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【摘　要】　目的　制备肌足蛋白 (myopodin) 抗体 , 探讨 myopodin在培养细胞以及在肝癌组织中的表达。方

法　构建 p GEX4 T22N2myopodin重组表达质粒 , 转化大肠杆菌并诱导蛋白表达 , N2myopodin蛋白纯化 , 免疫新西

兰家兔得到多克隆抗体。对 HeLa、T24、M G63、H EK293 T和 N IH3 T3等细胞株进行 myopodin免疫荧光染色 , 并

对原发性肝细胞癌组织和癌周正常肝组织进行 myopodin蛋白印迹检测。结果　兔抗 N2myopodin多克隆抗体具有

良好的特异性和敏感性。免疫荧光染色发现 , 不同细胞株细胞内 myopodin 的分布不同。蛋白印迹检测显示 ,

myopodin在肝癌组织表达低于癌旁组织。结论　myopodin在细胞内分布不同 , myopodin蛋白表达与肝细胞癌发生

有一定关联。
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Preparation of an anti2myopodin antibody and detection of myopodin protein in hepatocellular carcinoma
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Affiliated Zhongshan Hospital , Xiamen University , Xiamen 361004 , China

【Abstract】　Objective　To prepare anti2myopodin antibody and study the significance of myopodin expression in cell lines

and hepatocellular carcinoma tissues. Methods　Const ruction of the plasmid p GEX24 T222N2myopodin , flowed by transformed

and induced it in E. coli , than expression and purification of N2myopodin protein. Preparation of rabbit anti2myopodin antibody.

The expression of myopodin was analyzed by immunofluorescence and Western blot in HeLa , T24 , M G63 , H EK293 T and

N IH3 T3 cell lines and hepatocellular carcinoma tissues and normal liver tissues respectively. Results　The anti2myopodin anti2
body was proved having good specificity and sensitivity. Immunofluorescence staining showing that the subcellular dist ribution of

myopodin was cell type2dependent . The myopodin expression level of hepatocellular carcinoma tissues was lower than that in

normal liver tissues. Conclusion 　The subcellular dist ribution of myopodin is cell type2dependent . . There is a correlation be2
tween myopodin protein and development of hepatocellular carcinoma.
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　　肌足蛋白 (myopodin) 是 2001 年分别由 Peter Mundel

和 Jian2Hua L uo所领导的两个科研小组发现并报道的 [1 ,2 ]。

研究表明 myopodin是突足蛋白 ( synaptopodin) 家族的第二

个成员 , 在 myopodin的羧基端存在着与 synaptopodin的同

源区。除此以外 , 未发现 myopodin与其他已知蛋白有同源

性。突足蛋白在体内只表达于肾小球的足细胞和大脑神经元

的树突 [1 ,3 ] , 它的表达与神经元和足细胞的终末分化密切相

关。myopodin主要存在于肌肉组织 , 其他组织也有不同程

度表达 [1 ]。突足蛋白和 myopodin都可与肌动蛋白直接结合 ,

并能促进肌动蛋白束的形成。最新研究表明 , myopodin有 3

个亚型 , 分别由 1093、1109和 1261个氨基酸组成 , 它们在

氨基端的 PDZ区域相同 , 可以在细胞内同时表达 [4 ]。值得

注意的是 , 在与恶性肿瘤相关性的研究中发现 , myopodin

基因缺失、甲基化和低表达与前列腺癌和膀胱癌的发生、转

移和复发相关 , 被认为具有肿瘤抑制作用 [527 ,2 ,3 ]。Myopodin

蛋白低表达或基因缺失 , 可作为判断前列腺癌和膀胱癌预后

的指标。肝癌是我国常见的恶性肿瘤 , 其发病机理及复发和

转移等问题还不十分清楚 , 作为新的抑癌基因 myopodin在

肝癌中的表达如何 , 对肝癌的发生有何作用等问题值得探

讨。为此 , 我们制备 N2myopodin多克隆抗体 , 并对其在培

养细胞和肝细胞癌中的表达进行研究。

1　材料方法

111　N2myopodin抗体的制备与鉴定 :

11111　质粒、菌种与细胞株 : 质粒 p GEX24 T22、重组质粒

EGFP2F2myopodin ( 105 Kd)、EGFP2N2myopodin ( 65 Kd )、

EGFP2M2myopodin (65 Kd) 、大肠杆菌 D H5α、BL21 以及

HeLa (人宫颈癌细胞株)、T24 (人膀胱癌细胞株) 、M G63

(人骨肉瘤细胞株)、H EK293 T (人胚肾细胞株)、N IH3 T3

(小鼠胚胎成纤维细胞株) 和 C2C12 (成肌细胞株) 均为本

实验室保存。

11112　重组表达载体的构建及鉴定 : 从人肌肉组织提取总

RNA , 以其中 mRNA为模板 , 在 Oligo ( d T) 和逆转录酶
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作用下反转录 cDNA。并以此为模版 , 5′2AAA AA GCT2
TA T GTTTAA GAA GCGACGT CGG23′为上游引物 (引入

Hind Ⅲ酶切位点 ) , 以 5′2AAA GGA TCCTACTCCTT G2
GACCCA GA TTA G23′为下游引物 (引入 Bam HI 酶切位

点) , 扩增得到人类全长 myopodin ORF (2 094bp) 。再以此

DNA 为 模 版 , 以 5′2AAAA GG A TCCTTTAA2
GAA GCGACGTCGG23′和 5′2AAA GAA TTCACTTTT2
GTTT GG23′为引物 , 分别在上游和下游引入 Bam HI 和

EcoRI酶切位点 , 扩增出 myopodin N 端 1077bp 片段 ( N2
myopodin , 1077bp)。将 N2myopodin 双酶切后插入 p GEX2
4 T22载体 , 构建 p GEX24 T222N2myopodin 重组表达质粒。

将重组质粒转化受体菌 E. coli D H5α进行鉴定。

11113　重组蛋白的表达 : 经鉴定无误后 , 将 p GEX24 T222N2
myopodin转化受体菌 E. coli BL21 , IPT G诱导表达 GST2
N2myopodin 融合蛋白。诱导表达条件为 25℃, 012 mmol/ L

异丙基γ2D2硫代半乳糖 ( IPT G) , 5 h。离心收集菌体 , 超

声破碎。10 000g 离心 10 min , 收集上清。

11114　GST2N2myopodin融合蛋白的纯化 : 采用 GST2beads

方法 , 将含有 GST2N2myopodin 融合蛋白的上清液经与

GST2beads孵育、PBS清洗和谷胱甘肽洗脱等步骤 , 获得纯

的 GST2N2myopodin。

11115　GST2N2myopodin 多克隆抗体的制备 : 将纯化的

GST2N2myopodin 蛋白溶液与等体积弗氏佐剂混合 , 按

015mg蛋白/ kg体重 , 皮下多点、多次注射免疫 2只新西兰

家兔。约 10周后 , 抗血清效价达 10 - 5 , 心脏采血并分离血

清保存备用。

11116 　N2myopodin 多克隆抗体特异性检测 : 以 T24、

293 T、C2C12细胞本源的 myopodin (85kD) 和分别转染了

质 粒 EGFP2F2myopodin ( 105kD ) 、 EGFP2N2myopodin

(65kD) 、EGFP2M2myopodin (65kD) 的 293 T 细胞所表达

的不同分子量的 myopodin作为目的蛋白 , 检测 N2myopodin

多克隆抗体的特异性。主要操作为 : 分别将上述细胞裂解 ,

将裂解液进行 SDS2PA GE , 然后将电泳条带转移至 PVDF

膜上 , 以 N2myopodin抗血清为一抗 (1∶500) , 过氧化物酶

标记的山羊抗兔 Ig G为二抗 (1 ∶2 000) , 进行蛋白印迹

检测。

112　N2myopodin 在培养细胞和人肝细胞癌中的检测 :

11211　N2myopodin 在培养细胞中的检测 : 对癌细胞株 He2
La、T24和 M G63以及非癌细胞株 H EK293 T和 N IH3 T3进

行免疫荧光染色 , 一抗为上述制备的 N2myopodin多克隆抗

体 , 稀释度为 1∶20 , 二抗为罗丹明标记的羊抗兔 Ig G , 稀

释度为 1∶100。用 DA PI复染胞核。

11212　人肝细胞癌和正常肝组织中 N2myopodin 蛋白印迹

检测 : 将未经固定的肝细胞癌和癌周正常肝脏组织进行匀

浆、离心取上清、测总蛋白浓度 , 将上清进行 SDS2PA GE。

一抗为上述制备的 N2myopodin多克隆抗体 , 稀释度为 1 ∶

500 ; 过氧化物酶标记的山羊抗兔 Ig G为二抗 , 稀释度为1∶

2 000 , 进行蛋白印迹检测。

2　结果

211　PCR产物鉴定结果 :

21111　人类全长 myopodin基因 ORF鉴定 : 相应 RT2PCR

产物经 110 %琼脂糖凝胶电泳 , 可见在 2 000 bp 处有一特异

性条带 , 分子量大小与 myopodin 基因预计值 2 094 bp 相符

(图 1) , 此即人类全长 myopodin基因 ORF。

21112　N2myopodin 鉴定 : 相应 PCR扩增产物经 110 %琼脂

糖凝胶电泳 , 在 1000bp 处可见清晰条带 , 其大小与预计值

1077bp 相符 (图 2) 。

212　重组表达载体鉴定 : 将重组质粒 p GEX24 T222N2myopo2
din转化 E. coli D H5α, 挑单菌落做菌落 PCR 鉴定 , 在

1 000bp 处可见清晰条带 (图 3a) , 筛选出阳性克隆 , 再提

取质粒 , 通过 Bam HI和 EcoRI双酶切鉴定 , 同样在1 000bp

处可见清晰条带 (图 3b) , 测序结果表明 N2myopodin基因

的序列也完全正确 , 说明重组质粒 p GEX24 T222N2myopodin

构建正确。

图 1　 　图 2　 图 3a　 　图 3b

图 1　myopdin ORF RT2PCR产物电泳图谱　图 2 　N2myopodin DNA扩增产物电泳图谱 　图 3a 　pGEX4T22N2myopodin 转化

D H5α后菌液 PCR电泳图谱　图 3b　pGEX4T22N2myopodin双酶切产物 PCR电泳图谱

213　重组蛋白表达与纯化鉴定 : 质粒 p GEX24 T222N2myopo2
din转化的 E. coli BL21菌体经诱导后 , SDS2PA GE显示在

65kD的位置有 1条强表达带 (图 4 , 孔 2) , GST2N2myopo2
din 融合蛋白的分子量为 65kD与理论推算值一致。经 GST

beads回收纯化后的电泳条带清晰 , 未见其他杂带 (图 4 ,

孔 1)。

214　N2myopodin 抗体特异性检测 : 蛋白印迹结果显示 ,

T24、293 T、C2C12细胞裂解液 (检测细胞本源 myopodin)
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均在 85kD处见清晰条带 (图 5a) , 分别转染质粒 EGFP2F2
myopodin (105kD)、EGFP2N2myopodin (65kD)、EGFP2M2
myopodin (65kD) 的 293 T细胞的裂解液 , 在相应 105kD和

65kD处可见清晰条带 (图 5b)。说明 N2myopodin的多克隆

抗体具有良好的特异性。

215　N2myopodin 在培养细胞中检测 : 荧光显微镜观察发

现 , HeLa 和 T24 细胞 , myopodin 主要分布在胞质中 ,

M G63细胞 , 胞质和胞核中都有 ; 而在非癌的 NIH3 T3 和

H EK293 T细胞中 , myopodin主要分布在细胞核中。

216　N2myopodin 在肝细胞癌中表达 : 经蛋白印迹检测发

现 , 癌周肝组织 myopodin蛋白表达较肝癌组织高 (图 6)。

1 : 纯化后的 N2myopodin ;

2 : IP T G诱导后裂解液上清

1 : 293 T细胞裂解液 ;

2 : T24细胞裂解液 ;

3 : C2C12细胞裂解液

1 : EGFP2F2myopodin蛋白 ;

2 : EGFP2M2myopodin蛋白 ;

3 : EGFP2N2myopodin蛋白

1 : 瘤旁肝组织 ; 2 : 肝癌组织

图 4　 　图 5a　 　图 5b　 图 6　　

图 4　N2myopodin蛋白表达和纯化的 SDS2PAGE电泳图谱　图 5a　N2myopodin抗体对细胞内源性 myopodin蛋白检测电泳图谱　图

5b　细胞内转染的 EGFP2F2myopodin、EGFP2N2myopodin、EGFP2M2myopodin蛋白特异性检测电泳图谱　图 6　癌组织和癌旁肝组

织蛋白印迹电泳图谱

3　讨论

前列腺癌和膀胱癌的体内外试验表明 , myopodin是一

个新的肿瘤抑制基因 , 细胞内 myopodin高表达可抑制肿瘤

细胞生长、转移和复发。反之 , 表达降低或不表达预示肿瘤

不良预后 [3 ,7 ]。因此 , 检测癌组织 myopodin 表达可作为肿

瘤预后的重要指标。目前这方面研究限于前列腺癌和膀胱

癌 , 我国高发的胃癌、食道癌和肝癌等还未进行系统研究。

为此 , 我们制备 myopodin多克隆抗体 , 为各种恶性肿瘤研

究提供试剂。myopodin蛋白脯氨酸含量较高 (～13 %) 且

在蛋白质结构中均匀分布 , 使得 myopodin蛋白以直链形式

存在 , 提纯后易被降解。所以 , 我们没有制备针对全长

myopodin分子的抗体 , 而是克隆并表达 N2myopodin , 制备

抗 N2myopodin多克隆抗体。经蛋白印迹试验 , 无论是细胞

本源 myopodin , 还是不同分子量的外源性 myopodin , 均能

被 N2myopodin抗体准确检测出来 , 说明该抗体具有良好的

特异性。

在前列腺 , 无论是正常腺上皮还是癌细胞 , myopodin

均定位在胞核 [7 ]。在膀胱移行上皮和移行上皮癌 ,

myopodin为核、浆分布 [3 ]。由此可见 , myopodin在不同组

织细胞内的分布是有差异的。我们在对不同细胞株进行

myopodin免疫荧光染色时发现 , HeLa 和 T24 细胞 ,

myopodin主要分布在胞质中 , M G63 细胞 , 胞质和胞核中

都有 ; 而在非癌的 H EK293 T和 N IH3 T3细胞中 , myopodin

主要分布在细胞核中。其中 HeLa和 H EK293 T的结果与文

献报道一致 [8 ]。这一结果表明 , myopodin在培养细胞内的

分布也是有差异的。这种差异可能体现了 myopodin不同的

功能状态。有研究表明 , 当分化成熟的肌细胞受到热休克刺

激时 (43℃) , 原分布于胞质的 myopodin又重新回到胞核 ,

myopodin可以在胞质和胞核之间穿梭 [1 ]。myopodin在胞质

内 , 体现它作为结构蛋白的功能 ; myopodin进入核内 , 则

与信号传导有关。有文献报道 , 介导大分子蛋白进出胞核的

importinβ蛋白超家族成员之一 importin 13参与介导 myopo2
din的入核过程 , 对这一过程进行调控无论对正常细胞还是

肿瘤细胞的分化都有重要的意义 [9 ]。

经蛋白印迹检测发现 , 肝癌组织 myopodin蛋白的表达

低于癌周肝组织 , 此外 , 40例肝癌组织免疫组化染色结果

亦如此 (结果待发表)。myopodin基因定位在 4号染色体长

臂 2区 5带 (4q25) , myopodin蛋白羧基端的 19个氨基酸

具有肿瘤抑制活性 , 在超过 50 %的浸润性前列腺癌中可检

测到 myopodin基因的全部或部分缺失 , 或 myopodin基因的

杂合子缺失 [2 ,6 ]。myopodin蛋白的低表达与 myopodin基因

的杂合现象、基因缺失和甲基化有关 [10 ]。肝癌也存在着各

种染色体的异常 [11 ] , 如一些染色体上基因的杂合子缺失 :

1p、8p、13q、16q , 以及 4q缺失和一些基因的杂合现象 [12 ]。

我们的试验结果 , 肝癌细胞 myopodin蛋白的低表达可能和

癌细胞 myopodin基因缺失或甲基化有关 , myopodin蛋白低

表达与肝细胞癌发生有一定关联。
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52脂氧合酶在大鼠脊髓缺血组织中表达的实验研究
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【摘　要】目的　研究 52脂氧合酶 (52LOX) 在大鼠不同缺血时间点脊髓组织中的表达特点。方法　50只雄性

SD大鼠随机分成 5组 , 假手术组及缺血 6、12、24、48h组。采用阻断左肾下 5条腰动脉的方法建立大鼠脊髓缺血

模型 , 运用改良的 Tarlov评分和 H E染色的方法对脊髓模型进行评价 ; 免疫组化染色 , RT2PCR方法检测大鼠脊髓

组织中 52LOX的表达。结果　Tarlov评分 : 假手术组 10只大鼠均为 4分 , 无一发生瘫痪 , 缺血 48h组 2只为 1分 ,

余 8只完全瘫痪 ; H E染色 : 假手术组神经细胞外形清楚、结构正常 , 缺血 24、48h组出现大量神经元坏死 , 组织

中有灶性出血 , 可见脊髓组织软化 ; 免疫组化染色评分 ( H2score法) : 52LOX正常脊髓组织低表达 , 缺血 6、12、

24、48h组表达高于假手术组并呈递增趋势 ( P < 0101) ; RT2PCR检测 : 52LOX mRNA 在正常脊髓组织表达低 ,

在缺血 6、12、24、48h脊髓组织表达高于假手术组并呈递增趋势 ( P < 0101)。结论　52LOX参与了脊髓缺血继发

性的炎症反应 , 可作为治疗脊髓缺血的重要靶点。
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The experimental study of 52l ipoxygenase expression after spinal cord ischemia in rats

Cai Dongsheng , Shi Songsheng , Yang Weizhong , Chen Chunmei , Wan G Chunhua. Depart ment of Neu2
rosurgery , t he Affiliated U nion Hospital , Fujian Medical U niversity , Fuzhou 350001 , China

【Abstract】　Objective　To study the expression of 52lipoxygenase (52LOX) in spinal cord ischemia. Methods　Ischemia

model was set up by ligation of five lumber arteries below the lef t renal artery. Fif ty Male Sprague Dawley rat s were randomly

allocated into the following group s : sham group (n = 10) , groups separately subjected to 6h (n = 10) , 12h (n = 10) , 24h (n =

10) , 48h (n = 10) of spinal cord ischemia. They were evaluated by tarlov hind limb locomotor rating scale and H E staining. The

expressions of 52LOX were detected by immunohistochemist ry and RT2polymerase chain reaction ( RT2PCR) in lumber spinal

cord specimens. Results　Tarlov hind limb locomotor rating scale showed that values of all animals f rom sham group were 4 and

none of them was completely paralyzed. Compared with sham group , 8 animals f rom group subjected to 48h of spinal cord ische2
mia were completely paralyzed and tarlov values of the other 2 animals were 1. H E staining showed that the shape and st ructure

of neuron was normal in animals f rom sham group . But hemorrhage , significant neuron necrosis and myelomalacia was observed

in animals f rom groups subjected to 24h and 48h of spinal cord ischemia. Immunohistochemist ry showed that sham group ex2
pressed low level of 52LOX. The expression of 52LOX was significantly higher in experiment groups than in sham group and in2
creased with prolongation of ischemia time ( P < 0101) . RT2PCR showed that sham group contains low level of 52LOX mRNA

mRNA. The content of 52LOX mRNA was significantly higher in experiment group s than in sham group and increased with pro2
longation of ischemia time ( P < 0101) . Conclusion　52LOX involved in the inflammatory after spinal cord ischemia and caused
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