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[摘要 ]  GSTP1 ( GSTP)是人体内谷胱甘肽 - S -转移酶 ( GST )的一种重要的活性亚型, 属于机体内源性蛋白,

不会引起免疫原反应, 在维持细胞的正常机能中发挥着重要作用, 也是一种具有临床应用价值的抗氧化剂. 本实

验室在研究中首先发现 GSTP1具有明显的抗炎作用,由此我们设想可以通过增加外源性的 GSTP1蛋白来提高

其在机体内的水平, 以此增强机体的抗炎能力. 本实验将薄层色谱扫描和 SDS- PAGE相结合用于 F ITC标记蛋

白质的检测, 使用激光共聚焦显微镜和流式分析相结合的方法研究了外源 GSTP1蛋白在 RAW2641 7巨噬样细

胞和鼠腹腔巨噬细胞中的跨膜转位,结果显示外源 GSTP1蛋白能够进入上述细胞. 该研究为 GSTP1蛋白作为直

接使用的药物在抗肿瘤、抗炎、抗氧化等领域的应用提供了实验基础.
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Abstrac t: H um an g lutath ione S- transferase P1 is a ubiquitous expressed pro tein wh ich p lays an important role in the de-

tox ification and xenob io tics m etabo lism, and it is an endogenous prote in. Our prev ious stud ies showed that GSTP1 pre-

vented LPS- induced excessive production of pro- in flamma tory factors and played an an t-i in flamma tory ro le in RAW 26417

m acrophage- like ce lls. In the present study w e investiga tew he ther exogenous GSTP1 pro te in can enter into RAW 26417

m acrophage- like cells and m ouse peritonealm acrophages by confoca l laser scanningm icroscopy and F low Cytom etry. The

resu lts dem onstrated that GSTP1 prote in can be transported acro ss plasm a m em brane in to RAW2641 7 ce lls and mouse

per itoneal mac rophages.
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  感染性休克是临床上常见的危急病症, 其病理基础是全身性炎症反应综合征 ( System ic inflammatory

response syndrome, S IRS). 近年来,随着研究的深入,多数学者认为 SIRS发生可能与几组细胞的激活和多

种炎症介质的失控性释放有关
[ 1 - 3 ]

.最近的临床资料表明, G
-
菌所致的全身炎症反应综合征的病死率高

达 45%左右,其主要死亡原因是内毒素的作用.脂多糖 ( lipopo lysaccharide, LPS)又称内毒素 ( endo tox in)是

革兰氏阴性菌 ( G
-
)外膜的一种糖脂复合物.单核 /巨噬细胞被 LPS激活后, 释放大量促炎细胞因子, 这些

炎症因子进一步作用于其它组织细胞,加剧了炎症反应
[ 4, 5 ]

.

谷胱苷肽 - S-转移酶 ( G lutath ione S- T ransferases, GSTs)是一组同工酶超家族,参与降解胞内异源

物质.根据亚细胞定位不同, GST超家族主要分为 2大类:胞浆 GST、微粒体 GST
[ 6]
.根据氨基酸序列不同,

哺乳动物 GST分为 7类: A lpha( A) , M u( L) , Omega( X ) , P i( P), S igma( R ) , Theta( H)和 Zeta( F)
[ 7, 8]

. GSTP1
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( GSTP)是人体内 GST的一种重要的活性亚型,因其首先在人体胎盘中被克隆而得名
[ 9]
.它是由 2个相对

分子质量为 22 500的多肽亚基以非共价键结合而成的一种同源二聚体蛋白, 为 55m
- 10 @ 52m

- 10 @ 45

m
- 10
的球状分子

[ 10]
.

近年来许多研究表明 GST除了发挥其酶活效应外,还通过其蛋白本身,以 /配体结合 ( ligand- b ind-

ing ) 0的方式广泛参与调节激酶依赖的细胞增值、凋亡、分化信号通路 [ 11- 14]
.本实验室在对 GSTP1的研究

中首先发现 GSTP1在 RAW 26417巨噬样细胞中抑制细菌脂多糖 ( LPS)诱导的炎症反应, GSTP1具有明显

的抗炎作用
[ 15]

.然而,机体内虽然存在 GSTP1这样的抗炎物质, 但在正常生理条件下其含量不足以使其

有效地抑制感染性休克等严重炎症反应的发展,补充细胞内的 GSTP1成为减缓、治疗炎症的一种有效途

径.由此我们设想能否通过增加外源性的 GSTP1蛋白来提高细胞的抗炎能力? 要实现这一设想, 外源的

GSTP1蛋白能否进入细胞成为首先要考虑的问题.本实验利用激光共聚焦、流式分析等手段从细胞水平探

讨了 GSTP1蛋白的胞质转位现象, 为利用 GSTP1便捷地治疗炎症性疾病等提供了基础.

1 材料和方法

111 实验材料

111. 1 菌种和质粒

  含 pET- 28a /hGSTP1(WT /Y7F /C4)的 E. coli BL21大肠菌株由本实验室构建并冻存.

11112 试剂

DMEM培养基购自 Inv itrogen公司; IPTG购自 M erck公司;异硫氰酸荧光素 ( F ITC )购自 Pierce公司;

BSA购自南京生兴生物技术有限公司;预染蛋白 M ark( P7708)购自 B ioLabs公司; 蛋白水解酶 K购自南京

吉泰生物科技有限公司;其余试剂均购自国内其它公司.

11113 动物

清洁级 ICR小鼠 (雌性, 20 ? 2 g )购自南京医科大学实验动物中心.

112 实验方法
11211 细胞培养

  鼠巨噬细胞 RAW26417于含 10% 新生牛血清和抗生素 ( 100U /mL青霉素, 100 Lg /mL 链霉素 )的

DMEM培养基, 37e 5% CO2中培养.

11212 鼠腹腔巨噬细胞的分离与培养
ICR小鼠提前 3 d腹腔注射 8%淀粉溶液.脱颈处死, H anks液灌洗采集腹腔巨噬细胞, 1 000 r /m in离

心 10m in,将细胞悬浮于含 20%新生牛血清的 DMEM培养基,接种于 10 cm培养皿, 37e 5% CO 2中培养

2 h, 吸去未贴壁细胞,于 20%新生牛血清的 DMEM培养基中继续培养.

11213 蛋白的表达及纯化
含表达载体 pET- 28a /hGSTP1(WT /Y7F /C4)的 E. coli BL21菌株的蛋白诱导表达按照本实验室已发

表方法进行.最后经 0105mo l/L硼酸缓冲液透析, 考马斯亮蓝法测定蛋白浓度.

11214 蛋白的标记
异硫氰酸荧光素 ( F ITC )标记纯化得到的蛋白 GSTP1 (WT )和作为对照的牛血清白蛋白 ( BSA )依照

P ierce公司使用说明进行.在充分透析除去游离的 FITC后,将 FITC标注蛋白避光储存于 - 20e .

11215 薄层色谱扫描仪鉴定标记蛋白

分别取 10 LL的标记蛋白, 未标记蛋白和未结合蛋白的 FITC进行聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS -

PAGE ), 然后通过薄层色谱扫描仪检测蛋白在 495 nm处的荧光吸收以判定蛋白是否已被标记上 FITC.

11216 标记蛋白在细胞内的定位

通过激光共聚焦显微镜 ( B io- Rad, MRC- 1024)检测直接荧光来进行蛋白在鼠巨噬细胞内的定位.

RAW26417细胞 /腹腔巨噬细胞培养于 10%新生牛血清 DMEM 培养基中, 12孔板, 37e 5% CO2中培养

24 h.第 2天, 更换无血清的 DMEM 培养基继续培养 1 h. 以 1 Lmol/L的终浓度加入 FITC-GSTP1(WT)

37e 5% CO2中孵育 30m in.作为对照分别以 1Lmo l/L的终浓度加入 FITC- BSA或未结合蛋白的 FITC,

同样条件下进行孵育.孵育结束, DMEM洗细胞 2次, PBS( PH714)洗 1次.无需固定即用激光共聚焦显微
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镜进行观测.

11217 基于流式细胞术的蛋白酶趋近性分析
此法目的是确定细胞所发荧光是由已进入细胞的蛋白所致. RAW26417细胞 /腹腔巨噬细胞培养在

10%新生牛血清 DMEM培养基中, 37e 5% CO2中培养 24 h.第 2天更换无血清 DMEM培养 1 h.分别用 1

Lmo l/L终浓度的 FITC- GSTP1或未结合蛋白的 FITC, 37e 5% CO2中孵育 30m in,接着再分别加入蛋白

水解酶 K (终浓度 1Lmo l/L) , 37e 孵育 10m in.作为对照,蛋白先用蛋白水解酶 K(终浓度 1Lmo l/L ) , 37e
孵育 10m in, 再加入细胞.孵育结束, PBS( pH714)洗细胞 2次,流式细胞仪 ( BD B iosciences)检测.

2 结果

211 H is-TaghGSTP1蛋白表达及纯化

  pET蛋白表达系统是蛋白表达和研究的强有力的工具, 本实验室已成功应用 H is- tag重组蛋白纯化技

术表达、纯化 hGSTP1野生型 (WT )及其突变体 Y7F (第 7位 Ty r y A la )和 C4 ( C14A /C47A /C101A /

C169A )
[ 10 ]

.结果显示,蛋白条带在 26 000标准蛋白 Maker上方,与 hGSTP126 000的相对分子质量吻合,

说明纯化得到的蛋白确是 H is-TaghGSTP1.

212 FITC标记蛋白的检测

薄层色谱扫描仪是一种广泛使用的检测仪器,

本实验巧妙地运用该仪器原理, 结合 SDS-PAGE电

泳对 FITC标记的蛋白进行检测. F ITC通过形成硫

碳氨基键与蛋白结合, 不受 SDS影响, 经 SDS -

PAGE后仍与蛋白牢固结合, 因此, 只有结合了

FITC的蛋白才能在 495 nm处检测到荧光吸收.由

于预染的标准蛋白 Mark中含有显色基团, 所以在

495 nm处也可以检测到荧光吸收. 而未被 FITC标

记的蛋白由于不带有显色基团, 故无法被检测到.

再通过与标准蛋白 Mark吸收峰的位置比对即可得

知目的蛋白是否已被 FITC标记. 如图 2所示, 在标

准蛋白 Mark85 000、47 000间出现吸收峰, 而 FITC-

BSA经 SDS-PAGE相对分子质量约为 66 000, 这表

明 BSA已被 FITC标记.同理可知 GSTP1(WT)已被 FITC标记.

213 FITC- GSTP1在鼠巨噬细胞中的跨膜转位

使用激光共聚焦显微镜,我们直观地监测了 FITC- GSTP1转位至鼠巨噬细胞 RAW26417及鼠腹腔巨

)107)
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噬细胞的情况
[ 16, 17]

.因为激光共聚焦显微镜工作原理是采用逐层扫描, 而细胞是立体的,经过 /赤道0面的

成像平面,中间就会显示出 /黑洞0即为细胞核;而经过非 /赤道 0面的图像不会显示出 /黑洞 0 [ 18]
. 如图所

示,细胞内可见明显的绿色荧光,并且荧光主要集中于细胞内围. 这说明外源的 GSTP1蛋白可以通过胞膜

进入细胞并主要集中于胞浆.使用同样的方法我们观察了 FITC标记的 GSTP1蛋白在分离的鼠腹腔巨噬

细胞的跨膜转运,结果显示 GSTP1蛋白同样可以进入鼠腹腔巨噬细胞并集中于胞浆 (图 4).

214 FACS蛋白酶趋近性分析

因为蛋白在膜表面的非特异性结合, 共聚焦显微镜不足以提供蛋白在细胞内定位的确切证据,因此,

我们使用了流式分析和蛋白酶趋近性分析相结合的办法来进一步研究 RAW细胞中外源 GSTP1蛋白的跨

膜转位
[ 16, 17 ]

.普遍使用的蛋白酶 -蛋白酶 K ( pro te inase K) ,可以水解掉未进入细胞的蛋白,被用于区分已

转位至胞内和不能入胞的蛋白. 如图 5所示,先经孵育再加蛋白酶 K处理的 GSTP1组,其吸收峰较不经蛋

白酶 K处理的 GSTP1组向左飘移, 说明大部分 GSTP1蛋白已进入细胞,而未进入细胞的 GSTP1蛋白受到

蛋白酶 K的水解作用, 造成了荧光量的减弱;而作为比较, 先经蛋白酶 K处理再进行孵育的 GSTP1组,其

吸收峰又向左飘移与 FITC组吸收峰位置接近,说明孵育前蛋白酶 K已将大部分蛋白水解掉, 造成了荧光

量的大幅减弱 (图 5A) .由此,我们通过激光共聚焦显微镜观察结合 FACS蛋白酶趋近性分析, 证明了外源

的 GSTP1(WT )蛋白可以进入 RAW细胞 (图 5B ) .随后,我们检测了 GSTP1(WT)蛋白在 HEK293细胞 (图

5C ),分离的鼠腹腔巨噬细胞 (图 5D)的跨膜转运,结果显示有明显的荧光吸收峰, 说明 GSTP1(WT )蛋白

同样可以进入这些细胞.
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3 讨论

单核 /巨噬细胞在全身组织分布广泛,它是机体先天免疫的重要执行者, 是所谓的专职性组织吞噬细

胞,具有迁移性, 能以吞噬、吞饮和受体介导的方式将抗原性颗粒或液体摄入胞内
[ 19]

. 受体介导的内吞作

用是真核细胞获取多肽类激素,生长因子,细胞因子血浆糖蛋白,毒素及病毒等的主要机制.而受体介导药

物靶标进入细胞发挥作用被认为是一种药物转运系统
[ 20]

. 生物体中有很多细胞具备吞噬外源物质的功

能,例如巨噬细胞,树突状细胞,肝实质细胞,内皮细胞等
[ 19]

.

Hast ings等人报道,巨噬细胞内白蛋白的聚集与其胞饮作用和细胞的内吞作用有关
[ 21 ]

. Ehrenreich等

人发现在体外,鼠腹腔巨噬细胞可以吸收培养介质中
125

I或
131

I标记的人血清白蛋白
[ 22]

. C atherine Lombry

等人在研究中发现, F ITC标记的人或鼠血清白蛋白 (相对分子质量为 65 000的亲水性分子 )在滴灌 30

m in后即可被巨噬细胞吞入
[ 23]

. 而在我们的实验中未看到 BSA组有明显的绿色荧光, 原因可能是我们采

用的是牛血清白蛋白,种属差异造成了不同的现象.在我们的研究中分别研究了 GSTP1(WT )蛋白在鼠巨

噬细胞 RAW26417及分离的鼠腹腔巨噬细胞的胞质转移情况,发现在 30m in时均可观察到明显的绿色荧

光 (激光共聚焦分析 )和吸收峰 (流式细胞分析 ), 这说明 GSTP1(WT )蛋白已经进入胞内.有报道, GSTP1

不仅作为胞内酶在细胞中发挥作用, 还存在于细胞外
[ 24, 25]

,这表明它可以进行跨膜转运.据已有的研究报

道,目前尚未发现细胞表面存在 GSTP1蛋白的受体,可是根据我们实验所观察到的现象, RAW26417细胞
及鼠腹腔巨噬细胞均可以吞入外源的 GSTP1(WT)蛋白, GSTP1蛋白究竟是如何进入巨噬细胞,这提出了

一个值得思考的问题. Daewoong Jo等人利用来源于纤维原生长因子 4的亲水信号序列的 12个氨基酸组

成膜转位序列构建了 SOCS3蛋白,发现其可进入巨噬细胞及肝、肺、肾等组织器官, 发挥抗炎作用
[ 17 ]

.而

GSTP1蛋白的 N末端含有与此膜转位序列相似的亲水序列.我们猜想这可能是 GSTP1蛋白可进入巨噬细
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胞及 HEK293细胞的原因所在,但 GSTP1蛋白进入巨噬细胞的确切机理还有待进一步研究. 通过添加外

源性的蛋白以补偿此种内源蛋白的降低, 而达到细胞内的蛋白治疗的目的, 较之以基因疗法更为便捷,这

为治疗全身及局部的炎症反应提供了一个全新的思路, 本文的研究为此奠定了基础.
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