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利用９ＲＧＦＰＰＨＤ检测细胞膜上ＰＩＰ２的动态变化
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　　摘　要：目的　通过原核细胞表达和纯化９ＲＧＦＰＰＨＤ重组蛋白，并利用纯化后的９ＲＧＦＰＰＨＤ蛋白来检测与磷脂酰肌醇

４，５二磷酸（ＰＩＰ２）和ＩＰ３的结合能力以及细胞膜上ＰＩＰ２的动态变化。方法　通过分子克隆技术将磷脂酶Ｃδ１的普列克同源域

（ＰＨＤ）、荧光蛋白ＧＦＰ及细胞穿膜多肽９Ｒ融合以构建相应蛋白表达载体。利用原核表达体系ＢＬ２１大肠埃希菌和镍柱进行重

组蛋白的表达和纯化，其中ＧＦＰ和９ＲＧＦＰ为９ＲＧＦＰＰＨＤ的对照蛋白。获取重组蛋白后，通过同位素实验和液体闪烁计数

器，分别检测和比较ＧＦＰ、９ＲＧＦＰ和９ＲＧＦＰＰＨＤ与
［３Ｈ］标记的ＰＩＰ２和ＩＰ３的结合能力以及之间的竞争性抑制。另外，利用

ＭＤＣＫ细胞检测和比较孵育的ＧＦＰ、９ＲＧＦＰ和９ＲＧＦＰＰＨＤ后，３种重组蛋白在细胞内的分布情况。通过图片相减处理和荧

光实时定量分析 ＭＤＣＫ细胞膜上的９ＲＧＦＰＰＨＤ在 ＡＴＰ刺激后分布的动态变化，从而间接反映细胞膜上ＰＩＰ２的水解变化。

结果　通过原核表达和镍柱纯化体系顺利获得了ＧＦＰ、９ＲＧＦＰ和９ＲＧＦＰＰＨＤ重组蛋白。体外结合实验证实９ＲＧＦＰＰＨＤ与

ＰＩＰ２和ＩＰ３均有很强的结合能力，而且ＩＰ３能竞争性抑制９ＲＧＦＰＰＨＤ与ＰＩＰ２的结合。在孵育了３种荧光融合蛋白后，荧光共

聚焦显微镜观察发现９ＲＧＦＰ主要分布在细胞质中，而９ＲＧＦＰＰＨＤ特异性分布于细胞膜上。荧光实时定量分析显示，ＡＴＰ刺

激通过Ｐ２ｙ受体激活磷脂酶Ｃ以水解ＰＩＰ２，从而使 ＭＤＣＫ细胞膜上的９ＲＧＦＰＰＨＤ减少２０％左右。结论　本研究中构建的

９ＲＧＦＰＰＨＤ利用了细胞穿膜多肽、ＰＨＤ与ＰＩＰ２和ＩＰ３结合特性及 ＧＦＰ的荧光可视和定量分析特性，有效地检测细胞膜上

ＰＩＰ２的动态变化，将为今后进一步研究细胞内钙动员提供新的工具蛋白。
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　　磷脂酰肌醇４，５二磷酸（ＰＩＰ２）不仅是细胞膜的重要磷脂

成分，还参与调节多种细胞活动过程，如分泌型囊泡及ｃｌａｔｈｒｉｎ

介导的胞内吞的细胞膜重构等［１２］。ＰＩＰ２是重要第二信使的

前体分子。激素、神经递质等刺激细胞的早期反应是激发磷脂

酶Ｃ介导ＰＩＰ２水解，从而产生可溶性ＩＰ３。ＩＰ３再通过ＩＰ３受

体调节细胞内钙释放、蛋白激酶Ｃ和二酰甘油。故检测活细

胞膜上ＰＩＰ２的动态变化对探讨细胞活动具有十分重要的意

义。另外，研究表明一些含有特定氨基酸系列的蛋白能够和

ＰＩＰ２中肌醇的磷酸基团通过静电作用相互结合
［３］。其中研究

比较多的是普列克，血小板蛋白激酶Ｃ的主要底物蛋白。实

验已证实普列克同源域（ｐｌｅｃｋｓｔｒｉｎｈｏｍｏｌｏｇｙｄｏｍａｉｎ，ＰＨＤ）能

特异性地识别并结合多种肌醇，如ＰＩＰ２和ＩＰ３
［４］。在本研究

中，作者将细胞穿膜多肽９Ｒ、荧光蛋白 ＧＦＰ及普列克同源域

ＰＨＤ融合以构建９ＲＧＦＰＰＨＤ。通过原核表达和镍柱纯化系

统获得重组９ＲＧＦＰＰＨＤ蛋白。并在离体结合实验中检测

９ＲＧＦＰＰＨＤ与ＰＩＰ２和ＩＰ３的结合能力及其之间的竞争抑

制。细胞实验发现，ＭＤＣＫ细胞经蛋白孵育后，其中９ＲＧＦＰ

主要分布在细胞质中，而９ＲＧＦＰＰＨＤ能特异性分布于细胞

膜上，本研究利用ＡＴＰ刺激来诱发细胞膜上ＰＩＰ２水解。现报

道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　ｐＥＴ９Ｒ质粒由日本冈山大学的 ＨｉｄｅｋｉＭａｔｓｕｉ

教授提供。ＧＦＰＰＨＤ质粒由日本熊本大学的ＫａｚｕｈｉｔｏＴｏｍｉ

ｚａｗａ教授提供。

１．２　方法

１．２．１　质粒构建和重组蛋白的纯化　ＧＦＰＰＨＤ通过ＰＣＲ扩

增并亚克隆到ｐＥＴ９Ｒ质粒以构建９ＲＧＦＰＰＨＤ表达载体。

ＧＦＰ通过ＰＣＲ扩增并分别亚克隆到ｐＥＴ２１（＋）和ｐＥＴ９Ｒ质

粒以构建ＧＦＰ和９ＲＧＦＰ表达载体。重组蛋白表达时，相应

蛋白表达质粒通过电转化到ＢＬ２１大肠埃希菌中。转化后的

ＢＬ２１大肠埃希菌先在１Ｌ的ＬＢ培养基中３７℃培养至犗犇为

０．６～０．８时，加入０．２μｍｏｌＩＰＴＧ并继续在３７℃下培养４～６

ｈ以诱导目的蛋白表达。细菌经超声破碎后用镍柱纯化系统

分别获得重组 ＧＦＰ、９ＲＧＦＰ和９ＲＧＦＰＰＨＤ蛋白。纯化后

的重组蛋白先经ＰＢＳ透析，再利用考马斯亮蓝染色以进一步

确定。重组蛋白经浓度测定后于－８０℃保存备用。

１．２．２　９ＲＧＦＰＰＨＤ与ＰＩＰ２和ＩＰ３的结合实验　方法参照

文献［５］，０．８ｋＢｑ
［３Ｈ］标记的ＰＩＰ２和ＩＰ３分别与不同浓度的重

组蛋白 ＧＦＰ、９ＲＧＦＰ和９ＲＧＦＰＰＨＤ在冰上孵育１５ｍｉｎ。

孵育缓冲液含５０ｍｍｏｌＮａＨｅｐｅｓ，ｐＨ７．４；５０ｍｍｏｌＫＣｌ；０．５

ｍｍｏｌＭｇＣｌ２ 和０．０１ｍｍｏｌＣａＣｌ２。在缓冲液中加入５μＬ人伽

玛球蛋白（１０ｍｇ／ｍＬ）和５０μＬ聚乙二醇６０００（３０％）以终止

结合反应。再１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清液后溶于０．１

ｍＬ２％十二烷基磺酸钠，并通过液体闪烁计数器检测反射性

强度，从而反映与相应重组蛋白结合的［３Ｈ］ＰＩＰ２和ＩＰ３的量。

其中以最大浓度蛋白为６４μｍｏｌ时结合的放射强度为１００％进

行相应计算。在ＩＰ３对ＰＩＰ２与９ＲＧＦＰＰＨＤ结合的竞争性

抑制实验中，６μｍｏｌ９ＲＧＦＰＰＨＤ先与０．８ｋＢｑ
［３Ｈ］标记的

ＰＩＰ２结合，再在缓冲液中加入０～４μｍｏｌＩＰ３并继续冰上孵育

１０ｍｉｎ。终止结合反应后通过液体闪烁计数器检测结合在蛋

白上的ＰＩＰ２的反射性强度。其中以未加入ＩＰ３时蛋白上结合

的放射强度为１００％进行相应计算。

１．２．３　检测孵育后９ＲＧＦＰＰＨＤ在细胞内的分布　犬肾脏

上皮细胞 ＭＤＣＫ用于本实验。２×１０５ ＭＤＣＫ细胞先培养于

３５ｍｍ培养皿。ＤＭＥＭ培养基中含１０％胎牛血清及１％青链

霉素。２４～４８ｈ后将２μｍｏｌ重组蛋白 ＧＦＰ、９ＲＧＦＰ和９Ｒ

ＧＦＰＰＨＤ分别加入培养基，继续于３７℃在ＣＯ２ 孵箱孵育２ｈ

后，用无血清ＤＭＥＭ洗３次。然后，利用荧光共聚焦显微镜观

察ＧＦＰ、９ＲＧＦＰ和９ＲＧＦＰＰＨＤ在细胞中的分布情况。

１．２．４　实时观察ＡＴＰ刺激后９ＲＧＦＰＰＨＤ在细胞膜上的动

态变化　２×１０
５ ＭＤＣＫ细胞先培养于３５ｍｍ培养皿，２４～４８

ｈ后将２μｍｏｌ重组蛋白９ＲＧＦＰＰＨＤ加入培养基于３７℃在

ＣＯ２ 孵箱孵育２ｈ。蛋白孵育后先用无血清ＤＭＥＭ洗３次，然

后 ＭＤＣＫ细胞继续于生长培养基中培养。５０μｍｏｌＡＴＰ刺激

时，通过荧光共聚焦显微镜实时记录刺激前后９ＲＧＦＰＰＨＤ

在细胞膜上的分布。在定量分析 ＡＴＰ刺激对细胞膜上９Ｒ

ＧＦＰＰＨＤ分布的影响时，采用了刺激前后图片相减处理和选

择特定分析区实时荧光强度定量分析两种方法。其中，以

ＡＴＰ刺激前的荧光强度为１００％进行相应计算。

２　结　　果

２．１　ＧＦＰ、９ＲＧＦＰ及９ＲＧＦＰＰＨＤ表达质粒的构建及蛋白

纯化　通过常规的分子克隆技术，将ＧＦＰ分别克隆到ｐＥＴ２１

（＋）和ｐＥＴ９Ｒ以构建 ＧＦＰ和９ＲＧＦＰ表达质粒；ＧＦＰＰＨＤ

亚克隆到ｐＥＴ９Ｒ以构建９ＲＧＦＰＰＨＤ表达质粒，各重组蛋

白结构示意图见图１。构建的质粒均通过ＤＮＡ测序，合格后

用于蛋白表达。各蛋白表达质粒通过电转化到ＢＬ２１大肠埃

希菌中，在ＬＢ培养基３７℃培养至犗犇 值达０．６～０．８时加入

０．２μｍｏｌＩＰＴＧ刺激目的蛋白表达。离心收集细菌后，超声破

碎并用镍离子亲和层析柱进行纯化以获得重组ＧＦＰ、９ＲＧＦＰ

及９ＲＧＦＰＰＨＤ蛋白。纯化后的各重组蛋白经ＰＢＳ透析后进

一步离心浓缩，并利用考马斯亮蓝染色确定，结果见图２。

图１　　９ＲＧＦＰＰＨＤ质粒构建示意图

　　Ｍ：标记物；１～３：蛋白的不同浓缩批次；ａ：ＧＦＰ；ｂ：９ＲＧＦＰ；ｃ：９Ｒ

ＧＦＰＰＨＤ。

图２　　蛋白纯化结果

２．２　９ＲＧＦＰＰＨＤ蛋白与ＰＩＰ２和ＩＰ３的结合能力　如图３Ａ

所示，ＧＦＰ和９ＲＧＦＰ与ＰＩＰ２孵育后未检测到明显的相互结

合。而９ＲＧＦＰＰＨＤ与ＰＩＰ２和ＩＰ３间都有很明显的结合能

力，而且ＰＩＰ２／ＩＰ３的结合量随加入缓冲液９ＲＧＦＰＰＨＤ量的

增加而增加。这说明与９Ｒ和 ＧＦＰ融合后ＰＨＤ仍保持其与
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肌醇类相结合的能力，这和之前报道一致［６］。另外，在ＩＰ３竞

争性抑制实验中，０．８ｋＢｑ
［３Ｈ］标记的ＰＩＰ２预先和６μｍｏｌ９Ｒ

ＧＦＰＰＨＤ结合，随着加入ＩＰ３的量逐渐增加，９ＲＧＦＰＰＨＤ

上结合的ＰＩＰ２逐渐减少。当加入ＩＰ３的量达到４μｍｏｌ时，预

先和９ＲＧＦＰＰＨＤ结合的ＰＩＰ２基本完全解离下来，如图３Ｂ

所示。这一结果充分说明了ＩＰ３能与ＰＩＰ２竞争性结合９Ｒ

ＧＦＰＰＨＤ。

２．３　９ＲＧＦＰＰＨＤ导入细胞后特异性分布在细胞膜上　

ＭＤＣＫ细胞与ＧＦＰ、９ＲＧＦＰ及９ＲＧＦＰＰＨＤ孵育后，荧光共

聚焦显微镜观察发现，孵育ＧＦＰ后的细胞内观察不到明显的

荧光信号；孵育９ＲＧＦＰ后的细胞内发现荧光信号均匀分布于

细胞质，这和以往的报道一致［７］；而孵育９ＲＧＦＰＰＨＤ后，荧

光信号特异性地分布于细胞膜上，这充分提示，９ＲＧＦＰＰＨＤ

导入细胞后依然保留与胞膜上ＰＩＰ２结合的能力，从而特异性

地分布在细胞膜上。见图４。

图３　　９ＲＧＦＰＰＨＤ与ＰＩＰ２和ＩＰ３的结合及竞争性抑制

　　上：荧光照片；下：明视视野下观察。

图４　　重组蛋白导入细胞后在细胞内的分布情况

　　Ａ：荧光照片（×８００）；Ｂ：定量图。

图５　　ＡＴＰ刺激对９ＲＧＦＰＰＨＤ在胞膜上分布的影响

２．４　９ＲＧＦＰＰＨＤ实时监测细胞膜上ＰＩＰ２的动态变化　通

过蛋白导入法进入细胞的９ＲＧＦＰＰＨＤ能特异性地分布在细

胞膜上。为检测胞膜上的９ＲＧＦＰＰＨＤ是否会随ＰＩＰ２的水

解而从胞膜上解离下来，本研究采用了 ＡＴＰ刺激 ＭＤＣＫ细

胞，通过Ｐ２ｙ受体激活磷脂酶Ｃ以水解ＰＩＰ２
［７８］。荧光共聚焦

显微镜实时记录 ＭＤＣＫ细胞在刺激前后胞膜上９ＲＧＦＰＰＨＤ

的变化。如图５Ａ所示，ＭＤＣＫ细胞经９ＲＧＦＰＰＨＤ孵育后，

荧光信号特异性分布在胞膜上，５０μｍｏｌＡＴＰ刺激后，膜上的

荧光信号强度出现下降。在分析刺激前后荧光照片时，将

ＡＴＰ刺激前的照片减去刺激后的照片所留的荧光信号为刺激

过程降低的荧光强度。另外，在细胞膜上随机选择了３个区域

以定量分析这些区域在刺激过程中荧光强度的变化。结果如

图５Ｂ所示，ＡＴＰ刺激引起了膜上的荧光信号的下降，下降幅

度为２０％左右。这些结果说明，ＡＴＰ刺激诱导ＰＩＰ２水解后，

膜上的９ＲＧＦＰＰＨＤ也随着ＰＩＰ２的水解而从膜上解离下来。

故９ＲＧＦＰＰＨＤ能有效监测活细胞膜上ＰＩＰ２的动态变化。

３　讨　　论

１９８８年Ｇｒｅｅｎ等
［９］和Ｆｒａｎｋｅｌ等

［１０］分别从人类免疫缺陷

病毒中发现 ＨＩＶＴＡＴ能以不依赖受体方式穿透细胞膜，并把

这种 特 殊 的 多 肽 称 为 穿 膜 多 肽 （ｃｅｌｌｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅ，
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ＣＰＰ）。在后来的研究中，陆续发现了几种不同的ＣＰＰ，其中常

用的穿膜多肽有 ＨＩＶＴＡＴ和多聚精氨酸，如１１Ｒ和９Ｒ。研

究发现ＣＰＰ在离体和整体实验中均有良好的穿膜效应，已成

功地应用于运输多种不同的生物活性分子，如蛋白、多肽、核

酸、脂质体等进入细胞以进行治疗，这也被称为蛋白导入疗

法［１１１３］。

在本研究中，作者最初是将１１Ｒ与ＧＦＰＰＨＤ融合，但在

纯化１１ＲＧＦＰＰＨＤ时出现严重的重组蛋白聚集，故减少多聚

精氨酸的个数，将９Ｒ与ＧＦＰＰＨＤ融合。通过镍柱纯化获得

足够量的可溶性９ＲＧＦＰＰＨＤ。离体结合实验证实，９ＲＧＦＰ

ＰＨＤ保留了ＰＨＤ与肌醇类ＰＩＰ２和ＩＰ３的结合能力，且与两

者间是竞争性结合。在细胞实验也发现通过蛋白导入法进入

细胞的９ＲＧＦＰＰＨＤ特异性分布在胞膜上，这与ＰＩＰ２是细胞

膜上磷脂成分有密切关系。在 ＡＴＰ刺激时，能通过Ｐ２ｙ受体

激活磷脂酶Ｃ以水解膜上的ＰＩＰ２。ＰＩＰ２水解成可溶性ＩＰ３，

研究表明ＩＰ３能促使ＰＨＤ蛋白从细胞膜上解离。本实验也证

实，９ＲＧＦＰＰＨＤ在ＡＴＰ刺激后能从胞膜上解离。这些结果

充分说明，９ＲＧＦＰＰＨＤ能有效地监测细胞膜上ＰＩＰ２的动态

变化。另外，ＩＰ３与细胞内钙动员密切相关。故本研究将为今

后研究细胞内钙动态变化提供新的实验工具蛋白。
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