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[摘 　要 ]　目的 :研究细胞穿透肽 PEP - 1携带大分子蛋白穿透人平滑肌细胞的能力。方法 :用基因工程的方法制

备并纯化 EGFP蛋白和 PEP - 1 - EGFP融合蛋白 ,将纯化后的两种蛋白和培养的人平滑肌细胞共同孵育 ,在荧光显

微镜下直接观察 PEP - 1介导目的蛋白 EGFP转导入人平滑肌细胞的能力。结果 : EGFP蛋白不能进入细胞内 , PEP

- 1 - EGFP融合蛋白和人平滑肌细胞共同孵育 1h后可见有明亮绿色荧光分布于胞浆和胞核。结论 : PEP - 1能有

效携带目的蛋白进入人平滑肌细胞 ,这为将来用细胞穿透肽 PEP - 1介导有生物活性的大分子抗平滑肌细胞增殖

进行血管成形术后再狭窄的蛋白治疗奠定了基础。
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Abstract:O b je c tive To investigate the penetrating ability of fusion p rotein PEP - 1 - EGFP with human aortic smooth mus2
cle cells. M e tho d s Two p rokaryotic exp ression p lasm ids pET15b - EGFP and pET15b - PEP - 1 - EGFP were constructed

and transformed into E. coliBL21 (DE3) to exp ress EGFP and fusion p rotein PEP - 1 - EGFP, respectively. The exp ressed

EGFP and PEP - 1 - EGFP were purified with N i2 + - resin affinity chromatography and their capability of transduction into

human aortic smooth muscle cells was evaluated with inverted fluorescent m icroscope. R e su lts EGFP alone failed to trans2
duce into human aortic smooth muscle cells, whereas PEP - 1 - EGFP fusion p rotein could transduce into them and distrib2
uted in cytop lasm and nucleus after 1h incubation. Co nc lu s io n The successful exp ression and purification of PEP - 1 - EG2
FP fusion p rotein and its efficient transduction into human vascular smooth muscle cells p rovides a basis for the research on

transduction of antip roliferative p roteins such as p27 and p21 mediated by the cell - penetrating pep tide, PEP - 1, in p ro2
tein therapy for the restenosis after angiop lasty.

Key words:Cell - penetrating Pep tide; Protein Transduction; Enhanced Green Fluorescent Protein; Vascular Smooth Muscle

Cell; Protein Therapy
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　　冠脉成形术后再狭窄是影响其远期疗效的主要

因素。尽管药物洗脱支架的广泛应用显著减少了再

狭窄的发生率 ,但再狭窄仍是困扰介入性心脏病学

领域的难题之一。研究发现 ,再狭窄的发生有多个

因素的参与 ,其中血管平滑肌细胞 ( vascular smooth

muscle cell, VSMC)起重要作用。在再狭窄的发生

中 , VSMC表型发生改变 ,细胞增殖、迁移并产生大

量细胞外基质 ,导致新生内膜的形成。长期以来人

们希望通过基因治疗抑制 VSMC的增殖而预防再狭

窄的发生 ,但基因导入的靶向性、转染效率、表达的

可调控性未从根本上得到解决。因此寄希望于利用

抑制 VSMC增殖的细胞周期调控蛋白如 p27和 p21

等进行蛋白治疗。但是这些细胞周期蛋白必须进入

细胞核内才能发挥作用 ,而细胞膜是仅能允许小于

600道尔顿的肽段进入细胞内的天然生物屏障。最

近研究发现 ,某些蛋白质的特殊区域具有将外源性

蛋白导入细胞内的特性 ,这些区域被称为蛋白转导

域 (p rotein transduction domain, PTD ) ,如 H IV - 1 -

Tat,果蝇触角蛋白 Antp , HSV - VP22蛋白等。许多

研究已经证实了 Tat - p27和 Tat - p53等融合蛋白
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被成功的转导进入细胞。但 Tat介导的蛋白转导需

在转导前对融合蛋白进行预变性 ,既为转导增添了

麻烦又降低了导入蛋白的生物学活性。最近 Morris

小组 [ 1 ]设计了一种称为 PEP - 1的细胞穿透肽 ,它

能直接携带有生物活性的大分子蛋白进入细胞并分

布于细胞核内 ,而且它的转导效率高 ,对细胞无毒

性 ,这有可能使它成为一种非常理想的大分子药物

转导工具。本研究用基因工程的方法制备并纯化了

PEP - 1 - EGFP融合蛋白 ,在荧光显微镜下直接观察

PEP - 1 - EGFP穿透人平滑肌细胞的能力 ,为将来用

PEP - 1介导 p27、p21等大分子蛋白进行再狭窄的防治

奠定基础。

1　材料和方法

1. 1　材料

预染蛋白质分子量标准和细胞裂解液 (江苏碧

云天有限公司 ) ,鼠抗 GFP多克隆抗体 (晶美公司 ) ,

W estern blotting试剂盒 (美国 KPL公司 ) , 胎牛血清

(杭州四季青生物工程材料有限公司 ) , DMEM

( GIBCO /BRL公司 )。大肠杆菌 BL21 (DE3 )购自

Novagen公司 ,人主动脉平滑肌细胞株为本研究所

保存。

1. 2　方法

1. 2. 1　EGFP、PEP - 1 - EGFP蛋白的表达和纯化 :

按文献 [ 2 - 3 ]报道的方法进行 EGFP蛋白和 PEP - 1

- EGFP 融合蛋白的表达和纯化。即首先构建

pET15b - EGFP、pET15b - PEP - 1 - EGFP原核表达

载体 (见图 1) ,在大肠杆菌 BL21 (DE3)中表达目的

蛋白 ,然后用 N i
2 +金属螯合亲和层析纯化目的蛋白

EGFP和 PEP - 1 - EGFP,用 SDS - PAGE考马斯亮

蓝染色和 W estern blot对纯化蛋白进行定性 , B rad2
ford法进行蛋白定量。W estern blot按试剂盒说明

分别以 1∶500和 1∶1 000的比例加入鼠抗 GFP多

克隆抗体和羊抗鼠单克隆抗体。

1. 2. 2　人主动脉平滑肌细胞的培养 :人主动脉平滑

肌细胞以 1 ×105 个 / L 密度接种于六孔板 ,置 37

℃、5% CO2 培养箱中 ,用含 10%胎牛血清、10万 U /

L青霉素、100 mg/L链霉素的 DMEM培养待用。

1. 2. 3　EGFP、PEP - 1 - EGFP穿透人主动脉平滑

肌细胞 :待六孔板中平滑肌细胞长至 60%融合时将

细胞分成两组 ,每组分别加 EGFP和 PEP - 1 - EG2
FP纯化蛋白至终浓度 5μmol/L,置 37 ℃、5% CO2

培养箱中孵育 1 h后 ,用 1 ×PBS洗涤细胞 3次 ,荧

光显微镜下观察。

2　结果

2. 1　EGFP、PEP - 1 - EGFP蛋白的表达和纯化

考马斯亮蓝凝胶染色和 W estern blotting结果显

示 EGFP分子量为 31 KD, PEP - 1 - EGFP分子量稍

大于 31 KD (见图 2) ,与理论值相符。采用 N i
2 +

-

树脂柱亲和层析后目的蛋白纯度极高。

图 2　SDS - PAGE ( a)和 W estern blot( b)显示

His - tag - PEP - 1 - EGFP和 His - tag - EGFP纯化蛋白

Fig 2　SDS - PAGE ( a) and W estern blot( b) demonstrated pu2
rified H is - tag - PEP - 1 - EGFP fusion p rotein and H is - tag -

EGFP p rotein

M: Prestained p rotein molecular weight marker;

Panel 1: Non - purified His - tag - PEP - 1 - EGFP p rotein;

Panel 2: Purified H is - tag - PEP - 1 - EGFP p rotein;

Panel 3: Purified H is - tag - EGFP p rotein

2. 2　EGFP、PEP - 1 - EGFP穿透人主动脉平滑肌细胞

荧光显微镜下观察 ,融合蛋白 PEP - 1 - EGFP

能穿透人主动脉平滑肌细胞并分布于胞核及胞浆内

呈明亮的绿色荧光 ,而 EGFP蛋白作用的细胞内无

绿色荧光 ,证明细胞穿透肽 PEP - 1能携带目的蛋

白高效转导进入细胞 (见图 3)。

3　讨论

随着医疗技术的发展 , PTCA、支架植入术以及

冠状动脉旁路移植术 ( coronary artery bypass graft,
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CABG)等已经成为治疗动脉粥样硬化的主要方法 ,

但是仍有 20% ～50%的病人在 PTCA 后发生再狭

窄 ,支架植入术后的再狭窄率也达到 10% ～30% ,

CABG也常常因移植的血管发生粥样硬化而失

败 [ 4 ]。虽然血管再通后再狭窄的发生是由血管损

伤、炎症刺激、VSMC增殖以及个体差异等多种因素

引起的 ,但是 VSMC的迁移、增殖和分化导致的动脉

内膜增生是再狭窄发生的主要原因。由于 CABG后

移植血管内的 VSMC增殖发生的更早更快 ,而支架

植入后的再狭窄主要是由于 VSMC在支架腔内的迁

移增殖引起的 ,所以它们更适合于抗平滑肌增殖的

治疗。血管损伤后平滑肌细胞的增殖是由细胞周期

调控的 ,而细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 ( cyclin

- dependent kinase inhibitors, CDKIs)如 p27、p21和

p16等能抑制 VSMC的增殖 ,而且多种药物都通过

增加细胞内 p27、p21 和 p53 等的表达发挥其抗

VSMC增殖的作用 [ 5 ]。所以这些细胞周期蛋白就成

了理想的抗血管平滑肌细胞增殖的作用靶点 ,人们

也希望通过基因治疗表达这些蛋白以进行再狭窄的

防治。

研究表明 ,腺病毒介导的突变型 p21表达能缩

小载脂蛋白 E基因敲除的高脂血症小鼠血管内膜

增生的病变范围 , 并降低其平滑肌细胞的增殖

率 [ 6 ]
,腺病毒介导的 p27 - p16嵌合基因的表达能

抑制兔血管成形术后的内膜增生 [ 7 ]。但是目前基

因治疗还存在着许多问题如转导效率低、目的蛋白

持续性高表达、靶向性差以及容易引起机体免疫反

应等未能完全解决 ,而且更重要的是基因治疗的目

的是为了产生有抗 VSMC增殖作用的蛋白 ,而不是

仅仅导入功能基因 ,所以把这些抗血管平滑肌增殖

的蛋白直接导入病变部位进行蛋白治疗将更安全简

便。然而 p27、p21等的作用靶点都在细胞核内 ,而

细胞膜的生物屏障作用不允许它们进入细胞 ,因此

就必须寻找一种能将有生物活性的大分子蛋白直接

转导进入细胞的方法。

细胞穿透肽是近年来发现的一类能携带大分子

蛋白穿过细胞膜进入细胞内的小分子肽段 ,它们几

乎能达到 100%的转导率 [ 8 ]。目前发现的细胞穿透

肽有 Antp
[ 9 ]

, VP22
[ 10 ]和 TAT

[ 11 ]等 ,其中 H IV - 1转

录激活因子来源的 TAT是研究最多的细胞穿透肽 ,

其转导效果已经得到了公认 ,并且它已经成功的把

p27
[ 11 ]和 p53

[ 12 ]导入多种细胞并观测到它们的生物

学效应。但是 TAT介导的蛋白转导需要在转导前

对融合蛋白进行预变性才能使其进入细胞内 ,变性

的融合蛋白进入细胞后需 HSP90家族成员将靶蛋

白重折叠为天然有活性的构像 [ 13 ]。因此导入蛋白

的生物学活性就依赖于细胞内 HSP90分子伴侣的

重折叠效率。为了提高转导蛋白进入细胞后的活

性 ,需要设计一种新的细胞穿透肽将靶蛋白以一种

天然有活性的结构形式导入细胞内。在目前发现的

各种细胞穿透肽中 , Morris小组 [ 1 ]设计的双亲性肽

段 PEP - 1: KETWW ETWW TEW SQPKKKRKV 因其

能携带有生物活性的大分子物质进入细胞而不需预

变性 ,转导效率高、对血清不敏感、无毒等优点而有

可能成为一种非常理想的蛋白治疗工具。

目前对 PEP - 1穿膜活性的研究中多采用人工

合成 PEP - 1肽段再和目的蛋白以非共价键相结合

的方法转导蛋白 ,但是合成肽段的成本较高 ,难以进

行大规模的生产 ,而且细胞穿透肽和目的蛋白的非

共价结合效率低 ,不稳定 ,这都给 PEP - 1穿膜活性

的研究带来了不便。为克服这些不足 ,本研究采用

基因工程的方法制备并纯化了框内读码的 PEP - 1

- EGFP融合蛋白 ,观察到了 PEP - 1 - EGFP融合

蛋白穿透人主动脉平滑肌细胞的能力 ,结果发现 5

μmol/L 的 PEP - 1 - EGFP融合蛋白即能有效的进

入细胞并分布于细胞核内 ,这为将来用细胞穿透肽

PEP - 1介导 p27、p53、p21和 p16等细胞周期蛋白

进入 VSMC内发挥抗增殖作用奠定了基础。

(文中图 1, 3见封三 )
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