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摘 要：为研究抑癌基因 D28E 在线粒体上的定位对细胞凋亡的影响，构建 E 端融合有细胞色素 F 氧化酶亚基七

（FB7!）的 D28E 腺病毒重组体（G9HB4D28E）。将 FB7!4D28E 片段克隆至腺病毒穿梭载体 IJK2/6,L4FGM 中，!"#"
线性化穿梭质粒，并与腺病毒基因组载体 IJK+6N@4& 共转化大肠杆菌菌株 OP1&(0，鉴定重组体，并将阳性重组体转化

至大肠杆菌菌株 *Q1#中进行扩增；经 D6,"酶切后的重组体通过脂质体方法转染用于腺病毒包装的细胞 Q8R4
$’0J，包装重组腺病毒，收集病毒液，反复扩增，进行病毒滴度的测定；通过绿色荧光蛋白（S5D）标签检测转染及感

染效率；用 G9HB4D28E 腺病毒感染人表皮鳞状癌细胞 J!0&，以流式细胞分析仪检测细胞凋亡情况。成功构建了

G9HB4D28E 的腺病毒重组体，并进行了该重组体的病毒包装，滴度为 &%" ITAU-V，通过免疫印迹检测目的蛋白，并发现

G9HB4D28E 可以促进 J!0& 细胞的凋亡。G9HB4D28E 的成功构建以及它对 J!0& 细胞凋亡的促进作用为研究 D28E 在

线粒体上的功能以及可能的在肿瘤治疗方面的应用提供了理论依据。
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D28E（DCBNIC6H6N+ 6;K H+;N9; CB-B3B<BA+ K+3+H+K
B; ,C/B-+NB-+ &%）是 &’’" 年首次发现的肿瘤抑制蛋

白，D28E 基因的突变与多种肿瘤的发生有着直接的

关 系，并 且 在 某 些 肿 瘤 细 胞 中 突 变 频 率 高 达

1%X［&］。D28E 具有蛋白磷酸酶和脂磷酸酶活性，在

细胞信号转导中起着重要的作用［$，0］。长期以来，人

们认为 D28E 主要存在于细胞的胞浆中；近来的研

究发现，D28E 既可以转入细胞核，也可以定位于线

粒体。YCA 等［!］报道，在凋亡诱导剂星形孢菌素的

刺激下，D28E 可以与促凋亡蛋白 O67 一起转移至线

粒体上。

线粒体是细胞非常重要的细胞器之一，不仅参

与能量代谢及细胞凋亡，而且在细胞信号转导等其

他细胞的生理活动中也起着重要的作用［1］。一些过

去认为非线粒体定位的蛋白如蛋白激酶、磷酸酶、肿

瘤抑制基因、生长因子受体等均发现可以定位于线

粒体［1，#］。为了进一步研究 D28E 线粒体定位与细

胞凋亡的关系，我们将细胞色素 F 氧化酶亚基七构

建于 D28E 基因的 E 端，借助于细胞色素 F 氧化酶

亚基的线粒体定位序列，使 D28E 定位于线粒体上，

构建了 G9HB4D28E 的腺病毒重组体，并且通过流式

分析发现，G9HB4 D28E 可以引起人表皮鳞状癌细胞

J!0& 的凋亡。该腺病毒重组体的成功构建为深入

研究 G9HB4D28E 功能以及探讨其在肿瘤治疗的潜力

等方面提供了理论基础。

( 材料和方法

()( 材料

()()( 质 粒、菌 株 与 细 胞 株：质 粒 FB7!4D28E4
Z5DE& 由 北 京 大 学 第 一 医 院 辛 钟 成 教 授 惠 赠；

IJK2/6,L4FGM，IJK+6N@4& 载体由中国科学院微生物

研究所田波教授惠赠；大肠杆菌（$%&’#()&’)* &+,)）菌

株 OP1&(0 和 *Q1#为本实验室所有。腺病毒包装细

胞 $’0J，人表皮鳞状癌细胞 J!0& 及人胚胎肾细胞

$’02 为本实验室保存。

()()* 主要试剂和仪器：限制性内切酶及 2! *EJ
连接酶购自 26R6[6 公司；质粒提取试剂盒和 *EJ
凝胶回收试剂盒购自北京天为时代公司；脂质体

$%%% 购自 \;]9H/B<+; 公司；硝酸纤维素膜购自美国

J-+/NC6- 公 司（[DE0%0*）；̂ 光 片 为 RBK6L 公 司



!"#$% &’()$* +, -./)（&+,’0）；兔抗 1,23 多克隆抗

体购自美国 45// 6.78$/.87 ,59:8"/"7; 公司；兔抗!’
$9*.8多克隆抗体，辣根过氧化物酶偶联羊抗兔 <7=
购自美国 6$8*$ 4>?@ 公司。14A 仪（+."’A$# 公司，美

国）；激光共聚焦显微镜（莱卡公司，德国）；荧光显微

镜（B2<66 公司，德国）；生物安全柜（+C4’0DEF"，北

京东哈联）；电转仪（+."’A$# 公司，美国）；流式细胞

分析仪（+G 公司，美国）。

!"# 穿梭质粒 $%&’!()*+,(-./*0123 的构建

选择合适的酶切位点，设计引物，对目的基因进

行扩 增。 引 物 序 列 如 下：上 游 引 物 HI’444,4=
J=J44J,=4,=,==JJ,4,=4’DI（!"##）；下游引物

HI’=4,4,J=J=4,4J=J 4,,,,=,JJ,,,=,=,J,=4’
DI（!$%#）。以 !"##和 !$%#对目的片段及载体

进行双酶切，连接转化，挑取克隆，14A 及双酶切鉴

定，并设计测序引物，对所得到的阳性质粒进行测序

验证。

!"4 腺病毒重组体的构建与筛选

用 &’(#对穿梭质粒 4"K$’1,23’LJ#,>$9% 进

行单酶切，DMN酶切 O P E:，将单酶切产物与腺病毒

基因组质粒 LJ#5$Q;’0 按照 H R 0 的比例电转入大肠

杆菌菌株 +SH0TD 中，在该菌株中发生同源重组，电

转参数如下：U)) 电转杯，UVH!W，UH%-#，UFF (:)Q。
倒置培养 0T P UF: 后，选取小的单菌落，挑菌，提取

质粒，电泳检验，与 LJ#5$Q;’0 大小相仿的为候选阳

性克隆。用 1$9#对这些质粒进行单酶切，阳性质

粒可以切出一条 DF%X 左右的大片段以及一条 DVF%X
或 OVH%X 的小片段。

!"5 腺病毒的包装与扩增

将 C2!’UYDJ 细胞接种于直径 EF)) 盘子中，待

细胞密度达到 YFZ P YHZ时，将 1$9#线性化的重

组质粒转染入该细胞中。转染后，在倒置荧光显微

镜下检测绿色荧光蛋白的表达，以确定转染效率及

病毒包装的情况。一般在 Y P 0F# 后，细胞出现较为

明显的细胞病变效应，在荧光显微镜下观察，绿色荧

光呈 簇 状 分 布。收 集 细 胞，0FFF>[).8，离 心 D).8。

以 1+6 重 悬，反 复 冻 融 O P H 次 以 裂 解 细 胞，

0UFFF>[).8，离心 0H).8，去除细胞碎片。取三分之一

的上清液感染 UYDJ 细胞以扩增病毒，其余的 \ MFN
冻存。

!"6 腺病毒的鉴定及效价测定

将收集的腺病毒感染 UYD, 细胞，离心分离线粒

体组分［0U］，进行 ]5Q*5>8 X/"* 检测；在 YE 孔板上接种

UYDJ 细胞，UO: 后进行病毒滴度的测定，将病毒液按

0F\ 0 P 0F\ Y进行倍比稀释，UO: 后在倒置荧光显微镜

下观察荧光表达情况，根据以下公式来计算病毒的

,4<GHF。（,4<GHF ^ 0F0 _ #（Q \ FVH），# 为每 /7 稀释度的间

距，Q 为被感染细胞比例之和）。

!"7 89:%()*+, 对 .54! 细胞凋亡的影响

将 JOD0 细胞种于 E 孔板中，分别以空腺病毒

（9"8*>"/’J#）和 ‘.*"’1,23’J# 感染细胞，UO: 后用不

含 2G,J 的 胰 酶 消 化，收 集 细 胞，J885K.8 &’4;H
JL"L*"Q.Q G5*59*."8 !.*（+."W.Q."8）标记细胞，流式细

胞仪分析凋亡情况。

# 结果

#"! 质粒 $%&’!()*+,(-./*0123 的 )$; 及酶切

鉴定

用 4"K$’1,23 的引物进行菌液 14A，扩增出目

的条带（0VOE%X）的菌液为候选的阳性克隆，再用

!"##和 !$%#进行双酶切，阳性克隆中可以切出一

条 0VOE%X 的目的条带和 Y%X 左右的 LJ#,>$9%’4‘W
的空载体条带（图 0）。

图 ! $%&"()*+,(-./*0123 的 )$; 及酶切鉴定

-.7a 0 G5*59*."8 "b 4"K$’1,23’LJ#,>$9% X; 14A $8# #"?X/5

#.75Q*."8a J：14A 9"8b.>)$*."8 "b 4"K$’ 1,23’LJ#,>$9%a ‘V‘$>%5>

GcUFFF；0’DV 14A >5Q?/*Qa +：G"?X/5 #.75Q*."8 "b 4"K$’1,23’

LJ#,>$9%a ‘V‘$>%5> GcUFFF；0’UVA5Q?/*Q "b #"?X/5 #.75Q*."8 ].*:

!"## $8# !$%# a

#"# 重组质粒的大小及 !"##酶切鉴定

将提取得到的重组质粒，以 FVMZ的琼脂糖凝

胶电泳检验，将 LJ#5$Q;’0 作为对照，大小与其相仿

的为候选阳性克隆；再用 &%)#酶切，阳性克隆得到

一条 DF%X 左右的大片段以及一条 OVH%X 的小片段

（图 U）。

#"4 腺病毒的包装与扩增

转染后在倒置荧光显微镜下观察 UYDJ 细胞中

绿色荧光蛋白的表达情况，从而确定转染及病毒包

装的效率。Y# 后细胞出现明显的细胞病变效应，在

YEY岳晓婧等：抑癌因子 1,23 在线粒体上的定位促进 JOD0 细胞的凋亡 a [微生物学报（UFFM）OM（E）



图 ! 重组体 "#$!%&’()%*+,-./0 的质粒大小及 !"#"
酶切鉴定

!"#$ % &’()"*+,-"’( ’) *./’+0"(,(- &’12!34567389:.,;< 0< 8=,;+":;
;">. ,(: !"#":"#.;-"’($ 9：&’()"*+,-"’( ’) *./’+0"(,(- 8=,;+":;$ ?@
89:5*,/A3&B2 C./-’*；%@ 89:.,;<3? C./-’*；D3E@ 8’;"-"C. *./’+0"(,(-
8=,;+":;；F3?G@ (.#,-"C. *./’+0"(,(- 8=,;+":;$ H：I"#.;-"’( ’) 8’;"-"C.
*./’+0"(,(- 8=,;+":; J"-K !"#" $ B$ B,*A.*#3$%&:$；?3%@ 8’;"-"C.
*./’+0"(,(- 8=,;+":;；D@ 89:.,;< :"#.;-"’( J"-K !"#" $

倒置荧光显微镜下，绿色荧光呈彗星状簇状分布。

收集病毒液，扩增 % 次，细胞感染后 %LK 内即可出现

EGM以上的细胞均可表达绿色荧光蛋白（图 D）。

图 1 腺病毒感染效率的检测（!22 3 ）

!"#$ D I.-./-"’( ’) *./’+0"(,(- ,:.(’C"*,= "()./-"’( .))"/".(/<$ %L K ,)-.*

"()./-"’(，%FD9 /.==; J.*. ’0;.*C.: 0< )=N’*.;/.(- +"/*’;/’8. ,(: EGM

%FD9 /.==; J.*. "()./-.: ;N//.;;)N==<（’*"#"(,= +,#(")"/,-"’(：%GG O ）$

图 4 5-/6-78 9:#6 检测 ;<6#%&’() 感染后的 !=1’ 细胞

!"#$ L P.;-.*( 0=’- :.-./-"’( ’) %FD5 /.==; "()./-.: 0< B"-’34567

,:.(’C"*N;.;$ 5Q：-’-,= K’+’#.(,-.；B-：+"-’/K’(:*",= )*,/-"’(

!>4 腺病毒的鉴定及效价测定

收集该病毒液感染的 %FD5 细胞，提取线粒体，

P.;-.*( 0=’- 检测全细胞裂解液及线粒体部分 4567
的表达情况，在 RGAI, 处出现目的条带，在 SLAI, 处

出现内源性 4567 的条带（图 L）；对该病毒液进行效

价测定，计算病毒效价为 ?GR8)NT+U（表 ?）。

表 ? "#$!%&’() 腺病毒的效价测定

5,0=. ? 5K. -"-.* :.-./-"’( ’) &’1%34567 ,:.(’C"*N;.;
I"=N-"’( ?G V ? ?G V % ?G V D ?G V L ?G V S ?G V W ?G V R ?G V E ?G V F

X X X X X X V V V
&’1%34567
,:.(’C"*N;

X X X X X X X V V
X X X X X X X V V
X X X X X X V V V

注：5 Y ?G? X :（; V G@S）Y ?G? X（? X ? X ? X ? X ? X ? X G@S V G@S）Y ?GR8)NT+U
X ：出现细胞病变效应；V ：未出现细胞病变效应

!>@ ;<6#%&’() 在 +41? 细胞凋亡中的作用

分别以 &’(-*’=39: 和 B"-’3456739: 感 染 9LD?
细胞，感染 %LK 后，收集细胞。从流式分析结果可以

看出，B"-’3456739: 的感染引起 RW@WM的 9LD? 细胞

发生凋亡，显著高于 &’(-*’= 及 &’(-*’=39: 组凋亡细

胞比值。由此说明 4567 在线粒体上的定位能够引

起 9LD? 细胞的凋亡（图 S）。

图 @ ;<6#%&’() 在 +41? 细胞凋亡中的作用

!"#$ S 5K. )N(/-"’( ’) B"-’34567 "( 9LD? /.== ,8’8-’;";$ &’(-*’=：

9LD? /.==; J"-K’N- -*.,-+.(-；&’(-*’=39:：9LD? /.==; "()./-.: 0< /’(-*’=

,:.(’C"*N;.;；B"-’3456739:：9LD? /.==; "()./-.: 0< B"-’3456739:

1 讨论

4567作为一个重要的肿瘤抑制因子，自 ?FFR
年首次发现以来，一直是人们关注的热点。最早对

于 4567 的研究，着手于其蛋白磷酸酶T脂磷酸酶活

性以 及 它 在 4ZD[T4[H 信 号 通 路 中 的 作 用［%，D］。

4567 不仅仅在肿瘤抑制中发挥着重要的作用，它还

参与了细胞中许多正常的生命活动过程，如细胞的

生长发育、细胞周期调控以及细胞自噬等［?］。

腺病毒表达系统具有多种优点，它具有广泛的

宿主范围，可以获得高滴度的病毒用于蛋白的大量

表达。目前重组的腺病毒已经被成功的用于基因转

移、基因治疗以及疫苗研制等领域。传统的包装腺

病毒重组体的方法有两种，一种是将 I79 片段直接

连接到腺病毒的基因组中，但是大片段连接的低效

GRF \]6 ^",’3_"(# ’( ") $ T*#(" +%#,-.%-)-/%#" 0%&%#"（%GGR）LR（W）



率以及可用于连接的限制性酶切位点的稀有性使得

这种方法在技术上受到了很大的限制。第二种方法

是利用真核细胞中的同源重组并通过噬斑进行筛

选，这种方法已被广泛使用，但是由于真核细胞中同

源重组的低效性以及噬斑纯化的长期性使得这种方

法也具有一定的局限性。!""# 年 $% 等［!!］提出了一

种更为简便、高效的腺病毒重组体的构建方法。首

先同源重组是在大肠杆菌中进行的，大大提高了同

源重组的效率；第二，包含有大部分腺病毒基因组的

骨架载体是以超螺旋的形式使用的，避免了酶切连

接等步 骤 的 复 杂 性；第 三，该 系 统 可 以 容 纳 长 达

!&’( 的目的基因；第四，穿梭载体中的含有 )*+ 标

签，可以通过荧光显微镜直接观察转染及感染情况。

蛋白在细胞中的定位与其功能有着密切的联

系，因此研究蛋白定位也是研究其功能的一种重要

手段。以往认为 +,-. 主要存在于细胞的胞浆中，

近年来的研究表明，+,-. 在细胞核和线粒体中也有

分布。+,-. 具有非典型的核定位信号序列［/］，泛素

化作用也调节着 +,-. 在细胞核中的定位［#，"］，而且

这种定位对于维持染色体的完整性发挥着重要的作

用［!&］。0&&1 年 234 等［5］报道在星型孢菌素 6,6 的

刺激下，+,-. 可以与促凋亡蛋白 789 一起转运至线

粒体上。由此可见，+,-. 在线粒体上的定位与细胞

凋亡有着密切的关系。然而，迄今为止对于 +,-.
在线粒体上定位的报道仍然较少，无论其功能方面

还是影响其线粒体定位因素均有待于进一步深入研

究。我们通过基因融合，将具有线粒体定位序列的

细胞色素氧化酶亚基七与该基因融合表达，使其能

直接定位于线粒体，并观察到 +,-. 的线粒体定位

可以引起细胞凋亡。:;<=>+,-. 腺病毒的构建，极大

的提高了细胞的转染效率。这不仅克服了瞬时转染

条件下无法获得高表达 +,-. 的困难，也为进一步

研究线粒体 +,-. 的功能如在细胞自噬方面的作用

打下了基础；同时也为利用线粒体功能来治疗肿瘤

提供了新的思路。
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#! 7:-5 /;;\

/;;V 年《微生物学报》改用新的“稿件远程处理系统”

自 /;;^ 年本刊开通使用了“稿件远程处理系统”，因软件使用不畅，本刊决定 /;;V 年改用新的稿件处理系统，随之也不得

不更换网站名称。由此会给作者和专家带来不便，敬请大家谅解！

/;;\ 年 #/ 月 "# 日之前的来稿，依然使用原网站 A??H：]],*:E-)F O (DO )CO C-]N:5J)*
进行投稿、查询和审稿，直到稿件处理终结为止。/;;V 年 # 月 # 日以后，本刊的旧网站的投稿窗口将关闭，所有投稿将在

新系统下进行。

/;;V 年 # 月 # 日以后的投稿，将在新的网站 A??H：]],*:E-)F>O (DO )CO C- 上操作，原有的“作者库”将全部导入新的系统，凡是进

行过网上投稿的作者仍然可以使用原来的“用户名”和“口令”，不必再重新注册。新系统使用起来会非常方便！欢迎大家进

行在线投稿、查询、修稿和审稿。

衷心感谢广大读者、专家对本刊的支持！

《微生物学报》编辑部
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