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!!摘!要"目的!构建重组表达GO5配体"GO5H#基因"1端含有/H'信号肽#的慢病毒!探讨其介导肝癌细胞
凋亡的可行性及其可能的分子机制$方法!将含有/H'信号肽的GO5H基因克隆至慢病毒载体Q>$F?>#[?
#>"?.G%?-G!i!S7;"简称 Q>$F#中!然后将重组 Q>$F?/H'5=N?GO5H 与慢病毒辅助质粒共同转染至

F.A'J(细胞中!获得重组慢病毒H[?/H'5=N?GO5H!阴性对照为H[!分别感染 F4Q-'细胞$最后将成功构建
的稳转细胞 F4Q-'?H[?/H'5=N?GO5H及 F4Q-'?H[同时培养至J*P!采用实时荧光定量聚合酶链反应"C!>0#
检测细胞中相关凋亡信号因子的转录水平!34564789:;6检测蛋白表达水平!#,,检测细胞增殖抑制水平$
结果!F4Q-'?H[?/H'5=N?GO5H细胞相对于阴性对照株 F4Q-'?H[!其凋亡因子转录及表达水平均上调'#,,
检测结果显示 F4Q-'?H[?/H'5=N?GO5H细胞生长明显受到抑制$结论!外源表达/H'5=N?GO5基因可诱导肿瘤
细胞 F4Q-'凋亡!有可能作为肿瘤基因治疗的新途径$
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!!GO5"GO5配体$GO5H&是一个重要的凋亡途径(对
维持机体稳态起着非常重要的作用(可以激活胞内

>O5QO54级联反应(促进细胞骨架降解和 $1+片段
化(导致细胞凋亡的发生'凋亡受体GO5即>$JE(是
一个重要的,1G受体家族成员(正常情况下在细胞
表面跨膜表达(其蛋白相对分子质量为(*^%)()%?(*'

GO5H是一种可以与死亡受体,1G0"G*"GO5结合的
细胞因子(它可以通过细胞毒作用诱导 , 细胞凋
亡)&*'在人体内(GO5与其配体GO5H结合后促使GO5
阳性的细胞迅速凋亡'GO5与其配体GO5H的结合可
使正常细胞及肿瘤细胞发生细胞凋亡(细胞凋亡是机
体抵御癌症的重要防御手段(这种现象最常见于细胞
毒性,细胞之中(这种现象是机体排除异常的细胞%
清除异物的主要方式'GO5与其配体GO5H都参与维
持机体免疫环境的稳定)E?L*'免疫抑制治疗是通过阻
滞某些特定的通路来抵抗肿瘤',细胞是杀灭肿瘤
的主力军(其表面可表达多种免疫抑制受体(而肿瘤
细胞表面可以产生相应配体'配体通过与,细胞表
面受体因子的结合(如GO5"GO5H的结合(抑制,细胞
的活化来抑制免疫应答反应)B?%)*'GO5"GO5H凋亡系
统是诱导肿瘤细胞凋亡的重要途径'将分泌型GO5H
转染至人肝癌细胞后(分泌到细胞外的GO5H可反作
用于肝癌细胞表面凋亡受体GO5(触发肝癌细胞内的
凋亡信号通路'本研究构建了含有/H'信号肽序列
的GO5H 基因重组慢病毒表达载体 Q>$F?/H'5=N?
GO5H(利用磷酸钙转染技术将重组慢病毒载体及另外

'个辅助质粒共转染至 F.A'J(细胞中(制备出具有
感染性的缺陷型活病毒粒子(直接感染 F4Q-'细胞(
然后检测外源性GO5H基因的分泌性表达对对人肝癌
细胞 F4Q-'凋亡的影响'

A!材料与方法

ADA!材料!人肝癌细胞 F4Q-'细胞株%人胚肾细胞

F.A'J(细胞%大肠杆菌,;Q%)为肾脏疾病发生与干
预湖北省重点实验室所有-真核表达载体Q>$F?
>#[?#>"?.G%?-G!i!S7;$简 称 Q>$F&%QT$?
1+(%Q5!+d'%Q#$'D-购自湖南丰晖生物科技有限
公司-GO5及GO5H单克隆抗体购自>4::"=N8O:=8N公
司(>O5QO54?B及+T6=8单克隆抗体购自武汉三鹰生物
公司-!7=24",+0, F" $1+ !;:W247O54%,0/X;:
01+%01+6;T$1+.T;$7WQ742=@$;:=N;U,&%内
切酶?<O2F'%d9O'%1;6'%$1+连接酶等分子克
隆相关试剂购自,OAO0O公司-'^"W97-7448实时
荧光定量!>0$C!>0&混合液购自上海翊圣生物公
司-胎牛血清购自<=;:;N=TO:/8US567=45公司-嘌呤霉

素购自武汉益易普公司-胰酶%双抗%$#.# 培养基
购自美国 -=9T;公司-人 GO5H酶连免疫吸附测法
$.H/"+&试剂盒购自江苏酶标生物科技有限公司公
司-#,,试剂盒购自碧云天公司-二抗?F0!山羊抗
兔/N-$FiH&抗体和 F0!山羊抗鼠/N-$FiH&抗
体购自安迪福诺生物科技武汉有限公司-0/!+裂解
缓%.>H超敏发光液购自北京普利莱公司-引物均由
武汉奥科公司合成'

ADB!方法

ADBDA!细胞培养!人肝癌细胞 F4Q-'及人胚肾细
胞 F.A'J(分别用含%)\胎牛血清%%\双抗$!""&
的$#.#培养液置于(L `%E\>]' 条件下培养(

)D'E\胰蛋白酶$含)D)'\.$,+&消化传代'

ADBDB!重组慢病毒载体Q>$F?/H'5=N?GO5H的构建
与鉴定!以QT$1+(?/H'5=N?GO5H质粒为模板(设计
引物扩增/H'5=N?GO5HT$1+ 片段(引物序列 G!

>,+-,>,+-++,-,+>+--+,->++>,>>,(

0!>->--+,>>,,+-+->,,+,+,++->>-+'
利用d9O'和<O2F'两种限制性内切酶同时酶切

Q>$F和扩增片段(分别纯化和回收双酶切后的载体

Q>$F和/H'5=N?GO5H片段(在$1+连接酶作用下将
带有缺口的Q>$F 载体和/H'5=N?GO5H片段连接$%*
`连接&P&(转化到感受态细胞,;Q%)中((L`过夜
培养'经双酶切%菌液!>0及琼脂糖凝胶电泳鉴定
重组质粒Q>$F?/H'5=N?GO5H(最后将重组质粒送武
汉奥科公司测序'

ADBDC!重组慢病毒H[?/H'5=N?GO5H和阴性对照病
毒的制备及对 F4Q-'细胞的感染!培养 F.A'J(细
胞(长满后接种到B个直径为%)T2的培养皿中(待
其生长至密度约为*)\左右开始转染(其中&个培养
皿用于重组慢病毒载体转染(&个培养皿转染阴性对
照慢病毒载体$不含/H'5=N?GO5&'按照分子克隆实验
磷酸钙转染法进行操作(同时将Q>$F?/H'5=N?GO"

Q>$F%Q5!+d'%Q#$'D-质粒以%E%%'%J&N的量用
磷酸钙混合液转染至 F.A'J(细胞中(于(L`%E\
>]' 条件下培养至&BP'然后在倒置荧光显微镜下
观察转染后的结果(若 F.A'J(细胞表达绿色荧光
蛋(证明慢病毒质粒转染成功'构建的重组慢病毒记
为H[?/H'5=N?GO5H(阴性对照慢病毒$不含/H'5=N?
GO5&记为H['回收细胞培养基直接感染 F4Q-'细
胞(待L'P后加入终浓度为%)&N"2H的嘌呤霉素处
理细胞(每天加%次(持续&U(最终获得全部被慢病
毒感染的 F4Q-' 细胞(阳性命名为 F4Q-'?H[?
/H'5=N?GO5H细胞(阴性命名为 F4Q-'?H[细胞'
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ADBDD!.H/"+ 检 测 GO5H 蛋 白 的 分 泌 ! 培 养

F4Q-'?H[?/H'5=N?GO5H和 F4Q-'?H[ 细胞至第L'
P(收集两种细胞的培养基(按照人GO5H.H/"+试剂
盒说明书操作(用酶标仪在单波长&E)82处测定吸
光度值$$&E)&(每个样品设置(个平行重复检测'

ADBDE!#,,检测细胞生长情况!将 F4Q-'?H[?
/H'5=N?GO5H%F4Q-'?H[%F4Q-')作 为 空 白 对 照
$1>&*细胞分别以%̂ %)E"孔的密度种在J*孔板中(
每种细胞设置(个平行重复检测(于(L `%E\>]'

条件下培养至&BP后按照 #,,试剂盒说明书进行
操作(用酶标仪在单波长EL)82处测定(种不同细
胞的吸光度值$$EL)&'

ADBDF!C!>0检测凋亡因子的转录水平!培养稳转
细胞 F4Q-'?H[?/H'5=N?GO5H和 F4Q-'?H[(在第J*
P对 GO5H%GO5%>O5QO54?B%GO5 相 关 死 亡 域 蛋 白
$G+$$&等凋亡相关基因的表达进行C!>0检测'按

,0/X;:法提取'组细胞总01+(取总01+约'&N(
反转录合成T$1+(反应体积为')&H'以 -+!$F
作为内参(取合成的T$1+'&H进行上述凋亡基因
的C!>0检测(每个样本设置(个平行检测(引物序
列见表%'所有反应体系配制好后(置于+</gSO86?
"6SU=;EC!>0仪进行检测(!>0反应条件为JE `
*)5(*)`()5(共&)个循环'当C!>0反应运行结
束(导出数据并在-7OQP!OU!7=52E软件中进行统计
学分析和作图'

表%!!实时荧光定量!>0引物序列

基因 引物序列$Ebh(b&

-+!$F 正向!-,,,+>+,-,,>>++,+,-+

反向!,>>,--++-+,--,-+,---

GO5 正向!>++---+,,--++,,-+--+

反向!,--++-+++++,--->,,,

GO5H 正向!,-->>,,-,-+,>++,-+++

反向!,>+,>+,>,,>>>>,>>+,>

>O5QO54?B 正向!++->+++>>,>----+,+>,

反向!---->,,-+,>,>++++,-+

G+$$ 正向!>>-+->,>++-,,>>,+,->

反向!>-,,+++,->,->+>+>+--

ADBDT!34564789:;6检测凋亡因子的蛋白表达水
平!分别收集 F4Q-'?H[?/H'5=N?GO5H%F4Q-'?H[%

F4Q-'(种细胞(用刮铲刮取细胞(每个样品加%'E

&H0/!+裂解缓冲液冰上裂解%)2=8(根据<>+蛋
白定量试剂盒说明书操作(用 #;:4TS:O7$4M=T45多功
能酶标仪测定总蛋白(根据总蛋白水平确定上样量'
进行"$"?!+-.电泳(条件为%')[%J)2=8'然后
转膜$尼龙膜&(%))[转膜%P(用浓度为E\的牛奶
缓冲液室温下封闭%P(分别与GO5H%GO5%>O5QO54?B

及#?+T6=8一抗孵育(&`过夜'!<",洗涤(次(每
次%)2=8(后与相对应的二抗室温孵育%P(用!<",
重复洗(次(每次%)2=8'最后用.>H超敏发光液
孵育后置于"-#')%B%&L迷你化学发光成像仪显色'
以#?+T6=8作为内参(用/2ON4Z软件测灰度值(计算
上述蛋白的相对表达水平$以目的蛋白的灰度值与

+T6=8灰度值的比值表示&'每个样本设置(个平行
重复检测'

ADC!统计学处理!采用"!""%(D)软件进行统计学
分析'符合正态分布的计量资料以5eB表示(组间
比较采用 ]84?3OW+1][+检验(!$)D)E为差异
有统计学意义'

B!结!!果

BDA!重组慢病毒载体Q>$F?/H'5=N?GO5H的构建与
鉴定!挑取单克隆培养菌株$非蓝白斑筛选&(进行菌
液!>0扩增(筛选Q>$F?/H'5=N?GO5H阳性质粒(产
物经过琼脂糖凝胶电泳鉴定(可以发现有约%Y9的

$1+片段(同时抽提阳性重组质粒进行双酶切鉴定(
酶切产物经琼脂糖凝胶电泳显示(出现约大于BY9和
约%Y9两条带(与预期结果相符'最后(将阳性质粒
送武汉奥科公司测序(将1></数据库的序列与测序
结果进行对比(证明序列完全一致'

BDB!重组慢病毒的制备!&BP后在倒置荧光显微镜
下观察(发现 F.A'J(细胞表达绿色荧光蛋白(说明
慢病毒质粒制备成功'

BDC!.H/"+ 检测GO5H蛋白的细胞外分泌情况!
F4Q-'?H[细胞培养基$&E) 为%D)e)D%)(F4Q-'?
H[?/H'5=N?GO5H细胞培养基$&E) 为%D&e)D)E(差异
有统计学意义$!I)D))(&(说明加入/H'信号肽的

GO5H蛋白能够分泌到细胞外'

BDD!#,,检测细胞生长情况!F4Q-'细胞$EL) 最

高(为&D'%e)D%E-F4Q-'?H[ 细胞$EL) 为(DEe
)D'L-F4Q-'?H[?/H'5=N?GO5H 细胞 +EL) 最低(为

'DEe)D)L-(种细胞间两两比较(差异均有统计学意
义$!$)D)E&'与其他两种细胞比较(F4Q-'?H[?
/H'5=N?GO5H细胞生长受到了明显抑制(细胞外分泌
的GO5H蛋白对 F4Q-'细胞具有抑制作用'

BDE!C!>0检测凋亡因子的转录水平!F4Q-'?H[?
/H'5=N?GO5H细胞中GO5H%GO5%>O5QO54?B%G+$$的
相对表达水平分别为 F4Q-'?H[ 细胞的ED*(e
'DBB%(D&'e)D&'%%DLLe)D*(%(D*'e)D&E倍(其中

GO5H%GO5%G+$$ 的表达差异有统计学意义$!$
)D)E&'

BDF!凋亡因子蛋白表达水平的 34564789:;6检测!
F4Q-'?H[?/H'5=N?GO5H细胞的检测中(GO5H有条带
检出(其余'种细胞未检测出明显条带-而 GO5和

>O5QO54?B在所有细胞中均有条带检出'GO5H蛋白
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在F4Q-'?H[?/H'5=N?GO5H细胞中的相对表达水平为

(D&e)D(L(明显高于该蛋白在其他两种细胞中的相
对表达水平$!$)D))%&-GO5和 >O5QO54?B蛋白在

F4Q-'?H[?/H'5=N?GO5H细胞中的相对表达水平分别
为'DBe)D('和(D)e)D(&(也明显高于这两种蛋白
在其他细胞中的表表达水平$!$)D))%&'见图%'

!!注!1>表示作为空白对照的 F4Q-'细胞-H[表示 F4Q-'?H[细胞-H[?GO5H表示 F4Q-'?H[?/H'5=N?GO5H细胞-+为 34564789:;6条带图-

<%>%$分别为GO5H%GO5%>O5Q?B蛋白在(种细胞中的相对表达水平比较'

图%!!细胞凋亡因子的 34564789:;6条带检测图及各泳道蛋白相对表达水平分析

C!讨!!论

!!本研究采用慢病毒作为GO5H基因的运载工具(
将其有效地整合到宿主染色体上(达到 GO5H 在

F4Q-'细胞中持久性表达的目的'同时克服了一般
运载分子的缺点(如使生物大分子构象改变%活性部
位易受到影响%药效降低和毒副作用等)%%?%&*'

GO5"GO5H通路在胞内具有双重调控作用'一方
面(GO5H与靶细胞表面受体GO5结合(使GO5细胞质
区的死亡结构域$$$&与转接器蛋白的G+$$结合(
形成死亡诱导信号复合体$$/">&(进而激活下游的凋
亡蛋白(从而介导细胞凋亡以保证功能异常细胞能够
被及时清除(在免疫监测中扮演着十分重要的作
用)%E?%B*'另一方面(当GO5"GO5H介导的细胞凋亡发
生了异常改变(引起一系列的不良反应(继而对人体
造成不良的影响'研究证明GO5或GO5H的不正常表
达可能与细胞损伤%生殖系统疾病%免疫疾病%神经系
统病变%炎症反应%肿瘤发生有关)%J*'

高彦军等)')*发现(!#'DE动物实验组中大鼠肺
组织出现显著病变并伴有凋亡迹象(随着刺激物

!#'DE水平增加(凋亡水平也增加(而且 3456478
9:;6证明 GO5%GO5H%>O5QO54?B 等 蛋 白 的 表 达 随

!#'DE的增加而增加'因此!#'DE的有效暴露可以
诱导实验动物肺上皮细胞发生GO5"GO5H途径介导的
凋亡'

戴芳等)'%*通过对')例临床精液标本进行分析(
发现弱精组%少精组和少弱精组中GO5表达水平与正
常组相比均偏高(但与精子浓度%前向运动精子数呈
负相关(差异有统计学意义$!$)D)E&'同时(少精组
和少弱精组中GO5H转录水平上调(GO5转录水平与
前向运动精子和精子活力呈正相关(差异有统计学意
义$!$)D)E&'该研究初步证实GO5"GO5H在转录及
表达水平的异常促进了精细胞凋亡'有研究发现纳
米二氧化硅通过诱导小鼠睾丸,#&细胞氧化应激反

应(激活GO5"GO5H通路(促使,#&细胞发生凋亡(且
纳米二氧化硅表现出剂量依赖性地抑制,#&细胞的
存活率和数量)''*'

毒性弥漫性甲状腺肿$-7OM45&患者/%(%治疗前
后的对比分析得出(观察组中外周血GO5表达水平高
于对照组(缓解组%复发组的GO5表达水平均高于对
照组(缓解组GO5表达水平低于观察组和复发组(所
有对比均有统计学意义$!$)D)E&'由此可见(GO5
在外周血中的表达水平随着-7OM45病程的发展而升
高)'(*'还有类似研究显示慢性淋巴细胞性甲状腺炎
患者经硒酵母联合地塞米松治疗后(血清中GO5和

GO5H的蛋白表达水平明显降低(患者的甲状腺功能
明显改善)'&*'

GO5"GO5H通路在神经系统疾病中也扮演重要角
色(研究人员发现在对难治性癫痫患者予以左乙拉西
坦联合鼠神经生长因子治疗半年后(可有效控制癫痫
发作(提高临床疗效(且GO5H%GO5%<T:?'等蛋白水平
也显著低于对照组$!$)D)E&(说明GO5"GO5H通路
参与了癫痫的发病过程)'E*'

GO5"GO5H通路是维持机体组织正常生理功能的
重要信号通路'研究证明(GO5和GO5H广泛表达于
人体组织细胞中(一但机体组织细胞功能遭到破坏(
就会直接导致GO5"GO5H凋亡通路无法执行凋亡程
序(启动异常细胞的死亡(造成机体相关组织细胞走
向不可逆转的癌变)'**'结肠癌细胞中>$&L高表达(
但过表达>$&L蛋白却又阻断GO5"GO5H通路(抑制
人结肠癌细胞"3&B)凋亡)'L*'辣椒素可以抑制人胃
癌细胞 #A1?&E的活力(促进GO5"GO5H通路介导的
细胞凋亡)'B*'研究人员还发现肝癌和上皮性卵巢癌
组织中存在GO5跨膜表达的下调和GO5H跨膜表达增
加的情况(这样肿瘤细胞表面GO5受体无法被免疫细
胞识别(同时肿瘤细胞表面异常表达的GO5H配体又
会结合免疫细胞膜表面受体GO5从而诱导免疫细胞
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自身凋亡(以此来逃避宿主的免疫应答)'J?()*'
目前(治疗肝癌的主要方法以手术%放射介入%化

疗为主(但整体疗效有限(多数患者就诊时已属肝癌
晚期(不符合手术治疗范围(化学药物可以阻止癌细
胞的增殖(但药物不仅作用于癌细胞(也会对正常的
组织细胞造成损伤(引起临床不良反应'放射治疗的
不良反应也一样明显'因此需要寻求有效治疗肝癌
的新手段(而生物疗法是肿瘤治疗领域的一场革新(
其中就包括免疫检查点抑制治疗法(而GO5"GO5H通
路在多种疾病特别是肿瘤发生%发展过程中起重要作
用(有可能成为治疗的靶点'

综上所述(本研究结果显示(添加的/H'信号肽
的分子能够引导GO5H蛋白分泌到 F4Q-'细胞外(还
能抑制肿瘤 F4Q-'细胞增殖(提高细胞内凋亡信号
因子的转录水平和蛋白表达水平(具有明显的抗肿瘤
作用'但本实验仅在细胞外证明外源性 GO5H 对

F4Q-'细胞的抑制效果(本课题组还将进一步开展动
物模型体内实验(验证本研究采用的方法在临床治疗
中的可行性'本研究成功采用慢病毒系统表达可分
泌至细胞外的GO5H蛋白(初步证明了靶向GO5"GO5H
通路治疗肝癌的可能性(为肝癌治疗的研究提供了新
的思路'
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