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双向电泳分析ＣＣＲ５对二氢叶酸还原酶表达的抑制作用
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［摘要］　目的：采用双向电泳为基础的蛋白质组学的研究手段，发现趋化因子受体５被配体激活后的功能相关蛋白质。方

法：构建稳定表达ＣＣＲ５的ＨＥＫ２９３细胞株。用ＲＡＮＴＥＳ刺激１２ｈ后，用双向电泳方法进行分析。在以ＰＤＱｕｅｓｔ图像分析

软件进行分析后，对表达有差异的蛋白质进行 ＭＯＬＤＩＴＯＦＭＳ／ＭＳ质谱鉴定，并对鉴定的蛋白作 ＲＴＰＣＲ初步分析。结

果：流式细胞仪检测结果表明 ＨＥＫ２９３细胞稳定表达ＣＣＲ５，在受ＲＡＮＴＥＳ刺激后作双向电泳分析并经质谱鉴定后，发现二

氢叶酸还原酶表达降低，与ＲＴＰＣＲ检测结果相一致。结论：经蛋白质学组方法分析，发现ＣＣＲ５被其配体ＲＡＮＴＥＳ激活后

抑制了二氢叶酸还原酶的表达。

［关键词］　双向凝胶电泳；ＲＡＮＴＥＳ；ＣＣＲ５受体；四氢叶酸脱氢酶

［中图分类号］　Ｒ３４５．４　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００８）０７０７６８０５

ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＣＣＲ５ｏｎｄｉｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

ＱＩＵＬｅｉ，ＤＩＮＧＬｉ，ＺＨＡＮＧＲａｎ，ＦＥＮＧＨａｏ，ＧＵＯＢａｏｙｕ

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＰｈａｒｍａｃｙ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓａｆｔｅｒａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＣＣＲ５ｂｙｉｔｓｌｉｇａｎｄｕｓｉｎｇｔｗｏ

ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＴｈｅＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓｓｔａｂｌｙｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＣＣＲ５ｗｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．Ｔｈｅｇｌｏｂａｌｐｒｏｔｅｉｎａｎａｌｙｓｉｓ

ｉｎ２９３ＣＣＲ５ｓｔａｂｌｅｓａｎｄｍｏｃｋｃｅｌｌｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＲＡＮＴＥＳ．ＡｆｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｗｉｔｈｔｈｅＰＤＱｕｅｓｔｉｍａｇｅ

ｓｏｆｔｗａｒｅ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｓｐｏｔｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＭＯＬＤＩＴＯＦＭＳ／ＭＳ．ＲＴＰＣＲｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｆｕｒｔｈｅｒａｎａｌｙｚｅｔｈｅｃｈａｎｇｅｓ

ａｔｍＲＮＡｌｅｖｅｌ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓｓｔａｂｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄＣＣＲ５．Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ｗｅａｎａｌｙｚｅｄｔｈｅ

ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｒｅｓｕｌｔｓｔｏｒｅｖｅａｌｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｗｈｉｃｈｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｍｏｄｕｌａｔｅｄｂｙｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＣＣＲ５ｗｉｔｈＲＡＮＴＥＳ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆｄｉｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅｗａｓｆｏｕｎｄｉｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＲＡＮＴＥＳｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｗｈｉｃｈｗａｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙＲＴＰＣＲａｔｔｈｅ

ｍＲＮＡｌｅｖｅｌ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｉｓｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓｔｕｄｙｓｕｇｇｅｓｔｓｔｈａｔＣＣＲ５ａｃｔｉｖａｔｅｄｂｙｉｔｓｌｉｇａｎｄＲＡＮＴＥＳｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｄｉｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ；ＲＡＮＴＥＳ；ＣＣＲ５ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ；ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（７）：７６８７７２］

［收稿日期］　２００７１２０４　　　　［接受日期］　２００８０１１５
［基金项目］　国家自然科学基金（３０３７１３４９）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０３７１３４９）．
［作者简介］　邱　磊，讲师．Ｅｍａｉｌ：ｑｉｕｌｅｉ７０３９９＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１２５０７４４９７，Ｅｍａｉｌ：ｂｙｇｕｏ１６３２０００＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　趋化因子受体５（ＣＣｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ５，

ＣＣＲ５）是 ＣＣ亚族趋化因子 ＭＩＰ１α（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ

ｊｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ１α）、ＭＩＰ１β 和 ＲＡＮＴＥＳ
（ｒｅｇｕｌａｔｅｄｏｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，ｎｏｒｍａｌＴｃｅｌｌｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ａｎｄｓｅｃｒｅｔｅｄ）的特异性受体［１］。研究发现ＣＣＲ５能
辅助 ＨＩＶ１感染机体［２］，因此，自１９９６年其基因被

克隆后，一直是人们关注的热点。

　　ＣＣＲ５基因位于３ｑ２１．３上，长１．９ｋｂ，编码３５２
个氨基酸，相对分子质量为４０６００，与ＣＣＲ２有７０％
同源性，不同的序列主要集中在胞外区和胞质部分，

其三维结构目前尚未确定。ＣＣＲ５是Ｇ蛋白偶联受

体家族的一员，主要表达于原始单核巨噬细胞、静止

Ｔ细胞［３］，在小神经胶质细胞、早幼粒细胞中亦有表

达。随着对 ＣＣＲ５认识的深入，人们把视线投向

ＣＣＲ５与相关疾病的研究领域。ＣＣＲ５与多种疾病

有关，如糖尿病［４］、肝纤维化［５］、心肌炎［６］、类风湿性

关节炎［７８］等等，对这些疾病的发病和进程中有重要

影响。但同时，也有文献指出目前尚不能对ＣＣＲ５
的趋化现象进行完整的解释［９］，对ＣＣＲ５在各种相

关疾病的发病机制中的作用尚待进一步研究［１０］。
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　　本实验采用蛋白质组学的方法———双向电泳，

拟发现ＣＣＲ５被趋化因子ＲＡＮＴＥＳ（正常Ｔ细胞表

达和分泌，活化时表达下降的因子）激活后，表达出

现差异的蛋白。从对这些候选对象的证实过程中，

找出参与ＣＣＲ５功能的相关蛋白，并对这些蛋白的

功能作进一步的研究和解释，为设计抗艾滋病药物

和ＣＣＲ５／ＲＡＮＴＥＳ相关疾病的治疗打下基础。

１　材料和方法

１．１　试剂　抗 ｈｕＣＣＲ５抗体购自 Ｒ＆Ｄ 公司，

ＲＡＮＴＥＳ购自ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司。尿素、硫脲、过硫

酸铵、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、ＣＨＡＰＳ、ＴＥＭＥＤ、十二

烷基硫酸钠、碘乙酰胺、苯甲基磺酰氟、１７ｃｍ固相

ｐＨ梯度（ＩＰＧ）干胶条均购自美国ＢｉｏＲａｄ公司；丙

烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、Ｔｒｉｓ、琼脂糖、甘氨酸、硝

酸银、碳酸钠、甘油均购自中国医药（集团）上海化学

试剂公司；ＤＭＥＭ培养基为杭州吉诺生物医药公司

产品，新生小牛血青购自杭州四季青生物工程材料

公司；其余试剂均为国产分析纯，所有溶液均用 Ｍｌｉ

ｌｉＱ水配制。

１．２　设备　细胞培养孵箱（美国Ｆｏｒｍａｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）。低温高速离心机（上海安亭科学仪器公司）。

超声破碎仪（宁波新芝科器研究所）。－８０℃冰箱

（美国Ｒｅｖｃｏ公司）。等电聚焦仪、大型聚丙烯酰胺

凝胶系统、ＧＳ８００扫描仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）。

ＭｉｌｌｉＱ纯水仪（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。

１．３　质粒构建　实验中采用真核表达载体ｐｃＤ

ＮＡ３．０及构建了ｈｕＣＣＲ５基因片段的重组质粒

ｐｃＤＮＡ３．０（由法国Ｓａｍｓｏｎ博士［１１］馈赠）。实验前

进行酶切，并测序鉴定。

１．４　细胞转染并筛选稳定表达ＣＣＲ５的 ＨＥＫ２９３
细胞　ＨＥＫ２９３细胞用含１０％小牛血清的ＤＭＥＭ
培养基于３７℃，体积分数为５％ＣＯ２孵箱中培养。将

细胞以１×１０５／孔的密度传代移入２４孔板中培养，待

细胞长至８０％融合时，进行细胞稳定转染实验。采用

ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）转染试剂，将脂质体与质粒

一起放入无血清培养基中，放置１５～４５ｍｉｎ，缓慢滴

加到换用无血清培养基孵育的细胞上，于５ｈ后按

１０％比例加入血清。至第２天，将细胞按１∶１０的比

例传代；并于转染实验２ｄ后加入Ｇ４１８（４００μｇ／ｍｌ，

ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．）进行筛选。大约２周后，从中

挑选单克隆细胞，分别培养，细胞长至一定量后，收集

细胞，用ａｎｔｉＣＣＲ５ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ）孵育，

４℃过夜；用ＰＢＳ洗涤细胞，再用ＦＩＴＣ偶联的羊抗鼠

二抗标记，３７℃０．５ｈ，ＰＢＳ洗涤后用流式细胞仪

（Ｂｅｃｋｍａｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）进行鉴定，确定细胞表面是否有

ＣＣＲ５表达。ＨＥＫ２９３细胞用空载体转染，并用Ｇ４１８
筛选，作为对照细胞组。

１．５　蛋白样品制备　对照细胞和ＣＣＲ５转染子用

含体积分数为１０％小牛血清的ＤＭＥＭ培养液中培

养，生长至对数生长期，ＲＥＮＴＥＳ（５０ｎｍｏｌ／Ｌ）刺激

１２ｈ后收集蛋白。用预冷ＰＢＳ漂洗，干净滤纸吸

干，然后用预冷的 ＭｉｌｌｉＱ水冲洗，吸干；将２×１０６

细胞溶解于１５０μｌ预冷的裂解缓冲液（７ｍｏｌ／Ｌ尿

素，２ ｍｏｌ／Ｌ 硫脲，质量浓度为 ４％ＣＨＡＰＳ，６５

ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，体积浓度为０．２％ＢｉｏＬｙｔｅ）中；冰浴

超声破碎４０ｓ（每次１ｓ，间隔９ｓ），超声功率为１２０

Ｗ；于４℃，１００００×ｇ离心１ｈ，取上清，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法

测定细胞总蛋白浓度，用ＢＳＡ作为标准品［１２１３］。

１．６　双向凝胶电泳

１．６．１　等电聚焦　２００μｇ总蛋白与裂解缓冲液混

合均匀（总体积为３５０μｌ），均匀注入聚焦盘中，胶面

朝下铺入１７ｃｍ固相ｐＨ梯度（ＩＰＧ）干胶条，泡胀１

ｈ后覆盖矿物油，然后进入等电聚焦程序：被动水化

７ｈ，再经过５０Ｖ（快速）主动水化２ｈ，再经过２５０Ｖ
（慢速）２ｈ，１０００Ｖ（慢速）２ｈ的除盐过程，１００００Ｖ
（线性）５ｈ升压过程，最后在１００００Ｖ下等电聚焦

达到６００００Ｖｈ。

１．６．２　平衡　等电聚焦结束后，将ＩＰＧ胶条取出，

吸干矿物油，置入干净的溶胀盘中，然后先后加入５

ｍｌ平衡液Ａ（６ｍｏｌ／Ｌ尿素，质量浓度为２％ＳＤＳ，

０．３７５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８．８，体积浓度２０％甘

油，质量浓度为２％的 ＤＴＴ 和５ｍｌ平衡液 Ｂ（６

ｍｏｌ／Ｌ尿素，质量浓度为２％ＳＤＳ，０．３７５ ｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８．８，体积浓度２０％甘油，质量浓度为

２．５％碘乙酰胺）中各１２ｍｉｎ。

１．６．３　ＳＤＳＰＡＧＥ电泳　将平衡好的ＩＰＧ胶条在

第二向电泳缓冲液漂洗数秒后，转移至１ｍｍ厚、１２％

ＳＤＳＰＡＧＥ胶上端，按压ＩＰＧ胶条使两胶接触面紧密

贴合。加入０．５％低熔点琼脂糖封胶液包埋胶条。待

封胶液凝固后开始电泳，恒定电流１５ｍＡ，３０ｍｉｎ，待

溴酚蓝跑出浓缩胶后恒定电流５０ｍＡ，６ｈ。

１．６．４　银染　按ＢｉｏＲａｄ公司操作手册进行，基本

过程依次为：体积浓度为４０％乙醇、体积浓度为

１０％乙酸的固定液中固定过夜；体积浓度为３０％乙
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醇、质量浓度为０．２％硫代硫酸钠、质量浓度为

６．８％乙酸钠的敏化液中敏化３０ｍｉｎ；水洗３次，每

次５ｍｉｎ；质量浓度为０．２５％硝酸银溶液染色２０

ｍｉｎ；水洗２次，每次１ｍｉｎ；质量浓度为２．５％碳酸

钠和体积浓度为０．０１６％甲醛的显影液中显影至凝

胶上蛋白质斑点清晰；以体积浓度为４０％乙酸溶液

终止反应，水洗３次后直接保存于水中备用。

１．６．５　凝胶图像分析及统计学处理　银染后的２

Ｄ胶用ＧＳ８００扫描仪（ＢｉｏＲａｄ）进行扫描，获得蛋白

质点图像。所得图谱用ＰＤＱｕｅｓｔ图像分析软件进

行分析，分析过程包括蛋白质点的检测、获取蛋白质

斑点位置坐标、背景消减、手工加减点、差异蛋白点

的分析等。在本实验中用相同的条件对实验组和对

照组分别进行了４次双向电泳。在每组的蛋白质电

泳图谱中选择点清晰、背景好的图像作为参照胶，与

组内其他３次实验的图像进行匹配，并建立平均胶；

以实验组和对照组的平均胶进行两两匹配，寻找两

组细胞的差异表达蛋白。

１．７　质谱鉴定　样品用４７００串联飞行时间质谱仪

［４７００ＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓＡｎａｌｙｚｅｒ（ＴＯＦ／ＴＯＦＴＭ）（Ａｐ

ｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）］进行质谱分析［１４］，激光源

为３５５ｎｍ波长的Ｎｄ：ＹＡＧ激光器，加速电压为２０

ｋＶ，采用正离子模式和自动获取数据的模式采集数

据。进行完 ＭＳ后，直接选择与对照基质的ＰＭＦ图

有差异的肽段离子进行 ＭＳ／ＭＳ分析。

１．８　ＲＴＰＣＲ分析　对照细胞和ＣＣＲ５转染子用

含体积浓度为１０％小牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液培

养，生长至对数生长期，ＲＡＮＴＥＳ（５０ｎｍｏｌ／Ｌ）刺激

１２ｈ，分别用不加ＲＡＮＴＥＳ刺激的２种细胞样品作

对照。用ＤＥＰＣ处理的ＰＢＳ洗２遍，用 ＴＲＩｚｏｌ试

剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）抽提ＲＮＡ。设计ＤＨＦＲ基因引物，

ＲＴＰＣＲ法检测其表达。５′ＧＣＧＡＡＴＴＣＡＴＡＡ

ＴＴＡＡＴＴＣＧＣＴＡＡ ＡＣ３′，５′ＣＡＴＡＴＡＣＴＣ

ＴＴＣＴＴＡＣＴＡＡＴＴＣＡＧＣＴＧＣＧ３′。ＲＴＰＣＲ
一步法：５０℃３０ｍｉｎ；９４℃２ｍｉｎ；以９４℃３０ｓ，

６０℃３０ｓ，７２℃９０ｓ，扩增３０个循环。用ＧＡＰＤＨ
作对照，以琼脂糖凝胶电泳点样观察。

２　结　果

２．１　构建编码ＣＣＲ５片段的ｐｃＤＮＡ３．０载体　
ＰＣＲ克隆ＣＣＲ５ｃＤＮＡ片段：上游引物为５′ＧＣＧ

ＡＡＧ ＣＴＴ ＡＴＧ ＧＡＴ ＴＡＴ ＣＡＡ ＧＴＧ ＴＣＡ

ＡＧＴ３′，５′端加入了保护性核苷酸和ＢａｍＨⅠ的酶

切位点。下游引 物 为 ５′ＴＣＡ ＣＡＡ ＧＣＣ ＣＡＣ

ＡＧＡＴＡＴ ＴＴＣＣＴＧＣＴＣＣＣＣ３′，５′端加入了

ＨｉｎｄⅢ的酶切位点。扩增出ｈｕＣＣＲ５ｃＤＮＡ 并插

入真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．０。重组质粒酶切结果

如图１所示。

图１　ｐｃＤＮＡ３．０和重组ｐｃＤＮＡ３．０（ＣＣＲ５＋）质粒电泳图

Ｆｉｇ１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆｐｃＤＮＡ３．０

ａｎｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｃＤＮＡ３．０（ＣＣＲ５＋）

１：ｐｃＤＮＡ３．０（ＣＣＲ５＋）；２：ｐｃＤＮＡ３．０（ＣＣＲ５＋）ｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈ

ＢａｍＨⅠ ａｎｄＨｉｎｄⅢ；３：ｐｃＤＮＡ３．０ｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＢａｍＨⅠ ａｎｄ

ＨｉｎｄⅢ；４：ｐｃＤＮＡ３．０

２．２　构建表达 ＣＣＲ５的 ２９３ 细胞阳性克隆 　
ｐｃＤＮＡ３．０质 粒 和 构 建 了 ＣＣＲ５ 的 重 组 质 粒

ｐｃＤＮＡ３．０（ＣＣＲ５＋）用脂质体方法分别转染 ＨＥＫ
２９３细胞，用Ｇ４１８筛选阳性克隆。流式细胞仪鉴定
结果如图２，转染组细胞有荧光标记，峰形明显右
移，说明稳定转染的细胞有ＣＣＲ５受体表达。

图２　流式细胞仪检测稳定转染后ＨＥＫ２９３
细胞表面有ＣＣＲ５受体表达

Ｆｉｇ２　ＣＣＲ５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎＨＥＫ２９３ＣＣＲ５

ａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
ＨＥＫ２９３ＣＣＲ５ｓｔａｂｌｅｓ（Ｇｒａｙａｒｅａ）ａｎｄｍｏｃｋｃｅｌｌｓ（Ｂｌａｎｋａｒｅａ）

ｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ５μｇ／ｍｌｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙａｇａｉｎｓｔＣＣＲ５ａｎｄ

ＦＩＴＣｃｏｎｊｕｇａｔｅｄｇｏａｔａｎｔｉｍｏｕｓｅｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ．ＣＣＲ５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆ５０００ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｔｈｒｅｅｓｅｐａｒａｔｅｅｘ

ｐｅｒｉｍｅｎｔｓｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄａｎｄａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｖｅｏｎｅｗａｓｓｈｏｗｎ
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２．３　ＣＣＲ５的激活抑制二氢叶酸还原酶（ＤＨＦＲ）的

表达　用ＲＡＮＴＥＳ（５０ｎｍｏｌ／Ｌ）刺激ＣＣＲ５转染细

胞和对照细胞１２ｈ，提取细胞蛋白，进行双向电泳。

双向电泳实验结果见图３。２个蛋白质样品分别来

自ＨＥＫ２９３空载体转染的对照细胞（图３Ａ、３Ｃ）和

ＣＣＲ５的稳定表达细胞（图３Ｂ、３Ｄ），ＲＡＮＴＥＳ（５０

ｎｍｏｌ／Ｌ）刺激１２ｈ后进行双向电泳分析。电泳结束

后，凝胶用银染法进行蛋白质染色，寻找表达差异蛋

白质点。从样品处理到双向电泳实验重复３次，双

向电泳结果重现性较好。将在３次实验中重复出现

的表达有差异的蛋白点凝胶部分取出，用 ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳＭＳ法对蛋白点进行鉴定（图４）。在已鉴

定的数个表达有差异的蛋白质中，我们发现ＤＨＦＲ
的表达变化在以前的研究中未见报道。ＲＡＮＴＥＳ
对ＣＣＲ５的激活可下调细胞中ＤＨＦＲ表达。

图３　ＨＥＫ２９３稳定转染细胞和对照细胞的双向电泳图谱

Ｆｉｇ３　２ＤＥＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＥＫ２９３ＣＣＲ５ｓｔａｂｌｅｓａｎｄｍｏｃｋｃｅｌｌｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＲＡＮＴＥＳ
ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍＨＥＫ２９３ｍｏｃｋｃｅｌｌｓ（Ａ，Ｃ）ａｎｄＨＥＫ２９３ＣＣＲ５ｓｔａｂｌｅｓ（Ｂ，Ｄ）．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ（ＭＷ，×１０３）ａｎｄｉｓｏｅｌｅｃ

ｔｒｉｃｐｏｉｎｔ（ｐＩ）ａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄａｌｏｎｇｔｈｅＹａｎｄＸａｘｉｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｓｅｌｅｃｔｅｄｒｅｇｉｏｎｓｓｈｏｗｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｔｈｅ

ｓｐｏｔｓｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｃｉｒｃｌｅｗａｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄａｎｄｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓＤＨＦＲ

图４　ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ／ＭＳ质谱法

鉴定差异表达肽段图谱

Ｆｉｇ４　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｂｙＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ／ＭＳ

２．４　ＲＴＰＣＲ初步鉴定ＤＨＦＲ的表达差异　通过

ＲＴＰＣＲ实验结果，进一步对双向电泳进行验证。
实验结果表明，以 ＧＡＰＤＨ 为参照，ＣＣＲ５被ＲＡＮ
ＴＥＳ激活后细胞中ＤＨＦＲ的 ｍＲＮＡ水平下调（图

５），与双向电泳的结果一致。

图５　ＲＴＰＣＴ分析ＣＣＲ５被ＲＡＮＴＥＳ激活后细胞中

ＤＨＦＲ的ｍＲＮＡ水平下调

Ｆｉｇ５　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＤＨＦＲ

ｉｎＨＥＫ２９３ＣＣＲ５ｓｔａｂｌｅｓａｎｄｍｏｃｋｃｅｌｌｓ

ｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈ（＋）ｏｒｗｉｔｈｏｕｔ（－）ＲＡＮＴＥＳ
ＤＨＦＲｍＲＮＡｌｅｖｅｌｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄＣＣＲ５ｓｔａｂｌｅｓｗａｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ

ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｏｆＧＡＰＤＨ

３　讨　论

　　ＣＣＲ５是 ＨＩＶ１感染机体细胞的重要辅助受
体，并与多种疾病的发病机制有关，但目前对ＣＣＲ５
在病毒感染过程和生理过程中的信号转导途径和相
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关基因的表达调控尚不清楚。本实验用双向电泳的

方法发现，ＣＣＲ５被ＲＡＮＴＥＳ激活后表达有差异的

蛋白分子，并从这些候选对象的证实过程中，找出了

参与ＣＣＲ５功能的分子。

　　双向电泳是蛋白质组学研究的基本方法，在某

种意义上可以较全面地发现生物细胞在特定条件下

蛋白质表达的变化。对于像ＣＣＲ５这样功能解释尚

不完整，有诸多未知数的受体，采用双向电泳的分析

方法可以进一步发现有用的信息。

　　通过分析，本实验报道了ＣＣＲ５在ＲＡＮＴＥＳ的

激活作用下，抑制二氢叶酸还原酶的表达。二氢叶

酸还原酶是叶酸代谢中的关键酶，主要存在于人的

肝脏中，相对分子质量约为２００００。叶酸可在二氢

叶酸还原酶的作用下转变成叶酸的活性型四氢叶

酸，而四氢叶酸是体内一碳单位转移酶的辅酶，在体

内参加多种物质的合成。二氢叶酸还原酶的减少会

造成ＤＮＡ合成受到抑制，降低细胞分裂速度。

　　目前尚未见有关ＣＣＲ５影响二氢叶酸还原酶表

达的报道，我们的实验提示ＣＣＲ５的部分功能可能

经过了二氢叶酸还原酶的传递，通过对这一信息的

证实和二者在细胞、疾病模型中的进一步研究，发现

其中可能的药靶，为治疗和诊断与ＣＣＲ５相关的疾

病打下基础。
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