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!摘要"
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目的
!

克隆天花粉蛋白!

7.'-834$%78'%

#

B2,

"基因及研究重组
B2,

诱发大肠癌细胞
C*Q*

凋亡的作用&

方法
!

GB:A2G

法克隆
B2,

基因的
-TNM

序列并表达纯化
B2,

$

*BB

法测定
B2,

对
C*Q*

细胞生长抑制作

用#评估
B2,

体外诱导
C*Q*

凋亡的作用$琼脂糖凝胶电泳法进行细胞凋亡
TNM

分析&结果
!

成功克隆了

B2,

基因#

B2,

对
C*Q*

细胞体外生长具有抑制作用#

TNM

电泳呈梯状条带#表明
B2,

对
C*Q*

细胞确实存在

诱导凋亡作用#

B2,

对
C*Q*

细胞半数抑制浓度!

I2

)"

"为
')>"

#

6

/

;L

&结论
!

B2,

体外能抑制
C*Q*

细胞生长

并诱导细胞凋亡#为今后
B2,

应用于大肠癌的临床治疗提供了重要的实验依据&
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天花粉蛋白!

7.'-834$%78'%

#

B2,

"是中药天花粉的

有效成分#是从葫芦科植物栝蒌的块根中提取出来

的一种单链核糖体失活蛋白!

.'?343;+:'%$-7'($7'%

6

5

.37+'%

#

GIA

"#具有
GNM N:

糖苷酶活性&主要有

引发中期流产'抑制人类免疫缺陷病毒!

8";$%

';;"3#+='-'+%-

R

('."4

#

EI@

"增殖'调节人体免疫功

能等多方面的作用*

#

+

&

B2,

能直接作用于滋养层

合胞体细胞#引起细胞的变性坏死#进而引发中期流

产*

!

+

&

B2,

是一种有效并具有专一性的抗肿瘤药

物#与一般化疗药物造成的肿瘤细胞和正常细胞两

败俱伤的作用不同#它对人的外周血淋巴细胞'

B

细

胞和羊膜细胞等正常体细胞影响极小*

$

#

'

+

&研究表

明#许多抗癌药物是通过最终引发肿瘤细胞凋亡而

达到治疗的目的&本实验旨在用分子生物学手段#

建立稳定的具有一定蛋白产率的大肠埃希菌原核表

达系统#克隆表达并纯化天花粉蛋白#研究天花粉蛋

白在体外对
C*Q*

细胞增殖的抑制作用和诱导凋亡

效应#以促进天花粉蛋白在肿瘤治疗上的应用&

%)#
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天花粉为新品种牛心栝楼天花粉#产自

浙江省&

9DB$

V

TNM

聚合酶'各种限制性内切酶'

B'TNM

连接酶!

B$J$G$

公司"#表达载体
5

9B$!$

和
KL!#

!

T9$

"菌种由本实验室保存$

A2G

引物!大

连
B$J$G$

生物技术有限公司合成"&

试剂
!

新生牛血清!杭州四季青公司"'

T*9*

'

胰蛋白酶!

I%('7.3

6

+%

公司"$

*BB

!

,'

6

;$

公司"$

5

KG$!!

'

TE)

*

为本室保存$荧光染料
E3+-847

$$!)&

'碘化丙啶!

A.3

5

'#'";I3#'#+

#

AI

"!

,';

6

$

公

司"&

细胞株
!

人大肠癌细胞
C*Q*

由郑州大学公共

卫生学院卫生毒理学教研室传代并保存&

*BB

溶 液
!

用
AK,

溶 解
*BB

#配 制 成

);

6

/

;L

的溶液#过滤除菌后#棕色瓶
'X

保存$

E3+-847$$!)&

染液%用
AK,

将
E3+-847$$!)&

配

制成
)"

#

6

/

;L

的贮藏液#贮于棕色瓶
'X

避光保

存备用&

天花粉总
:X6

的提取
!

采用
A<$%7.+$

6

+%7

-3%-+.7

试剂#按使用说明从天花粉中提取总
GNM

#

进行总
GNM

的鉴定&

@;D

基因的
/UX6

克隆
!

根据已发表的
B2,

基因序列!基因登录号为
*$'&)&

"设计了如下
#

对

特异性引物%上游引物为
)Y:O2OMMBB2MBOM:

B2MOMBB2BBMOB22B2B2:$Y

#引入酶切位点

,.*G

)

#下游引物为
)Y:O22B2OMOM2BMMMB:

MO2MBMM2BB22:$Y

#引入酶切位点
N6*<

)

&采

用一步法
GB:A2G

合成目的基因#操作过程按

B$J$G$

一步法
GB:A2G

试剂盒推荐的程序进行&

把扩增产物用
#>"H

的琼脂糖凝胶电泳分离后回

收#将回收后的
A2G

产物连接到
5

*T#&

载体#通过

菌液
A2G

进行鉴定后的重组体进行
TNM

测序

鉴定&

-

!@Q5F#Q@;D

在
Ĉ5A

%

U!J

&中的表达和纯化

!

为使
B2,

的成熟蛋白!相对分子质量
$""""

"能

以融合表达的方式在大肠埃希菌中表达#

A2G

产物

经
,.*G

)

和
N6*<

)

双酶切消化克隆到
A9B:$!$

载

体中#构建重组质粒#将其命名为
A9B:@A#

#

A2G

'

酶切分析和测序验证&挑取阳性重组菌落在含有氨

苄青霉素的
LK

培养基中培养至
"

*""

达到
">*

时#

加入终浓度为
">);;3<

/

L

的
IABO

#

!&X

进行诱

导表达&收集
IABO

诱导前和诱导后
)8

的菌液#

用于
,T,:AMO9

电泳鉴定和蛋白纯化&产物经
N'

离子纯化柱纯化'复性&用
AK,

对纯化的
B2,

蛋

白进行透析后用于肿瘤生长抑制实验&

@;D

对
+,-,

细胞生长抑制作用
!

B2,

对

C*Q*

细胞株的体外生长实验由
'&

微孔板
*BB

法

测定&将处于对数生长期
C*Q*

细胞悬液以每孔

!""

#

L

!

#"

' 个/
;L

"接种在
'&

孔板上#细胞贴壁

后换
">)H T*9*

培养液同步培养
)*8

#再换用

#"H T*9*

培养液或处理液#分实验组和对照

组#加入
B2,

#其浓度按%

!"

'

'"

'

*"

'

&"

'

#""

'

#!"

'

#'"

'

#*"

'

#&"

和
!""

#

6

/

;L

#由低到高依次加入#每

一浓度设
'

个复孔#置
$%X

'

)H 2F

!

的培养箱中

培养
'&8

&每孔加入
!"

#

L*BB

溶液!

);

6

/

;L

#

即
">)H *BB

"#继续培养
'8

后终止培养&小心

吸去孔内培养液#每孔加入
#)"

#

L

二甲基亚砜#置

摇床上低速振荡
#";'%

#使结晶物充分溶解&以等

体积
T*,F

调零#未处理组为对照#振荡
);'%

后

用酶标仪于
'(!%;

波长下比色&计算化合物对肿

瘤细胞的抑制率#绘制生长抑制曲线并测出其半数

抑制浓度!

I2

)"

"&细胞生长抑制率由下列公式计

算%细胞生长抑制率!

H

"

+

!

#,"

7.+$7+#

/

"

-3%7.3<

"

/

#""

&该实验每个细胞株重复
'

次#每次每个浓度各

设
'

个平行孔#取
'

次实验结果的均值进行统计

分析&

@;D

引起的肿瘤细胞凋亡核形态的观察
!

将各

种细胞制成细胞爬片#用
AK,

洗涤细胞
$

次#将细

胞用细胞固定液固定
#";'%

#

AK,

洗涤
$

次#用

)

#

6

/

;LE3+-847$$!)&

染色
#";'%

#室温
)""

6

);'%

收集细胞#再用
AK,

洗涤细胞
#

次&用少量

封片液悬浮细胞#涂片后置荧光显微镜下观察并

拍照&

UX6

凝胶电泳
!

以
#")

个/
;L

的密度接种

C*Q*

细胞至一块
*

孔板上#置
$%X

'

)H2F

!

的湿润

培养箱中培养#至对数生长期时#分别加入等体积不

同浓度的
A*K9

处理液或培养液!对照"#培养至
#!

'

!'

'

'&

'

%!8

时#分别以
">!)H

胰蛋白酶消化并收集细

胞#以
#/AK,

低速离心!

#""".

/

;'%

"

!

次#每次
#"

;'%

&细胞沉淀以
'"

#

LA2

缓冲液!

">!;3<

/

L

N$E

!

AF

'

0">#;3<

/

L2'7.'-$-'#+!'0#

"室温孵育
#8

后#

'&".

/

;'%

离心
$";'%

#上清转入相应的
#>);L

微量离心管中#分别加入
$

#

LNA:'"

!

!>);

6

/

;L

"和

$

#

LGN$4+M

!

#";

6

/

;L

"#

$%X

孵育
#8

后#再分别

加入
$

#

L

蛋白酶
J

!

#";

6

/

;L

"#并于
)"X

孵育
)"

;'%

&反应结束后#各取
#"

#

L

与
!

#

L*/<3$#'%

6

?"==+.

均匀混合#用含
">)

#

6

/

;L9K

的
#H M

6

$.34+

6

+<

进行电泳#

#/BM9

#

#!"@

出孔#

%)@

恒压电泳

#>)8

&凝胶成像分析系统!美国
KIF:GMT

公司"观

察拍照&

&)#
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高德富#等
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天花粉蛋白基因的克隆及其诱导大肠癌细胞
C*Q*

凋亡的作用

X(,&0.,)+$(&

检测
/̂$Q5

和
#̂Z

基因的表达
!

取对数生长期的
C*Q*

细胞分别以
)/#"

) 个/瓶的

密度接种于
%);L

培养瓶#加入
#";L"

或
'"

;

6

/

L*MA$"

处理液#收集处理
"

"

#!"8

的细胞

提取细胞的总
GNM

#

,%"X

保存&

'!X

预杂交

'8

#用*

$!A

+

#2BA

!

28'%$I4373

5

+

公司"标记
K-<:!

和
K$D

基因
-TNM

探针后
'!X

杂交
!"8

#洗膜后

用
U

光片 !

J3#$.

#

G3-8+47+.

#

N0

"压片
$

"

%#

&

(

:$-7'%

作为内参&

E.1&.,)+$(&

检测
/̂$Q5

和
#̂Z

蛋白的表达
!

取同代生长的
C*Q*

细胞分别以
)/#"

) 个/瓶的密

度接种于
%);L

培养瓶#加入
#";L

浓度为
'"

;

6

/

L*MA$"

处理液#对照组不加药物#培养
%!8

#

用胰蛋白酶法收集细胞#

#""".

/

;'%

离心收集提取

细胞总蛋白及二辛可宁酸法!

?'-'%-83%'%'-$-'#

#

K2M

法"测蛋白浓度#

,%"X

保存备用&取
$"

#

6

蛋白样品#稀释到
!)

#

L

#加入等体积
!/

上样缓冲

液#沸水浴变性
);'%

#将总蛋白在
,T,:AMO9

胶上

分离#接着将总蛋白转移到
A@T!

膜!

A$<<

"#封闭#

'X

下用一抗!按
#0#"""

稀释"轻摇孵育过夜#室温

下把膜封闭在
EGA

标记的二抗!

#0!"""

的效价稀

释"杂交液中轻摇孵育
#8

#进行信号检测&

数据分析
!

数据采集和处理采用
,A,,#$>"

软

件#结果均以
@

.

-5

表示!

)+$

"$插图采用
F.'

6

'%%>"

软件绘制&

结
!!!

果

天花粉总
:X6

的提取与鉴定
!

采用
A<$%7

.+$

6

+%7-3%-+.7

试剂按使用说明从天花粉中提取总

GNM

#其
"

!*"

/

"

!&"

为
#>(!

#取
#

#

6

GNM

进行甲醛

变性胶电泳#溴化乙锭染色后可见
!&,

和
#&,

条

带明显#且两者之比大于
!

!图
#

"#这说明所获得的

GNM

样品的质量良好#无
TNM

'蛋白质及小分子污

染#总
GNM

在提取过程中未降解#符合继续实验的

要求&纯度已达到了反转录实验的要求#可用于合

成
-TNM

&

天花粉
@;D

基因
/UX6

的克隆$表达和纯化
!

以重组质粒为模板#用合成的引物对
B2,

基因进行

A2G

扩增#

A2G

产物经
#H

琼脂糖凝胶进行电泳检

测可见到
&)"?

5

左右的目的片段#与预期大小一

致&将测得的基因序列在
N2KI

上进行
KLM,BN

分析#发现与基因登录号为
*$'&)&

的基因的核苷

酸序列相差
!

个碱基&分别是
'!&
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