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犑犛犻犮犺狌犪狀犝狀犻狏（犕犲犱犛犮犻犈犱犻）
　２０１４；４５（２）：２９９ ３０３　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

携带人犃犓犜２、犘犇犓１、犅犃犇基因的慢病毒表达

载体的构建及其在２９３犜细胞中的表达
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　　【摘要】　目的　构建含人丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ／ＡＫＴ２）、磷酸肌醇依赖激酶１

（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ１，ＰＤＫ１）、ｂｃｌ２相关性死亡蛋白（ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｄｅａｔｈｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＡＤ）基因的绿

色荧光慢病毒载体，鉴定其在２９３Ｔ细胞中的表达。方法　 选择病理证实的非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）组织，采用特

异性引物ＲＴＰＣＲ扩增犃犓犜２、犘犇犓１及犅犃犇ｃＤＮＡ。将ＰＣＲ产物与Ｔ载体连接测序，测序正确的目的片段从Ｔ

载体上酶切下与慢病毒骨架质粒连接，将此重组的慢病毒表达载体质粒及包装系统共转染入２９３Ｔ细胞（人胚肾细

胞系），收集病毒上清，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＫＴ２，ＢＡＤ及ＰＤＫ１蛋白质表达。结果　 凝胶电泳证实犃犓犜２，犅犃犇，

犘犇犓１三基因成功转导至以ｐＣＤＦ１ＭＣＳ２ＥＦ１ｃｏｐ犌犉犘为骨架质粒的慢病毒包装系统中，磷酸钙转染法７２ｈ后

犅犃犇、犘犇犓１及犃犓犜２的转染率分别约为１００％、９５％、９０％。慢病毒包装后测定３种病毒滴度均达６．７×１０
６

ＰＦＵ／ｍＬ，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测到ＡＫＴ２，ＢＡＤ，ＰＤＫ１蛋白在２９３Ｔ细胞的表达。结论　 成功构建了携带人

犃犓犜２、犅犃犇、犘犇犓１原癌基因的慢病毒表达载体，在２９３Ｔ细胞中成功鉴定其表达。

【关键词】　ＡＫＴ２　ＢＡＤ　ＰＤＫ１　慢病毒载体　绿色荧光蛋白　非小细胞肺癌
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．　１．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犚犲狊狆犻狉犪狋狅狉狔犕犲犱犻犮犻狀犲，犕犻犪狀狔犪狀犵犆犲狀狋狉犪犾犎狅狊狆犻狋犪犾，

Ｍｉａｎｙａｎｇ６２１０００，Ｃｈｉｎａ；　２．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犚犲狊狆犻狉犪狋狅狉狔犕犲犱犻犮犻狀犲，犠犲狊狋犆犺犻狀犪犎狅狊狆犻狋犪犾，犛犻犮犺狌犪狀犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，

Ｃｈｅｎｇｄｕ６１００４１，Ｃｈｉｎａ；３．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犚犲狊狆犻狉犪狋狅狉狔 犕犲犱犻犮犻狀犲，狋犺犲犉犻狉狊狋犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱 犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犆犺犲狀犵犱狌

犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲
，Ｃｈｅｎｇｄｕ６１００５０，Ｃｈｉｎａ

△Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ，Ｅｍａｉｌ：ｗｅｉｍｉ００３＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ

【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｈｕｍａｎｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ（ＡＴＫ２），ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ１

（ＰＤＫ１）ａｎｄｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｄｅａｔｈｐｒｏｔｅｉｎ（ＢＡＤ）ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ，ａｎｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｉｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎ

２９３Ｔｃｅｌｌｓ．犕犲狋犺狅犱狊　ＴｏｔａｌＲＮＡｗａｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ．Ｔｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎｓｏｆｈｕｍａｎ

犃犜犓２，犅犃犇ａｎｄ犘犇犓１ｃＤＮＡｗｅｒｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｖｉａＲＴＰＣＲｕｓｉｎｇｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓ，ｓｕｂｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏＰＧＥＭＴｅａｓｙａｎｄ

ｔｈｅｎｓｅｑｕｅｎｃｅｄｆｏｒｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓｃｕｔｏｕｔｗｉｔｈａｓｐｅｃｉｆｉｃｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅ

ｄｉｇｅｓｔａｎｄｓｕｂｃｌｏｎｅｉｎｔｏｐＣＤＦ１ＭＣＳ２ＥＦ１ｃｏｐ犌犉犘．Ｔｈｅｐｌａｓｍｉｄｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏ２９３Ｔｃｅｌｌｓｕｓｉｎｇｔｈｅ

ｃａｌｃｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅｍｅｔｈｏｄ．ＴｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＫＴ２，ＢＡＤａｎｄＰＤＫ１ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．犚犲狊狌犾狋狊

犃犓犜２，犘犇犓１ａｎｄ犅犃犇 ｗｅｒｅｓｕｂｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏｐＣＤＦ１ＭＣＳ２ＥＦ１ｃｏｐ犌犉犘，ｗｉｔｈａｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆ

１００％，９５％，ａｎｄ９０％ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｖｉｒｕｓｔｉｔｅｒｓｗｅｒｅ６．７×１０
６

ＰＦＵ／ｍＬｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ．Ａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，

ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＡＫＴ２，ＰＤＫ１ａｎｄＢＡＤｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴｈｅｌｅｎｔｉｖｉａｌｖｅｃｔｏｒｐＣＤＦ１

ＭＣＳ２ＥＦ１ｃｏｐ犌犉犘ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ犃犓犜２，犅犃犇ａｎｄ犘犇犓１ｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ２９３Ｔｃｅｌｌｓ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　　ＡＫＴ２　　ＢＡＤ　　ＰＤＫ１　　Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ　　Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ（ＧＦＰ）　　Ｎｏｎｓｍａｌｌ

ｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ

　　肺癌是当今世界上严重威胁人类健康与生命的

恶性肿瘤之一，然而，目前对肺癌的研究大多局限于

 国家自然科学基金（Ｎｏ．８１２４１０６８、Ｎｏ．８１３７２５０４）、中国博士

后科学基金（Ｎｏ．２０１３Ｍ５４２２８１）、四川省科技厅应用基础研究（Ｎｏ．

２０１３ＪＹ００１２）资助

△ 通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｗｅｉｍｉｎ００３＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ

少数蛋白的表达水平上，而对于信号通路的整体激

活、调控模式，及其整体上下游信号的网络调节机

制，少有报道。丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎ

ｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ／ＡＫＴ２）是一种重要的信号蛋白分

子，它是磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３

ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）信号传导通路的中心环节，以 ＡＫＴ

为中心的 ＡＫＴ／ＰＫＢ网络信号通路参与多种生物
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学功能的调节，包括介导细胞增殖、细胞生长、细胞

存活、以及组织血管形成等。当细胞受到胰岛素样

生长因子等胞外信号刺激时，磷酸肌醇依赖激酶１

（ＰＤＫ１）催化 ＡＫＴ，促使其磷酸化，加速细胞的生

长与增殖
［１］

。ｂｃｌ２相关性死亡蛋白（ＢＡＤ）属于Ｂ

淋巴细胞／白血病２蛋白家族，参与识别不同类型

的促凋亡信号，ＡＫＴ可通过促使ＢＡＤ磷酸化，阻

止细胞色素Ｃ释放入胞浆，而抑制细胞凋亡
［２］

。本

研 究 的 目 的 是 以 慢 病 毒 ｐＣＤＦ１ＭＣＳ２ＥＦ１

ｃｏｐ犌犉犘为载体，通过基因克隆、磷酸钙转染和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法，构建携带犃犓犜２、犅犃犇、犘犇犓１原

癌基因慢病毒载体，为研究以ＡＫＴ为中心的ＰＤＫ／

ＡＫＴ／ＢＡＤ信号通路致正常支气管上皮细胞恶变

提供实验基础。

１　材料和方法

１１　主要试剂

限制性内切酶犈犮狅ＲⅠ、犅犵犔Ⅱ及犜４ＤＮＡ连

接酶购自 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司；犜犪狇ＤＮＡ聚

合酶购自 ＴａＫａＲａ公司；细胞培养基ＤＭＥＭ 购自

ＧＩＢＣＯ公司；ＴＲＩｚｏｎ总ＲＮＡ提取试剂购自北京

康为世纪生物科技有限公司；兔源性ＡＫＴ２，ＢＡＤ，

ＰＤＫ抗体及辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的山羊抗

兔ＩｇＧ抗体均购自Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ公司。

１２　质粒及细胞株

克隆ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体自Ｐｒｏｍｅｇａ公司（片段

大小为３０１５ｂｐ）；慢病毒质粒系统包括骨架质粒

ｐＣＤＦ１ＭＣＳ２ＥＦ１ｃｏｐ犌犉犘〔自带报告基因绿色荧

光蛋白（犌犉犘），片段大小为６７７１ｂｐ〕和包装质粒

ｐＭＤＬｇｐＲＲＥ，ｐＲＳＶＲＥＶ，ｐＭＤ２Ｇ。慢病毒载体

包装细胞２９３Ｔ为四川大学华西医院干细胞生物学

研究室保存；非小细胞肺癌组织来源于四川大学呼

吸内科。

１３　引物设计

使用Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计基因引物。犃犓犜２引

物：上 游 （Ｐ１）５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＡＴＧＡＧＧ

ＴＧＴＣＴＧＴＣＡＴＣＡＡＡＧ３′，下游（Ｐ２）５′ＣＧＧＧＡ

ＴＣＣＴＣＡＣＴＣＧＣＧＧＡＴＧＣＴＧＧＣ３′，扩增片段为

１４４６ｂｐ；ＰＤＫ１引物：上游（Ｐ１）５′ＣＧＧＡＡＴＴＣ

ＡＴＧＡＧＧＣＴＧＧＣＧＣＧＧＣ３′，下游（Ｐ２）５′ＧＧＡＣ

ＴＡＧＴＣＴＡＧＧＣＡＣＴＧＣＧ ＧＡＡＣＧＴＣ，扩增片段

为１３１０ｂｐ；ＢＡＤ引物：上游（Ｐ１）５′ＣＧＧＡＡＴＴＣ

ＡＴＧＴＴＣＣＡＧＡＴＣＣＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡ３′，下 游

（Ｐ２）５′ＣＧＧＧＡＴＣＣＴＣＡＣＴ ＧＧＧＡＧＧＧＧＧＣＧ

３′，扩增片段为５０６ｂｐ。

１４　方法

１４１　目的基因的克隆

１４１１　目的基因的ＰＣＲ扩增　选择病理证实的

非小细胞肺癌组织，从组织中抽提总ＲＮＡ；使用特

异性引物 ＲＴＰＣＲ扩增目的基因犃犓犜２、犘犇犓１、

犅犃犇；琼脂糖凝胶电泳分析ＰＣＲ扩增结果。

１４１２　质粒的构建和扩增　将扩增正确的ＰＣＲ

产物进行胶回收，用犜４ＤＮＡ连接酶将ＰＣＲ产物

与ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体进行连接，并转化至感受态细

胞ＤＨ５α；在转化的平板上蓝白斑筛选挑阳性克隆，

以１６０ｒ／ｍｉｎ的转速摇菌，快速抽提质粒ＤＮＡ。

１４１３　质粒的鉴定和测序　犈犮狅ＲⅠ和犅犵犔Ⅱ双

酶切 电 泳 鉴 定 重 组 质 粒 ｐＧＥＭ犃犓犜２Ｔｅａｓｙ、

ｐＧＥＭ犅犃犇Ｔｅａｓｙ和 ｐＧＥＭ犘犇犓１Ｔｅａｓｙ，鉴定

正确的重组质粒寄至上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ测序，酶切鉴

定及测序正确的质粒即为克隆成功的目的基因。

１４２　ｐＣＤＦ１犃犓犜２ＥＦ１ｃｏｐ犌犉犘、ｐＣＤＦ１犅犃犇

ＥＦ１ｃｏｐ犌犉犘 及ｐＣＤＦ１犘犇犓１ＥＦ１ｃｏｐ犌犉犘 重组

慢病毒表达载体的构建和鉴定

１４２１　质粒的构建和扩增　慢病毒载体骨架质

粒ｐＣＤＦ１ＭＣＳ２ＥＦ１ｃｏｐ犌犉犘载体和测序正确的

犃犓犜２、犅犃犇、犘犇犓１分别经犈犮狅ＲⅠ、犅犵犔Ⅱ双酶切

消化，回收，使用柱层析法纯化。将犃犓犜２、犅犃犇、

犘犇犓１与慢病毒骨架质粒用犜４ＤＮＡ连接酶进行

连接，转化至感受态细胞ＤＨ５α；在转化的平板上蓝

白斑筛选挑阳性克隆，以１６０ｒ／ｍｉｎ的转速摇菌，快

速抽提质粒ＤＮＡ。

１４２２　质粒的鉴定　犈犮狅ＲⅠ和犅犵犔Ⅱ双酶切电

泳 鉴 定 抽 提 的 重 组 质 粒 ｐＣＤＦ１犃犓犜２ＥＦ１

ｃｏｐ犌犉犘、ｐＣＤＦ１犅犃犇ＥＦ１ｃｏｐ犌犉犘 及 ｐＣＤＦ１

犘犇犓１ＥＦ１ｃｏｐ犌犉犘，酶切鉴定正确者即为构建好

的携带犃犓犜２、犅犃犇、犘犇犓１基因的重组慢病毒表

达载体，以备转染用。

１４３　慢病毒包装体系的建立

１４３１　细胞培养　使用含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ

细胞培养基培养２９３Ｔ细胞，将细胞置于３７℃、５％

ＣＯ２ 培养箱中进行培养、传代，传至第３代的２９３Ｔ

细胞供转染及感染用。

１４３２　转染体系　磷酸钙转染体系：２×ＢＢＳ

５００
μ
Ｌ，ｐＣＤＦ１犃犓犜２ＥＦ１ｃｏｐ犌犉犘、ｐＣＤＦ１犅犃犇

ＥＦ１ｃｏｐ犌犉犘 及ｐＣＤＦ１犘犇犓１ＥＦ１ｃｏｐ犌犉犘 及包

装质粒共１２
μｇ
，０．２５ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２５００μＬ

。

１４３３　质粒转染　在Ｅｐ管中建立磷酸钙包装
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体系，轻弹使其混匀，室温放置２０ｍｉｎ。取生长良

好的２９３Ｔ细胞接种于６孔板上，待细胞覆盖率达

８０％时利用磷酸钙转染法进行转染，然后将含有

２９３Ｔ细胞的培养皿于３７℃，３％ＣＯ２ 孵箱中过夜。

转染２４ｈ，给２９３Ｔ细胞换液后，将培养瓶放入孵箱

中继续培养，分别于２４ｈ、４８ｈ及７２ｈ后观察细胞

变化及绿色荧光的表达情况。通过高倍显微镜下计

数带ＧＦＰ蛋白的２９３Ｔ细胞，５次计数取平均数来

计算质粒转染效率。

１４３４　病毒滴度测定　分别收集含有病毒颗粒

的上清（原液），按病毒原液滴度的１０
－１
、１０

－２
、

１０
－３
、１０

－４
、１０

－５
、１０

－６
进行系列稀释，检测３种病毒

滴度。

１４４　病毒感染２９３Ｔ细胞　将１ｍＬ病毒上清液

加入２×１０
５
／皿２９３Ｔ细胞培养皿中，３７℃、５％ＣＯ２

培养箱中培养７２ｈ后镜下观察ＧＦＰ蛋白的表达，

反映病毒感染的大致情况。

１４５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２９３Ｔ 细胞中 ＡＫＴ２、

ＢＡＤ、ＰＤＫ１蛋白的表达　用细胞裂解液裂解感染

７２ｈ后的细胞及培养上清，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，

取离心后的上清液进行蛋白定量。将等量的蛋白及

内参蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ 凝胶电泳后转移至

ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉封闭２ｈ，１∶１００兔源性

抗ＡＫＴ２，ＢＡＤ，ＰＤＫ１抗体４℃孵育过夜，洗膜后

以碱性磷酸酶标记的二抗室温孵育２ｈ，碱性磷酸

酶显色，以
β
ａｃｔｉｎ为内参蛋白，于凝胶自动成像分

析系统下成像。

２　结果

２１　犃犓犜２、犅犃犇及犘犇犓１基因的犘犆犚扩增

见图１～图３。犃犓犜２、犘犇犓１及犅犃犇 电泳产

物的大小与理论预测的产物大小（１４４６ｂｐ、５０６ｂｐ、

１３１０ｂｐ）一致。

２２　重组质粒 狆犌犈犕犃犓犜２犜犲犪狊狔、狆犌犈犕犅犃犇

犜犲犪狊狔
、
狆犌犈犕犘犇犓１犜犲犪狊狔

的鉴定

　 　 重 组 质 粒 双 酶 切 后 分 别 产 生１４４６ｂｐ

图１　犃犓犜２犘犆犚产物　　　图２　犅犃犇犘犆犚产物　　　图３　犘犇犓１犘犆犚产物

犉犻犵１　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犃犓犜２
（犾犪狀犲１，２犪狀犱３）　　　犉犻犵２　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犅犃犇（犾犪狀犲１，２犪狀犱３）　　　犉犻犵３　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳

犘犇犓１（犾犪狀犲１犪狀犱２）

Ｍ：ｍａｒｋｅｒ

（犃犓犜２），５０６ｂｐ（犅犃犇），１３１０ｂｐ（犘犇犓１）和３０１５

ｂｐ（ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体）ｃＤＮＡ片段。电泳产物大小

与理论预测的产物大小一致，从ＤＮＡ层面证明了

质粒的构建成功。见图４。

２３　重组慢病毒表达载体的鉴定

见图５。重组慢病毒载体质粒ｐＣＤＦ１犃犓犜２

ＥＦ１ｃｏｐ犌犉犘，ｐＣＤＦ１犅犃犇ＥＦ１ｃｏｐ犌犉犘 及 ｐＣＤＦ１

犘犇犓１ＥＦ１ｃｏｐ犌犉犘经双酶切后电泳，出现的片段

分别为１４４６ｂｐ（犃犓犜２），５０６ｂｐ（犅犃犇），１３１０ｂｐ

（犘犇犓１）和６７７１ｂｐ（慢病毒骨架质粒），与理论预测

的产物大小一致，证明慢病毒载体构建成功。

２４　质粒转染２９３犜细胞后的转染率和病毒滴度

３种慢病毒载体质粒转染２９３Ｔ细胞后的镜下

表现相似，荧光显微镜下可见于２４ｈ、４８ｈ及７２ｈ

细胞均有绿色荧光，且荧光强度逐渐增强，７２ｈ后

可达高峰，见图６。７２ｈ后携带犅犃犇、犘犇犓１及

犃犓犜２的质粒的转染率分别约为 １００％、９５％、

９０％，显示出本研究慢病毒包装系统高效性。收集

含有病毒颗粒的上清液，系列稀释法可检测到３种

病毒的滴度均可达６．７×１０
６

ＰＦＵ／ｍＬ。转染率及

病毒滴度的结果均证明包装病毒成功。

２５　病毒的感染情况

３种病毒感染细胞后的表现相似，荧光显微镜

下可见大量ＧＦＰ蛋白在细胞中表达，见图７。

２６　犃犓犜２，犅犃犇及犘犇犓１蛋白的表达

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测到ＡＫＴ２、ＰＤＫ１及ＢＡＤ

蛋白的表达，大小与理论预测一致，证实ＡＫＴ２、ＢＡＤ

及ＰＤＫ１在２９３Ｔ细胞中成功表达，见图８。
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图４　犃犓犜２，犅犃犇，犘犇犓１与犜载体重组后酶切鉴定结果　　　图５　慢病毒表达载体的酶切鉴定结果

犉犻犵４　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀狅犳犃犓犜２
（犾犪狀犲１），犅犃犇 （犾犪狀犲２），犘犇犓１（犾犪狀犲３）犪狀犱狆犌犈犕犜犲犪狊狔狏犲犮狋狅狉　　　犉犻犵５　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳

犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀狅犳狆犆犇犉１犃犓犜２犈犉１犮狅狆犌犉犘
（犾犪狀犲１），狆犆犇犉１犅犃犇犈犉１犮狅狆犌犉犘（犾犪狀犲２）犪狀犱狆犆犇犉１犘犇犓１犈犉１犮狅狆犌犉犘（犾犪狀犲３）

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；ｐＧＥＭＴｅａｓｙｖｅｃｔｏｒ：３０１５ｂｐ；ｐＣＤＦ１ＭＣＳ２ＥＦ１ｃｏｐ犌犉犘ｖｅｃｔｏｒ：６７７１ｂｐ

图６　狆犆犇犉１犅犃犇犈犉１犮狅狆犌犉犘转染后不同时间在２９３犜细胞中的表达　　　图７　犅犃犇病毒感染２９３犜细胞后的绿色荧光蛋白的表达

犉犻犵６　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狆犆犇犉１犅犃犇犈犉１犮狅狆犌犉犘
（犳犾狌狅狉狊犮犲狀犮犲犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲）　　　犉犻犵７　犜犺犲犵狉犲犲狀犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狆狉狅狋犲犻狀犻狀２９３犜犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉犅犃犇

犻狀犳犲犮狋犻狅狀

Ａ：２４ｈ；Ｂ：４８ｈ；Ｃ：７２ｈ

图８　蛋白免疫印迹检测犃犓犜２、犘犇犓１及犅犃犇蛋白的表达

犉犻犵８　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狅犳犃犓犜２
（犾犪狀犲１），犅犃犇（犾犪狀犲２），犘犇犓１（犾犪狀犲３）

３　讨论

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路是一个经典抗凋亡、促存活的

信号转导途径
［３］

，在众多肿瘤发生发展、侵袭转移及

放化疗抵抗中发挥重要作用，如肺癌、乳腺癌、卵巢

癌、前列腺癌、胰腺癌、膀胱癌等
［４］

。ＡＫＴ的磷酸化

依赖于信号通路上游的ＰＩ３Ｋ，当细胞受到胰岛素样

生长因子等胞外信号刺激时，细胞膜上的酪氨酸激

酶受体活化，ＰＩ３Ｋ调节亚基（ｐ８５）中的ＳＨ２结构域

与之结合并引起催化亚基（ｐ１１０）变构激活，随即催

化二磷酸酯酰肌醇（ＰＩＰ２）生成三磷酸酯酰肌醇

（ＰＩＰ３），通过募集 ＡＫＴ至质膜，并导致 ＡＫＴ构型

改变，从而在ＰＤＫ１催化下磷酸化 ＡＫＴ。而 ＡＫＴ

可通过促使ＢＡＤ磷酸化而降低ＢＡＤ与ｂｃｌｘｌ和

ｂｃｌ２结合，阻止细胞色素Ｃ释放入胞浆，而抑制细

胞凋亡。

在本研究中，我们先将目的基因与犜 载体连

接，酶切、测序正确后，再与慢病毒载体连接，通过转

染、感染及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测到目的基因的表达。

然而，目前不少研究是将目的基因与慢病毒载体直

接连接
［５］

，但此连接方法不能保证目的基因的稳定

复制。使用犜犪狇ＤＮＡ聚合酶扩增的ＰＣＲ产物中有

多个位点带有 Ａ碱基，取适量回收的ＰＣＲ片段与

带Ｔ碱基的ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体进行 ＴＡ连接，这

样与直接连于慢病毒载体上相比，ＰＣＲ产物与Ｔ载

体连接效率会大幅提高，目的基因能在Ｔ载体高效

稳定地复制增殖。
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本研究中，慢病毒骨架质粒 ｐＣＤＦ１ＭＣＳ２

ＥＦ１ｃｏｐ犌犉犘自带报告基因犌犉犘，在荧光显微镜下

计数带ＧＦＰ蛋白的细胞，即能准确反映转染效率及

感染情况。在本实验中，随着２９３Ｔ细胞培养时间

的延长，ＡＫＴ２，ＢＡＤ及ＰＤＫ１转染率均出现逐渐

升高的趋势，在７２ｈ时可达到高峰，可高达１００％，

高于众多文献报道
［６］

的转染率。然而在相同细胞密

度、细胞状态、质粒加入量和转染条件一样的情况

下，３种质粒的转染率不一致，我们分析可能跟我们

需要转入的目的基因片段大小有关：磷酸钙形成的

沉淀更易将小片段的ＤＮＡ复合物包裹，通过胞吞

的方法将质粒导入 ２９３Ｔ 细胞内部，所以 ＢＡＤ

（５０６ｂｐ）的转染效率高于 ＡＫＴ２（１４４６ｂｐ）和

ＰＤＫ１（１３１０ｂｐ）。

常用的病毒载体主要包括慢病毒和腺病毒。腺

病毒的基因组较大，在转移外源性基因的同时，也会

表达大量的病毒自身蛋白，激活宿主免疫系统，从而

杀灭感染细胞
［７］

。慢病毒载体为”自杀性”病毒，其

特点在于病毒感染目的细胞后不会再感染其他细

胞，也不会利用宿主细胞产生新的病毒颗粒。本研

究采用慢病毒包装系统，最终测得的病毒滴度高达

６．７×１０
６

ＰＦＵ／ｍＬ，与Ｂｉｎａｉｆｅｒ等
［８］

所报道的结果

基本一致，显示出慢病毒包装系统的稳定性及高效

性，为后续分析比较细胞生物学行为的研究奠定了

基础。

目前大多数对ＡＫＴ磷酸化及活化的研究仅局

限于已经病理证实的肺癌组织中
［９，１０］

。至于在正常

支气管上皮细胞中，ＡＫＴ是怎样被激活的，以及

ＡＫＴ磷酸化后对促进肿瘤细胞的生长、增殖、抑制

凋亡、促进转移与侵袭的鲜有报道。目前尚无

ＡＫＴ２诱导正常支气管上皮细胞恶变的研究，亦无

有关ＰＤＫ１对 ＮＳＣＬＣ中 ＡＫＴ活性调节和 ＡＫＴ

是如何通过调节ＢＡＤ在 ＮＳＣＬＣ的发生发展中发

挥作用的报道。本实验旨在通过构建携带目的基因

的慢病毒和在正常支气管上皮细胞过表达等处理，

率先探讨以 ＡＫＴ２为中心的 ＰＤＫ１／ＡＫＴ２／ＢＡＤ

信号通路在 ＮＳＣＬＣ中的作用及网络调节机制，对

于研究非小细胞肺癌的发病机制及基因治疗提供了

新的、有益的实验依据。
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