学肿瘤所，人乳腺癌细胞系ＭＤＡＭＢ２３１为
本室保存。Ａ５４９细胞用含 １０％ ＦＢＳ，青霉素
１００ｋＵ·Ｌ－１，链霉素 １００ｋＵ·Ｌ－１的 ＤＭＥＭ，置于
３７℃，５％ＣＯ２的细胞培养箱中培养；Ｈ１２９９和
ＭＤＡＭＢ２３１细胞用含 １０％ ＦＢＳ，青霉素 １００
ｋＵ·Ｌ－１，链霉素１００ｋＵ·Ｌ－１的 ＰＲＭＩ１６４０，置于

３７℃，５％ＣＯ２的细胞培养箱中培养。低氧培养时，
将细胞放入三气培养箱中，用９９．９％的氮气平衡，
Ｏ２终浓度为１％，低氧培养８ｈ。
１．２．２　融合蛋白的表达与纯化

将冻存的转化了 ｐＥＴ２８ａＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ的菌
株接种至５ｍｌＬＢＫａｎａ＋培养基中，３７℃活化过夜。
活化的菌株接种至５００ｍｌ２×ＹＴＫａｎａ＋培养基中，
３７℃培养到指数生长期，以 ＩＰＴＧ１ｍｍｏｌ·Ｌ－１诱导
４ｈ。经 ４℃，７０００×ｇ离心，菌体沉淀于 ＰＢＳ１０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ７．４重悬，超声破碎。超声后的混悬
液经４℃，１００００×ｇ离心，含有目的蛋白的上清说
明书所述方法，利用梯度咪唑洗脱法经 ＨｉｓｌｉｎｋＴＭ

ＰｒｏｔｅｉｎＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＲｅｓｉｎ进行亲和层析纯化，收集各
洗脱组分，经 ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定。将含有纯度较高的
目的蛋白的各组分合并，装入截留相对分子质量为

３００００的透析袋中，经 ＰＥＧ２００００浓缩，利用连续
梯度透析法，透析至 ＰＢＳ５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ７．４中。
透析后的融合蛋白经改良 Ｌｏｗｒｙ等法定量，ＳＤＳ
ＰＡＧＥ和Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法鉴定，过滤分装，于 －８０℃
保存。ＥＧＦＰ和ＴＡＴＥＧＦＰ同样的方法制备。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法鉴定纯化蛋白

蛋白样品经 ＳＤＳＰＡＧＥ分离，利用半干法转印
蛋白至ＮＣ膜。取出ＮＣ膜，用５％脱脂奶粉３７℃封
闭１ｈ。加入１∶１０００稀释的小鼠抗 Ｈｉｓｔａｇ单克隆
抗体，４℃孵育过夜。用 Ｔｒｉｓ缓冲液吐温２０溶液
（ＴＢＳＴ）洗去过量一抗。加入１∶１０００稀释的 ＨＲＰ
标记的羊抗小鼠ＩｇＧ，３７℃孵育３０ｍｉｎ。用ＴＢＳＴ洗
去过量二抗，加入 ＥＣＬ发光液，暗室中曝光。曝光
时间视ＮＣ膜上信号强弱而定。
１．２．４　细胞荧光染色分析融合蛋白跨膜转运及氧
依赖性

将Ａ５４９，Ｈ１２９９和ＭＤＡＭＢ２３１细胞分别以每
孔１×１０５个接种至６孔培养板中，每孔预置一块灭
菌处理的盖玻片，规格为 ２０ｍｍ×２０ｍｍ，培养过
夜。细胞分为４大组，分别加入生理盐水和终浓度
为１００ｍｇ·Ｌ－１的 ＥＧＦＰ，ＴＡＴＥＧＦＰ和 ＴＡＴＯＤＤ
ＥＧＦＰ，每大组分为２个小组，分别将细胞分别置于
常氧（２０％）或低氧（１％）氧气浓度条件下培养，１ｈ
后更换新鲜培养基，继续培养１ｈ。吸去培养基，用
预冷的ＰＢＳ洗去细胞表面残余的培养基，加入预冷
的４％多聚甲醛，４℃固定过夜。吸去固定液，用
ＰＢＳ漂洗细胞３次，加入１ｍｌＤＡＰＩ１ｍｇ·Ｌ－１染液，
室温孵育１０ｍｉｎ。吸去染色液，用 ＰＢＳ洗去多余染
色液，用抗荧光衰减封片剂封片后在荧光显微镜下

观察，拍照。
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１．３　在体实验
１．３．１　观察融合蛋白在正常组织内分布

１２只雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，６～８周龄，购自军事
医学科学院实验动物中心，许可证号 ＳＣＸＫ（军）
２００７００４。按照随机分组分别经尾静脉注射给予生
理盐水，ＥＧＦＰ，ＴＡＴＥＧＦＰ和 ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ融合
蛋白１０ｍｇ·ｋｇ－１。分别在给药后１，６和１２ｈ处死
动物，经心脏灌流后取心脏、肝、脾、肺、小肠、肾和脑

组织，用干冰冷冻后于 －８０℃存放。组织进行冰冻
切片后直接在显微镜下观察融合蛋白在各组织内的

分布并进行拍照。

１．３．２　观察 ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ融合蛋白在实体瘤
组织内的分布

６只４～６周龄的雌性ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠购自维通利
华公司，许可证号ＳＣＸＫ（京）２００６０００９。

常规培养Ｈ１２９９细胞，生理盐水制成２×１０１１Ｌ－１

的细胞悬液。ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠右侧肩胛皮下接种
０．１５ｍｌ，接种３只。当肿瘤长至１００ｍｍ３左右时，无菌
下取出肿瘤，用无菌生理盐水清洗，１０ｍｌ生理盐水分
散，经２００目尼龙网过筛。筛后的细胞悬液按上述方
法再接种于正常４～６周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠皮下。待
肿瘤长至２００ｍｍ３左右时，剂量 ｉｐ给予 ＴＡＴＯＤＤ
ＥＧＦＰ１０ｍｇ·ｋｇ－１模型对照组给予生理盐水。１ｈ后处
死动物，生理盐水灌流心脏，取肿瘤组织，置于４％甲醛
溶液中固定１周，固定后的组织制成石蜡切片，室温存
放。组织切片免疫荧光染色步骤参见文献［１０］。

２　结果

２．１　３种融合蛋白的表达、纯化及鉴定
将诱导前与诱导后的全菌裂解产物进行 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析（图１），结果表明ＥＧＦＰ，ＴＡＴＥＧＦＰ和ＴＡＴ
ＯＤＤＥＧＦＰ在菌体中成功表达，凝胶条带定量显示３
种融合蛋白含量占菌体总蛋白分别为８１％，７６％和
７４％。进一步进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析显示（图２），３种融
合蛋白的可溶性形式在上清中的比例分别为６３％，

５９％和３４％。

图１　增强绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）融合蛋白在大肠杆菌
ＢＬ２１中表达．异丙基βＤ硫代半乳糖苷诱导４ｈ后大肠杆菌表
达 ＥＧＦＰ融合蛋白．Ｍ：标志物；泳道 １～３：ＥＧＦＰ，ＴＡＴＥＧＦＰ和
ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ诱导前的菌体全蛋白；泳道４～６：ＥＧＦＰ，ＴＡＴＥＧＦＰ
和 ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ诱导后菌体全蛋白样．ＴＡＴ：反式激活蛋白；
ＯＤＤ：氧依赖性降解．
Ｆｉｇ．１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ
（ＥＧＦＰ）ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）．

图２　ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定菌体裂解上清及沉淀中的ＥＧＦＰ融合蛋
白．Ｍ：标志物；泳道１～３：ＥＧＦＰ，ＴＡＴＥＧＦＰ和ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ菌体裂
解上清；泳道４～６：ＥＧＦＰ，ＴＡＴＥＧＦＰ和ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ菌体裂解沉淀．
Ｆｉｇ．２　 ＳＤＳＰＡＧＥ ｏｆＥＧＦＰ ｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｎｄ
ｓｅｄｉｍｅｎｔｏｆｔｈｅｓｏｎｉｃａｔｅｄｈｏｓｔｓ．

　　ＳＤＳＰＡＧＥ定量分析经梯度咪唑洗脱后对３种
融合蛋白的纯化结果发现，纯化后融合蛋白的纯度分

别为９１％，９９％和９６％（图３，图４），小鼠抗 ＨｉｓＴａｇ
标签单克隆抗体对纯化后的融合蛋白进行了鉴定，结

果显示纯化的３种融合蛋白均能被小鼠抗ＨｉｓＴａｇ标
签抗体所识别，且相对分子质量正确，说明所得蛋白

是目的蛋白（图５）。通过 Ｌｏｗｒｙ等法定量的结果显
示，０．５Ｌ菌液能得到约１５ｍｇ的融合蛋白。

图３　利用Ｎｉ亲和柱层析法纯化不同的ＥＧＦＰ融合蛋白．Ａ，Ｂ，Ｃ分别为ＥＧＦＰ，ＴＡＴＥＧＦＰ和ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ经梯度咪唑洗脱后各洗
脱组分的ＳＤＳＰＡＧＥ．Ｍ：标志物．Ａ：泳道１～６：咪唑洗脱液２０，４０，６０，８０，１００和２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１；Ｂ：泳道１～９：咪唑洗脱液２０，４０，６０，８０，
１００，２００，３００，４００和５００ｍｍｏｌ·Ｌ－１．Ｃ：泳道１～８：咪唑洗脱液２０，４０，６０，８０，３００，４００，５００和１０００ｍｍｏｌ·Ｌ－１．
Ｆｉｇ．３　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＥＧＦＰｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｂｙＮｉａｆｆｉｎｉｔｙｃｏｌｕｍｎ．
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图４　ＳＤＳＰＡＧＥ分析和鉴定ＥＧＦＰ融合蛋白纯度．Ｍ：标志
物；泳道１：ＥＧＦＰ；泳道２：ＴＡＴＥＧＦＰ；泳道３：ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ．
Ｆｉｇ．４　ＡｎａｌｙｓｉｓａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＥＧＦＰｆｕｓｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｂｙＳＤＳＰＡＧＥ．

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法鉴定纯化后的ＥＧＦＰ融合蛋白．泳道１：
ＥＧＦＰ；泳道２：ＴＡＴＥＧＦＰ；泳道３：ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ．
Ｆｉｇ．５　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＥＧＦＰｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｖｉａ
ｍｏｕｓｅａｎｔｉＨｉｓＴａｇｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．

２．２　ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ体外的跨膜转运以及氧依
赖稳定性

由图６～图８Ａ４５９，Ｈ２９９和ＭＤＡＭＢ２３１结果
显示，常氧及低氧条件下，３种融合蛋白在对３种肿
瘤细胞系的作用结果是一致的。在常氧（图６Ａ～图
８Ａ）及低氧（图６Ｂ～图８Ｂ）条件下，生理盐水组和
ＥＧＦＰ组的细胞质（图６～图 ８，ａ１，ｂ１）和细胞核
（图６～图８，ａ２，ｂ２）未见绿色荧光；与 ＴＡＴＥＧＦＰ
孵育的细胞质（图６ｃ１～图８ｃ１）和细胞核（图６ｃ２～
图８ｃ２）中均能观察到明显的绿色荧光，表明ＴＡＴ可
以有效地介导 ＥＧＦＰ穿过细胞膜进入细胞内，同时
可以使其积累于细胞质和细胞核中。而与 ＴＡＴ
ＯＤＤＥＧＦＰ孵育的细胞在常氧分压下几乎观察不到
绿色荧光（图６Ａｄ１～ｄ３～图８Ａｄ１～ｄ３）；在低氧条
件下，经相同处理的细胞内可以观察到明显的绿色

荧光存在，其强度与 ＴＡＴＥＧＦＰ组的细胞相当（图
６Ｂ～图８Ｂｄ１～ｄ３）。这一结果说明由于引入 ＯＤＤ
结构域，ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ在氧分压正常的细胞中迅
速降解，而在低氧细胞中稳定存在，使 ＴＡＴＯＤＤ
ＥＧＦＰ融合蛋白的分布具有了低氧靶向性。ＥＧＦＰ，
ＴＡＴＥＧＦＰ，ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ在三种不同的实体瘤
细胞内的稳定性结果一致，说明 ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ的
稳定性依赖于实体瘤的氧分压状态，却不或较少依

赖于实体瘤的肿瘤细胞类别。

图６　３种融合蛋白在常氧（２０％Ｏ２，Ａ）和低氧（１％Ｏ２，Ｂ）
条件下在Ａ５４９细胞的跨膜能力．Ａ５４９细胞分别加入生理盐水
（ａ）和终浓度为 １００ｍｇ·Ｌ－１的 ＥＧＦＰ（ｂ），ＴＡＴＥＧＦＰ（ｃ）和 ＴＡＴ
ＯＤＤＥＧＦＰ（ｄ）后分别置常氧和低氧条件下培养１ｈ．１为细胞质，２
为细胞核，３为１和２叠加结果．
Ｆｉｇ．６　ＣｅｌｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＥＧＦＰｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｕｎｄｅｒｎｏｒｍｏｘｉａ（２０％Ｏ２，Ａ）ａｎｄｈｙｐｏｘｉａ（１％Ｏ２，Ｂ）ｉｎ
Ａ５４９ｃｅｌｌｌｉｎｅ．

２．３　ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ融合蛋白在正常小鼠及荷
瘤小鼠动物组织中的分布及稳定性

将三种融合蛋白给予正常小鼠，观察蛋白在小鼠

不同组织中的稳定性。图９和图１０结果显示，给３
种融合蛋白 １ｈ后，给予 ＴＡＴＥＧＦＰ和 ＴＡＴＯＤＤ
ＥＧＦＰ的小鼠各种组织内可以观察到明显的绿色荧
光，但是 ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ组的荧光强度明显弱于
ＴＡＴＥＧＦＰ组；而在６ｈ时，只有 ＴＡＴＥＧＦＰ组小鼠
组织内可以观察到明显的荧光，ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ组
小鼠各组织内的荧光强度明显减弱，几乎观察不到；
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图７　融合蛋白在常氧（Ａ）和低氧（Ｂ）条件下在Ｈ１２９９细胞的跨膜能力．分组处理见图６．
Ｆｉｇ．７　ＴｈｅｃｅｌｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＥＧＦＰｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｕｎｄｅｒｎｏｒｍｏｘｉａａｎｄｈｙｐｏｘｉａｉｎＨ１２９９ｃｅｌｌｌｉｎｅ．

图８　融合蛋白在常氧（Ａ）和低氧（Ｂ）条件下在ＭＤＡＭＢ２３１细胞的跨膜能力．分组处理见图６．
Ｆｉｇ．８　ＣｅｌｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＥＧＦＰｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｕｎｄｅｒｎｏｒｍｏｘｉａａｎｄｈｙｐｏｘｉａｉｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｌｉｎｅ．

在１２ｈ时，只有 ＴＡＴＥＧＦＰ组小鼠的各组织内能观
察到荧光。而ＥＧＦＰ和生理盐水组的小鼠组织切片
在以上３个时间点均观测不到明显的绿色荧光。以
上结果说明ＴＡＴ在体内可以有效地介导融合蛋白进
入组织，包括中枢系统，融合蛋白在组织内可以稳定

存在，而在ＯＤＤ存在的情况下，由于融合蛋白在正常

组织内可以被迅速降解，ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ不会长时间
积累在组织内。图１１结果显示，ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ在
实体瘤组织内的分布区域与ＨＩＦ１α高表达的区域几
乎一致，提示 ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ可以选择性地分布于
实体瘤组织内的低氧区域，这与之前利用ＴＡＴＯＤＤ
ｐ５３蛋白进行实验时得出的结果是一致的［５］。
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图９　ＥＧＦＰ，ＴＡＴＥＧＦＰ和ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ在正常小鼠脑（Ａ）、心脏（Ｂ）、肺（Ｃ）、肝（Ｄ）和脾（Ｅ）组织中的分布及稳定性．
ａ～ｄ：分别为ｉｖ给予生理盐水、ＥＧＦＰ，ＴＡＴＥＧＦＰ和ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ．１，２，３分别为药后１，６和１２ｈ．
Ｆｉｇ．９　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＥＧＦＰｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｂｒａｉｎ（Ａ），ｈｅａｒｔ（Ｂ），ｌｕｎｇ（Ｃ），ｌｉｖｅｒ（Ｄ）ａｎｄ
ｓｐｌｅｅｎ（Ｅ）ｏｆｍｉｃｅ．
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图１０　ＥＧＦＰ，ＴＡＴＥＧＦＰ和ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ在正常小鼠肾（Ａ）和小肠（Ｂ）组织中的分布及稳定性．ａ～ｄ：分别为 ｉｖ给予生
理盐水、ＥＧＦＰ，ＴＡＴＥＧＦＰ和ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ．１，２，３分别为药后１，６和１２ｈ．
Ｆｉｇ．１０　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＥＧＦＰｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｋｉｄｎｅｙｓ（Ａ）ａｎｄｉｎｔｅｓｔｉｎｅ（Ｂ）ｏｆｍｉｃｅ．

图１１　ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ在实体瘤组织中与低氧诱导因子１α
（ＨＩＦ１α）共定位染色．应用Ｈ１２９９细胞系建立的荷瘤模型小鼠，
静脉注射ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ后观察蛋白在实体瘤组织分布，同时应用
免疫荧光染色方法显示ＨＩＦ１α以及 ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ在实体瘤组织
中的分布．Ａ：ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ；Ｂ：ＨＩＦ１α；Ｃ：细胞核；Ｄ：Ａ，Ｂ和
Ｃ叠加．
Ｆｉｇ．１１　ＣｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰａｎｄｈｙｐｏｘｉａ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α（ＨＩＦ１α）ｉｎｓｏｌｉｄｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ．

３　讨论

目前，利用ＴＡＴ的跨膜转导作用将具有治疗活
性的生物大分子导入病灶部位细胞已经成为开发新

型生物制剂的研究热点。很多文献报道了利用ＴＡＴ
的透膜转运作用将不同的生物活性分子导入相应模

型动物体内进行疾病的治疗，并取得了良好的疗

效［１１］。曾经利用小鼠黑色素瘤和人非小细胞肺癌

动物模型，观察了 ＴＡＴｐ５３蛋白的抗肿瘤治疗作
用。但是，两次实验结果均没有得到明显的抗肿瘤

效果，与体外细胞实验结果不一致［５］。在 ＴＡＴｐ５３
蛋白中引入 ＯＤＤ结构域后，ＴＡＴＯＤＤｐ５３在体内
外实验中均发挥了较好的抗肿瘤活性。推测是由于

ＴＡＴ转导结构域在体内的跨膜转导作用缺乏靶向
性，既可以将与之融合的功能性分子导入病灶组织，

也可以将其导入正常组织，由此产生对正常组织的

毒性作用，在一定程度上促进肿瘤细胞增长，抵消了

它的肿瘤抑制作用。

自从绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）及其改构蛋白 ＥＧＦＰ
被开发以来，由于其自身具有绿色荧光，容易观察，

稳定性好，被广泛地用作报道分子和标记分子应用

于实验研究领域［１２］。本研究中，构建了 ＴＡＴＯＤＤ
ＥＧＦＰ，与 ＥＧＦＰ和 ＴＡＴＥＧＦＰ对照，通过一系列实
验初步证明，ＴＡＴＥＧＦＰ可以广泛并稳定地分布于
小鼠的所有实体组织，而 ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ在正常组
织中不稳定，与ＴＡＴＥＧＦＰ相比，在注射后６ｈ在全
部正常组织中就很难观察到 ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ的存
在；这与体外实验以及之前报道的ＴＡＴＯＤＤｐ５３融
合蛋白的生物学特性相似。

在实体瘤组织中，一般认为当瘤体积超过

５０ｍｍ３时，瘤组织中即存在低氧区域［１３］。本实验

在荷瘤小鼠瘤体生长至２００ｍｍ３时给药进行实验。

·３５４·中国药理学与毒理学杂志２０１１年１０月第２５卷第５期　ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，Ｖｏｌ２５，Ｎｏ５，Ｏｃｔ２０１１



ＨＩＦ１在哺乳动物低氧组织中表达，其稳定性与组
织中氧浓度密切相关。通过免疫荧光双染色进行分

析显示，ＴＡＴＯＤＤＥＧＦＰ的实体瘤组织分布区域与组
织中 ＨＩＦ１α高表达的区域一致。说明 ＴＡＴＯＤＤ
ＥＧＦＰ可以选择性地分布于实体瘤组织中的低氧区
域。可见如引入 ＯＤＤ结构域可以通过融合蛋白的
氧依赖性代谢，增强 ＴＡＴ转导的低氧靶向性，为实
现ＴＡＴ融合蛋白类药物进行肿瘤治疗提供了新的
设计思路。
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《中国药理学与毒理学杂志》征订及征稿启事

　　《中国药理学与毒理学杂志》（ＣＪＰＴ）是国家新闻出版署正式批准，由中国药理学会、中国毒理学会及军事医学科学院毒物
药物研究所共同主办的学术期刊。主要刊登实验药理学与实验毒理学各分支学科的研究论著、综述、短讯及新技术方法。

ＣＪＰＴ为双月刊，国内外公开发行。国内统一刊号 ＣＮ１１１１５５Ｒ，国内邮发代号：８２１４０，国外邮发代号：ＢＭ１０５１。国内每期定
价为１５．０元，全年定价９０．０元。可以通过邮局订阅，也可以直接联系编辑部补订。

投稿请登录ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｊｐｔ．ａｃ．ｃｎ在线投稿；通过本刊网站还可以免费阅读全文。在线投稿成功后，一定尽快邮寄“版
权专有使用授权书”及稿件处理费（１００元），编辑部收到全部材料后方开始稿件的处理工作。“版权专有使用授权书”可在本
刊网站的“下载中心”下载；签名作者的顺序及人数一定要与稿件一致；不方便签字的，可由第一作者或联系作者代签；加盖单

位公章。本刊兼收中英文稿件，文种对稿件的处理无影响，重要的是质量；但英文稿件优先刊出。为方便修改，文稿要采用

Ｗｏｒｄ文档格式；提供中英文的文题、摘要、作者单位、关键词及基金。摘要的结果部分不能只进行结论性描述，要给出重要的
数据。中文稿件的英文摘要可以比中文摘要详细些，以方便无法阅读中文稿件的读者对论文内容的了解。用表格形式（珋ｘ±
ｓ）提供作图数据；图表用英文表示，要求图表自明：重要的、对实验结果是不可改变的实验处理过程、英文缩写的全名、重要的
计算公式等。为缩短稿件的处理时间，一定尽快修改稿件，及时传回编辑部。
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