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ｉＡＳＰＰ真核表达载体构建及其功能鉴定
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（１．解放军第十六医院检验科，新疆阿勒泰８６５０００；２．第三军医大学西南医院国际合作实验室，重庆４０００３８）

　　摘　要：目的　构建Ｐ５３凋亡刺激蛋白（ＡＳＰＰ）家族的抑制成员ｉＡＳＰＰ的真核表达载体，并将其通过脂质体转染到结肠癌细

胞株ＳＷ４８０及Ｌｏｖｏ中，观察转染前后ｉＡＳＰＰ表达变化及其对细胞凋亡的影响。方法　将解放军第十六医院检验科经测序鉴定

的ｐＭＤ１９ＴｉＡＳＰＰ质粒亚克隆至真核表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋），构建重组真核表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｉＡＳＰＰ，测序鉴定后用

脂质体将重组质粒转染至结肠癌细胞株ＳＷ４８０及Ｌｏｖｏ中，用逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测ｉＡＳＰＰ的表达以及用流式细

胞仪检测细胞凋亡的变化情况。结果　重组表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｉＡＳＰＰ，经酶切测序与ＧｅｎＢａｎｋ上记录的人ｉＡＳＰＰｃＤＮＡ

序列（ｇｉ６０４５７９６２）完全一致。经ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｉＡＳＰＰ质粒转染的结肠癌细胞株ＳＷ４８０及Ｌｏｖｏ的ｉＡＳＰＰｍＲＮＡ表达增高，细

胞凋亡率下降。结论　成功构建了重组表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｉＡＳＰＰ，并成功在结肠癌细胞株ＳＷ４８０及Ｌｏｖｏ中获得了表达，

细胞株的凋亡率下降，提示抑制ｉＡＳＰＰ高表达有可能成为恢复Ｐ５３抑癌功能的新策略。
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　　狆５３是最重要的抑癌基因之一。新发现的Ｐ５３凋亡刺激

蛋白家族（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｏｆｐ５３，ＡＳＰＰ）是能特

异性地调节Ｐ５３抑癌功能的蛋白质
［１］。其抑制成员（ｉｎｈｉｂｉｔｏ

ｒｙｍｅｍｂｅｒｏｆｔｈｅＡＳＰＰｆａｍｉｌｙ，ｉＡＳＰＰ）是最近发现的能特异

抑制Ｐ５３抑癌功能的蛋白
［２］，现已在多种肿瘤细胞中发现

ｉＡＳＰＰ过高表达的现象
［３７］，提示抑制ｉＡＳＰＰ的高表达有可能

成为恢复Ｐ５３抑癌功能的新策略。最初报道的ｉＡＳＰＰ长度为

３５１个氨基酸，但作者最初的克隆实验发现编码３５１个氨基酸

的ｉＡＳＰＰ（１０５６ｂｐ）并不是其全长基因，经过生物信息学比对

得到ｉＡＳＰＰ的全长基因的ｃＤＮＡ应为２４８７ｂｐ
［８］。本实验利

用解放军第十六医院检验科之前克隆的ｉＡＳＰＰ全长ｃＤＮＡ构

建了ｉＡＳＰＰ的真核表达载体
［９］，并将其通过脂质体转染到肿

瘤细胞株中，经过逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）观察阳性质

粒对ｉＡＳＰＰｍＲＮＡ表达的影响，最后检测了转染ｉＡＳＰＰ质粒

前后肿瘤细胞株凋亡的变化。为进一步研究全长ｉＡＳＰＰ的功

能奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　细胞与细菌　结肠癌细胞株Ｌｏｖｏ由第三军医大学西南

医院肿瘤科博士周进明惠赠，结肠癌细胞株ＳＷ４８０购于上海

中科院细胞库。大肠杆菌ＪＭ１０９由本室保存。

１．２　试剂与材料　ｐＭＤ１９Ｔ载体、质粒ｐＭＤ１９ＴｉＡＳＰＰ、阴

性空质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）和ｐＧＣｓｉ＿Ｈ１／Ｎｅｏ／ＧＦＰ荧光标记质

粒由本室保存；ＲＰＭＩ１６４０（Ｇｉｂｃｏ公司），逆转录酶 ＭＭＬＶ，

Ｔ４ＤＮＡ 连接酶、限制性内切酶、凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒

（Ｔａｋａｒａ公司）、质粒抽提试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），总 ＲＮＡ提

取试剂（Ｒｏｃｈ公司）、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ试剂管（晶美公司）、ＲＴ

ＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）、脂质体传染试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司）、佛波酯（ｐｈｏｒｂｏｌ１２ｍｙｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）、羟乙基

３３２４重庆医学２０１３年１２月第４２卷第３５期
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哌嗪乙硫磺酸（ＨＥＰＥＳ）、焦磷酸二乙酯（ＤＥＰＣ）、植物血凝素

（ｐｈｙｔｏｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＰＨＡ）（Ｓｉｇｍａ公司）。

１．３　方法

１．３．１　ｉＡＳＰＰ真核表达载体的构建与鉴定　将质粒ｐＭＤ１９

ＴｉＡＳＰＰ使用犎犻狀ｄⅢ／犈犮狅ＲⅠ酶切，载体ｐｃＤＮＡ３．１（＋）也

使用犎犻狀ｄⅢ／犈犮狅ＲⅠ酶切，取１０μＬ进行１％琼脂糖凝胶电

泳，再切胶回收目的片段，得到插入片断和线性载体。取１μＬ

进行１％琼脂糖凝胶电泳。使用连接酶 Ｔ４，将插入片段与载

体连接后，热转化至大肠杆菌感受态细胞ＪＭ１０９中，涂布平板

过夜培养菌体。挑选菌落，提取质粒后，取１μＬ进行１％琼脂

糖凝胶电泳。将质粒ＤＮＡ使用 犎犻狀ｄⅢ／犈犮狅ＲⅠ进行酶切鉴

定，取１０μＬ进行１％琼脂糖凝胶电泳，得到重组真核表达载

体ｐｃＤＮＡ３．１（＋）－ｉＡＳＰＰ，同时将提取的质粒送宝生物工程

（大连）有限公司进行测序。

１．３．２　脂质体ＤＭＲＩＥＣ介导ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｉＡＳＰＰ和ｐｃＤ

ＮＡ３．１（＋）分别转染Ｌｏｖｏ、ＳＷ４８０细胞　从孵箱中取出培养

瓶，吸取陈旧培养液，用磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａ

ｌｉｎｅ，ＰＢＳ）洗涤１次后加入无血清无抗生素的ＤＭＥＭ 高糖培

养基２ｍＬ，放入５％ＣＯ２、３７℃孵箱内培养２ｈ。制备下列溶

液，溶液Ａ：分别取含１０μｇ待转染的质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）

ｉＡＳＰＰ、ｐｃＤＮＡ３．１（＋）加入到 １ ｍＬ 无血清无抗生素的

ＤＭＥＭ 高糖培养基中。溶液Ｂ：分别取２０μＬ混匀的ＤＭＲＩＥ

Ｃ加入１ｍＬ无血清无抗生素的ＤＭＥＭ 高糖培养基中，轻轻

混匀，静置３０～４５ｍｉｎ。分别将溶液Ａ和溶液Ｂ混合，用加样

枪轻轻吹打几次混匀，混合液移至２５ｍＬ无菌培养瓶。室温

孵育１０～１５ｍｉｎ。加入已经配制好的溶液Ａ和溶液Ｂ的混合

液２ｍＬ，置５％ＣＯ２、３７℃孵箱内培养４ｈ。每瓶换３ｍＬ含

１５％胎牛血清的生长培养基。分别加入ＰＭＡ、ＰＨＡ并使其终

浓度为１μｇ／ｍＬ和５０ｎｇ／ｍＬ后，置培养瓶于５％ ＣＯ２，３７℃

孵箱内孵育转染４８ｈ用于进一步检测。

１．３．３　质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｉＡＳＰＰ和ｐＧＣｓｉ＿Ｈ１／Ｎｅｏ／ＧＦＰ

空白质粒共转染Ｌｏｖｏ和ＳＷ４８０细胞　由于ｐｃＤＮＡ３．１（＋）

不具备报告质粒的特性，所以本实验用质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）

ｉＡＳＰＰ和ｐＧＣｓｉ＿Ｈ１／Ｎｅｏ／ＧＦＰ空白质粒共转染细胞，成功转

染的细胞可以在荧光显微镜下显示荧光。目的质粒和报告质

粒之间的比例在３∶１～９∶１，本实验选择３∶１，使用６μｇ的

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｉＡＳＰＰ和２μｇ的ｐＧＣｓｉ＿Ｈ１／Ｎｅｏ／ＧＦＰ空白

质粒，转染步骤同上。

１．３．４　ＲＴＰＣＲ法检测转染后细胞中ｉＡＳＰＰ基因 ｍＲＮＡ表

达水平　根据Ｔｒｉｐｕｒｅ操作说明提取待测细胞总ＲＮＡ，然后

按 ＲＴＰＣＲ 操作方法进行 ｍＲＮＡ 检测。ＲＴＰＣＲ 扩增人

ｉＡＳＰＰ基因家族与βａｃｔｉｎ的ｃＤＮＡ序列引物设计：根据Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中提供的ｉＡＳＰＰ（ＡＪ８８８４７２）和βａｃｔｉｎ（ＢＣ１４８６１）的编码

氨基酸的ｃＤＮＡ序列，用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计特异引

物，所有引物均由上海申工生物有限公司合成。ｉＡＳＰＰ基因

ＰＣＲ扩增参数：９５℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５４℃３０ｓ，７２℃４５ｓ，

３０个循环；７２ ℃ ８ｍｉｎ，４ ℃保存；βａｃｔｉｎ扩增参数：９５ ℃

３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，２８个循环；７２℃

８ｍｉｎ，４℃保存。ｉＡＳＰＰ引物，上游：５′ＴＧＡＡＧＧＡＧＡＴＧＡ

ＡＣＧＡＣＣＣＧ３′，下游：５′ＧＧＣＧＣＡＧＴＣＡＧＣＡＴＡＡＣＣＣ

３′。βａｃｔｉｎ引物，上游：５′ＴＧＡＣＧＧ ＧＧＴＣＡＣＣＣＡＣＡＣ

ＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡ３′，下游：５′ＣＴＡＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧ

ＧＴＧＧＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧ３′。

１．３．５　流式细胞仪检测细胞凋亡　收集转染后的细胞，

１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液备用。用４℃预冷的ＰＢＳ洗

涤细胞２次，用２５０μＬ结合缓冲液重新悬浮细胞，并使其终浓

度为１×１０６／ｍＬ。取１００μＬ细胞悬液于１．５ｍＬＥＰ管中，分

别加入５μＬ膜联蛋白Ｖ早硫氰酸荧光素（ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＦＩＴＣ）

和１０μＬ２０ｎｇ／ｍＬ的碘化丙啶（ＰＩ）溶液。混匀后室温避光孵

育１５ｍｉｎ或４℃３０ｍｉｎ。在反应管中加入４００μＬＰＢＳ，流式

细胞仪ＦＣＭ分析凋亡率。

２　结　　果

２．１　ｉＡＳＰＰ真核表达载体的构建　将质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）

ｉＡＳＰＰ酶切，琼脂糖凝胶电泳，切胶回收ｉＡＳＰＰ基因产物，测

序鉴定结果与目的序列完全一致。酶切鉴定琼脂糖凝胶电泳

图见图１。

　　Ｍ：ＤＮＡ分子标记物。Ｔ１：ｉＡＳＰＰ全长序列（约２．５ｋｂｐ）；Ｔ２：

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）酶切鉴定；Ｔ３：ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｉＡＳＰＰ质粒酶切鉴定。

图１　　重组质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｉＡＳＰＰ酶切鉴定图谱

２．２　质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｉＡＳＰＰ和ｐＧＣｓｉ＿Ｈ１／Ｎｅｏ／ＧＦＰ空

白质粒共转染Ｌｏｖｏ和ＳＷ４８０细胞的荧光鉴定　通过阳离子

脂质体ＤＭＲＩＥＣ瞬时共转染ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｉＡＳＰＰ质粒和

ｐＧＣｓｉ＿Ｈ１／Ｎｅｏ／ＧＦＰ空白质粒后，在荧光显微镜下观察细胞，

见图２。发现部分细胞呈现荧光，说明Ｌｏｖｏ和ＳＷ４８０细胞能

够用脂质体的方法进行质粒的转染。

图２　　质粒共转染Ｌｏｖｏ细胞后荧光显微镜观察（×２００）

２．３　ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｉＡＳＰＰ真核表达质粒和ｐｃＤＮＡ３．１（＋）

空质粒分别转染ＳＷ４８０和Ｌｏｖｏ细胞后ｉＡＳＰＰ基因 ｍＲＮＡ

水平变化　ＲＴＰＣＲ结果显示，转染ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｉＡＳＰＰ质

粒的细胞ｉＡＳＰＰ基因 ｍＲＮＡ水平都高于相应的转染空质粒

的细胞和未转染质粒细胞的ｉＡＳＰＰ基因 ｍＲＮＡ水平。Ｌｏｖｏ

和ＳＷ４８０细胞株中转染阳性质粒的细胞株比转染阴性质粒的
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细胞株ｉＡＳＰＰ基因ｍＲＮＡ水平分别升高了４９．１％和９４．４％，

未转染质粒和转染了空质粒之间差别不大。Ｌｏｖｏ细胞转染各

种质粒后ｉＡＳＰＰｍＲＮＡ的表达鉴定图，见图３。

　　Ｍ：ＤＮＡ分子标志物；Ｌ：Ｌｏｖｏ未转染质粒；Ｌ（－）：Ｌｏｖｏ转染ｐｃＤ

ＮＡ３．１（＋）空质粒；Ｌ（＋）：Ｌｏｖｏ转染ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｉＡＳＰＰ。

图３　　转染质粒前、后ｉＡＳＰＰｍＲＮＡ表达水平

２．４　ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｉＡＳＰＰ真核表达质粒和ｐｃＤＮＡ３．１（＋）

空质粒转染Ｌｏｖｏ细胞后细胞凋亡检测结果　各组中转染阳

性质粒的细胞凋亡率比转染空质粒的细胞凋亡率均降低，Ｌｏ

ｖｏ、ＳＷ４８０细胞凋亡率分别由转染空质粒时的７．１５％、９．６５％

降低到转染阳性质粒时的３．３４％、７．０６％，见图４。

　　Ａ：转染ｐｃＤＮＡ３．１（＋）空质粒；Ｂ：转染ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｉＡＳＰＰ真

核表达质粒。

图４　　流式细胞仪检测Ｌｏｖｏ细胞凋亡状况

３　讨　　论

本实验室最近的研究发现了肿瘤细胞中 ＡＳＰＰ１和 ＡＳ

ＰＰ２的ｍＲＮＡ低表达与ｉＡＳＰＰ的高表达共存的现象
［１０］，Ｌｉｕ

等［４］，Ｃａｉ等
［１０］的研究发现，ｉＡＳＰＰｍＲＮＡ表达水平在急性白

血病患者细胞中比健康人和急性白血病完全缓解者高。

ｉＡＳＰＰ基因在急性淋巴细胞白血病的表达与性别、年龄、白细

胞计数、Ｐ５３亚型无关，但和ＣＤ３４的表达有关。Ｂｅｒｇａｍａｓｃｈｉ

等［２］检测了８例野生型Ｐ５３和 ＡＳＰＰ水平正常的乳腺癌患者

的ｉＡＳＰＰ含量，结果７例患者的ｉＡＳＰＰ含量都增高，而抑制

ｉＡＰＰＳ的活性在一系列研究中也证明能恢复Ｐ５３凋亡细胞的

生物功能［１１１２］。以上结果提示 ＡＳＰＰ有益于癌症患者，而

ｉＡＳＰＰ在癌症患者中有增高的现象
［１３１４］。ｉＡＳＰＰ蛋白与Ｐ５３

蛋白结合，它能抑制Ｐ５３蛋白的凋亡功能，抑制凋亡。ＡＳＰＰ１

和ＡＳＰＰ２通过提高原凋亡基因的活力促进Ｐ５３依赖的细胞死

亡，ｉＡＳＰＰ则通过与 ＡＳＰＰ１和 ＡＳＰＰ２竞争与Ｐ５３的结合位

点，从而阻止Ｐ５３的细胞凋亡功能。随着研究的深入，ＡＳＰＰ

有可能成为一个肿瘤治疗的新靶点，因此作者考虑通过抑制

ｉＡＳＰＰ或者激活 ＡＳＰＰ的手段来提高Ｐ５３的诱导细胞凋亡的

功能。

本实验采用了ＤＭＲＩＥＣ脂质体作为转染试剂，同时加入

了ＰＨＡ和ＰＭＡ对细胞进行刺激，增强启动子活性和基因表

达，但对转染效率的问题无法判断。为解决转染效率问题，在

下一步实验中拟通过Ｇ４１８筛选出稳定表达的细胞株，进一步

研究ｉＡＳＰＰ的功能，并试图找出抑制肿瘤细胞中ｉＡＳＰＰ高表

达的策略，为以后通过对ｉＡＳＰＰ的调节从而恢复肿瘤细胞中

ｐ５３的抑癌功能提供可行的手段，从而为开发基于ｉＡＳＰＰ的抗

肿瘤药物提供新策略。

本次实验，通过将阳性质粒与阴性质粒分别转染到细胞

株，用凋亡检测试剂 ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ对细胞进行标记再用流式

细胞仪进行检测。结果可见结肠癌细胞株Ｌｏｖｏ细胞凋亡率

由转染空质粒后的７．１５％降低到转染阳性质粒后的３．３４％。

说明本研究构建的ｉＡＳＰＰ真核表达质粒有抑制细胞凋亡的作

用，ｉＡＳＰＰ表达质粒的成功构建为以后研究全长ｉＡＳＰＰ的生

物学功能奠定了基础。
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常髋关节百分比的分布趋势与髋关节发育曲线［２］不完全吻合，

１～５月龄吻合，而６月龄不符合。原因可能与各月龄例数收

集不均匀有关。由以上结果可看出：（１）超声 Ｇｒａｆ法可有效、

可靠地早发现、早诊断ＤＤＨ。通过对超声医生严格规范化的

培训，在认识髋关节的标准图像和正确测量方法后，便可以较

为准确可靠地评估该病，且超声Ｇｒａｆ法可重复操作性强，标准

化程度高，对超声仪器要求简单，容易在基层普及；（２）超声髋

关节筛查最佳时间为出生后４～６周。虽然欧洲一些国家和地

区在新生儿期就进行ＤＤＨ的筛查，但是根据各月龄正常髋关

节的百分比和髋关节生长曲线，本研究发现，出生后１个月内

髋关节的生长潜力大，假阳性率高，容易造成过度治疗，增加家

长的精神和经济负担，造成社会资源浪费。而婴幼儿２个月以

后进行筛查，则容易错过髋关节最佳生长潜力期，易造成延误

治疗，使得治疗变得复杂，增加患儿的痛苦，降低治愈率。同时

婴幼儿月龄越大，家长依从性越差。

早期应用超声进行新生儿和婴幼儿髋关节检查，实现了

ＤＤＨ患儿的早发现、早治疗。相信这一方法能更方便，快捷地

在普通儿童中筛查出异常的髋关节，有效促进骨科医生和儿童

保健医生对ＤＤＨ的早发现，早诊断，提高ＤＤＨ患儿的早诊早

治率以及儿童保健及诊疗服务水平，促进患儿康复，降低致残

率。虽然有学者提出超声筛查的假阳性率高，容易造成过度治

疗，但是早期治疗并不是发现异常立即治疗，对于轻度发育不

良或３个月以内婴幼儿，可进行简单体操锻炼或跟踪随访，若

超声或临床持续阳性则再进行干预。这样不仅有利于婴幼儿

的成长，也不会加重父母及社会的经济负担。

综上所述，超声Ｇｒａｆ法适合在大范围内进行新生儿和小

婴幼儿人群中开展早期ＤＤＨ的筛查，适合在妇幼保健医院和

社区卫生服务中心等开展儿童保健服务的单位推广使用。
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