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[摘要 ]  我们的前期工作发现过表达 RTN4- C基因能够抑制肝癌细胞株 SMM C7721的生长并且促进其发生

凋亡. 为了进一步了解 RTN4- C促进凋亡的机制,本文采用酵母双杂交的方法从小鼠 7 d胚胎文库中筛选其相

互作用的蛋白.最终筛选到其同源家族成员 RTN3.进一步采用间接免疫荧光和及构建的荧光载体表明, RTN4

- C和 RTN3蛋白在 HEK293和 H ela细胞中发生共分布. 本研究为进一步阐明 RTN4- C抑制细胞生长和促进

细胞凋亡的机制提供了新的依据.
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Abstract: Our prev ious study show ed tha t overexpression o f the RTN4- C m igh t inhib it SMMC7721 ce ll

g row th and prom ote ce ll apoptosis. T o investiga te the m echanism o f RTN4- C inh ib ition o f ce ll grow th

and pro-apoptosis, the yeast two-hyb rid m ethod was adopted. By screen ing the mouse 7 - day Embryo

MATCHMAKER cDNA L ibrary, we obta ined the in terac ted prote in RTN3, wh ich has been reported to

pro-apoptosis. Our further study ind ica ted that RTN4 - C and RTN3 co localized in HEK293 and H ela

cells us ing immuno fluo rescence and fluo rescence vec to rs. The present study could be usefu l to c la rify the

m echanism of RTN4- C inh ib ition o f ce ll grow th and pro-apoptosis.
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0 引言

RTN4基因又称为 nogo( neurite outg row th inh ib itor)基因, 是编码内质网蛋白家族成员之一. 由于存在

不同的剪接方式和启动子, RTN4主要编码 3种蛋白: RTN4- A, RTN4- B, RTN4- C. RTN4- A (又称 No-

go- A, RTN - xL )主要分布在中枢神经系统中 ( CNS, central neurite system ), 在成体中抑制中枢神经受损

后的再生
[ 1, 2]

. RTN 4- B(又称 Nogo- B, ASY, RTN - Xs)在各种组织中都有一定的表达, 有报道其能改

造脉管系统
[ 3]
和特异促进肿瘤的细胞的凋亡

[ 4]
,但这还存在着争议

[ 5]
. RTN4- C (又称 Nogo- C )在骨骼

肌中有大量表达,另外在脑,肾,肝中也有一定的表达, 其过表达也能够延迟神经的再生和肝癌细胞的凋

亡
[ 6]
,但对于其功能的分子机制还不清楚.

目前 RTN s家族的 RTN4基因受到越来越多的关注,但主要集中在 RTN4- A, RTN4- B这两个成员

上,而对于该基因最小的剪接变体 RTN4- C研究的较少, 关于 RTN4- C相互作用的蛋白也未见报道.因

此本文借助于酵母双杂交系统筛选 RTN4- C相互作用的蛋白,有助于阐明 RTN4- C诱导细胞发生凋亡

的机制.
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1 材料和方法

111 质粒的构建

  用 PCR技术以 RTN 4- C- pCDNA311载体为模板扩增 RTN 4- C, 引入 EcoRI和 SalI酶切位点, 与诱

饵蛋白表达载体 pGBKT7引入 EcoR I和 SalI酶切位点. 将 PCR产物亚克隆到诱饵蛋白表达载体 pGBKT7

的相应位点,得到 RTN4- C- pGBKT7.构建载体 RTN4- C- pGBKT7.用 PCR技术从小鼠肝 cDNA中扩增

RTN4- C,引入酶切位点 EcoR I和 Kpn I,并克隆到 pEGFP载体中,构建 RTN4- C- pEGFP.用 PCR技术从

小鼠肝 cDNA中扩增 RTN3, 引入酶切位点 EcoR I和 BamH I, 并克隆到 pA sR ed2载体中, 构建 RTN3 -

pA sR ed2.以上构建的质粒均经过测序验证.

112 酵母双杂交实验

我们用诱饵蛋白质粒 RTN4 - C - pGBKT7去筛选克隆在 pACT2载体上的小鼠 7 d胚胎文库

( c lonthech公司 ) , 按照酵母双杂交的操作手册 ( MATCHMAKER GAL4 Tw o- Hybr id Systerm 3&L ibraries

U serM anua l)进行操作. 首先,进行了毒性实验和自激活实验,并通过W estern B lo tt ing的方法验证 RTN4-

C在酵母菌 AH109中的表达. 我们用 SD /- Leu /- T rp /- H is/- Ade选择性培养基进行筛选, 并将长出的

克隆置于新的 SD /- Leu /- T rp /- H is /- Ade选择性培养板上, 接着用 X - G al检测其 B- 半乳糖苷酶的

活性, 确定阳性克隆. 提取阳性克隆的质粒,转化入大肠杆菌 DH5A中,然后提取质粒用 Bg lⅡ酶切验证,并

进行测序.所得到的阳性克隆, 再转入酵母细胞 AH109中进行回复验证.

113 细胞培养

人胚肾细胞 HEK293细胞株和 H eLa细胞株均由本实验室保存.细胞在 37e , 5% CO 2的培养箱中,用

含 10%胎牛血清 (杭州四季青 )和抗生素 ( 100U /mL青霉素和 100U /mL的链霉素 )的 DMEM ( Du lbecco. s

M od ified E ag le. sM edium, G ibco公司 )进行培养.

114 免疫荧光分析
将人的胚胎肾细胞 HEK 293接种到预先用 011%明胶处理过的盖玻片上,培养 24 h后,用磷酸钙转染

的方法将 RTN3- pCMV - HA和 RTN4- C- pCMV- M yc转染至 HEK293细胞. 转染后 36 h,用 011mo l /L

的 PBS将细胞轻轻漂洗 2次,然后用 4%的多聚甲醛将细胞室温固定 30m in, 011mol /L PBS将细胞轻轻

漂洗两次, PBS封闭液室温封闭 2 h. 加入 c- M yc抗体 ( 1B100) ( clontech公司 )和羊抗 HA抗体 ( 1B50)
( Santa C ruz B io techno logy公司 ) 4e 孵育过夜. 011mo l/L PBS漂洗 3次, 5m in /次, 加入 FITC标记的兔抗

鼠抗体 ( 1B100) (武汉博士德 )和 Cy3标记的兔抗羊抗体 ( 1B100) (武汉博士德 )室温孵育 1 h, 011mo l /L

PBS漂洗 3次, 5m in /次,用 DAPI复染细胞核,封片后用荧光显微镜观察.

2 实验结果

211 RTN4- C- pGBKT7在酵母菌 AH109中表达

RTN4- C在酵母菌 AH 109中没有毒性和自激活作

用.诱饵蛋白的表达如图 1: 泳道 1, 酵母菌 AH 109中提

取的蛋白,未检测到任何条带.泳道 2, pGBKT7空载体转

化的酵母菌 AH109提取的蛋白, 检测到一条大小约为

22 000的条带,与 pGBKT7空载自身所带的 / Ga l4 DNA结

合域 c- M yc0相对分子质量大小相符. 泳道 3, RTN4- C

- pGBKT7转化酵母菌 AH 109提取的蛋白检测到一条大

小约为 45 000, 与 RTN4- C融合蛋白预测的相对分子质

量大小一致,较弱的为非特异性条带. 本结果表明所构建

的诱饵蛋白能在酵母菌 AH109中稳定表达.

212 RTN4- C蛋白与 RTN3蛋白在酵母细胞内发生相互作用

从 516 @ 10
6
个克隆中,通过 SD /- Leu /- Trp /- H is/- Ade选择性培养基和 B-半乳糖苷酶的实验

进行筛选,共得到 11个阳性克隆.经过测序分析表明它们分为 7种不同的序列,有 2个是 RTN3的 cDNA
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序列, 1个编码 GPI锚定的高密度脂蛋白结合蛋白的大部分序列, 5个带有 2种不同的未知的 cDNA序列,

还有 3个发生移码突变. 进一步回复验证表明, 只有 RTN3能够与 RTN4- C发生相互作用 (见图 2, 其中

A为实物图, B为示意图 ) .

213 RTN4- C蛋白与 RTN 3蛋白在哺乳动物细胞内有着共同的分布

用 lipo fectam ine
TM

2000转染试剂将 RTN 4- C- pEGFP和 RTN3- pAsRed2共转染到 He la细胞中, 36 h

后,直接用荧光显微镜观察到两者主要共分布在细胞的内质网上 (见图 3)

我们再次用磷酸钙法将 RTN3- pCMV - HA和 RTN4- C- pCMV - myc转染至 HEK293细胞中, 进行

间接免疫荧光分析也发现同样的结果 (见图 4)

3 讨论

RTN家族是一类定位在内质网上且高度保守的蛋白,其最初是作为神经内分泌细胞的分子标记.但

是对于 RTN家族蛋白的功能还不是很清楚,最近对于该家族的 RTN 4 /Nogo研究较多, 但也仅限于该基因

的两个较大的剪接变体 RTN4- A, RTN4- B,而对于该基因的一个较小的剪接变体 RTN4- C的功能研究

较少.

到目前为止,有关 RTN4相互作用的蛋白已经有较多的研究, 在 2000年 S Tagam i等运用酵母双杂交

技术以 Bc l- xL为诱饵筛选胚胎和成人的脑文库, 发现 RTN4- A ( RTN - xL )和 RTN 4- B ( RTN - X s)都可

以与 Bcl- xL结合,并且进一步发现 RTN 4- B( RTN - Xs)还可以与 Bcl- 2结合,可能通过改变 Bc l- xL和

Bc l- 2在细胞中的亚定位来抑制它们的抗凋亡活性
[ 7]
. 2001年 A. E. Fourn ier等证明 RTN4- A ( Nogo-
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A )能够抑制中枢神经的再生,并进一步了解到该功能区在其 N端和其 C端的两跨膜区域的中间部分又称

为 N ogo- 66,并且在神经元的表面筛到与其相互作用的 N ogo- 66受体 NgR
[ 8 ]
. 2002年W. H. Hu运用酵

母双杂交技术以 Nogo- A的胞外 /内质网腔内的区域为诱饵筛选成人的脑文库, 获得 3个与 N ogo- A胞

外 /内质网腔区域相互作用的蛋白. 这 3个蛋白均为线粒体蛋白,其中 2个为泛醇 -细胞色素 C还原酶的

核心蛋白,是线粒体呼吸链复合体 3的组分.还有一个未知蛋白 (N IMP) ,其定位在线粒体上
[ 9]
.另外 Nogo

- A还可以与 A-微管蛋白,鞘磷脂碱基蛋白以及 K
+
通道相关蛋白 Caspr相互作用

[ 10, 11]
.

L iu Q Z等
[ 12]
通过酵母双杂交的方法发现 RTN4- B与 RTN 3相互作用,并且 RTN 4- B和 RTN3自身

分别能形成同源二聚体,这两种同源二聚体都有促进细胞凋亡的能力,而 RTN4- B和 RTN3形成的异源

二聚体促进细胞凋亡的能力下降. 过表达 RTN3,能够通过引起细胞内内质网的 Ca
2+
的消耗及细胞质中

Ca
2+
浓度的升高,从而引发细胞的凋亡, 具有诱导细胞发生凋亡的功能区主要在它的两个跨膜区, 而

RTN3缺少内质网滞留信号的突变体诱发细胞凋亡的能力并没有降低
[ 13 ]

.进一步研究表明 RTN3是一种

新的能够引起内质网压力的蛋白
[ 14]

.

有趣的是,本文通过酵母双杂交的方法筛选到 RTN4 - C相互作用的蛋白也是该家族的同源蛋白

RTN3,因此推测 RTN3和 RTN 4- C可能共同参与了调节细胞凋亡的过程, 我们将进一步研究 RTN3和

RTN4- C相互作用主要发生在 RTN4- C的哪个结构域,以及两者相互作用是否参与了细胞的凋亡过程,

如果是,是通过哪条通路引起的,或者还是仅仅因为由于该内质网蛋白在细胞内的过表达, 引起内质网上

非折叠蛋白增加而导致的内质网的压力, 从而引起细胞发生凋亡
[ 15 ]

.
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