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%,$’/ 0’( /?+)/11 )/%$9<"’0’# &390’ !@2ABC 678 0’( D0,"(0#/ "#1 <"$,$4"%0,
0%#"D"#"/1 $5 <"’("’4 EF6 0’( "’(3%"’4 ’3%,/0) 0+$+#$1"1: 2/$3),#! 6
&390’ 678 4/’/ 5)049/’# $5 AGAG <+ "9"#$%&$’()"0, ,$%0,"H0#"$’ 1/I3/’%/
>01 (/,/#/($ >01 09+,"5"/( 5)$9 JKKL2MMBA %/,,1 <- )/D/)1/ #)*’1%)"+#"$’2
+$,-9/)*1/ %&*"’ )/*%#"$’ %N;2OLN$ 0’( %,$’/( "’#$ +P=QB* "R $ D/%#$) #$
%$’1#)3%# )/%$9<"’*’# +,*19"( +P;QB*2678: ;&/ )/%$9<"’*’# +,*19"( >*1
#)*’15/%#/( "’#$ !"#$%& ’()% "EPQ$: 678 /?+)/11"$’ >*1 "’(3%/( <-
"1$+)$+&-,#&"$2"2E24*,*%#$1"(/ "7O;S$! 0’( (/#/%#/( <- JEJ2O6SP 0’(
T/1#/)’ <,$#: 678 +)$#/"’ >01 +3)"5"/( <- F" 05"’"#- %&)$90#$4)0+&- 0’( #&/’
)/’0#3)/(: ;&/ <"$,$4"%0, 0%#"D"#- $5 )/’0#3)/( 678 +)$#/"’ >01 (/#/%#/( <-
/,/%#)$+&$)/#"% 9$<","#- 1&"5# 0110- "PKJ6$ 0’( U$/%&1# 1#0"’"’4: %/#*4$#!
;&/ A:G .< 678 4/’/ >01 13%%/1153,,- "1$,0#/(! 0’( %,$’/( "’#$ +P;QB0"R$
D/%#$): O,019"( +678 >01 "(/’#"5"/( <- )/1#)"%#"D/ /’H-9/ 0’0,-1"1 0’(
1/I3/’%"’4: N/%$9<"’0’# !"#$%&" 1#)0"’1 /?+)/11"’4 678 >/)/ $<#0"’/(: 678
+)$#/"’ 09$3’#/( #$ AAV $5 #&/ #$#0, <0%#/)"0, +)$#/"’ >&/’ "’(3%/( >"#&
7O;S 0# QMW 5$) X &: 678 >01 1+/%"0,,- )/%$4’"H"’4 <- 0’#"2678 0’( 0’#"2&"1
0’#"<$(-: =&/ +3)"#- $5 +3)"5"/( +)$#/"’ )/0%&/( $D/) YGV: 65#/) )/’0#3)0#"$’!
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+)$#/"’ >"#& &"4& +3)"#- 0’( <"$,$4"%0, 0%#"D"#- >01 $<#0"’/( <- #&/ 9/#&$(
(/1%)"</( 0<$D/:
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$摘 要% 背景与目的!线粒体在细胞凋亡中扮演关键的角色!线粒体凋亡诱导
因子%B-)-1),9,79./G09.6 KB01)*!S3J$是定位于线粒体中的一种重要的凋亡蛋白!对
线粒体蛋白质的研究可深入阐明线粒体在凋亡中的作用 ’ 本研究的目的在于克
隆(表达重组的人截短型 S3J!并对其诱导肿瘤细胞核凋亡的生物学活性进行鉴
定’ 方法! 采用 T:7M(T 技术从人肝癌细胞 INN(7>>&! 中扩增出剪切掉线粒体
定位信号的人 S3J 基因片段!并按阅读框克隆到原核表达载体 -@:=&B"U$中’ 进
行酶切与测序鉴定后 ! 以构建的正确重组质粒 -@:=&B7S3J 转化大肠杆菌 VW&!
"L@=$菌株!在异丙基7!7L7硫代半乳糖苷"3M:X$诱导下表达 S3J 蛋白!表达产物
用 ILI7MSX@ 和 Y+,1+*. Z;)1 检测&采用镍柱亲和层析法纯化目的蛋白&采用凝胶
滞后实验"@NIS$与 [)+0F,1 ==&?< 染色检测 S3J 蛋白的生物学活性’ 结果!获得
了去掉线粒体定位信号的 S3J 基因!并克隆到 -@:=&B"U$载体中!经酶切与测序
鉴定完全正确’ 此重组质粒转化入大肠杆菌!经 3M:X 诱导后!在大肠杆菌中可表
达相对分子质量约 -* >’ ’’’ 的目的蛋白& 表达量约占菌体蛋白总量的 !!\!表

人截短型线粒体凋亡诱导因子蛋白的克隆&表达
及诱导肝癌细胞凋亡的活性鉴定
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付玉荣!等! 人截短型线粒体凋亡诱导因子蛋白的克隆"表达及诱导肝癌细胞凋亡的活性鉴定

线粒体不仅是真核细胞内的能量工厂 !""#也是
细胞凋亡的调控中心 !#"#在细胞凋亡中扮演关键角
色 !$"$ 凋亡诱导因子%%&’&(’)*)+*,-./*,0 1%/(’2#345&
是一种具有凋亡诱导活性的黄素蛋白#定位于线粒
体的膜间隙$细胞受到凋亡刺激时#345分子从线粒
体释放到胞质#然后再易位到核#与染色体 673 结
合#使染色体核周边凝集和 673断裂!8#9"$研究细胞
核中 345 促进染色体凝集和 673 大片段形成机制
可以对其促进细胞凋亡的功能有更深的认识#从而
可以利用 345作为促进肿瘤细胞凋亡的靶标$ 为了
进一步开展 345 基因的功能研究#本研究从人肝癌
细胞 :;;<+==#" 中扩增出剪切掉线粒体定位信号
的 345 基因# 构建了重组表达质粒 &>?$#%+345#并
对其在大肠杆菌中进行了表达#同时对表达产物进
行了生物学活性研究$ 为深入研究 345的基因功能
及在线粒体凋亡中的作用奠定了基础$

! 材料与方法

!"! 主要材料
人肝癌细胞 :;;<+==#" 由重庆医科大学病理

生理教研室提供’@A;4+"B8C 培养基购自 D*E/’ 公
司’新生小牛血清为杭州四季青公司产品’大肠杆
菌 FG#"(6H9! 均由本实验室保存’ 总 @73 抽提
试剂盒(逆转录试剂盒(高保真 !"# 酶(限制性内
切酶(?8 673 连接酶(673 I%2JK2(A<@ 试剂盒等
均购自大连宝生物公司’质粒纯化(673 回收试剂
盒购自上海华舜公司’&>?$#%%L&(H*) 抗体与镍柱
亲和层析试剂盒购自 7’M%0K, 公司’ 异丙基+"+6
硫 代 半 乳 糖 苷 %*)’&2’&NOP(N*’+"+6+0%P%/(’)*-K#
4A?D&购自上海生工生物工程技术有限公司’兔抗
人 345 抗体购自美国 :%,(% <2.Q 公司 ’H@A 标记
的羊抗兔二抗为武汉博士德公司产品’ 预染蛋白
质 ;%2JK2(浓缩型 63F 显色试剂盒购自北京中杉
金桥生物技术有限公司’H’K/N)( $$#9R 染色试剂
盒购自碧云天生物技术研究所$

!"# $%&’($ 与克隆
%"& @73 提取)按 @73 抽提与 ;;GS 逆转录

试剂盒说明 # 从培养的 :;;<+==#" 细胞中提取
@73 并进行逆转录$ %#&引物的设计与合成)根据
DK,F%,J 中人 345 基因的序列设计引物$ 上游引
物序列为 )9T +?3<<?D<?3D<?<<DD3D33??<<3
?3?DD3DD33D??<<?<33D3<+$T#下游引物序列
为)9T+<D?<?3D3DD?3<<??3?D<DD<<D<D?<??
<3?D33?D??D33?3D+$T$ %$&目的基因的 A<@ 扩
增)总反应体积为 $C #P#循环参数为)U9V 8 I*,’
U8V $W )#B"V $W )#=#V UW )#$R 个循环后#再于
=#V延伸 "W I*,$ %8&目的基因的序列测定)回收
A<@ 扩增产物并以 $%&$和 ’("$ 双酶切后克隆
入真核表达载体 &/673$!" %L& 的 ’("$位点中
%$%&$和 ’("$为同尾酶&# 构建 &/673$!"+345#
$%&$和 ’("$ 双酶切鉴定正确后#交由上海博亚
公司进行 673 序列测定$
!") 亚克隆
以 )*+@$和 $+,$分别双酶切测序正确的

&/673$!"+345 和原核表达载体 &>?$#%%L&#分别
回收 " 9"9 E& 的目的基因片段和 &>?$#% 载体大
片段#用连接酶连接目的基因和载体片段#构建重
组原核表达载体 &>?$#%+345# 以其转化 )-*+./-
6H9! 感受态菌株# 接种于含羧苄青霉素 "WW #0 X
IP 的 GF 平板上培养后#挑取阳性菌落$ 小量提取
质粒以 )*+@$和 $+($进行双酶切鉴定# 正确后
交由上海博亚公司进行测序$
!"* +,+&’-./!0123145 6783 与亲和层析纯化
以 &>?$#%+345 转化 FG#" 感受态菌株# 在含

羧苄青霉素的 GF 平板上培养后#挑取阳性菌落接
种于含羧苄青霉素的液体培养基中$ 于 $=V振摇
过夜后#按 "Y"W 比例转种于 G3 培养基中$ $=V振
摇约 # N# 在吸光度值%0 值&约为 WZB%W!8["&时#
加入终浓度为 "ZC II’P \ G 的 4A?D 诱导 8 N$ 8V条
件下 "W WWW 2 \ I*, 离心 9 I*,# 收集菌体并用 "]
:6: 上样 E.11K2 煮沸裂解#离心取上清#按照文献
!9"进行 "#^ :6:+A3D> 和 _K)(K2, EP’( 检测$
用裂解缓冲液悬浮表达菌#超声波破碎后#8V

条件下 "# WWW 2 X I*, 离心 #W I*,# 取上清和沉淀
进行蛋白电泳# 证明表达的目的蛋白主要存在于
上清$ 常规方法 !="进行镍柱亲和层析纯化透析$
!"9 凝胶滞后实验"/:+-#检测目的蛋白的生物
学活性

参照文献!B"的方法进行)将 " #P%WZ9 #0 X#P&

达的目的蛋白与抗 H*) 标签抗体与抗人的 345 蛋白具有良
好的反应性 ’ 纯化后 #345 的纯度达到 U9^$ 经 >;:3 与
H’K/N)( $$#9R 染色实验证实) 获得的 345 蛋白具有良好地
与 673 结合并可诱导肿瘤细胞核凋亡的能力 # 凋亡率为
$=^$结论$人 345基因在 A>?表达系统中得到有效表达’蛋
白复性后能有效地在体外与 673结合#并可诱导细胞凋亡$
关键词$ 肝肿瘤’ :;;<+==#" 细胞’ 凋亡诱导因子’ 基因
克隆’ 表达’ 蛋白质纯化
中图分类号$@=$9Z= 文献标识码$3
文章编号$"WWW‘8B=a%#WW=&W9‘W8U8‘W8
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! "

#$! %&’’() !*+,- +++ ./" 与 -+ !% !01 !- !2 3
!%" 混匀#室温孵育 - 4#同时设无关蛋白对照$56
的琼脂糖凝胶电泳#紫外灯下观察并拍照$ 实验重
复 5 次$
!"# $%&’()* ++,-. 染色
参照文献 %7& 从 899:;77<- 细胞中提取细胞

核#加入 * !% !01!- !2 =!%"#同时设生理盐水对照#
57>孵育 <?* 4# 按 @A(B4CD 55<*E 染色试剂盒说明
书进行染色#荧光显微镜下观察细胞核形态并照相$
计数 -++个细胞#计算细胞凋亡率#实验重复 5次$

, 结 果

,"! /01 的 234562 扩增产物的鉴定与 /01 基
因原核表达载体 783+,94/01 的构建
使用 !01 基因的特异引物# 以提取的 F$! 为

模板进行 FG;H:F 反应#产物经 E 2 = I 琼脂糖凝胶
电泳后# 可见与预期产物 - *-* ./ 相符的特异条
带$回收目的片段后#插入 /:#$!5?- 载体中#经酶
切鉴定得到正确的克隆 !图 -"$ 测序结果与
J(K"&KL 中人 !01 基因的序列比较未发现突变$用
!"#F"和 $#%" 双酶切 /:#$!5?-;!01 与 /MG5<&
!N"# 回收目的片段与 /MG5<& 载体大片段进行连
接#转化 &’"#()’ #@*# 感受态菌株#挑取单个菌落
扩增并小量提取质粒#&"#F" 和 $#%" 双酶切所
得片段同预期的 - *-* ./ 大小一致!图 -"$ 经上
海博亚技术公司测序表明# 目标序列完全按预期
目的亚克隆入 /MG5<& 质粒的相应位点中$

,", 783+,94:/01 的原核表达及纯化
以 /MG5<&;!01 转化 &’"#()’ "I<- 感受态菌株#

经 0HGJ 诱导后# 可表达 *) 约为 7+ +++ 的融合蛋
白!含 @OC 标签"$以抗;@OC 抗体和抗 !01 抗体作一
抗#皆可检测到 !01 融合蛋白!图 <"$

,"+ 目的蛋白的纯化
取大量诱导后的细菌#于 PQ 以 * +++ ) = ROK 离

心 <+ ROK#收集细菌悬浮于裂解缓冲液中经超声
波破碎#收集上清$ 经凝胶扫描分析表明#表达的
目的蛋白约占总蛋白的 --6$ 纯化与复性后#以
8#8;H!JM 分析目的蛋白的纯度#目的蛋白纯度大
于 S*6!图 5"$

,"; 凝胶滞后实验与细胞核凋亡检测
凝胶滞后实验显示#!01 能很好地与 #$! 结

合#有效地使 #$! 滞留于加样孔内 #而无关蛋白

图 - !01 RF$! 的 FG;H:F 扩增与酶切分析
1O2T)( - !/A/DACOC;OK’TBOK2 U&BDA) !!01" RF$! &R/%OUO(’
.V )(W()C( D)&KCB)O/DOAK;/A%VR()&C( B4&OK )(&BDOAK !FG;H:F"
XOD4 )(CD)OBDOW( (KYVR( ’O2(CDOAK
I&K( -’ H:F K(2&DOW( BAKD)A% U)AR /B#!$5?-( %&K( <’ /:#!$5?-;
!01 ’O2(CD(’ .V $+," &K’ -./"( %&K( 5’ /B#!$5?-( %&K( P’
H:F /)A’TBD AU !01 2(K( U)AR /:#!$5?-;!01( %&K( *’ #I<+++
R&)L()( %&K( Z’ /MG5<&;!01 ’O2(CD(’ .V &"#F " &K’ $#%"( %&K(
7’ /MG5<&( %&K( E’ H:F /)A’TBD AU !01 2(K( U)AR /MG5<&;!01(
%&K( S’ H:F K(2&DOW( BAKD)A% U)AR /MG5<&?

图 < 重组蛋白的 8#8;H!JM 与 [(CD()K .%AD 分析
1O2T)( < F(BAR.OK&KD !01 /)AD(OK ’(D(BD(’ .V

8#8;H!JM !!" &K’ [(CD()K .%AD !""
I&K( 9’ R&)L()( %&K( -’ "I<-( %&K( <’ "I<- D)&KCU(BD(’ XOD4
/MG5<&( %&K( 5’ "I<- D)&KCU(BD(’ XOD4 /MG5<&;!01( %&K( P’ &KDO;
!01( %&K( *’ &KDO;@OC?

付玉荣!等? 人截短型线粒体凋亡诱导因子蛋白的克隆"表达及诱导肝癌细胞凋亡的活性鉴定

图 5 !01 蛋白纯化产物的 8#8;H!JM 分析
1O2T)( 5 HT)OUO(’ !01 /)AD(OK ’(D(BD(’ .V 8#8;H!JM

I&K( 9’ R&)L()( %&K( -’ /T)OUO(’ !01 /)AD(OK?
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!"#则没有此作用!图 $"#体外实验证明$#%& 能有
效地诱导 "’’()**+, 细胞核发生染色质凝集等
凋亡作用$致凋亡率约为 -./!图 0"#

! 讨 论

#%& 基因定位于 12+3)+4$ 编码 4,- 个氨基
酸# #%& 首先在细胞质中合成前体分子$然后转移
到线粒体中$一旦进入线粒体膜间腔$5 端 ,6+ 个
氨基酸组成的线粒体定位序列即被水解掉$ 折叠
成为成熟的 #%& 分子#当线粒体受到凋亡刺激时$
线粒体膜通透性转变孔道开放$引起 #%& 释放 %7&#
#%& 依赖的细胞凋亡是非 (89:89;9 依赖的$ 在真
核细胞中广泛存在并发挥重要作用的一条凋亡途

径 %<&# #%& 介导细胞凋亡的机制及其在细胞凋亡
中的地位逐渐被认识和重视起来#因此$若能获得
大量重组’且有良好生物学活性的 #%&$将有助于
深入研究其促凋亡活性$ 扩展我们对细胞凋亡的
进一步认识$并为肿瘤生物治疗提供新的思路#

#%&的凋亡诱导活性与其氧化还原酶活性无
关$ 无论是否存在 &#= 或 5#=>$#%& 均能诱导核
凋亡# 成熟人 #%&蛋白是 0. ?@的单体分子$#%&晶
体结构研究揭示$ 成熟 #%& 由 - 部分构成( 一个
&#=结合结构域 !,++A+B+ 和 C66AC..位氨基酸"$
一个 5#=> 结合结构域!+B-A-<< 位氨基酸"和一
个 ( 末端结构域!C.7AB,6 位氨基酸"$其 36<A33<
位氨基酸片段是 #%& 中所特有的插入片段$可能与
#%&的促凋亡活性有关#
本实验成功克隆了人截短 #%& 基因 $ 并利

用基因重组技术将 #%& 克隆于原核表达载体
:DE-+8 !F "中 $并在宿主菌 !"#$%& "!G+, !=D-"中
获得有效表达 # 表达的目的蛋白占菌体总蛋白
的 ,,H$ 经镍柱亲和层析纯化后的蛋白纯度大
于 <3/# 纯化后的蛋白能与抗 #%& 的抗体和抗
>I9 的抗体具有良好的免疫反应性 #

#%& 表面带正电荷$可以与 =5# 结合$这种结
合对 #%& 的凋亡活性是必需的# 凝胶滞后实验显
示$ 纯化后的 #%& 蛋白能很好地与 =5# 结合$使
=5# 迁移滞后) 而在同样条件下$ 无关蛋白 !"#
则不能与 =5# 结合)凋亡诱导实验显示$#%& 蛋白
可有效诱导 "’’()..+, 细胞核发生凋亡$凋亡率
约为 -./# 以上实验证明 #%& 具有良好的生物学
活性$可用于促凋亡活性的功能研究# 这为进一步
研究 #%& 基因的功能奠定了基础#
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