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重组质粒ＡＨＡ１的构建和表达及对ＨｅＬａ细胞周期的影响
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　　摘　要：目的　构建ＡＨＡ１的真核表达质粒，并在 ＨｅＬａ细胞中进行表达，然后检测过表达的ＡＨＡ１重组蛋白对 ＨｅＬａ细胞

周期的影响。方法　提取 ＨｅＬａ细胞中总ＲＮＡ，逆转录成ｃＤＮＡ后，设计引物扩增ＡＨＡ１基因的编码序列后构建到ｐＣＭＶＨＡ

真核表达载体中，转染 ＨｅＬａ细胞后使用 ＨＡ标签抗体通过免疫印迹检测 ＡＨＡ１融合蛋白在细胞中的表达，最后分别使用流式

细胞仪和ＣＣＫ８方法检测 ＨｅＬａ细胞的周期和增殖的变化。结果　ｐＣＭＶＨＡＡＨＡ１重组质粒经ＰＣＲ和ＤＮＡ限制性内切酶

酶切鉴定，最后通过ＤＮＡ测序并经序列相似性比对，确定ＡＨＡ１重组质粒构建成功；在 ＨｅＬａ细胞中转染ｐＣＭＶＨＡＡＨＡ１重

组质粒后，免疫印迹结果显示 ＡＨＡ１融合蛋白在细胞确已经实现过表达，经流式细胞仪和ＣＣＫ８方法检测发现，过表达的

ＡＨＡ１蛋白对 ＨｅＬａ细胞的周期和增殖影响不大。结论　成功构建了ｐＣＭＶＨＡＡＨＡ１重组质粒，并且在 ＨｅＬａ细胞成功过表

达，且过表达的ＡＨＡ１蛋白对 ＨｅＬａ细胞的周期和增殖影响不大。
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　　ＡＨＡ１是 Ｈｓｐ９０／Ｈｓｐ７０分子伴侣机制中普遍存在的协

同分子伴侣［１］。ＡＨＡ１与 Ｈｓｐ９０相互作用，并且 ＡＨＡ１结合

于Ｈｓｐ９０的中部区域进而激发ＡＴＰａｓｅ的活性
［２３］。对于酵母

和人类细胞中的下游蛋白，过表达的 ＡＨＡ１不仅能够帮助修

复 Ｈｓｐ９０行使分子伴侣的功能接近至野生型的水平，甚至还

能够直接代偿 Ｈｓｐ９０的部分功能
［４５］。Ｈｓｐ９０蛋白在维持细

胞活力的信号通路中具有重要作用，抑制 Ｈｓｐ９０蛋白能够阻

断参与肿瘤形成的众多 Ｈｓｐ９０下游蛋白的表达，所以 Ｈｓｐ９０

能够作为肿瘤治疗中的一个分子靶标［６７］。Ｈｓｐ９０蛋白的抑制

剂还能诱导ＤＮＡ损伤、细胞周期停滞进而介导肿瘤细胞的衰

老［８１０］。１７丙烯胺基１７去甲氧基格尔德霉素（１７ＡＡＧ）、格

尔德霉素和根赤壳菌素等 Ｈｓｐ９０蛋白的抑制剂抑制肿瘤细胞

的增殖时，ＡＨＡ１的表达量却持续上调
［８，１１１２］。由此研究者猜

想细胞中过表达的ＡＨＡ１蛋白也可能对细胞的增殖具有一定

影响。本课题组尝试将ＡＨＡ１构建到带有ＡＨ标签的真核表

达载体上，转染 ＨｅＬａ细胞后，分别使用流式细胞仪测定细胞

周期和ＣＣＫ８方法测定细胞的增殖。现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　ＨｅＬａ细胞株购自中国科学院细胞库；大肠杆菌

Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α为本室保存。

１．２　仪器与试剂　ＴＲＩｚｏｌ和Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００试剂购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；反转录试剂盒ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔⅡｃＤＮＡ首链合

成试剂盒，犈犮狅犚 Ⅰ和 犅犵犾Ⅱ ＤＮＡ 限制性内切酶以及 Ｔ４

ＤＮＡ连接酶均购自于 ＴａＫａＲａ公司；ＰＣＲ清洁试剂盒，ＤＮＡ

凝胶回收试剂盒与质粒ＤＮＡ小量提取试剂盒购自Ａｘｙｇｅｎ公

司；质粒提取试剂盒购自Ｒｏｃｈｅ公司；ＨＡ 抗体购自Ｒｏｃｈｅ公

司；ＰＩ试剂购自Ｓｉｇｍａ公司；细胞计数试剂盒ＣＣＫ８／ＷＳＴ８

试剂盒购自株式会社同仁化学研究所。
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１．３　方法

１．３．１　引物设计　使用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计扩增 ＡＨＡ１基

因编码序列的特异性引物如下：５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＴＧＡＴＧＧＣ

ＣＡＡＧＴＧＧＧＧＴＧＡＧＧＡＧ３′；５′ＣＣＧＡＧＡＴＣＴＣＴＡ

ＡＡＡＴＡＡＧＣＧＴＧＣＧＣＣＡＴＡＧＣＣ３′下划线部分为相应

的ＥｃｏＲⅠ、ＢｇｌⅡ酶切位点，引物由上海生工合成。

１．３．２　扩增目的基因　ＨｅＬａ细胞总ＲＮＡ提取按ＴＲＩｚｏｌ试

剂说明书进行，提取总ＲＮＡ后，按照反转录试剂盒的说明书

的步骤反转录合成ｃＤＮＡ，然后使用合成的 ＡＨＡ１特异性引

物进行ＰＣＲ，扩增条件为：９４℃５ｍｉｎ，（９４℃４５ｓ，６５℃１

ｍｉｎ，７２℃８０ｓ）３０次循环，７２℃１０ｍｉｎ，４℃保存；ＰＣＲ结束

后，使用１％的琼脂糖凝胶电泳，然后回收目的基因 ＡＨＡ１的

ＤＮＡ片段。

１．３．３　重组质粒ｐＣＭＶＨＡＡＨＡ１的构建　使用犈犮狅犚 Ⅰ

和犅犵犾Ⅱ两种ＤＮＡ限制性内切酶在３７℃水浴条件下分别酶

切ＡＨＡ基因片段和ｐＣＭＶＨＡ质粒，回收酶切的ＤＮＡ片段

后使用Ｔ４ＤＮＡ连接酶于１６℃水浴锅中连接过夜，然后使用

热激法转化ＣａＣｌ２ 处理的Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α的感受态细菌，倒置培

养于３７℃温箱过夜后，挑取单菌落扩大培养后，分别使用

ＰＣＲ与犈犮狅犚 Ⅰ和犅犵犾Ⅱ两种ＤＮＡ限制性内切酶酶切的方

式进行初步鉴定，最后送样品至上海生工测序并进行序列相似

性分析比较，确定重组质粒构建成功。

１．３．４　提取质粒　使用质粒提取试剂盒大量提取构建成功的

ｐＣＭＶＨＡＡＨＡ１重组质粒，然后使用美国Ｎａｎｏｄｒｏｐ公司的

ＮＤ１０００紫外分光光度仪测量其 Ａ２６０／Ａ２８０的比值和浓度，于

－２０℃保存备用。

１．３．５　细胞转染　使用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ

２０００转染真核质粒。２４ｈ后在６孔板中接种１×１０６ 个 ＨｅＬａ

细胞，然后在细胞铺满６孔板的平面８０％～９０％的时候按操

作说明进行转染，转染４８ｈ后，收集细胞进行免疫印迹检测和

细胞周期的检测．

１．３．６　免疫印迹　将提取的细胞总蛋白样品，进行聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离，低温快速湿转１ｈ，将蛋白转印至聚偏氟乙烯

膜上，室温５％脱脂奶粉封闭１ｈ，添加抗体于４℃ 孵育过夜，

然后取出在室温条件下用含有０．２％吐温２０的三羟甲基氨基

甲烷盐酸缓冲液清洗３次，每次１０ｍｉｎ，之后添加辣根过氧化

物酶标记的抗 ＨＡ抗体于室温孵育１ｈ，最后用含有０．２％吐

温２０的三羟甲基氨基甲烷盐酸缓冲液清洗４次，三羟甲基氨

基甲烷盐酸缓冲液浸泡数分钟后，添加辣根过氧化物酶酶显色

液于暗室进行显影和定影。

１．３．７　细胞周期检测　离心收集细胞，使用磷酸盐缓冲液清

洗细胞１次，加入含５０μｇ／ｍＬ溴化乙啶，１００μｇ／ｍＬ核糖核

酸酶Ａ，０．２５％聚乙二醇辛基苯基醚的磷酸盐缓冲液１ｍＬ，室

温避光孵育１０ｍｉｎ后，用微量加样器轻轻吹打数次，经滤膜过

滤后，使用美国贝迪公司的ＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ流式细胞仪检测

１×１０４ 个细胞，结果用细胞周期拟合软件 ＭｏｄＦｉｔ进行分析。

１．３．８　细胞增殖分析　在 ＨｅＬａ细胞分别转染ｐＣＭＶＨＡ

ＡＨＡ１重组质粒和空载体４８ｈ后，消化细胞制备细胞悬液，分

别在９６孔板中接种等比例的上述两组细胞，每组细胞设４个

复孔，将培养板放在培养箱（３７℃，５％ ＣＯ２）中预培养２ｈ，然

后每孔加入１０μＬ２（２甲氧基４硝苯基）３（４硝苯基）５（２，

４二磺基苯）２Ｈ四唑单钠盐（ＣＣＫ８／ＷＳＴ８）溶液，将培养板

在培养箱内孵育２ｈ，取出９６孔板，使用酶标仪测定在４５０ｎｍ

处的吸光度。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０进行统计分析，数据资料

采用狋检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＡＨＡ１基因编码序列的扩增　提取 ＨｅＬａ细胞总ＲＮＡ，

经反转录，成功扩增出ＡＨＡ１的基因片段，如图１所示ＡＨＡ１

基因大小为１０１６ｂｐ，与预期结果相符。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物 ＤＬ２０００；１：扩增的ＡＨＡ１基因编码序列。

图１　　通过ＲＴＰＣＲ的方法从 ＨｅＬａ细胞中扩增

ＡＨＡ１的基因编码序列

２．２　重组质粒ｐＣＭＶＨＡＡＨＡ１的构建和鉴定　将用犈犮狅犚

Ⅰ和犅犵犾Ⅱ双酶切的目的基因片段插入同样双酶切的ｐＣＭＶ

ＨＡ质粒中，构建ｐＣＭＶＨＡＡＨＡ１重组质粒。挑选阳性克

隆于含氨苄青霉素的ＬＢ液体培养基培养，然后提取质粒进行

ＰＣＲ鉴定，结果如图２Ａ所示，以所挑克隆的质粒为模板都能

扩增出ＡＨＡ１的基因编码序列，表明 ＡＨＡ１的基因编码序列

可能已经插入到ｐＣＭＶＨＡ载体中。提取其中的一个克隆的

质粒进一步使用犈犮狅犚Ⅰ和犅犵犾Ⅱ两种ＤＮＡ限制性内切酶进

行酶切，然后经１％琼脂糖凝胶电泳分析，结果如图２Ｂ，图中箭

头所指示的是ＡＨＡ１基因的编码序列，在其上方具有ｐＣＭＶ

ＨＡ空载体的片段，由此可以判定ＡＨＡ１已经成功构建到ｐＣ

ＭＶＨＡ载体中。挑选一个阳性克隆的菌液送上海生工公司

进行ＤＮＡ测序，并通过序列相似性分析比较，发现重组质粒

中的ＡＨＡ１序列与ＡＨＡ１基因的编码序列相符，与预期结果

相符，表明ｐＣＭＶＨＡＡＨＡ１重组质粒构建成功。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１，２：单克隆１和２。

图２　　重组质粒ｐＣＭＶＨＡＡＨＡ１重组质粒的

ＰＣＲ和ＤＮＡ双酶切鉴定

２．３　ＡＨＡ１在 ＨｅＬａ细胞中的表达　在 ＨｅＬａ细胞中分别转

染ＡＨＡ１的重组质粒和空载体，４８ｈ后收集细胞裂解后，收集

ＨｅＬａ细胞的总蛋白裂解液，使用 ＨＡ抗体通过免疫印迹检测

ＡＨＡ１真核表达载体在 ＨｅＬａ细胞中的表达。结果如图３所

示，ＡＨＡ１融合蛋白在细胞中成功过表达。

２．４　ＡＨＡ１蛋白对细胞周期的影响　在 ＨｅＬａ细胞中分别转
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染ＡＨＡ１的重组质粒和空载体４８ｈ后，使用流式细胞仪测定

细胞的周期，分别计数１×１０４ 个细胞，然后使用细胞周期拟合

的 ＭｏｄＦｉｔ软件分析结果。重复试验３次，分别转染ＡＨＡ１的

重组质粒和空载体对 ＨｅＬａ细胞的Ｇ０／Ｇ１，Ｓ和Ｇ２／Ｍ 期的影

响无明显差别。

图３　　ＡＨＡ１重组蛋白的表达

２．５　ＡＨＡ１蛋白对细胞增殖的影响　在 ＨｅＬａ细胞中分别转

染ＡＨＡ１的重组质粒和空载体４８ｈ后，使用ＣＣＫ８试剂盒检

测过表达的ＡＨＡ１融合蛋白对 ＨｅＬａ细胞增殖的影响，重复

实验至少３次，进行统计学分析，差异无统计学意义（犘＞

０．０５），表明过表达ＡＨＡ１融合蛋白并不能影响 ＨｅＬａ细胞的

增殖。

３　讨　　论

从酵母到人类细胞中，ＡＨＡ１蛋白都高度保守，并且

ＡＨＡ１蛋白定位于细胞的胞质中
［１３１４］。而ＡＨＡ１蛋白在细胞

中主要是作为热激蛋白 Ｈｓｐ９０分子伴侣机制中协同分子伴侣

对下游蛋白进行调节［１］。热激蛋白 Ｈｓｐ９０家族是一组高度保

守的蛋白质，在所有真核细胞中均有表达［１５］。Ｈｓｐ９０形成的

动力学复合体发挥分子伴侣的活性时需要协同分子伴侣和其

他与之结合的蛋白的共同参与［１６］，通过分子伴侣 Ｈｓｐ９０介导

的蛋白折叠和活化是一个依赖 ＡＴＰ驱使的复杂过程，这一过

程受一类称之为协同分子伴侣的辅助蛋白调控［１７］。ＡＨＡ１是

Ｈｓｐ９０／Ｈｓｐ７０分子伴侣机制中普遍存在的协同分子伴侣
［１］．

ＡＨＡ１与 Ｈｓｐ９０相互作用
［１８］，并且 ＡＨＡ１结合于 Ｈｓｐ９０的

中部区域进而激发 ＡＴＰａｓｅ的活性
［１］。ＡＨＡ１ 被认为是

Ｈｓｐ９０的分子伴侣功能的阳性调节因子，Ｈｓｐ９０蛋白的 Ｙ３１３

位点的磷酸化促进ＡＨＡ１的募集，并与 Ｈｓｐ９０协同作用激发

特定的下游蛋白进入活化状态［１８１９］。过表达的ＡＨＡ１不仅能

够修复 Ｈｓｐ９０的分子伴侣功能接近至野生型的水平，甚至还

能够直接代偿 Ｈｓｐ９０的部分功能
［４５］。

Ｈｓｐ９０作为真核细胞中的分子伴侣和激蛋白广泛参与特

定的结构和功能蛋白的成熟过程，并在信号转导过程中具有重

要作用，而且还能影响细胞周期和存活，而抑制 Ｈｓｐ９０蛋白则

能够阻断参与肿瘤形成的众多 Ｈｓｐ９０下游蛋白的表达，因此

Ｈｓｐ９０已经被用作治疗癌症的分子靶标
［２０］。而１７ＡＡＧ等

Ｈｓｐ９０蛋白的抑制剂在抑制肿瘤细胞的增殖时，ＡＨＡ１的表

达量却持续上调［１２］。而细胞中 ＡＨＡ１的表达被沉默后，则能

增强肿瘤细胞对１７ＡＡＧ的敏感性
［１２］。而在 ＨｅＬａ细胞中过

表达ＡＨＡ１蛋白后，检测 ＨｅＬａ细胞周期与增殖的变化时发

现，在 ＨｅＬａ细胞单独过表达 ＡＨＡ１其实对细胞周期和增殖

影响并不明显。这与在细胞中增加ＡＨＡ１蛋白的表达量却并

不能影响肿瘤细胞对１７ＡＡＧ的敏感性，似乎相一致。表明细

胞中ＡＨＡ１在细胞中作为 Ｈｓｐ９０的协同分子伴侣，表达量的

降低比表达量上调更有意义，这与 ＡＨＡ１作为 Ｈｓｐ９０的分子

伴侣功能的阳性调节因子，并能够在细胞中直接代偿 Ｈｓｐ９０

的部分功能，似乎也是殊途同归［１９］。这可能与 ＡＨＡ１蛋白主

要是参与 Ｈｓｐ９０下游蛋白的激活而不是稳定下游蛋白的功能

相关［１２］。

而 Ｈｓｐ９０蛋白的抑制剂还能诱导ＤＮＡ损伤、细胞周期停

滞进而介导肿瘤细胞的衰老．衰老和饮食限制能够改变小鼠脑

和肝中的 Ｈｓｐ９０与２０ｓ蛋白酶体复合体的相互作用
［８，２１］。而

在年老的沙鼠海马中 Ｈｓｐ９０的蛋白水平显著高于成年的沙鼠

海马［１６］。并且在衰老的人类成纤维细胞中，抑制 Ｈｓｐ９０的活

性导致ｐ５３迅速降解
［２２］，而在小细胞肺癌细胞中，抑制 Ｈｓｐ９０

的活性主要是导致早老而不是细胞死亡［８］。而 Ｈｓｐ９０蛋白的

抑制剂１７ＡＡＧ则能促进细胞损伤进而介导细胞衰老
［７］。而

ＡＨＡ１作为 Ｈｓｐ９０的协同分子伴侣，是否与 Ｈｓｐ９０一样也在

细胞衰老中具有一定的作用，目前还不得而知，虽然在细胞中

过表达ＡＨＡ１蛋白，并没有观察到 ＨｅＬａ细胞周期和增殖的

变化，但这并不能排除 ＡＨＡ１在细胞衰老中同样具有一定的

作用，下一步计划通过抑制ＡＨＡ１在细胞中的表达，或许有助

于揭示ＡＨＡ１在细胞衰老中的功能。
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胞溶血性疾病诊断指标相互印证［１４１５］。值得一提的是，作为

血红素组成部分的甘氨酸，在溶血组中含量升高，其在３．５６

ｐｐｍ处的亚甲基峰的化学位移值在溶血组中明显向高场漂

移。相关研究表明，甘氨酸的化学位移与溶液ｐＨ 值密切相

关［１６］，提示溶血发生后，血浆ｐＨ值也发生了相应改变。

代谢组学从全局角度研究机体全部小分子代谢物的对内

外因刺激所产生的应答，溶血导致血标本中多种小分子代谢物

的浓度发生改变，而这种改变，将会扰乱或掩盖其他因素带来

的变化。例如，本研究中发现葡萄糖含量降低，乳酸等糖酵解

产物物质含量上升，就与多种癌症如肝癌、肺癌等疾病的代谢

模式相似，容易导致模式识别分析产生错误的结果［１７１８］。

本研究采用基于ＮＭＲ技术的代谢组学方法，首次探讨了

溶血发生后，血浆中小分子代谢物的变化。研究结果表明，溶

血导致血浆中多种小分子物质浓度发生改变，涉及糖代谢、脂

代谢、氨基酸代谢等多种代谢路径，会影响代谢组学分析的结

果。因此，在代谢组学研究中，应尽量避免使用发生溶血的

样本。
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ａｌｔｅｒｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｔｈｅｂｒａｉｎａｎｄｌｉｖｅｒ

［Ｊ］．ＭｅｃｈＡｇｅｉｎｇＤｅｖ，２００９，１３０（１１／１２）：７７７７８３．

［２２］ＳｉｓｏｕｌａＣ，ＴｒａｃｈａｎａＶ，ＰａｔｔｅｒｓｏｎＣ，ｅｔａｌ．ＣＨＩＰｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐ５３

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｃｃｕｒｓｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙｄｕｒｉｎｇｃｅｌｌｕｌａｒｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ［Ｊ］．Ｆｒｅｅ

ＲａｄｉｃＢｉｏｌＭｅｄ，２０１１，５０（１）：１５７１６５．

（收稿日期：２０１２１１２９）

·８１９· 国际检验医学杂志２０１３年４月第３４卷第８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｐｒｉｌ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．８




