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摘要! !目的"家蚕D'(A<C('.+凋亡蛋白抑制因子%cGVC;'是在家蚕中发现的一个凋亡蛋白抑制

因子%VC;'# 本研究旨在验证家蚕cGVC;蛋白在家蚕细胞内的功能特征$以进一步研究cGVC;在

家蚕细胞凋亡中的作用# !方法"对构建的瞬时表达载体;VS3d:AcGVC;A.M=L.$应用脂质体转染家

蚕cGDA_^X) 细胞(应用实时荧光定量 ;<=和 ^LMPL%# 8H/P分析 D(M!3G=DC及蛋白表达水平(

通过 ):( #O3GW放线菌素b诱导家蚕cGDA_^X) 细胞 )'$ )- 和 '? >$应用免疫荧光及实时荧光定

量;<=方法$分析 cGVC;瞬时表达与细胞凋亡的关系# !结果"构建的瞬时表达载体 ;VS3d:A

cGVC;A.M=L.能在家蚕 cGDA_^X) 细胞表达 cGVC;蛋白$其 D(M!3G=DC表达水平上调近 ?:

倍$融合蛋白约为 +( 5b(D(M!3基因瞬时表达 *' >后$cGVC;能显著抑制放线菌素b诱导 )' >时

的家蚕cGDA_^X) 细胞凋亡# !结论"cGVC;蛋白在家蚕细胞中能抑制家蚕细胞凋亡$是家蚕的

一种凋亡蛋白抑制因子#
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cGVC;0# 6LHH"N/NP/M0MK(YLP>/.M) \>LP%"#M0L#PL7N%LMM0/# RL6P/%#"GL. ;VS3d:AcGVC;A.M=L. ]"M
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.M=L. RL6P/%0# P>LcGDA_^X) 6LHHM! cGVC;M0O#0[06"#PH&0#>080PL. P>L"N/NP/M0M0# P>LcGDA_^X)
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P%"#M0L#PL7N%LMM0/#

99 凋亡蛋白抑制因子 " 0#>080P/%/["N/NP/M0M

N%/PL0#M! VC;M#是一类高度保守的内源性抗细胞凋

亡因子家族!主要通过抑制 <"MN"ML活性和参与调

节核因子DiA

$

c等而抑制细胞凋亡""N/NP/M0M# "许

杨和赵晓航! '()(% _0G/#L"#. b/G"O/4! '()'#*

细胞凋亡对维持体内器官+组织及细胞数量的相对

平衡与内环境的稳定起着决定性作用!在动物的发

育+器官分化和抵抗环境胁迫中发挥重要作用

" \>/%#8L%%& "#. W"QL8#05! )@@-% _0G/#L "#.

b/G"O/4! '()'% 宋娟等! '()?#* 在正常的细胞中!

VC;通常与<"MN"ML结合而抑制<"MN"MLM活性!使凋

亡 <"MN"ML以非活性的酶原形式存在 " _0H5L"#.

YL0L%! '()2#* 但在肿瘤细胞内高表达VC;M成为肿

瘤细胞抗细胞凋亡的关键分子!细胞凋亡调控异常

与肿瘤细胞耐药密切相关!VC;M也已成为肿瘤靶向

治疗的靶点进而成为研究热点 "许杨和赵晓航!

'()(% _0G/#L"#. b/G"O/4! '()'#*

VC;M广泛存在于病毒+细菌+酵母+昆虫和哺乳

动物中!其至少含有一个 cV="8"6$H/R0%$M0#>080P/%&

%LNL"P#结构域!直接同 <"MN"MLM结合并抑制它们的

活性 "\>/%#8L%%&"#. W"QL8#05! )@@-% _0G/#L"#.

b/G"O/4! '()'#* VC;蛋白也能与活化的 <"MN"ML

的VC;结合基序"VC;80#.0#OG/P0[! VcYM#结合!抑

制 <"MN"ML23*3@ 的催化活性而阻断细胞凋亡进程

" \>/%#8L%%& "#. W"QL8#05! )@@-% _0G/#L "#.

b/G"O/4! '()'#* 放线菌素 b""6P0#/G&60# b! C6P

b#是一种 bDC损伤试剂!与 bDC结合!抑制细胞

=DC和蛋白质的合成* 大量研究表明!C6Pb是一

种有效诱导细胞凋亡的诱导剂!在昆虫细胞中能迅

速引起大量的细胞凋亡而广泛用于细胞凋亡研究

"W0#.LHH! )@*+% Z$G"%M]"G&"#. <>"#.#"! '()(#*

本研究通过在家蚕 D'(A<C('.+细胞中瞬时表达

cGVC;蛋白!应用放线菌素 b诱导家蚕细胞凋亡!

研究D(M!3基因的表达特征及抗凋亡功能*

家蚕是鳞翅目昆虫研究的典型模式生物!是支

撑蚕丝产业的生物基础!同时也是开发新一代生物

反应器和新型昆虫产业的材料"a0"0#$)G! '()?#*

本研究对家蚕 D(M!3基因进行了瞬时表达与抗凋

亡特性研究!为阐释家蚕D(M!3基因在家蚕细胞凋

亡中的调控机制以及其在家蚕变态发育过程中的调

控作用奠定基础*

:;材料与方法

:<:;材料

:<:<:9质粒+细胞与动物$;VS3d:AcGVC;A.M=L. 载

体由易华山博士构建 "易华山! '()? #!;VS3d:A

.M=L. 载体由本实验室保存%家蚕胚胎细胞系$

cGDA_^X)";"# 0#$)K! '()(#于 '*f培养箱中用含

有 )(g的胎牛血清";CC#的 \<A)(( 昆虫细胞培养

基 "V#R0P%/OL#% <"%HM8".! <C! X_C# " _$GGL%M"#.

_G0P>! )@-*#培养*

:<:<=9主要试剂$放线菌素 b"C?'+'! _0OG"#%

<"MN"ML抑制剂"U:@+)! ;%/GLO"#%兔源C#P0A;i;抗

体 " "8+'2?)! C86"G#% 脂 质 体 " (?(@*(:(()!

=/6>L#%荧光定量;<=试剂盒"==(2*C#!购自大连

宝生物公司%超纯质粒提取试剂盒 "BVCUFD!

)')?: #% 细 胞 凋 亡AT/L6>MP22':- 染 色 试 剂 盒

"<(((2#!;Y_i"_\:(+#!辣根过氧化物酶标记羊抗

兔 VOU! 均购自碧云天生物公司% 蛋白 Y"%5L%

"bY'()!全式金#%细胞培养瓶和细胞培养板均购

自美国</%#0#O公司%其余试剂均购自上海生工生

物工程股份有限公司*

:<=;瞬时表达质粒转染家蚕细胞

当家蚕 cGDA_^X) 细胞在细胞培养瓶生长到

一定密度"@(g#后!将细胞传至放有 '? 孔圆口盖

玻片"爬片!i0M>L%公司#的细胞培养板中* ;VS3d:A

cGVC;A.M=L.和 ;VS3d:A.M=L. 超纯质粒各 -(( #O

与 '

"

W脂质体在无抗生素的细胞培养基中孵育 2(

G0#!转染cGDA_^X) 细胞%对转染后 ?- > 和 *' >

的 cGDA_^X) 细 胞 进 行 荧 光 显 微 镜 " ca:)!

H̀&GN$M#观察"易华山! '()?#*

:<>;G?(FDE?检测78<21基因瞬时表达

实时荧光定量;<=检测以家蚕 !"#+& ? 为内参

基因! 定量引物为 _ '̂'@2?Ai和 _ '̂'@2?A=%

cGVC;"UL#c"#5 登录号$ CE)::'*?1)#定量引物

B=\A;<=AVC;Ai和 J=\A;<=AVC;A=!扩增大小为

)-( 8N"表 )#%以转染;VS3d:AcGVC;A.M=L.和;VS3

d:A.M=L.超纯质粒 ?- 和 *' > 后的 cGDA_^X) 细

胞分别提取细胞总=DC!反转录合成6bDC!以内参

基因和D(M!3基因定量引物进行 B=\A;<=检测分

析!每个基因做2个生物学重复*检测体系"):

"

W#$
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表 :;本研究所用引物

(+64#:;D./I#.&J&#0/,%)/&&%J0*

引物名称

;%0GL%#"GL

引物序列":k,2k#

;%0GL%MLJ$L#6L

引物用途

XML/[N%0GL%M

B=\A;<=AVC;Ai <<<CU\U\<<<\\\U\C<

B=\A;<=AVC;A= C\<\<UU<<CU\<<\\U

_ '̂'@2?Ai \\<U\C<\UU<\<\\<\<U\

_ '̂'@2?A= <CCCU\\UC\CU<CC\\<<<\

实时荧光定量;<=

=L"HAP0GL;<=

..T

'

`?1:

"

W%_Ec=*1:

"

W%上下游引物各 )

"

W%

6bDC)

"

W%运行程序$@:f 2( M%@:f : M! +(f2(

M! ?( 轮循环!具体操作参照易华山"'()?#进行*

:<A;瞬时表达产物的Q#&%#.,64'%分析

取分别转染 ;VS3d:AcGVC;A.M=L. 和 ;VS3d:A

.M=L. ?- 和 *' >后的 cGDA_^X) 细胞提取细胞总

蛋白!经 _b_A;CUF电泳后转移至;dbi膜上!封闭

后!一抗C#P0A=i;兔单抗")h: (((! R3R#孵育!或兔

\$8$H0#单抗!2*f ' >!再经 T=;标记羊抗兔 VOU

二抗")h: (((! R3R#孵育 ) >!化学发光显影操作步

骤以碧云天试剂盒操作说明进行!最后使用 F<W50P

显色成像进行^LMPL%# 8H/P分析"易华山! '()?#*

:<C;放线菌素B诱导与OIP7D表达特征

当家蚕 cGDA_^X) 细胞在细胞培养瓶生长到

一定密度"@(g#后!用 ):( #O3GW的放线菌素 b

"_0OG"#诱导家蚕细胞凋亡!同时以放线菌素 b溶

解剂 bY_` " <+)+?! _0OG"# 及 含 终 浓 度 为

'(

"

G/H3W<"MN"ML抑制剂 SAdCbAiYZ"U:@+)!

;%/GLO"#处理细胞组作为对照"潘敏慧等! '((-% E0

0#$)G! '()?#!分别对诱导后的 )'!)- 和 '? > 的

cGDA_^X) 细胞进行 J=\A;<=!分析D(M!3基因表

达特征*

:<K;原位免疫荧光观察

将生长良好的 cGDA_^X) 细胞铺于含爬片的

'? 孔细胞培养板!分别转染 ;VS3d:AcGVC;A.M=L.

和;VS3d:A.M=L. *' > 后!吸去细胞培养基!按易华

山"'()?#进行 T/L6>MP22':- 染色!制片+封片并在

正置荧光显微镜观察并摄像分析%D(M!3基因瞬时

表达后经 ):( #O3GW放线菌素 b诱导 )'! )- 和 '?

>的 cGDA_^X) 细胞进行 T/L6>MP染色!进行荧光

显微镜" ẀEY;X_! ca:)#观察!并按 E0等"'()?#

对T/L6>MP22':- 染色的细胞!随机选取 2 个视野!统

计学分析cGVC;瞬时表达对放线菌素 b诱导的家

蚕cGDA_^X) 细胞凋亡的影响*

:<R;数据分析

以家蚕cGVC;基因在家蚕 cGDA_^X) 细胞中

的表达量为基准!研究该基因在瞬时表达及放线菌

素b诱导条件下的表达情况!利用 '

,

""

<

\法进行数

据分析"W0R"5 "#. _6>G0PPOL#! '(()#!再把数据导入

U%"N>;". ;%0MG:!作图分析*

=;结果

=<:;OIP7D蛋白在家蚕 OI@FHQM: 细胞中的瞬

时表达

超纯质粒 ;VS3d:AcGVC;A.M=L. 和 ;VS3d:A

.M=L.转染家蚕cGDA_^X) 细胞转染 ?- > 后!在荧

光显微镜下观察转染重组质粒 ;VS3d:A.M=L. 和

;VS3d:AcGVC;A.M=L. 的家蚕 cGDA_^X) 细胞!都

能在绿色激发光下观察到强而发亮的红色荧光!表

明cGVC;可与 .M=L. 在家蚕 cGDA_^X) 细胞中融

合表达"图 )#*

=<=;家蚕 OI@FHQM: 细胞中 OIP7DI?@7及

蛋白表达分析

分别在 ;VS3d:AcGVC;A.M=L. 和 ;VS3d:A.M=L.

质粒转染家蚕 cGDA_^X) 细胞 ?- > 和 *' > 后!进

行 J=\A;<=和^LMPL%# 8H/P分析家蚕D(M!3G=DC

及其编码蛋白的表达特征* 结果表明!在家蚕

cGDA_^X) 细胞中 ;VS3d:AcGVC;A.M=L. 载体瞬时

表达 ?- >和 *' >后D(M!3G=DC表达水平比;VS3

d:A.M=L.对照组显著上调"分别为 t'* 倍和 t?:

倍# "图 '$C#* 分别对瞬时表达 .M=L. 蛋白 "?-

>#!cGVC;蛋白 ?- > 和 *' > 的家蚕 cGDA_^X) 细

胞提取细胞总蛋白进行 ^LMPL%# 8H/P分析!结果表

明!有一条约 ': 5b的 .M=L.蛋白条带+约 +( 5b的

.M=L.AcGVC;融合蛋白条带及大于 +( 5b非特异性

蛋白条带"图 '$ c#*

=<>;放线菌素 B诱导与家蚕 78<21I?@7的表

达特征

应用放线菌素 b诱导家蚕 cGDA_^X) 细胞凋

亡!分别对诱导 )'! )- 和 '? > 后的 cGDA_^X) 细

胞及对照组细胞D(M!3基因的表达特征进行J=\A
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图 )9荧光显微镜观察在家蚕cGDA_^X) 细胞中瞬时表达cGVC;

i0O1)9 8̀ML%R"P0/# /[P%"#M0L#PH&L7N%LMML. cGVC;0# cGDA_^X) 6LHHM/[D'(A<C('.+$#.L%[H$/%LM6L#PG06%/M6/NL

家蚕cGDA_^X) 细胞中分别转染;VS3d:A.M=L.质粒"C和c#和;VS3d:AcGVC;A.M=L.质粒"<和b#?- >后!荧光显微镜观察瞬时表达

.M=L. "C和c#和cGVC;A.M=L. "<和b#的 cGDA_^X) 细胞%C和 <为白光照片!c和 b为绿光照片* D1('.+cGDA_^X) 6LHHM]L%L

P%"#M[L6PL. ]0P> NH"MG0.M;VS3d:A.M=L. "C"#. c# "#. ;VS3d:AcGVC;A.M=L. "<"#. b#! "#. P>LP%"#M0L#PH&L7N%LMML. ;VS3d:A.M=L. "C

"#. c# /%;VS3d:AcGVC;A.M=L. "<"#. b# 0# cGDA_^X) 6LHHM]"M/8ML%RL. "P?- > N/MPP%"#M[L6P0/# $#.L%[H$/%LM6L#PG06%/M6/NL1<LHHM"C

"#. <# ]L%L.LPL6PL. ]0P> ]>0PLH0O>P! ]>0HLP>L6LHHM"c"#. b# ]0P> O%LL# H0O>P8&[H$/%LM6L#PG06%/M6/N&1

图 '9cGVC;在家蚕cGDA_^X) 细胞内瞬时表达

i0O1'9\%"#M0L#PL7N%LMM0/# /[cGVC;0# cGDA_^X) 6LHHM/[D'(A<C('.+

C$ 瞬时表达 ?- > 和 *' > 后!J=\A;<=分析 D(M!3G=DC表达 D(M!3G=DCL7N%LMM0/# "#"H&M0M$M0#OJ=\A;<="P?- > "#. *' > N/MP

L7N%LMM0/#% c$ 用抗体=i;免疫印迹检测瞬时表达的cGVC;蛋白F7N%LMM0/# /[cGVC;"#"H&QL. 8&0GG$#/8H/PP0#O$M0#O"#P0A=i;GC81误

差线表示 2 次重复实验统计学差异%\$8$H0# 蛋白抗体作为内参* _P"P0MP06"H.0[[L%L#6LM"%L.LPL%G0#L. 8&_P$.L#P,M#APLMP8"ML. /# P>%LL

0#.LNL#.L#PL7NL%0GL#PM1C#P0AP$8$H0# ]"M$ML. "M"H/".0#O6/#P%/H1

;<=分析!根据<

\

"

""

<

\

#值方法!对照组表达量

可视为 )* 结果表明!放线菌素 b诱导家蚕 cGDA

_^X) 细胞凋亡后!D(M!3基因的表达量在诱导后

的 )'! )- 和 '? >显著下调"图 2#*

=<A;瞬时表达 OIP7D蛋白抑制 7$%B诱导的

OI@FHQM: 细胞凋亡

;VS3d:AcGVC;A.M=L. 或 ;VS3d:A.M=L. 质粒转

染cGDA_^X) 细胞 *' >后!分别用 ):( #O3GW放线

菌素 b诱导 cGDA_^X) 细胞 )'!)- 和 '? > 后!

T/L6>MP22':- 染色!应用荧光显微镜摄像并分析

cGVC;瞬时表达的 cGDA_^X) 细胞凋亡细胞核数

目* 结果表明!cGVC;瞬时表达的cGDA_^X) 细胞

中细胞核形态正常!瞬时表达 .M=L. 蛋白的 cGDA

_^X) 细胞核均发生破碎!呈明显的凋亡小体%泛

<"MN"ML抑制剂 SAdCbAiYZ处理组 cGDA_^X) 细

胞核形态正常!如图 ?"C#所示* 统计分析表明!放

线菌素 b诱导 )'! )- 和 '? > 时!cGVC;瞬时表达

的 cGDA_^X) 细胞凋亡细胞核数目均小于 .M=L.

组!其中放线菌素 b诱导 )' > 时差异显著"(1() m

3m(1(:#!诱导 )- > 和 '? > 时差异不显著 "3t

(1(:#!如图 ?"c#所示*

>;讨论

真核表达的蛋白具有表达水平高+翻译后可进

行加工修饰等优点!包括糖基化+磷酸化+酰基化+适

当的折叠以及蛋白水解!使表达蛋白的抗原性+结构

与功能等生物活性均与天然蛋白具有相似的特点
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图 29J=\A;<=分析放线菌素b诱导与D(M!3表达特征

i0O129G=DCL7N%LMM0/# "#"H&M0M/[D(M!3OL#L

N/MPL7N/M$%LP/"6P0#/G&60# b

%

$ 对照组"含 '(

"

G/H3W<"MN"ML抑制剂 SAdCbAiYZ的 bY_`

溶液#</#P%/HO%/$N "bY_`M/H$P0/# 6/#P"0#0#O'(

"

G/H3WSAdCbA

iYZ!P>L<"MN"ML0#>080P/%#%

&

!

'

!

(

$ 放线菌素 b分别诱导

)'!)- 和 '? > 的处理组 \%L"PGL#PO%/$NM"P)'! )- "#. '? > "[PL%

0#.$6P0/# 8&"6P0#/G&60# b! %LMNL6P0RLH&1在 ):( #O3GW放线菌素b

诱导家蚕cGDA_^X) 细胞 )'!)- 和 '? > 后!应用 J=\A;<=分析

D(M!3表达* 数据表示 2 次重复实验的平均值 e标准误!用

_P$.L#P#测验进行差异显著性分析* J=\A;<="#"H&M0M]"M$ML. P/

"#"H&QLP>LL7N%LMM0/# /[D(M!3"P)'! )- "#. '? > "[PL%P>LcGDA

_^X) 6LHHM]L%LL7N/ML. P/):( #O3GW"6P0#/G&60# b1b"P""%L

GL"# e,%1_P"P0MP06"H.0[[L%L#6LM"%L.LPL%G0#L. 8&_P$.L#P,M#APLMP

8"ML. /# P>%LL0#.LNL#.L#PL7NL%0GL#PM1

"_$# 0#$)G! '((+% YL#""#. Z"GL#! '())#* 在本

研究中!我们构建的真核表达载体 ;VS3d:AcGVC;A

.M=L.含有 8=M%' 增强子!以保证所插入的目的基

因在家蚕细胞中高效表达!其中 D(M!3G=DC的表

达上调 ?: 倍!蛋白含量可达 ) GO3W* 实验结果表

明!;VS3d:AcGVC;A.M=L.载体可用于高效表达家蚕

cGVC;蛋白!为家蚕cGVC;蛋白在家蚕细胞中的功

能研究奠定了基础*

放线菌素 b是一种 bDC损伤试剂!已证明在

多种鳞翅目细胞系中能强烈而迅速地诱导细胞凋亡

而作为一种常用的诱导凋亡的化学诱导剂!研究表

明!):( #O3GWC6Pb能诱导家蚕细胞凋亡"T/#0O

"#. ="80#/R0PQ! )@+:% ;L%%& "#. ZLHHL&! )@*(%

W0#.LHH! )@*+% Z$G"%M]"G&"#. <>"#.#"! '()( #*

VC;M家族成员能在果蝇和哺乳动物中特异地抑制

<"MN"ML的活性!cGVC;也能特异性地抑制哺乳动

物的<"MN"MLA@ 活性而认为其可能抑制家蚕凋亡途

径中的起始<"MN"ML"T$"#O0#$)G! '(()% Z0G0#$)G!

'((?% ;/%PP0#$)G! '())#* 本研究中!在家蚕细胞中

瞬时表达VC;蛋白 *' > 的家蚕细胞能显著抑制放

线菌素b诱导的细胞凋亡!表明cGVC;瞬时表达可

图 ?9cGVC;抑制放线菌素b诱导的家蚕cGDA_^X) 细胞凋亡

i0O1?9C#P0A"N/NP/M0M/[cGVC;0# cGDA_^X) 6LHHM/[D'(A<C('.+0#.$6L. 8&"6P0#/G&60# b

C$ ):( #O3GW放线菌素b处理cGDA_^X) 细胞)' >后应用T/L6>MP22':- 染细胞核"蓝色#检测细胞凋亡!用红色箭头指示cGVC;蛋白

表达的细胞核!白色和绿色箭头分别指示对照组 Y/65".M=L.#和 cGVC;加 SAdCbAiYZ后的 T/L6>MP22':- 染细胞核 CN/NP/M0M]"M

.LPL6PL. 8&T/L6>MP22':- MP"0#0#O"8H$L# "P)' > N/MPL7N/M$%LP/):( #O3GW"6P0#/G&60# b1CN/NP/P06#$6HL0"%L0#.06"PL. 8&%L. "%%/]M! "#.

6/#P%/HM"G/65! .M=L.# "#. cGVC;uSAdCbAiYZ"%L0#.06"PL. 8&]>0PL"#. O%LL# "%%/]M! %LMNL6P0RLH&1c$ 凋亡细胞百分数统计分析

;L%6L#P"OL/["N/NP/M0M6LHHM1数据为 2 次重复实验的平均值 e标准误!用 _P$.L#P#测验进行差异显著性分析* b"P""%LGL"# e,%1

_P"P0MP06"H.0[[L%L#6LM]L%L.LPL%G0#L. 8&_P$.L#P,M#APLMP8"ML. /# P>%LL0#.LNL#.L#PL7NL%0GL#PM1

能降低或抑制内源性 <"MN"ML活性而抑制放线菌素

b诱导的细胞凋亡*

有研究表明!在家蚕细胞中瞬时表达 T&6$A

VC;2 能显著降低内源性的起始 <"MN"MLcGb%/#6!
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表明 T&6$AVC;2 抑凋亡作用是通过降解内源性的

cGb%/#6而抑制了起始 <"MN"ML活性"Z"G0P"0#$)G!

)@@2#* 对于放线菌素诱导的家蚕 cGDA_^X) 细胞

凋亡过程中!D(M!3G=DC表达水平显著下调 )( 倍

以上!而 D(MK%H' 和 D(B.'&"等促凋亡基因的

G=DC表达水平显著上调而导致家蚕细胞凋亡* 本

研究也表明!瞬时表达cGVC;蛋白的家蚕细胞中是

否也通过降低内源性起始 <"MN"ML!cGb%/#6和

cGV<FA' 而抑制细胞凋亡仍需进一步研究* 近年来

研究发现!某些VC;M成员异常表达与肿瘤发生密切

相关!VC;M也成为肿瘤治疗的潜在靶点* 本研究中

D(M!3基因在家蚕细胞中的瞬时表达!是否影响家

蚕细胞正常的生长发育有待进一步研究*
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