Caspase-3体外对PIAS1蛋白的酶切作用
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[摘要]目的 观察凋亡相关蛋白Caspase-3体外对PIAS1蛋白的酶切作用，为后续研究奠定基础。方法 以HEK293T细胞表达PIAS1蛋白，采用免疫共沉淀（CO-IP）实验观察其与 Caspase-3间的结合作用；采用体外蛋白酶切实验检测Caspase-3对PIAS1的酶切作用。结果 CO-IP实验发现体外Caspase-3可与PIAS1蛋白结合；蛋白酶切实验发现PIAS1的酶切片段。结论  Caspase-3与PIAS1蛋白在体外具有相互作用，PIAS1体外可被Caspase-3酶切，为后续研究奠定了基础。
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PIAS-1 was cleaved by caspase-3: an ex vivo study
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[Abstract]Objective To validate the previous preliminary result that PIAS-1 was cleaved by Caspase-3 with ex vivo experiment. Methods A CO-IP was performed with lysate of 293T cells. PIAS1 collected from 293T cells with pull-down was incubated with active Caspase-3. Western blot was used to test the result.Results Caspase-3 binding to PIAS1 was confirmed with co-immunoprecipitation experiment. PIAS1 can be cleaved by active Caspase-3. Conclusion Ex vivo study verified the binding effect of  Caspase-3 and PIAS1, as well as the cleavage of PIAS1 by Caspase-3. 
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Caspase-3是Caspase家族的一个重要成员，在细胞凋亡过程中起关键作用。Caspase-3激活后酶解切割其特异性底物，使底物结构改变或影响特定的信号分子而参与细胞凋亡过程。已有研究[1-2]证实Caspase-3参与癫痫发作所致的神经元凋亡过程。我们的前期研究[3]发现，在癫痫发作所致海马神经元凋亡中存在Caspase-3新的作用蛋白——活性STAT1的抑制蛋白（protein inhibitor of activated STAT1，PIAS1），研究结果提示PIAS1可能是Caspase-3的蛋白底物。因此，本研究进一步通过体外实验验证Caspase-3与PIAS1蛋白的相互作用，为后续研究奠定基础。
1 材料和方法
1.1 细胞株及主要试剂  HEK293T细胞株由本课题组保存；DMEM培养基、胎牛血清、PBS、0.25%胰蛋白酶为Gibco公司产品；兔抗PIAS1单克隆抗体、兔抗Caspase-3 单克隆抗体为Epitomics公司产品；HRP标记的羊抗兔IgG为上海康成生物工程有限公司产品；Western及IP细胞裂解液、BCA蛋白定量试剂盒、蛋白G琼脂糖珠悬液及兔IgG为碧云天生物技术研究所产品；重组人活性Caspase-3蛋白CASP-3为ProSpec-Tany TechnoGene有限公司产品；PVDF膜及ECL超敏发光试剂盒为GE Healthcare公司产品。
1.2 免疫共沉淀实验
1.2.1 细胞培养及蛋白样品准备   HEK293T细胞以含10%胎牛血清的DMEM完全培养基培养；待长至90%融合时以预冷的无菌PBS充分洗涤3次，加入500 μl Western及IP细胞裂解液冰上裂解20 min，于4℃，12 000 r/min离心20 min，随后取上清并测定蛋白浓度。
1.2.2 去除非特异性结合  根据碧云天生物技术研究所的蛋白G琼脂糖珠产品使用说明，在1 mg蛋白中加入1 μg兔IgG和20 μl充分重悬的蛋白G琼脂糖珠悬液，置旋转混合器上4℃缓慢混合2 h以去除非特异结合。
1.2.3 免疫共沉淀  2 500 r/min离心5 min，取上清，加入用于免疫沉淀的兔抗Caspase-3单克隆抗体，4℃缓慢混合过夜；再加入40 μl充分重悬的蛋白G琼脂糖珠悬液，4℃缓慢混合3 h，瞬时高速离心，小心吸除上清；使用Western及IP细胞裂解液洗涤沉淀5次，于最后1次洗涤后去除上清，加入20 μl 1×SDS-PAGE电泳上样缓冲液Vortex重悬沉淀，瞬时高速离心把样品离心至管底；沸水浴处理5 min，取全部样品用于SDS-PAGE电泳。
1.2.4 免疫印迹分析  样品以10%浓度SDS-PAGE凝胶电泳（80 V/30 min，120 V/2 h），半干电转仪（20 V，1 h）转至PVDF膜，5%脱脂奶粉室温封闭1 h，以1：50 000加入兔抗PIAS1单克隆抗体，4℃孵育过夜。次日TBST洗膜3次，每次10 min，以1：10 000加入HRP标记的羊抗兔IgG室温孵育1 h，TBST洗膜3次，按操作手册配制化学发光液滴加于PVDF膜上，成像仪中显影摄像。
1.3 蛋白酶切实验
1.3.1 制备蛋白样品 按前述方法培养细胞、裂解提取蛋白并定量，取1 mg蛋白使用兔抗PIAS1单克隆抗体免疫沉淀PIAS1蛋白，于最后1次洗涤后瞬时高速离心去除上清。
1.3.2 酶切  酶切开始前，先将人重组活性Caspase-3蛋白室温复活1 h；取0.5 μl(含10 mmol/L DTT，50 mmol/L Hepes)活性Caspase-3蛋白加入免疫沉淀物，以pH 7.4 10 mmol/L DTT将混合物调整至含10 mmol/L DTT，10 mmol/L Hepes并充分混匀，25℃反应2 h。
2 结果
2.1 免疫共沉淀实验结果   在HEK293T细胞全细胞裂解物中，先使用兔抗Caspase-3单克隆抗体免疫沉淀后再使用兔抗PIAS1单克隆抗体做蛋白印迹分析，结果检测到相对分子质量约为78 000的蛋白，而在其对照组中均未见条带（图1）。该结果证明PIAS1蛋白和Caspase-3蛋白存在相互作用。
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图1 免疫共沉淀实验结果
Fig 1 Co-immunoprecipitation for PIAS1 and Caspase-3
Lane-1: Whole cell lysates of 293T；Lane-2 : Whole cell lysates of 293T incubated with rabbit serum；Lane-3: Whole cell lysates of 293T incubated with monoantibaody against caspase-3
2.2 蛋白酶切实验结果   在HEK293T细胞全细胞裂解物中，先使用兔抗PIAS1单克隆抗体进行免疫沉淀，再使用重组人活性Caspase-3蛋白体外酶切沉淀产物，以PIAS1抗体进行免疫印迹分析，结果酶切组相对分子质量78 000处的蛋白条带显著减弱，并且在约30 000处出现明显的酶切条带，而在未使用重组人活性Caspase-3蛋白进行酶切的对照组中均未见酶切条带出现（图2）。该实验重复3次，结果均一致。结果证明在体外环境下，Caspase-3蛋白对PIAS1蛋白存在酶切作用。
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图2体外蛋白酶切实验结果
Fig2 Ex vivo cleavage of PIAS1 protein by human recombinant active Caspase-3
Lane-1:Endogeneous PIAS1 of 293Tcells without cleavage; Lane-2:PIAS1 protein immunoprecipitated with rabbit monoclonal antibody against PIAS1; Lane-3:Ex vivo cleavage of PIAS1 protein by human recombinant active Caspase-3, a novel electropherosis band was seen at 30 000
3 讨论
癫痫样放电活动所致神经元持续丢失过程中神经元凋亡占较大比重。研究[1-2]表明Caspase 3参与癫痫发作所致神经元凋亡过程并发挥重要作用。我们的前期研究[3]进一步深入研究，筛选出癫痫发作致海马神经元凋亡中Caspase-3可能的作用底物——PIAS1蛋白。因此，本研究尝试在体外进一步探讨Caspase 3与 PIAS1的可能作用。
PIAS1是一个多功能蛋白，最初作为RNA解旋酶II/G结合蛋白（RNA helicase II/G binding protein, GBP）被克隆得到，与雄激素受体作用蛋白（androgen receptor interacting protein, ARIP）序列相同[4]。后来发现PIAS1是STAT1的特异性结合蛋白，在IFN作用下，PIAS1可与STAT1结合，抑制STAT1的DNA结合活性，从而抑制其对某些基因转录的激活[5-6]。最近有研究表明PIAS1在海马中的表达与空间学习能力有关。研究表明PIAS家族有前凋亡活性，在细胞中过度表达PIAS1，可导致细胞凋亡，该过程中PIAS1间接激活JNK（Jun NH2-terminal kinase），通过线粒体死亡途径，进一步激活p53，而p53激活后可诱导一系列的凋亡基因表达，如Caspases、Bax等，最终诱导细胞凋亡。另有研究显示一些应激损伤因素通过PIAS1激活JNK通路诱导细胞凋亡[8]。而caspase-3参与JNK凋亡通路[9]。本研究采用人源胚胎的肾细胞（HEK293T细胞）作为工具细胞，是利用该细胞能大量表达PIAS1蛋白的特性，便于进行该蛋白纯化及体外蛋白作用研究，结果表明该细胞株能较好地满足本研究的需要。

已知PIAS1可以诱发细胞凋亡，且PIAS1诱发细胞凋亡必需激活JNK。JNK3（-/-）敲除小鼠在注射致痫量红藻氨酸( Kainic acid, KA)后，海马CA1及CA3区神经元凋亡数量较正常致痫小鼠明显减少。这说明：在KA诱发癫痫导致成年小鼠海马神经元细胞凋亡过程中有JNK3的参与[10]。有证据表明，在KA癫痫模型海马神经元凋亡中c-Jun为JNK3的关键底物[11]。在神经元发生凋亡时JNK及c-Jun表达均增加，JNK可使c-Jun的丝氨酸63（Ser63）磷酸化，这是生存信号剥夺所引发的细胞凋亡所必需的，磷酸化的c-Jun激活靶基因转录的能力增强[12]。c-Jun进一步激活一些靶基因（包括c-Jun自身），这些靶基因编码的蛋白可激活Caspases家族，从而促使细胞发生凋亡。JNK及c-Jun在神经细胞中除作为前凋亡基因外，还有其他功能。神经元突触再生必需某些基因的参与，c-Jun即参与这些基因的表达[13]。由此推测，PIAS1有可能通过调控JNK及c-Jun来参与癫痫发作后海马神经元凋亡及癫痫患者神经系统的重塑形过程。目前尚缺乏关于PIAS1在癫痫中发挥作用的文献报道，对该方面的研究有望促进对癫痫患者神经系统的病理改变及其机制的认识。
综上所述，本研究在体外证实Caspase-3与PIAS1蛋白具有相互作用，PIAS1体外可被Caspase-3酶切，为后续研究奠定了基础。
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