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增殖+迁移的影响"
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!!&摘要'!目的!构建核转运抑制肽与红色荧光蛋白!/&'"的融合表达载体#探讨该融合蛋白在 47J:细胞中

的表达+定位以及对细胞增殖+迁移的影响(方法!分别合成编码两种核转运抑制肽3+?:E"和3+?:EW的多核苷

酸#退火后插入红色荧光蛋白表达载体0O=2/782.",质粒转化大肠杆菌O42T$#挑取阳性菌进行ORX测序,利用

脂质体转染法将重组载体0O=2/7823+?:E"+0O=2/7823+?:EW及空白载体转入 47J:细胞中#荧光显微镜观察红色

荧光的表达与定位,YII实验和细胞迁移实验检测融合蛋白表达对细胞增殖+迁移的影响(结果!ORX测序显

示#两种核转运抑制肽3+?:E"和3+?:EW成功插入红色荧光蛋白表达载体,转染真核细胞后3+?:E"和3+?:EW引

导红色荧光蛋白在细胞核表达,同时#融合蛋白/&'23+?:E"和/&'23+?:EW对 47J:细胞的增殖+迁移有抑制作

用(结论!成功构建核转运特异性抑制肽与红色荧光蛋白融合表达的载体#融合蛋白在细胞核局限表达并能抑制

肿瘤细胞的增殖+迁移(

&关键词'!核转运!红色荧光蛋白!增殖!迁移
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=9BB7==F9@@HCXF>7<><:,=F7B>78+,>;47J:B7@@=#>67+,6+D+>+,-070>+87+,89B78<78F@9;<7=B7,>0<;>7+,@;B:>+,-+,
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@;B:>78+,,9B@7:<:,8=900<7==78>670<;@+F7<:>+;,:,8?+-<:>+;,;F>9?;<B7@@=C

&L,@M9<-:'!!R9B@7:<+?0;<>!!/78F@9;<7=B7,>0<;>7+,!!'<;@+F7<:>+;,!!Y+-<:>+;,

!!细胞核与细胞质的区间分布是真核细胞的显著

标志#胞质中翻译的核蛋白跨越核膜在细胞核与细

胞质之间的穿梭受到严格调节(大量研究表明#多

" 国家自然科学基金!R;CP"S!#"$S"和江西省自然科学基金

!R;CW#"T"3X3W#T#T!"资助

# 通信作者#*2?:+@$dBHE3E+;,-d+:,-d9,!dd9CB89CB,

种疾病包括肿瘤+糖尿病及中枢退行性疾病等的形

成与核蛋白的转运异常有关
)" W*(因此#探明关键

蛋白质的入核转运机制和调节因素#对于研究机体

的生命活动+阐明疾病机理具有重要意义(近来研

究发 现#核 转 运 抑 制 肽 3+?:E 能 特 异 性 地 与

+?0;<>+,$ 结 合#进 而 有 效 抑 制+?0;<>+,$ 和

+?0<;>+,+介导的核输入通路#为研究核转运过程
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提供了有利工具
)S*#但是其深层次的生理功能尚不

清楚(本研究通过构建核转运抑制肽与红色荧光蛋

白!/&'"融合表达载体#并转染真核细胞#为进一步

研究核转运抑制肽功能奠定基础(

1!材料和方法

1C1!材料

47J:细胞购自中科院上海细胞研究所,0O(2

/782."表达质粒+菌株O4T$由本实验室保存(限

制性内切酶 N!/#+I.C) ##M$ 连接酶购自

I:Z:/: 公 司, 脂 质 体 转 染 试 剂 盒

J+0;F7B>:?+,7W###购自5,G+><;-7,公司,引物合成

与ORX测序由上海英捷生物技术公司完成(

1C/!方法

1C/C1!3+?:E序列的合成!参考 Z)(M%J等
)S*

的研究结果#我们分别合成核转运抑制肽中两个亚

型3+?:E"和3+?:EW的蛋白编码多核苷酸#并在

T[端和S[端分别引入N!/#和I.C)#酶切位点#

以定向插入表达载体#编码序列见表"(各单链溶

于I*39FF7<#终浓度为T#%?;@-J#互补双链混合

于V$^保温T?+,#自然降温退火形成双链(

1C/C/!重组质粒构建!利用N!/#和I.C4#内

表1!引物序列

X'D>,1!X%,9>#G9(&$>,9;#-,$9-#(G#(%#D#;#(GF,F;#-,:A9<(&$>,'<#CF9<;

%7,7 '<+?7=7L97,B7!T[2S[" J7,->6-D0

3+?:E" (7,=7$.X%%X%X.%I..XX%%XX%X%X..I.I%%XXI%%%XI%XX%XI%XX%XX..X..I.%I
!XX%X%%XX%X%X.I%I%%%

UU

3+?:E" X,>+$%XI....X.X%I.I.II..I.IIX.%X%%I%%II.II.XI.II.XI...XII..X%X%%I
!.I.II..II%%X.%I.I..I%%IX.

PT

3+?:EW (7,=7$.X%%X%X.%.X%XX%%XX%X%%XXX.%.%XXI%%%X.%X.%XI%X.%XI..X..IXX%
!XX%X%X.%.X%X.I%%X.%

UU

3+?:EW X,>+$%XI..%I..X%I.I%.%I.I.II.IIX%%I%%XI.%I.XI.%I.%I...XII.%.%III.
!.I.II..II.I%.%I.I..I%%IX.

PT

切酶对载体0O=2/782."进行线性化切割#纯化回

收,将退火产物3+?:E"和3+?:EW分别与线性化

0O=2/782."连接#连接产物转化于感受态细胞

O4T$#经卡那霉素抗性平板筛选阳性克隆#挑菌扩

增并送测序#测序正确的载体分别命名为0O=2/782

3+?:E"+0O=2/7823+?:EW(

1C/C7!质粒转染!47J:细胞在含"#_胎牛血清+

无抗生素的OY*Y 中培养#细胞处于对数成长期

时随机分为S组#0O=2/7823+?:E" 组+0O=2/782

3+?:EW组和阴性对照组0O=2/782."(细胞增殖融

合度达到!#_&U#_时进行转染#转染方法参照

J+0;F7B>:?+,7W###说明书,转染!6后更换培养

液#继续常规培养W$6#吸弃培养基#加入体积分数

为$_多聚甲醛固定S#?+,#"e'3(漂洗细胞S

次#每次T?+,#终浓度"%--?J的OX'5染细胞核

"#?+,#'3(洗S次#每次T?+,#在荧光显微镜下观

察细胞(

1C/C3!YII法检测细胞增殖力!取转染后各组

细胞制成"e"#$ ?J`"
单细胞悬液#接种于V!孔

板#每孔W##%J#分别培养"W6+W$6+$P6(吸去培

养液#每孔加入新鲜配制的 YII液W#%J#继续培

养$6#各孔再加入OY()"W#%J#振荡T?+,使结

晶充分溶解#于TU#,?波长处测定光密度!)O"值(

1C/CO!细胞迁移实验!分别收集转染后的S组细

胞#调整细胞密度为"e"#$ ?J`",在I<:,=A7@@小

室的下室加入!##%J完全培养基#上室加入W##%J

细胞悬液#常规培养W$6后弃下室培养液#无水乙

醇固定"#?+,#结晶紫染色"#?+,#显微镜下计数

小室上室底膜下室面"#个视野的细胞数#求平均

值(

1C/C5!统计学方法!所有的结果数据采用&SoG表

示(组间两两比较采用B检验分析#' %#C#T为差

异有统计学意义(

/!结果

/N1!表达载体F[:QB,-QT#C'E的鉴定

测序结果显示!图""#0O=2/7823+?:E"和0O=2

/7823+?:EW载体中插入的编码3+?:E核苷酸分别

为UTD0,经比对#插入片段无突变+缺失+移码(

/C/!融合蛋白在细胞内表达

转染!6后阴性对照组0O=2/782."的红色荧

光在细胞质与细胞核内均匀表达,而 0O=2/782

3+?:E"组和0O=2/7823+?:EW组红色荧光的定位

有显著改变#全部集中在细胞核内!图W"#表明核转

运特异性抑制肽引导红色荧光蛋白在细胞核表达(

/N7!T#C'E表达抑制细胞增殖

YII实验!图S"显示$转染$P6#0O=2/782

3+?:E"和0O=2/7823+?:EW转染细胞的增殖速度

TWP
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慢于阴性对照质粒0O=2/782."转染的细胞!'%

#n#T"#表明核转运抑制肽能抑制肿瘤细胞增殖,而

0O=2/7823+?:E"组与0O=2/7823+?:EW组细胞之

间在各时间段内的增殖速度差异无统计学意义

!'$#n#T"(

/N3!T#C'E对细胞迁移的抑制作用

迁移实验显示#转染0O=2/7823+?:E"!UoW"和

0O=2/7823+?:EW细胞组!PoS"穿膜细胞数低于转

染空质粒组!"ToS"#差异有统计学意义!' %

#n#T"#表明核转运特异性抑制肽能影响肿瘤细胞

图1!插入片段T#C'E1!?"和T#C'E/!T"的测序结果

=#G1!X%,:,\&,($#(G<,:&>;:9AT#C'E1!?"'(-T#C'E/!T"(&$>,9;#-,A<'GC,(;:

图/!各组细胞中红色荧光蛋白的表达与定位(V/00

=#G/!X%,,EF<,::#9('(->9$';#9(9A<,-A>&9<,:$,(;F<9;,#(#(

;<'(:A,$;,-W,R'$,>>:NV/00

X$0O=2/782.",3$0O=2/7823+?:E",.$0O=2/7823+?:EW,"$

/&',W$OX'5,S$Y7<-7

图7!核转运特异性抑制肽能抑制肿瘤细胞增殖

=#G7!.AA,$;9A#(%#D#;#(GF,F;#-,:A9<(&$>,'<#CF9<;9( W,R'

$,>>&>'<*#'D#>#;@

" '%#n#T#G=C0O=2/782.":>>67=:?7>+?70;+,>

迁移能力!图$"(而0O=2/7823+?:E"组与0O=2

/7823+?:EW组穿膜细胞数差异无统计学意义!'$

#n#T"(

图3!X<'(:M,>>法检测核转运特异性抑制肽肿瘤细胞迁移能力的影响(V/00

=#G3!.AA,$;9A#(%#D#;#(GF,F;#-,:A9<(&$>,'<#CF9<;9(W,R'$,>>&>'<#(*':#9(NV/00

X$0O=2/782."><:,=F7B>+;,-<;90,3$0O=2/7823+?:E"><:,=F7B>+;,-<;90,.$0O=2/7823+?:EW><:,=F7B>+;,-<;90

!WP
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7!讨论

核转运蛋白+?0;<>+,$-+通路是蛋白转运入核

的主要通路#相对分子质量大于$Te"#S
核蛋白通

常通过核定位信号序列!RJ("与细胞中的核转运蛋

白+?0;<>+,$特异结合#并由+?0;<>+,+介导穿梭

核孔
)$ !*(但是该经典的核转运通路的抑制剂并不

多见(W##P年Z)(M%5等
)S*
基于经典的核定位信

号序列#通过系列突变设计出核转运特异性抑制肽

序列3+?:E"和3+?:EW(该肽段与多个+?0;<>+,$

蛋白有极高的亲和力#因此#其与+?0;<>+,$结合后

能有效地阻断+?0;<>+,$和+?0<;>+,+的核输入通

路(

!!鉴于国内尚未见对核转运特异性抑制肽进行深

入的研究#我们将核转运抑制肽的蛋白编码序列

3+?:E"和3+?:EW分别进行人工合成+退火#并与

红色荧光蛋白.端相连建立融合蛋白表达载体(

通过荧光显微镜我们观察到空白载体0O=2/782."

表达的红色荧光在细胞质与细胞核内均匀分布#但

是#.端引入小分子核转运特异性抑制肽!WT个氨

基酸"#却能引导大分子红色荧光蛋白!WWT个氨基

酸"集中入核#表明核转运特异性抑制肽与+?0;<>+,

$亲和力非常强大(值得注意的是#3+?:E" 和

3+?:EW的编码蛋白各有V个氨基酸的差异#但是其

定位于细胞核的能力却相差无几#证实核转运特异

性抑制肽与+?0;<>+,$的结合可能由某些核心氨基

酸介导
)U V*(

我们 的 进 一 步 研 究 发 现#融 合 蛋 白 /&'2

3+?:E"和/&'23+?:EW的表达会导致肿瘤细胞增

殖下降(尽管 Z)(M%5等
)S*
已经证实核转运抑制

肽可导致酵母细胞生长抑制#但是在肿瘤细胞中还

是首次提及(同时#本实验还发现融合蛋白3+?:E"

和3+?:EW的表达也可导致肿瘤细胞迁移能力的下

降(以上结果表明细胞的增殖与迁移受到大量核蛋

白的调控(事实上#阻断核蛋白入核已经成为部分

疾病诊治研究的新策略(例如 R&2-3入核的特异

性阻断分子(RT#被设计用来有效抑制 R&2-3活

化导致的肺损伤
)"#*(此外#特异性针对核转录因子

X'2"+R&XI和(IXI"的核转运抑制分子也应运

而生
)""*(因此#核转运特异性抑制肽在今后的研究

中将有着更为广泛的应用(
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