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随着生物工程技术的迅速发展，多肽与蛋白质类药物的

增长速度相当可观，可是这些药物常因受到各种因素的影响

而疗效偏低，其中生物膜的屏障作用是主要因素之一。近年

来发现一种来源于人类免疫缺陷病毒 FG’3! 5:/（52:@B3:C/=H:3
/(2）蛋白的蛋白功能区，称之为 I5J区段（I2(/-=@ /2:@BKLC/=(@
K(0:=@，MNOPPOODOOO）的〔!，$〕，能够有效引导肽段或者蛋白
质进入细胞，具有蛋白传送的功能〔8〕。!&"" 年 Q:L2=C- 和
I:L)发现 5:/蛋白能够穿过细胞膜〔4〕；!&&4 年 ,/-.R-@将 5:/
蛋白质中包含 I5J区段的不同肽段和其他外源蛋白用化学
方法交联，成功地将外源蛋白导入到了体外培养的细胞以及

小鼠的部分组织中〔#〕，!&&"年 F=S:2L发现 5:/蛋白 I5J区段
与其他蛋白融合表达的蛋白质（5E53蛋白质）能够高效地进
入体外培养的细胞，并且表现出生物学功能〔6，7，!$〕；!&&& 年
,CRT:2U- ,* O*研究发现：5E53蛋白质能够通过血脑屏障，积
累到一定浓度并表现出蛋白的活性〔"〕。类似的 I5J区段还
发现在果蝇触角足蛋白中〔!!〕。I5J区段蛋白传递功能的发
现对于蛋白质和多肽类药物传递系统的开发以及蛋白质功

能的研究提供了一个有效的手段。国外的研究人员已经开

始利用这一蛋白传递工具进行一些蛋白质的功能研

究〔6，&，!%〕。本研究通过构建 I5J区段和 N9I融合表达载体获
得 5E53N9I融合蛋白，旨在通过对该融合表达蛋白进入细胞
能力的检测，对 I5J区段的蛋白传递功能做一些试验性的
工作，最终建立一个有效的蛋白传递系统。其目的在于通过

确认其功能来摸索建立一个可行的蛋白传递载体系统，并用

以研究某些未知蛋白的功能，同时希望能够获得蛋白药物传

送的一个可能的手段。

, 材料和方法

,-, 材料
,-,-, 菌种和细胞株：大肠杆菌 ’3456、7896::，骨髓瘤细
胞 ,I$V%以及 .574#%、.8#,3N9I ’-C/(2质粒均由本实验室保
存。

,-,-) 试剂和培养液：各种限制酶、连接酶以及其它一些分

子生物学试剂均购自 5:P:O:、,:@?(@、D=?-@、N=1C() WOX、博
彩、博亚等公司。

,-) 方法
,-)-, 带 I5J 区段 J+E 序列的载体 .5746% 的构建：合成
5:/蛋白质 I5J区段 J+E序列的两条单链：
正 链： #Y 5E5N5EZNN5ZN5EENEEEZN5ZNZZENZN5ZNZ3
ZN5NNE5ZZN 8Y
负链：#Y EE55ZNNE5ZZEZNNZNEZNZ5NNZNEZN555Z535EZ3
NEZZN5EZ 8Y
把两条寡核苷酸链退火得到的双链 J+E 片段插入到

.574#%载体的 ;<%G和 70(OG位点之间，得到的载体命名为

.5746%，酶切检测后，测序检验。
,-)-) .5746%3N9I载体以及负对照的 .5746%3@N9I载体的
构建：从 .8#,3N9I载体里扩增出 N9I基因，IZO反应正向引
物为：#Y NZNNE5ZZE5ENE5Z5NE5EEZEEENE5N 8Y；反向引
物为：#Y 5NNENZ5ZZN555N5E5EN55ZE5ZZE5NZZE 8Y。反
应条件为：&4[ !0=@，#4[ !0=@，7$[ $0=@，8%个循环，!\琼
脂糖凝胶电泳鉴定。将该 IZO产物插入到 .5746% 载体的
.+=F G和 >+0 G位点之间，得到的 .5746%3N9I载体，酶切检
测后，测序检验。以一个人工合成的 J+E片段（#Y5NE5ZEN3
5ENNZ 8Y，由 >?% G和 >/) G位点组成）替代 .5746%3N9I载体
里 I5J区段的 J+E序列，得到的负对照的 .5746%3@N9I载
体，酶切检测后，测序检验。

,-)-. 5E53N9I融合蛋白的表达：从转化选择的平板上挑取
单菌落，接入 !%%0X加有氨苄青霉素的 XW培养液中过夜培
养，然后转接入 $X的 XW培养基中放大培养，当细菌生长浓
度在 @A6%%约为 %]6时加入 GI5N（终浓度为 !00()VX）诱导 4 ^

#R后收集菌体。每克湿菌体以 #0X 超声缓冲液（#%00()VX
52=B3FC)，!00()VX <J5E，%]!\ 52=/(@_3!%%，.F"]%）悬浮，超
声破碎细胞后，4[，!#%%%2V0=@，!#0=@，,J,3IEN< 电泳分析
融合蛋白表达情况。

,-)-/ 5E53N9I融合蛋白在变性条件下的纯化：离心沉淀以
含 $%00()VX 咪唑的 WL‘‘-2 E（"0()VX 尿素，$%00()VX F-.-B，



!""##$%&’ ()*%，+,-."）溶解过夜，/0，!1"""2&#34，!1#34，取
上清。将过量蛋白质溶液和 (35(67树脂混合，/0在脱色摇
床上振荡 8 9，充分结合后，将混合物装柱，收集流出液，洗去
未吸附的蛋白，然后以含 !""，!1"，81"##$%&’咪唑的 :;<<=2 7
进行梯度洗脱。收集洗脱下来的蛋白。

!"#"$ 可溶性的变性 6765>?+ 融合蛋白的制备：以含
8"##$%&’咪唑的 :;<<=2 7平衡 @=A9)2$B= C柱，收集的洗脱蛋
白上 @=A9)2$B= C 柱后，洗去未吸附的蛋白，:;<<=2 :（8"
##$%&’ ,=A=B，1"##$%&’ ()*%，A,-."）洗去尿素，:;<<=2 *洗脱
（8"##$%&’ ,=A=B，!.1#$%&’ ()*%，A,-."）。收集的蛋白浓缩
后于含 !"D甘油的 A,E./ +:@缓冲液中 F E80保存。:*7
法测蛋白含量。负对照的 67654>?+融合蛋白用同样的方法
可以制备得到。

!"#"% 骨髓瘤细胞 @+8&" 的培养：对复苏的骨髓瘤细胞
@+8&"进行传代培养，培养瓶中加入大约 !"#’含 8"D新生小
牛血清的 GHIH培养基，JE0，1D*K8 培养。倒置显微镜下

观察细胞生长情况，接种细胞到 L"##培养皿中。
!"#"& 6765>?+融合蛋白进入细胞：培养板中的细胞先置于
/0适应约 8" #34 后，不同量的融合蛋白（1"!M，!""!M，

!1"!M）分别被加到培养基中，在不同时间检测（!1#34，
/1#34，N"#34，!8"#34），负对照蛋白也在同样条件下进行检
测。荧光显微镜下观察。

# 结 果

#"! 重组质粒的构建
测序检验 A6E/L" 载体质粒的插入序列正确。随后将

>?+基因插入在 !"#, O和 $"% O位点之间，得到融合表达载
体 A6E/L"5>?+。测序结果表明读框正确，而且插入序列无突
变。同时测序表明负对照载体 A6E/L"54>?+ 中，+6G 区段
G(7序列被取代。
#"# 纯化蛋白的 ’(’)*+,-分析
按材料方法所述获得 6765>?+蛋白，该表达蛋白主要存

在于包涵体中（?3MP!），分子量约为 J!QG。纯化表达产物，经
@=A9)2$B= C柱去尿素、浓缩，对 +:@透析脱盐后，得到了纯化
的变性的可溶 6765>?+变性蛋白（?3MP 8）。可溶的变性 6765
4>?+融合蛋白用同样的方法可以得到。
#". 融合蛋白进入细胞的检测
不同浓度的 6765>?+蛋白加到含 @+8&"细胞的培养基

中以后，荧光显微镜下观察，在 !1#34的时候在显微镜下检
测不到荧光蛋白，而 /1#34以后细胞则呈现出绿色并即清晰
可辨（?3MPJ）。而负对照组的细胞仅在荧光下显现出略强于
背景颜色的细胞形态。结果表明，+6G区段能够有效地引导

>?+蛋白进入到视野中的绝大部分细胞，并且变性的 >?+蛋
白在进入细胞之后能够表现出活性，在荧光显微镜下激发产

生荧光，可能这一过程还牵涉到细胞中蛋白重折叠的机制。

. 讨 论

研究工作还对 (O, @R3BB 小鼠胚细胞（(O,5J6J细胞）、中

图 ! 表达的 6765>?+蛋白 @G@5+7>H电泳分析

?3MP! @G@5+7>H )4)%SB3B $< =TA2=BB=U 6765>?+ A2$V=34

! P 6$V)% =TV2)WV 34 A6E/L"5>?+ X=<$2= O4U;WV3$4；8P 6$V)% =TV2)WV 34

A6E/L"5>?+ )<V=2 O4U;WV3$4；IP I$%=W;%)2 R=3M9V #)2Q=2B；JP 6$V)% =T5

V2)WV 34 B$43W)V3$4 B;A=24)V)4V；/P O4W%;B3$4 :$US

图 8 (38 Y亲和层析纯化 6765>?+蛋白的 @G@5+7>H电泳分析

?3MP8 @G@5+7>H )4)%SB3B $< 6765>?+ A2$V=34 A;23<3=U XS

(38 Y )<<343VS W92$#)V$M2)A9S

! P @$%;X%= A;23<3=U 6765>?+ A2$V=34； 8P +;23<3=U 6765>?+ A2$V=34

R)B9=U XS :;<<=2 7 A%;B 81"##$%&’ 3#3U)Z$%=；JP +;23<3=U 6765>?+ A2$5

V=34 R)B9=U XS :;<<=2 7 A%;B !1"##$%&’ 3#3U)Z$%=；IPI$%=W;%)2 R=3M9V

#)2Q=2B；/P +;23<3=U 6765>?+ A2$V=34 R)B9=U XS :;<<=2 7 A%;B !""##$%&

’ 3#3U)Z$%=；1 P ?%$R V92$;M9；LP O4W%;B3$4 X$US U3BB$%[=U 34 :;<<=2 7

国仓鼠卵巢细胞（*,K细胞）以及 @\/" 转化的非洲绿猴肾
（*K@5E）进行了 6765>?+蛋白导入的试验。没有明显的结果
显示有 >?+蛋白进入细胞表现出活性。可能是由于 @+8&"
作为一种癌细胞，较之正常的细胞来说细胞的种种性质有所

改变。例如细胞膜透性的改变或者细胞膜结构的改变导致

6765>?+融合蛋白更容易进入细胞；也有可能由于 @+8&"细
胞由于细胞之间连接不够紧密，贴壁性能差，基膜结构不紧

密，使蛋白和细胞表面有更多的作用位点；另外也许是

@+8&"细胞内某种蛋白酶活力降低所致。但这并不说明 6765
>?+不能进入另外几种细胞。或许是由于这几种细胞对 6)V
蛋白的 +6G区段的作用更不敏感。国外研究者所做的一系
列工作则表明发现不同的 6765融合蛋白质（!1 ] !8"QG）可以
进入大部分细胞并且能够进入到动物组织中表现活性。由

于他们的工作主要也是在融合蛋白处于变性条件下进行的，

考虑到融合蛋白基因载体结构以及组合方式的不同，有可能

1/L1期 李志奇等：6)V 蛋白的 +6G区段促进 >?+蛋白进入骨髓瘤细胞 @+8&"



图 ! 荧光显微镜下观察 "#"$%&’蛋白和负对照的 "#"$(%&’蛋白进入细胞的情况（放大 )**倍）

&+,-! ./0123+(, "#"$%&’ 450+6( 72681+( 9(: (1,98+31 "#"$(%&’ 72681+( +( ;’<=* >1?? 5(:12 4?56210>1(8 @+>260>671（)** @9,(+4+>98+6(）

#-"#"$%&’ &50+6( 72681+( :181>81: 5(:12 4?56210>1(8 @+>260>671 +( ;’<=* >1??0；A-B1,98+31 >6(826?：(6 4?562101(8 :181>81:

"#" ’"C区段在融合蛋白的 B端要发生效率较高的蛋白传
送功能可能还要其他氨基酸作为 ’"C区段的补充来形成一
个高效的蛋白转导区，例如有文献就认为一个有效的蛋白转

导区是 "98蛋白的 )D E F*位（%GHHGGIGGG’’I）。另外，课
题中表达的融合蛋白的结构是 %&’蛋白质和 ’"C区段之间
仅有 <个氨基酸的间隔，从分子结构的角度来考虑，可能还
需要在 ’"C区段和融合蛋白之间有一段一定长度的比较柔
韧并且侧链较小的肽链做为连接，从而使 ’"C区段能够有
效地伸出到融合蛋白分子结构表面和细胞表面相接触；或

者，由于 ’"C区段和融合蛋白之间的距离过近，融合蛋白的
高级结构带来的空间障碍使 ’"C区段不能和细胞表面充分
接触而妨碍了 ’"C区段的蛋白转导功能。进一步的工作可
能还需要在融合表达载体的构建方面再做一些改造工作，并

对 "#"$融合蛋白对不同细胞的蛋白转导能力作进一步的比
较和检测。

"#"$融合蛋白系统为蛋白传送提供了一个很好的研究
工具，在理论研究和实际应用中有着良好的应用前景。由于

进入细胞后的蛋白可以表现出活性，故而这对于蛋白功能研

究是一个比较好的手段。"#" ’"C区段的这一功能为生物
治疗和科学研究提供了一个很好的操作手段，有着广泛的作

为药物传递的前景，并使其对病人直接进行蛋白给药提供了

可能。
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KLMQ期 李志奇等：E+< 蛋白的 DEF区段促进 1ND蛋白进入骨髓瘤细胞 2D7V8


