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Abstract:Objective暋Toelucidatetheroleofcell灢permeableTAT灢N24fusionpeptideinhibitingprolif灢
erationofcoloncancercells.Methods暋Detectthecellcycleprogressionbyflowcytometer,analyze
theDNAsynthesisbyBrdU/PImethodandcertifytherolesofTAT灢N24inthetumor.Results暋
WesternblotshowsthatTAT灢N24canenterHT29cells.WiththetreatmentofTAT灢N24,theRb
phosphorylationisdecreased.Inthecontrolgroup,thenumberofBrdU positivecellsis (52.2暲
1.88)%,whiletheTAT灢N24groupis(29.9暲2.14)%.Incontrolgroup,cellcycleanalysisshows
thatthenumberofcellsinG0/G1phasesis(55.27暲2.48)%,inSandG2/Mphasescellsare(26.97
暲0.94)%and(17.76暲1.77)%,butinTAT灢N24group,thenumberofcellsinG0/G1 phasesis
(65.10暲1.79)%,theSandG2/Mphasescellsare(18.49暲0.68)%and(16.40暲1.51)%.Conclu灢
sion暋TAT灢N24fusionpeptidecaninhibittheRbproteinphosphorylation,inducethecellcyclearrest
andinhibittheDNAsynthesisincoloncancercells.
Keywords:Tumor;Coloncancer;BrdU;Phosphoinositide3灢kinase
摘暋要:目的暋观察穿膜融合多肽 TAT灢24对结肠癌细胞增殖的影响。方法暋观察 TAT灢N24对

HT29细胞内蛋白表达的影响,流式细胞仪检测 HT29细胞周期进程,应用 BrdU 掺入的方法检测

TAT灢N24对细胞 DNA 合成的影响,证实 TAT灢N24的抗肿瘤作用。结果暋Westernblot结果显示

TAT灢N24能够有效进入细胞内,TAT灢N24处理的细胞内 Rb蛋白的表达无显著变化,但可见磷酸化

Rb蛋白表达量显著降低。BrdU/PI双掺入法检测细胞 DNA 合成结果显示,对照组 BrdU 阳性细胞

数占总细胞的比例为(52.2暲1.88)%,而 TAT灢N24组BrdU 阳性细胞数占总细胞的比例为(29.9 暲
2.14)%,两组间比较差异有统计学意义(P<0.05)。对照组 HT29细胞中 G0/G1 期细胞为(55.27暲
2.48)%,S期和 G2/M 期细胞数分别为(26.97暲0.94)%和(17.76暲1.77)%,而 TAT灢N24组 HT29
细胞 G0/G1 期细胞 减 少 到(65.10 暲 1.79)%,S期 和 G2/M 期 细 胞 分 别 为(18.49暲0.68)% 和

(16.40暲1.51)%,较对照组差异有统计学意义(P<0.05)。结论暋融合多肽 TAT灢24能有效抑制 Rb
蛋白磷酸化,阻滞结肠癌 HT29细胞周期进程,抑制细胞 DNA合成。
关键词:肿瘤;结肠癌;BrdU;磷脂酰肌醇3灢激酶
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0暋引言

磷脂酰肌醇3灢激酶(phosphoinositide3灢kinase,
PI3K)是由其催化亚基和调节亚基组成的异二聚体,
在调控细胞生长、增殖、分化、抑制凋亡、糖代谢等活

动中发挥重要作用[1灢3]。p55PIK是PI3K调节亚基之

一,能够同PI3Ks的110kD催化亚基形成稳定的复合

物,它区别于PI3Ks其他调节亚基(p85、p50)的最大

不同就是其氨基端存在的24个氨基酸(N24)。研究

表明p55PIK同肿瘤的发生发展密切相关[4灢6]。本实
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验利用自行合成和纯化的具有跨膜功能的 TAT灢N24
融合多肽,探讨其对结肠癌细胞增殖的影响。

1暋材料和方法

1.1暋细胞系和试剂暋结肠癌 HT29细胞置10%小

牛血清和抗生素的 DMEM 培养液中常规培养,
DMEM 高糖培养液购自 Gibco公司,TAT灢N24穿

膜融合多肽由本实验室合成和纯化。鼠抗人BrdU
单克隆抗体购自Sigma公司,鼠抗人 HA灢Tag、Ki灢
67、pRb及磷酸化pRb抗体购自SantaCruz公司,
FITC荧光标记的二抗购自 DAKO 公司,流式细胞

仪FACSort由美国BectonDickson公司生产。
1.2暋BrdU/PI双掺入法检测腹水细胞 DNA 合成

暋HT29细胞培养至对数生长期分为2组:对照组:
细胞培养液内加入 0.9%氯化钠溶液;TAT灢N24
组:细胞培养液内加入 TAT灢N24,终浓度为100毺g/
ml,置37曟 含5%CO2 的培养液中培养23h后加入

BrdU,终浓度为 10毺mol,1h后收取细胞,以预冷

PBS洗一遍后,以80%乙醇固定,-20 曟放置过

夜。取对照组和 TAT灢N24组已掺入BrdU 的固定

细胞,以PBS洗1遍,2N 盐酸作用30min,PBS灢T
(含0.1%BSA,0.2%tween灢20)洗3遍,加鼠抗Br灢
dU一抗(1暶100),37曟孵育2h;PBS洗1遍后再加

FITC标记的羊抗鼠二抗(1暶20),室温放置1h后流

式细胞仪检测。
1.3暋流式细胞仪细胞周期分析暋HT29细胞培养

至对数生长期分为2组:对照组:细胞培养液内加入

0.9%氯化钠溶液;TAT灢N24组:细胞培养液内加

入 TAT灢N24,终浓度为100毺g/ml,置37曟 含5%
CO2 的培养液中培养24h后收取细胞,以预冷PBS
洗一遍后,以80%乙醇固定,-20曟放置过夜。取

对照组和 TAT灢N24固定的细胞用PBS洗一遍,室
温、避光下PI染色至少30min后上样,Modfit3 软

件分析细胞周期结果。
1.4暋Westernblot暋将0.25%胰蛋白酶消化的0.5
暳107 个细胞用冷的PBS洗两遍,在500毺lRIPA细

胞裂解液中冰上裂解0.5h,10000r/min4曟离心

10min,取上清液,加入1暳SDS上样缓冲液,煮沸。
待测蛋白在10%的聚丙烯酰胺凝胶电泳中电泳,
PVDF膜转膜,5%脱脂奶封闭非特异性抗体,然后

分别加入1暶1000鼠抗人 HA灢Tag、Ki灢67、pRb及磷

酸化pRb抗体,4曟冰箱过夜。次日用 TBST洗三

遍后再分别加入1暶2000的 HRP标记的抗鼠和抗兔

二抗,室温孵育2h,ECL显色。
1.5暋统计学方法暋实验重复三次,取其平均值,采
用SPSS13.0软件分析实验数据,P<0.05为差异

有统计学意义。

2暋结果

2.1暋TAT灢N24结构模式图暋TAT灢N24融合多肽

表达纯化后由四部分功能域组成,见图1。四部分

分别实现了 TAT灢N24的生物活性、穿膜、纯化和标

记等功能。其中 N24部分为活性部位,抑制细胞异

常增殖;穿膜肽 (TAT)具有穿过细胞膜能力;6x寡

聚组氨酸用于重组多肽的纯化;HA灢tag用于多肽

检测用途。

图1暋多肽结构示意图

Figure1暋ThestructureofTAT灢N24polypeptide

2.2暋Westernblot检测 TAT灢N24融合多肽入胞

及对细胞周期和细胞增殖重要蛋白表达的影响暋
TAT灢N24作用于结肠癌 HT29细胞24h后收取细

胞,Westernblot方法检测相关蛋白的表达,结果显示

TAT灢N24处理后的细胞内可见 Anti灢HA 呈阳性改

变,提示 TAT灢N24能够有效进入细胞内,TAT灢N24
处理的细胞内Rb蛋白的表达无显著变化,但可见磷

酸化Rb蛋白表达量显著降低,结果显示 TAT灢N24
能够有效地抑制Rb磷酸化,见图2。

图2暋Westernblot检测细胞周期及

细胞增殖相关蛋白表达

Figure2暋Expressionofproteinsrelatedwithcellcycle
andcellproliferationdetectedbywesternblot

2.3暋TAT灢N24对S180腹水瘤细胞 DNA 合成的

影响暋HT29细胞经 BrdU/PI双掺入法检测细胞

DNA合成结果显示:对照组BrdU 阳性细胞数占总

细胞的比例为(52.2暲1.88)%,而 TAT灢N24组Br灢
dU 阳 性 细 胞 数 占 总 细 胞 的 比 例 为 (29.9暲
2.14)%,两 组 间 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 (P<
0.05),见图3。
2.4暋TAT灢N24对 HT29细胞细胞周期的影响暋
对照 组 HT29 细 胞 中 G0/G1 期 细 胞 为(55.27暲
2.48)%,S期和 G2/M 期细胞数分别为(26.97暲
0.94)%和(17.76暲1.77)%,而 TAT灢N24组 HT29
细胞G0/G1 期细胞减少到(65.10暲1.79)%,S期和

G2/M期细胞分别为(18.49暲0.68)%和(16.40暲

·767·肿瘤防治研究2010年第37卷第7期



图3暋BrdU/PI双掺入法检测HT29细胞DNA合成

Figure3暋BrdU/PIdetectingDNAsynthesisinHT29cells

1.51)%,见图4,结果提示 TAT灢N24能够显著的抑

制 HT29细胞的细胞周期进程,抑制细胞增殖,较对

照组差异有统计学意义(P<0.05)。

图4暋TAT灢N24对HT29细胞细胞周期的影响

Figure4暋TheeffectofTAT灢N24onHT29cellcycle

3暋讨论

肿瘤的一个共同特征是细胞周期调控机制破坏,
导致细胞失控性生长。Rb及其家族成员p130、p107
通过影响转录因子E2F的作用,在细胞周期的 G1/S
转换中发挥重要作用[7灢9]。在各种肿瘤细胞中,Rb蛋

白的异常磷酸化能够激活DNA复制所需的各种调节

因子的表达,促进细胞进入增殖状态[10灢11]。PI3K是

细胞内信号转导的一个重要分子,PI3Ks能够通过下

游的AKT通路,间接影响 Rb蛋白的磷酸化[12]。美

国JohnHopkins大学Xia等[5]研究发现p55PIK可通

过其氨基端24个氨基酸(N24)同 Rb蛋白特异性结

合,参与Rb蛋白对细胞周期的调控。我们前期的研

究通过质粒或者腺病毒携带 N24进入细胞,能够有

效的抑制肿瘤细胞增殖[13灢15],但是前期的研究中存在

转染效率低或生物安全性隐患,难以应用于体内治疗

肿瘤,缺乏开发成为小分子药物的给药基础。
TAT 蛋白转导结构域来源于 HIV病毒,研究表

明TAT 能够携带大分子进入体外培养的细胞,在动

物体内能够携带较大的活性蛋白进入活体细胞,已经

广泛用于小鼠肿瘤、炎症和其他疾病的治疗[16灢17]。我

们利用TAT 结构携带N24进入细胞,有效的解决了

N24的入胞问题,避免了腺病毒携带N24带来的生物

安全性隐患,为 N24的应用提供了有效手段。本研

究利用TAT 将 N24带入细胞中,通过 TAT灢N24能

够有效的抑制细胞内Rb蛋白的磷酸化,从而有效的

抑制了肿瘤细胞的增殖,对肿瘤细胞的DNA合成和

细胞周期进程都显示了良好的阻滞作用,但本实验只

在体外对TAT灢N24的作用进行研究,后续将在体内

实验中证实TAT灢N24对肿瘤生长的抑制作用。
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