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［摘要］　目的：通过构建ＧＰＣ３增强型绿色荧光蛋白真核表达载体，研究磷脂酰肌醇蛋白聚糖３（Ｇｌｙｐｉｃａｎ３，ＧＰＣ３）对成纤维

细胞生长因子（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ２，ＦＧＦ２）、胰岛素样生长因子（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ２，ＩＧＦ２）、转化生长因子β１
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）、骨形态发生蛋白４（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ４，ＢＭＰ４）促细胞增殖效应的影响。

方法：应用基因重组技术及限制性内切酶酶切构建并鉴定ｐＥＧＦＰＮ２ＧＰＣ３增强型绿色荧光蛋白真核表达载体，经脂质体

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００介导转染ＳＫＨｅｐ１后，通过Ｇ４１８（６００μｇ／ｍｌ）筛选出抗性克隆，应用逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检

测ＧＰＣ３ｍＲＮＡ在真核细胞中的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＧＰＣ３蛋白在真核细胞中的表达，并在荧光显微镜下观察目的蛋白

在真核细胞内的表达情况，采用 ＭＴＴ法研究ＧＰＣ３对生长因子ＦＧＦ２、ＩＧＦ２、ＴＧＦβ１、ＢＭＰ４促细胞增殖效应的影响。结果：

限制性内切酶酶切分析、重组质粒测序鉴定表明为正确重组子，荧光显微镜下可见转染的真核细胞胞膜区发出强绿色荧光，

ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法表明ＧＰＣ３在真核细胞中成功表达，ＧＰＣ３抑制了ＦＧＦ２对ＳＫＨｅｐ１细胞的增殖效应，而不抑制

ＩＧＦ２、ＴＧＦβ１、ＢＭＰ４的促增殖作用。结论：编码的氨基酸序列与人ＧＰＣ３完全一致；构建完成真核表达重组质粒ｐＥＧＦＰ

Ｎ２ＧＰＣ３；ＧＰＣ３基因在ＳＫＨｅｐ１中成功表达；ＧＰＣ３在ＦＧＦ２信号通路中可能发挥负性调控因子的作用。

［关键词］　ＧＰＣ３基因；真核表达载体；ＳＫＨｅｐ１；绿色荧光蛋白；生长因子
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ＦＧＦ２ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（１０）：１１６２１１６５］

　　磷脂酰肌醇蛋白聚糖３（ＧＰＣ３）是一种膜性硫
酸乙酰肝素糖蛋白 （ｈｅｐａｒａｎｓｕｌｆａｔｅｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎ，

ＨＳＰＧ），其通过磷脂酰肌醇锚定在细胞膜上［１］。其
转录子为２１３０ｂｐ，编码５８０个氨基酸残基的蛋白质
前体，相对分子质量６６０００。在不同的肿瘤中表达
差异很大，不同的组织中具有不同的生物学功能。
本研究旨在构建ＧＰＣ３基因的真核表达载体，转染
人肝癌细胞ＳＫＨｅｐ１进行表达，观察ＧＰＣ３对生长
因子成纤维细胞生长因子（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
２，ＦＧＦ２）、胰岛素样生长因子（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ２，ＩＧＦ２）、转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）、骨 形 态 发 生 蛋 白４
（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ４，ＢＭＰ４）促细胞增殖
效应的影响，研究ＧＰＣ３在各种生长因子信号通路
中可能具有的生物学功能。

１　材料和方法

１．１　材料　绿色荧光稳定表达载体ｐＥＧＦＰＮ２、

Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１０９菌株、Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α菌株由福州总医
院实验科提供；ＧＰＣ３原核扩增重组质粒ｐＤＮＲ
ＬＩＢＧＰＣ３购自广州复能基因公司；ＳＫＨｅｐ１人肝
癌细胞株购自上海中国科学院细胞库；兔抗人ＧＰＣ３
多克隆抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；质粒抽提纯
化试剂盒为Ｑｉａｇｅｎ公司产品；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００
购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＴＲＩｚｏｌ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；
高保真 ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ＤＮＡ 分子量标准、Ｔ４
ＤＮＡ连接酶、胶回收试剂盒为 ＴａＫａＲａ公司产品；
限制性内切酶（ＸｈｏⅠ、ＥｃｏＲⅠ）为 ＭＢＩ产品；生长
因子ＦＧＦ２、ＩＧＦ２、ＴＧＦβ１、ＢＭＰ４购自Ｓｉｇｍａ公司；
其他生化试剂：溴化乙啶（ＥＢ）、卡那霉素、氯霉素、琼
脂糖、乙醇、ＣａＣｌ２、ＰＢＳ、甘油等均为国产或进口分装
试剂。

１．２　ＧＰＣ３基因的获得　根据ＧｅｎＢａｎｋ中查找的

ＧＰＣ３开放读码框（１７４０ｂｐ）自行设计ＧＰＣ３上、下
游引物，并导入ＸｈｏⅠ和ＥｃｏＲⅠ限制性内切酶酶切
位点，序列如下：上游 ５′ＧＡＡ ＣＴＣ ＧＡＧ ＡＧＣ
ＡＧＧＡＴＧＧＣＣＧＧＧＡＣＣＧＴＧＣＧＣＡ３′（下划
线处为ＸｈｏⅠ酶切位点），下游５′ＧＣＧＧＡＡＴＴＣ
ＧＴＧＣＡＣＣＡＧＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＣＡＣＡＣＣＡＣ
３′（下划线处为ＥｃｏＲⅠ酶切位点）；以ＧＰＣ３原核扩

增重组质粒ｐＤＮＲＬＩＢＧＰＣ３为模板进行ＰＣＲ扩
增目的基因，ＰＣＲ扩增反应条件：９４℃５ｍｉｎ，９４℃
３０ｓ，６５℃３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，７２℃１０ｍｉｎ。扩增产物
长度大小为１７４６ｂｐ。取５μｌ反应产物在１．５％琼
脂糖凝胶中电泳分析。

１．３　ｐＥＧＦＰＮ２ＧＰＣ３真核表达重组质粒的构建
与鉴定　将上述ＰＣＲ产物凝胶电泳，切胶回收阳性
条带，用ＤＮＡ回收纯化试剂盒纯化回收，用ＸｈｏⅠ、

ＥｃｏＲⅠ分别双酶切回收的ＧＰＣ３片段和真核表达载
体ｐＥＧＦＰＮ２，电泳线性片段并予以切胶回收、纯
化。用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接ｐＥＧＦＰＮ２载体片段与

ＧＰＣ３基因片段，将连接产物转化大肠杆菌ＪＭ１０９
感受态细菌，铺Ｋａｎ＋ＬＢ平板，随机挑取克隆菌落并
提取质粒，经酶切鉴定，测序得到 ＥＧＦＰＮ２ＧＰＣ３
重组质粒。

１．４　ｐＥＧＦＰＮ２ＧＰＣ３重组质粒转染ＳＫＨｅｐ１细
胞　将处于对数生长期的ＳＫＨｅｐ１细胞胰酶消化
收集，以４×１０５／孔接种于６孔细胞培养板，每孔加
完全培养基１０％ＦＢＳＭＥＭ３ｍｌ，在３７℃、５％ＣＯ２
细胞培养箱中培养至细胞达８０％铺满。用 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００将ＧＰＣ３转入ＳＫＨｅｐ１细胞，并
设ｐＥＧＦＰＮ２空质粒对照。重组质粒ｐＥＧＦＰＮ２
ＧＰＣ３转染ＳＫＨｅｐ１人肝癌细胞后，由于报告基因
可与目的基因融合表达，可通过观察绿色荧光蛋白
基因的表达，提示目的基因ＧＰＣ３在ＳＫＨｅｐ１中是
否表达，并可通过观察荧光蛋白的表达区域提示目
的蛋白的表达区域。

１．５　ＧＰＣ３稳定转染的ＳＫＨｅｐ１肝癌细胞系的建
立　重组质粒ｐＥＧＦＰＮ２ＧＰＣ３转入ＳＫＨｅｐ１细
胞４８ｈ后，转染细胞按１８传代，并更换含 Ｇ４１８
终浓度（６００μｇ／ｍｌ）的 ＭＥＭ 培养液进行筛选，４周
后挑取克隆到２４孔板进行扩增。

１．６　ＲＴＰＣＲ 检测转基因细胞 ＧＰＣ３基因的表
达　回收转染的ＳＫＨｅｐ１细胞，提取总ＲＮＡ，逆转
录成ｃＤＮＡ，ＰＣＲ方法扩增目的基因ＧＰＣ３，ＰＣＲ反
应条件同１．２。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＧＰＣ３蛋白的表达［２］　收
集ＳＫＨｅｐ１细胞（１×１０６），按试剂盒说明加入ＲＩ
ＰＡ充分裂解细胞，经ＢＣＡ法进行蛋白定量后，取

８０μｇ蛋白进行１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，常规转膜、曝
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光、显像分析，检测蛋白的表达水平。

１．８　ＧＰＣ３ 对生长因子 ＦＧＦ２、ＩＧＦ２、ＴＧＦβ１、

ＢＭＰ４促细胞增殖效应的影响　每种生长因子分４
组：ＧＰＣ３ＳＫＨｅｐ１实验组、ＧＰＣ３ＳＫＨｅｐ１对照
组，ｐＥＧＦＰＳＫＨｅｐ１实验组、ｐＥＧＦＰＳＫＨｅｐ１对
照组。取生长良好的细胞，制成１×１０５／ｍｌ的细胞
悬液；９６孔细胞培养板中每孔加入５０００个细胞，置

３７℃、体积分数为５％ＣＯ２孵箱培养，在无血清、无双
抗、含不同浓度的生长因子的培养液中培养４８ｈ，各
种生长因子的浓度分别为：ＦＧＦ２（５、１０、２５ｎｇ／ｍｌ），

ＩＧＦ２（１０、２５、５０ｎｇ／ｍｌ），ＴＧＦβ１（０．１、０．５、１、２ｎｇ／

ｍｌ）、ＢＭＰ４（５、１０、２５、５０ｎｇ／ｍｌ）［３］，用 ＭＴＴ比色法
进行检测，检测波长５７０ｎｍ，测定光密度（Ｄ）值，结
果以（Ｄ实验组／Ｄ对照组）×１００％表示。

１．９　统计学处理　所有计量资料以珚ｘ±ｓ表示，采
用方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有显著性。

２　结　果

２．１　ＧＰＣ３ｃＤＮＡ的ＰＣＲ扩增　ｐＤＮＲＬＩＢＧＰＣ３
重组质粒以自行设计的引物进行ＰＣＲ反应，产物经

１．５％琼脂糖凝胶电泳时，出现一条特异性区带，位
于１５００～２０００ｂｐ之间，与预期大小（１７４６ｂｐ）相符
（图１）。

图１　ＧＰＣ３ｃＤＮＡＰＣＲ产物

Ｆｉｇ１　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆ

ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＧＰＣ３ｃＤＮＡ
１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；２，３：ＧＰＣ３ｃＤＮＡＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

２．２　真核表达载体ｐＥＧＦＰＮ２ＧＰＣ３的鉴定　挑
取阳性克隆，提取重组质粒。重组质粒经ＸｈｏⅠ和

ＥｃｏＲⅠ双酶切后，可见１７４６ｂｐ的插入片段，提示
重组质粒含有ＧＰＣ３基因编码区全长（图２）。分别
采用通用引物正向测序、反向测序及设计引物反向
测序，测序结果证明插入片段读框和方向正确。

２．３　在荧光显微境下观察细胞的荧光　转染４８ｈ
后，在荧光显微境下观察，实验组细胞与空质粒组细
胞相比，实验组的绿色荧光蛋白主要表达于细胞膜
上，空质粒组荧光均匀分布于整个细胞（图３）。

图２　重组质粒的ＸｈｏⅠ／ＥｃｏＲⅠ酶切鉴定

Ｆｉｇ２　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｖｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｂｙＸｈｏⅠ／ＥｃｏＲⅠ
１：１００００ｂｐＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；２，３：Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｂｅｆｏｒｅｄｉｇｅｓ

ｔｉｏｎ；４，５：Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄａｆｔｅｒｄｉｇｅｓｔｉｏｎ；６：２５００ｂｐＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ；７，８：Ｖｏｉｄｐｌａｓｍｉｄｂｅｆｏｒｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ；９，１０：Ｖｏｉｄｐｌａｓｍｉｄａｆｔｅｒ

ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

图３　转染４８ｈ后细胞的荧光情况

Ｆｉｇ３　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ４８ｈ
Ａ：ｐＥＧＦＰＳＫＨｅｐ１；Ｂ：ＧＰＣ３ＳＫＨｅｐ１．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．４　ＲＴＰＣＲ 检测转染细胞 ＧＰＣ３ｍＲＮＡ 的表
达　收集稳定转染的细胞约５×１０６个，提取总ＲＮＡ
进行逆转录ＰＣＲ，实验组可扩增出长度为１７４６ｂｐ
大小的特异性条带即ＧＰＣ３ｃＤＮＡ，而空质粒对照组
无特异性条带（图４）。

图４　转染细胞的ＲＴＰＣＲ鉴定产物

Ｆｉｇ４　ＲＴＰＣＲｉｎｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ
１：ｐＥＧＦＰＳＫＨｅｐ１ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ；２：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；３：ＧＰＣ３ＳＫ

Ｈｅｐ１ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＧＰＣ３蛋白的表达　结果显
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示，稳定转染ＧＰＣ３基因后的ＳＫＨｅｐ１细胞可见明
显的ＧＰＣ３蛋白表达条带，而空白对照组和空质粒
对照组无条带出现（图５）。

图５　３组细胞ＧＰＣ３蛋白的表达

Ｆｉｇ５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＰＣ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓｏｆ３ｇｒｏｕｐｓ
１：ＳＫＨｅｐ１；２：ｐＥＧＦＰＳＫＨｅｐ１；３：ＧＰＣ３ＳＫＨｅｐ１

２．６　ＧＰＣ３对生长因子 ＦＧＦ２、ＩＧＦ２、ＴＧＦβ１、

ＢＭＰ４促细胞增殖效应的影响　结果如表１所示，

ＦＧＦ２实验组与空质粒对照组相比有显著性差异
（Ｐ＜０．０１），表明ＧＰＣ３一定程度上参与ＦＧＦ２的信
号途径，抑制了 ＦＧＦ２对细胞的增殖作用，而对

ＩＧＦ２、ＴＧＦβ１、ＢＭＰ４则无此作用。

表１　ＧＰＣ３对ＦＧＦ２、ＩＧＦ２、

ＴＧＦβ１、ＢＭＰ４促细胞增殖的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＧＰＣ３ｏｎＦＧＦ２，ＩＧＦ２，

ＴＧＦβ１，ａｎｄＢＭＰ４ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇ
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１）

ＧＰＣ３ＳＫＨｅｐ１ ｐＥＧＦＰＳＫＨｅｐ１

ＦＧＦ２

　　 ５ １００．２２±３．４９ １１０．４８±３．６５

　　１０ １０１．７６±３．６１ １１６．９５±２．９２

　　２５ ９９．１６±２．８８ １１８．６７±３．２１
ＩＧＦ２

　　１０ １０１．１５±３．４７ １０２．０９±３．６５

　　２５ １１２．５７±３．７１ １１１．９１±３．３８

　　５０ １１３．０１±２．９７ １１２．１７±３．１５
ＴＧＦβ１

　　０．１ ９１．４５±３．５５ ９２．０９±３．４４

　　０．５ ８２．３３±３．０７ ８１．８８±３．２６

　　１ ７８．２１±３．０１ ７７．３７±２．８５

　　２ ７６．６６±２．９１ ７６．６１±２．８１
ＢＭＰ４

　　 ５ ９０．３５±３．１１ ９０．０１±３．３４

　　１０ ８５．４４±３．１２ ８６．１９±３．０２

　　２５ ８３．９４±３．７４ ８４．２４±３．１８

　　５０ ８４．７８±３．０６ ８３．９７±３．３８

　Ｐ＜０．０１ｖｓｐＥＧＦＰＳＫＨｅｐ１ｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　ＧＰＣ３功能丧失突变导致出生前、出生后过度生
长和 畸 变 综 合 征 （Ｓｉｍｐｓｏｎ ＧｏｌａｂｉＢｅｈｍｅｌｓｙｎ
ｄｒｏｍｅ，ＳＧＢＳ）［４］，推测 ＧＰＣ３可能通过调节生长因

子信号通路发挥其生物学功能。已有研究表明，

ＧＰＣ３基因抑制机体的生长同ＩＧＦ信号转导通路是
相互独立的作用途径［５］，ＧＰＣ３ 与 ＢＭＰ２Ｓｍａｄ、

ＦＧＦ２及 Ｗｎｔ信号通路存在联系［６９］，本实验通过研
究 ＧＰＣ３对４种生长因子（ＦＧＦ２、ＩＧＦ２、ＴＧＦβ１、

ＢＭＰ４）促细胞增殖效应的影响，分析ＧＰＣ３在生长
因子信号通路中的作用。

　　本实验构建完成真核表达重组质粒ｐＥＧＦＰ
Ｎ２ＧＰＣ３，所构建的重组质粒经酶切鉴定和序列分
析，证实ＧＰＣ３序列和方向的正确性。将重组质粒
转染ＳＫＨｅｐ１细胞后，经 ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹
及荧光显微镜检测，结果表明目的基因已经成功整
合到真核细胞中，并在真核细胞中成功表达，蛋白定
位于胞膜区。观察ＧＰＣ３对生长因子促细胞增殖效
应的影响，ＦＧＦ２实验组与空质粒对照组相比有显著
性差异（Ｐ＜０．０１），ＩＧＦ２、ＴＧＦβ１、ＢＭＰ４实验组与
空质粒对照组相比无显著性差异，表明 ＧＰＣ３一定
程度上参与ＦＧＦ２的信号途径，抑制了ＦＧＦ２对细
胞的增殖作用，而对其他３种生长因子ＩＧＦ２、ＴＧＦ

β１、ＢＭＰ４则无此作用。
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