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［摘要］　目的：考察人源神经生长因子信号肽序列是否具有介导β内啡肽分泌性表达的作用，以及人源与鼠源神经生长因子

信号肽的作用效率是否存在差异。方法：构建２个分别利用人或鼠的信号序列介导β内啡肽分泌表达的真核表达载体ｐｃＤ

ＮＡ３．１ｈＥＰ和ｐｃＤＮＡ３．１ｍＥＰ；脂质体法转染ＮＩＨ３Ｔ３细胞，转染４８ｈ后分别收集细胞培养上清液、细胞，以及细胞呈单层

生长的盖玻片。收集的上清液用ＲＩＡ法测定β内啡肽的浓度；收集的细胞提取总ＲＮＡ，一步法ＲＴＰＣＲ检测融合基因的ｍＲ

ＮＡ的转录；长有细胞的盖玻片处理后进行细胞免疫荧光染色。结果：ＲＴＰＣＲ的结果显示，所构建的融合基因在ＮＩＨ３Ｔ３细

胞内发生了表达，β内啡肽主要分布在 ＮＩＨ３Ｔ３细胞的胞质内。ｐｃＤＮＡ３．１ｈＥＰ和ｐｃＤＮＡ３．１ｍＥＰ分别转染 ＮＩＨ３Ｔ３细胞

４８ｈ后，细胞培养上清β内啡肽的浓度分别是（２８０．３３±２４．１６）ｐｇ／ｍｌ和（１９１．０４±７．９６）ｐｇ／ｍｌ，有显著的统计学差异（Ｐ＜

０．０５），且与空白对照之间均有显著的统计学差异（Ｐ＜０．０１）。结论：人源神经生长因子信号肽序列能够介导β内啡肽蛋白的

分泌性表达，且作用效率要优于鼠源信号肽。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（４）：３７８３８２］

　　蛋白质的表达包括分泌性表达和组成性表达。
众所周知，信号肽对于蛋白质的分泌表达是一个非
常重要的成分和关键的因子。信号肽已广泛地应用
于基因工程和医药行业。蛋白质的分泌性表达这一

过程是非常复杂的。首先，细胞质内的信号肽识别
蛋白（ＳＲＰ）对信号肽进行识别［１］，形成信号肽ＳＲＰ
复合物（ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅＳＲＰｃｏｍｐｌｅｘ）。然后，信号
肽ＳＲＰ复合物定位到内质网膜上，信号肽再从复合
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物上转移到内质网上的一种整合的膜糖蛋白（ｔｈｅ
ｉｎｔｅｇｒａｌｍｅｍｂｒａｎｅｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ），后者与易位子
（ｔｒａｎｓｌｏｃｏｎ）邻近，是内质网上的信号肽受体，这也
是进入分泌通路的第一个步骤［２］。在蛋白进行翻译
的同时或翻译后处理过程中，与转位蛋白结合后，蛋
白前体在转位蛋白的协助下进行定位［３］。在蛋白翻
译及定位过程中，信号肽在特定信号肽酶的作用下
从前体蛋白上被切下形成成熟的可分泌的蛋白，并
释放进入内质网内腔［４５］。信号肽都有一个经典的
结构，Ｎ端带正电荷的氨基酸残基序列（ｎ区，１～５
个氨基酸），中部的疏水核心（ｈ区，７～１５个氨基
酸），以及Ｃ端包含一个具有在１位和３位为非极性
氨基酸的极化区段（ｎ区，３～７个氨基酸）［６］。

　　虽然目前有大量的关于神经生长因子研究的文
献报道，但是有关其表达序列中信号肽序列的报道
很少见。体外研究及在体研究都已证实鼠源的神经
生长因子信号肽能够介导β内啡肽的分泌表达

［７８］。
人类基因组内存在鼠源神经生长因子信号肽序列的

对应物，但尚没有该人源对应序列的研究见诸报道，
并且这两个对应序列在引导分泌表达时的工作效率

未见比较研究。在本研究中，作者等首先从人类基
因组获取人源神经生长因子信号肽序列，并在此基
础上将人β内啡肽的表达序列与之相连，同时在接
点处添加了Ｆｕｒｉｎ水解酶的识别序列，从而形成了
能够分泌表达人β内啡肽的融合基因。研究结果发
现，人 源 神 经 生 长 因 子 的 信 号 肽 序 列 能 够 在

ＮＩＨ３Ｔ３细胞内介导β内啡肽的分泌表达，与鼠源
信号肽作用效果一致，且人源信号肽的作用效率要
高于鼠源信号肽。

１　材料和方法

１．１　菌株繁殖和细胞培养　ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５
α菌株 （ＧｉｂｃｏＢＲＬ，ＵＫ）在ＬＢ培养基中进行培养
传代，重组质粒载体转化培养的细菌用于实验。购
自于ＡＴＣＣ（Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ，ＵＳＡ）的 ＮＩＨ３Ｔ３细
胞在含有１０％的胎牛血清（ＰＡＡ，Ｇｅｒｍａｎｙ）的

ＤＭＥＭ（ＧｉｂｃｏＢＲＬ，ＵＫ）中培养，实验中重组真核
表达载体转染该细胞后进行相关检测。

１．２　ＰＣＲ反应模板的制备　从１名志愿者的外周
静脉取血，放入含ＥＤＴＡ的离心管内；取３００μｌ静
脉血转入新离心管内，加ＴｒｉｓＣｌ（ｐＨ７．６，２０ｍｍｏｌ／

Ｌ）９００μｌ，振荡混匀后室温孵育１０ｍｉｎ，１３０００×ｇ
离心２０ｓ；留２０μｌ上清外余弃除，重悬收集的白细
胞；加冰预冷的细胞裂解液６００μｌ，混匀后加３μｌ蛋
白酶Ｋ，５５℃消化至少３ｈ至过夜；冷却至室温，加３

μｌ无ＲＮａｓｅ的ＤＮａｓｅ，３７℃孵育６０ｍｉｎ；冷却至室
温后加２００μｌ醋酸钾，剧烈振荡混匀，于４℃下

１３０００×ｇ离心３ｍｉｎ；上清转入含６００μｌ异丙醇的
新离心管内，混匀后室温１３０００×ｇ离心１ｍｉｎ；弃上
清，加７０％乙醇６００μｌ，颠倒数次，室温下１３０００×ｇ
离心１ｍｉｎ；弃上清，室温干燥ＤＮＡ沉淀，用１００μｌ
ＴＥ（ｐＨ７．６）溶解，储存备用。

１．３　表达载体的构建　根据人源神经生长因子的
信号肽序列，合成了２条引物：正向引物Ⅰ５′ＣＣＧ
ＡＡＧＣＴＴＴＴＣＣＡＧＧＴＧＣＡＴＡＧＣＧＴＡＡＣＣ
ＡＴＧＴＣＣＡＴＧＴＴＧＴＴＣＴＡＣＡＣ３′和反向引物

Ⅰ５′ＣＧＣＴＴＧＣＴＣＴＴＧＴＧＡＧＴＣＣＴＧＴＴＧ
Ａ３′。取１μｇ人基因组ＤＮＡ作为ＰＣＲ反应的模
板，ＰＣＲ反应在 ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＴａＫａ
Ｒａ）催 化 下 进 行，参 数 如 下：９５℃ ３ ｍｉｎ，９５℃
０．５ｍｉｎ，５８℃０．５ｍｉｎ，７２℃０．５ｍｉｎ，７２℃３ｍｉｎ，
共进行３０个循环，产物进行电泳后用ＱＩＡｑｕｉｃｋｇｅｌ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）回收３９２ｂｐ大小的ＤＮＡ片
段。利用２条引物从模板质粒ｐＴＣＮＥ［７］内获取人

β内啡肽的 ＤＮＡ 序列：正向引物Ⅱ５′ＴＣＡ ＡＣＡ
ＧＧＡＣＴＣＡＣＡＡＧＡＧＣＡＡＧＣＧ３′和反向引物

Ⅱ５′ＣＧＣＧＡＡＴＴＣＡＴＴＡＣＴＣＧＣＣＣＴＴＣＴ
ＴＧＴＡＧＧＣ３′，ＰＣＲ反应参数如下：９５℃３ｍｉｎ，

９５℃０．５ｍｉｎ，５８℃０．５ｍｉｎ，７２℃０．５ｍｉｎ，７２℃３
ｍｉｎ，共进行３０个循环，产物进行电泳后用 ＱＩＡ

ｑｕｉｃｋｇｅｌｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）回收１３２ｂｐ大小的

ＤＮＡ片段。将前２个ＰＣＲ反应的产物混合后作为
第３个ＰＣＲ反应的底物，引物为正向引物Ⅰ和反向
引物Ⅱ，反应的参数为：９５℃３ｍｉｎ，９５℃０．５ｍｉｎ，

５８℃０．５ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，７２℃３ｍｉｎ，共进行３０个
循环，产物进行电泳后同样回收４９９ｂｐ大小的ＤＮＡ
片段，后者经 ＨｉｎｄⅢ和ＥｃｏＲⅠ（ＮＥＢ）消化酶切后
插入到ｐｃＤＮＡ３．１（＋）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）内产生由人源
神经生长因子信号肽引导的表达人β内啡肽的真核
表达载体ｐｃＤＮＡ３．１ｈＥＰ。用正向引物Ⅰ和反向
引物Ⅱ从模板质粒ｐＴＣＮＥ内获取由鼠源神经生长
因子信号肽引导分泌表达的融合基因片段，ＰＣＲ反
应参数同前，产物经 ＨｉｎｄⅢ和ＥｃｏＲⅠ（ＮＥＢ）消化
酶切后同样插入到ｐｃＤＮＡ３．１（＋）内形成由鼠源神
经生长因子信号肽引导的表达人β内啡肽的真核表
达载体ｐｃＤＮＡ３．１ｍＥＰ。

　　菌液ＰＣＲ挑选阳性克隆，ＤＮＡ测序证实真核
表达载体内插入的表达片段的正确性，随后ｐｃＤＮＡ
３．１ｈＥＰ、ｐｃＤＮＡ３．１ｍＥＰ和ｐｃＤＮＡ３．１（＋）３个
载体进行大量扩增，并用 ＱｉａｇｅｎＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉＫｉｔ



·３８０　　 · 第二军医大学学报　２００９年４月，第３０卷

（Ｑｉａｇｅｎ）抽提质粒用于后续细胞实验。

１．４　质粒载体的细胞转染　６孔板（Ｃｏｒｎｉｎｇ）内

ＮＩＨ３Ｔ３ （ＡＴＣＣ）用 含 １０％ 胎 牛 血 清 的 高 糖

ＤＭＥＭ于３７℃、体积分数５％ ＣＯ２环境下培养。根
据Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）产品说
明，真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１ｈＥＰ、ｐｃＤＮＡ３．１
ｍＥＰ和 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）（空白对照）分别转染

ＮＩＨ３Ｔ３细胞。转染前 １ｄ，６ 孔板各孔内接种

ＮＩＨ３Ｔ３（２×１０５ｃｅｌｌｓ／ｗｅｌｌ）。由于 ｐｃＤＮＡ３．１
ｈＥＰ和ｐｃＤＮＡ３．１ｍＥＰ相对分子质量几乎相等，
而ｐｃＤＮＡ３．１（＋）的相对分子质量稍小，为确保每
个孔内转染质粒的分子数一致，每孔内ｐｃＤＮＡ３．１
ｈＥＰ、ｐｃＤＮＡ３．１ｍＥＰ 质 粒 的 平 均 转 染 量 为

１．６μｇ，而ｐｃＤＮＡ３．１（＋）空白载体对照的转染量
为１．４μｇ。用ＯｐｔｉＭＥＭＩＲｅｄｕｃｅｄＳｅｒｕｍＭｅｄｉｕｍ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）２５０μｌ稀释载体ＤＮＡ，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００转染试剂用同种同量溶液进行稀释，室温孵育

５ｍｉｎ；混合２个稀释液并混匀，再室温孵育２０ｍｉｎ；

６孔板每孔加该混合液５００μｌ，十字交叉晃动数次使
转染试剂均匀分布，继续于３７℃的二氧化碳培养箱
内培养４８ｈ。

１．５　逆转录ＰＣＲ反应　转染后４８ｈ收集质粒转染
的ＮＩＨ３Ｔ３细胞，利用 ＴＲＩｚｏｌ分离液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
抽提细胞总 ＲＮＡ，并测定浓度，ＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔＦｉｒｓｔ
ＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｙｓｔｅｍｆｏｒＲＴＰＣＲｋｉｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）逆转录合成ｃＤＮＡｓ。ＲＴＰＣＲ反应引物为正向
引物Ⅰ和反向引物Ⅱ，逆转录合成的ｃＤＮＡｓ作为反
应底物，参数如下：９５℃３ｍｉｎ，９５℃０．５ｍｉｎ，５８℃
０．５ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，７２℃３ｍｉｎ，共进行３０个循环，
产物在１％琼脂糖凝胶上进行电泳。

１．６　细胞免疫荧光　消毒的盖玻片置于６孔板内，
接种的ＮＩＨ３Ｔ３细胞单层生长。取出长满细胞的盖
玻片用ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ，随后用４％多聚甲
醛固定１５ｍｉｎ，再用ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ；用

１％ＢＳＡ孵育３０ｍｉｎ；用含５％ＢＳＡ的ＰＢＳ稀释的
兔抗人β内啡肽的多克隆抗体（ＡＢｃａｍ，ａｂ４３８２５），

４℃过夜孵育；ＰＢＳ洗涤３×５ｍｉｎ，Ｃｙ３标记的羊抗
兔ＩｇＧ（Ｓｉｇｍａ）室温避光孵育１ｈ；ＰＢＳ洗涤３×５
ｍｉｎ，１μｇ／ｍｌ的Ｈｏｅｃｈｓｔ染色１ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤３×５
ｍｉｎ，封片后在ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ７０倒置荧光显微镜下成
像（１０×２０）。

１．７　放射免疫分析　质粒转染４８ｈ后收集细胞培
养上清，并离心５０００×ｇ５ｍｉｎ；离心后上清转移入新
离心管。每毫升待测样品内加２００Ｕ的抑肽酶。样
品内β内啡肽浓度采用购自于第二军医大学基础部

神经生物学教研室的ＲＩＡ试剂盒进行测定，操作过程
严格按照产品说明书进行，最后得到标准曲线和计算
公式并计算出每个样品中β内啡肽的最终浓度。

２　结　果

２．１　表达人β内啡肽的载体的构建　本研究中通
过将分泌表达人β内啡肽融合基因的ＤＮＡ片段插
入到载体ｐｃＤＮＡ３．１（＋）内构建了分别由人源或鼠
源神经生长因子信号肽介导分泌表达的真核表达载

体ｐｃＤＮＡ３．１ｈＥＰ和ｐｃＤＮＡ３．１ｍＥＰ，前者ｐｃＤ
ＮＡ３．１ｈＥＰ包含了人源神经生长因子信号肽，ｐｃＤ
ＮＡ３．１ｍＥＰ中的融合基因的分泌表达是由鼠源神
经生长因子信号肽介导的（图１），两者的融合基因都
是由ＣＭＶ启动子启动表达的。由于β内啡肽的受
体位于细胞膜上，故所表达的β内啡肽必须经过由
信号肽介导的分泌表达过程转运到细胞外才能发挥

作用。为了实现２个载体内人β内啡肽的分泌表
达，作者把２个不同信号肽的序列分别与人β内啡
肽相连接形成表达基因，并且为了保证β内啡肽能
够从蛋白前体上顺利分离，作者等在信号肽与β内
啡肽的序列之间加入了能够为蛋白水解酶Ｆｕｒｉｎ所
识别的包含４个氨基酸的序列。

图１　真核表达载体结构示意图

Ｆｉｇ１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ｏｆｔｗｏｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓ
Ａ：ｐｃＤＮＡ３．１ｈＥＰ．Ｔｈｅｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｏｆｈｕｍａｎｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ

（ｈｕｍａｎＮＧＦＳＰ）ｗａｓｉｎｓｅｒｔｅｄｂｅｔｗｅｅｎａｐｒｏｍｏｔｅｒａｎｄａｆｒａｇｍｅｎｔｏｆ

ｐｏｌｙＡ；Ｂ：ｐｃＤＮＡ３．１ｍＥＰ．Ｔｈｅｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｏｆｍｏｕｓｅｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃ

ｔｏｒ（ｍｏｕｓｅＮＧＦＳＰ）ｗａｓｉｎｃｌｕｄｅｄ．Ｆｕｒｉｎ：ｔｈｅｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ

ｆｕｒｉｎｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅ．βＥＰ：ｈｕｍａｎｂｅｔａｅｎｄｏｒｐｈｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅ

２．２　ＮＩＨ３Ｔ３内β内啡肽 ｍＲＮＡ检测　未经处理
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的ＮＩＨ３Ｔ３细胞内没有β内啡肽的表达。ＲＴＰＣＲ
结果显示，转染所构建的真核表达载体后 ＮＩＨ３Ｔ３
细胞内出现了相应的β内啡肽的 ｍＲＮＡ（图２Ａ），

ＲＴＰＣＲ产物为４９９ｂｐ。此外，转染空白对照载体

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）的ＮＩＨ３Ｔ３细胞内没有检测到相同
的产物。

图２　β内啡肽在ＮＩＨ３Ｔ３细胞内的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｅｔａｅｎｄｏｒｐｈｉｎｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄＮＩＨ３Ｔ３ｃｅｌｌｓ
Ａ：ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｍＲＮＡｆｒｏｍｆｕｓｉｏｎｇｅｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｂｅｔａｅｎｄｏｒｐｈｉｎｂｙＲＴＰＣＲ．Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：ｍＲＮＡｆｒｏｍｐｃＤＮＡ３．１ｈＥＰ；２：

ｍＲＮＡｆｒｏｍｐｃＤＮＡ３．１ｍＥＰ；３：ｍＲＮＡｆｒｏｍｐｃＤＮＡ３．１（＋）；４：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；５：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．Ｂ：Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆｂｅｔａｅｎｄｏｒ

ｐｈｉｎ；ＩｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｂｅｔａｅｎｄｏｒｐｈｉｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｌｏｇｙｉｎＮＩＨ３Ｔ３．ＮｕｃｌｅｉｗｅｒｅｃｏｕｎｔｅｒｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２．

Ｂ１：ｐｃＤＮＡ３．１ｈＥＰ；Ｂ２：ｐｃＤＮＡ３．１ｍＥＰ．Ｏｎｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｕｔｏｆｓｅｖｅｒａｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｉｓｓｈｏｗｎ；Ｂ３：ｐｃＤＮＡ３．１（＋），

ａｓｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．３　β内啡肽在 ＮＩＨ３Ｔ３细胞内的表达　为了验
证新构建的融合基因能够发生表达，我们利用免疫
荧光染色方法分析了融合基因表达产物β内啡肽在

ＮＩＨ３Ｔ３细 胞 中 的 表 达。由 于 在 未 经 处 理 的

ＮＩＨ３Ｔ３细胞中没有内源性β内啡肽的表达，可以
认为在实验中所检测到的β内啡肽是所构建的融合
基因的表达产物。检测结果显示，β内啡肽在真核
表达载体转染的 ＮＩＨ３Ｔ３细胞质内有丰富的表达
（图２Ｂ），而在转染空白对照质粒的细胞中并未检测
到β内啡肽的存在，提示所构建的融合基因确实在

ＮＩＨ３Ｔ３细胞中发生了表达。

２．４　信号肽具有不同的工作效率　为明确融合基
因所表达的β内啡肽能否被转运到细胞外，ｐｃＤ
ＮＡ３．１ｈＥＰ、ｐｃＤＮＡ３．１ｍＥＰ 和空白对照 ｐｃＤ
ＮＡ３．１（＋）分别转染了６孔板培养的 ＮＩＨ３Ｔ３细
胞。β内啡肽首先以蛋白前体的形式合成，其前体
再发生剪切而形成有活性的β内啡肽并被转运至细
胞外，所以细胞外的β内啡肽是检测目标，分析β内
啡肽在细胞培养上清中的浓度采用了放射免疫分析

法。ｐｃＤＮＡ３．１ｈＥＰ和ｐｃＤＮＡ３．１ｍＥＰ分别转染

ＮＩＨ３Ｔ３细胞４８ｈ后，收集细胞培养上清，ＲＩＡ法
测定的β内啡肽浓度分别是（２８０．３３±２４．１６）ｐｇ／

ｍｌ和（１９１．０４±７．９６）ｐｇ／ｍｌ，均高于空白载体对照
组［（４．２４±４．２８）ｐｇ／ｍｌ，Ｐ＜０．０１］，而ｐｃＤＮＡ３．１
（＋）转染所产生的培养上清中仅检测到很微量的β
内啡肽，提示２个融合基因在细胞内表达出了β内
啡肽，且融合基因的表达产物在相应信号肽的作用
下能够通过分泌通路完成转运。但同时可以发现在

ｐｃＤＮＡ３．１ｈＥＰ 和 ｐｃＤＮＡ３．１ｍＥＰ 转 染 的

ＮＩＨ３Ｔ３细胞培养上清中β内啡肽的水平间存在显
著的差异（Ｐ＜０．０５），且转染ｐｃＤＮＡ３．１ｈＥＰ时产
物浓度明显高于ｐｃＤＮＡ３．１ｍＥＰ转染时的产物浓
度，进一步提示人源神经生长因子信号肽的作用效
率优于鼠源信号肽。

３　讨　论

　　信号肽在蛋白质的分泌表达中起着非常重要的
作用。在信号肽ｈ／ｃ交界处以及成熟蛋白＋１位的
氨基酸残基的性质对信号肽的定位和剪切存在一定

的影响。此外，信号肽也会影响基因表达的调
控［９１０］，对蛋白产物的分泌［１１１２］和活性［１３１４］也存在

影响。在真核细胞中，分泌性蛋白和膜蛋白的前体
中都包含一段对蛋白定位至内质网所必需的信号序

列，该信号序列对于表达的蛋白产物进入分泌通路
是必需的。研究中所检测的β内啡肽基因是人为设
计的分泌性基因，其在本研究中的作用是为了方便
分析信号肽的作用效率。包含信号肽的前体蛋白首
先进入分泌通路，并在进入蛋白转运通道后，信号肽
在信号肽酶的作用下从前体蛋白上剪切下来，β内
啡肽成为有活性的蛋白。

　　虽然所有包含信号肽的蛋白通常情况下都会穿
越质膜，但前体随后的命运由于其中是否存在信号
肽酶的特异酶切位点而不同。Ⅰ型信号肽有一个信
号肽（引导肽）酶的切点，其成熟的多肽可从膜上释
放，而Ⅱ型信号肽是硫基甘油二酯共价修饰的底物，
本研究所选择的信号肽属于Ⅰ型信号肽。在培养的
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哺乳动物细胞中，不仅蛋白的合成和分泌较强地依
赖于所选择的信号肽［１２，１５］，而且信号肽的优化也可
以增加异种蛋白的表达水平［１６１７］。很明显，只有在
将信号肽从“整体蛋白”（信号肽段及内啡肽）上剪切
下来，本研究中所表达的β内啡肽才能成为具有活
性的成熟蛋白。细胞培养基内的β内啡肽的水平与
所采用的信号肽的作用效率高度相关。据报道，将
小鼠的神经生长因子信号肽序列连接至β内啡肽序
列前形成融合基因后，体外实验和在体实验中均证
实其神经生长因子信号肽能够介导β内啡肽的分泌
表达［７８］。同时，作者注意到在人类基因组存在着一
个鼠源神经生长因子信号肽序列的对应物，但没有
有关该信号肽序列作用的报道。

　　本研究中，首先根据人基因组中的鼠源神经生
长因子信号肽相应的ＤＮＡ序列设计合成了２对引
物，以人基因组ＤＮＡ为模板通过３次ＰＣＲ反应得
到了由人源神经生长因子信号肽引导的人β内啡肽
的表达基因。随后作者等构建了２个真核表达载体

ｐｃＤＮＡ３．１ｈＥＰ和ｐｃＤＮＡ３．１ｍＥＰ以明确人源神
经生长因子信号肽序列是否可以如鼠源信号肽一样

介导β内啡肽的分泌，并且评价比较了人源信号肽
和鼠源信号肽序列的工作效率。ｐｃＤＮＡ３．１ｈＥＰ包
含了人源神经生长因子信号肽，ｐｃＤＮＡ３．１ｍＥＰ包
含鼠源神经生长因子信号肽。比较所应用的２个信
号肽的ＤＮＡ序列及其所翻译出的多肽氨基酸序列
后，发现２个序列的ＤＮＡ碱基序列的相似性高达

８３％，蛋白氨基酸序列的相似性也达到了８０％，但２
个信号肽的作用效率经检测存在显著差异，这可能
与序列中不同的部分造成，对这部分序列进行深入
的研究有助于明确信号肽的作用特点。

　　总之，本研究利用免疫荧光方法检测了β内啡
肽多肽在小鼠原代成纤维细胞 ＮＩＨ３Ｔ３细胞中的
表达，该多肽主要位于细胞质内，而不是位于细胞核
内。随后用ＲＩＡ法检测了细胞培养上清液中分泌
表达的β内啡肽的水平，发现在空白对照与两个实
验组间都存在显著差异。此外，在２个实验组的β
内啡肽的水平之间也存在显著差异，说明在介导β
内啡肽的分泌表达中人源信号肽的作用效率要高于

鼠源信号肽。
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