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摘要 E B 病毒编码的病毒潜伏膜蛋 白 l( LMPl )是重要的致瘤蛋白
,

一直以来是 E B

病毒致瘤机制的研究核心
.

传统的受体学说认为
,

细胞膜受体作为第一信使
,

在细胞膜

上与其配体结合发挥生物学效应
.

但近年来
,

对 E G FR 家族成员受体核移位在基因表达

调控 中意义的研究
,

拓宽 了人们对细 胞膜受体生物学功能的认识
.

利用我们建立 的

Te t一on 系统调控 LM P I 表达的细胞系
,

采用 W es te m b lot 和激光共聚焦显微镜等技术证

实
, LMP I 可调控 E G FR 的核移位

,

并呈一定的剂量效应
.

通过 G FP 与 E G FR 及不 同突

变体的融合蛋 白在细胞内的表达发现
, E G FR 的核定位信号在其核移位过程中起着一定

的作用
,

并初步发现 LMPI 调控 E G FR 核移位为配体非依赖性
.

关键词 E B 病毒 潜伏膜蛋白 1 E G F 受体 核定位

E B 病毒是一种与人 B ur ki tt 淋巴瘤
、

鼻咽癌
、 H od gk in 病

,

甚至胃癌
、

肺癌等多种肿瘤发

病相关的 D N A 致瘤病毒L, ’
.

E B 病毒可编码多种瘤蛋白
,

其 中 E B 病毒潜伏膜蛋白 l(l at en t

m e m br an e Pr ot ei n l , LMPI )被认为是重要的致瘤蛋白
.

LMPI 是由 386 个氨基酸残基组成的分

子量大小为 62 kD 的跨膜蛋白
,

一直以来是 E B 病毒致瘤机制的研究核心
.

LMPI 通过其竣基端

活化域 CTA R I ( e a rb o x yte rm in a l a c tiv a tin g r e g io n l )
, CTA R Z , C狱R 3 等功能域

,

介导 N FK B ,

A P一 l 和 s T A r 信号转导通路及通路
,

从而调节表皮生长因子受体 (eP id er m ai g ro w th fa ct or
r e e e p to r , E G FR ) 12)

、

基质金属蛋白酶 (MMPg ) 13]
、

细胞周期素 D z (e yc zi n D I ) 14]
、

细胞间赫附分子

l (I c AM
一

1)1 5] 等多种基因的表达
,

进而介导细胞的增殖
、

分化和凋亡等多种生物学功能 [’
,

6]
.

表皮生长因子受体 (e p i d e r m a l g r o w th fa e to r r e e e p to r , E G FR ) 家族属 I 型酪氨酸激酶细胞

膜受体
,

包括 E G FR
, c 一e rb B 一2 (H E R 一2/ N e u )

, C 一e rb B 一3, c 一 e rb B 一4 等 4 个成员
.

目前认为
, E G FR

磷酸化在调节细胞增殖及分化中起着至关重要的作用 [7,8 1,

E G FR 主要通过 R a s
、 R a

扮M A PK

及 PL c Y- PI 3K 一A K T/ PK C 两条途径将信号传递人核
,

激活 A P
一1等转录因子 [9]

、

研究表明
, E G FR

在大多数肿瘤中存在过表达
,

并通过信号转导级联反应导致细胞生长失控和恶性转化
.

E G FR

过表达肿瘤患者预后较差
,

患者肿瘤转移率和复发率高
,

复发间期和存活期短
,

说明 E G FR 在

肿瘤转移中具有重要的作用
,

与肿瘤的发生
、

发展及预后有着密切的关系
,

已成为抗信号转导

治疗肿瘤的重要分子靶 I’。〕
.

近年来
,

对 E G FR 家族成员受体核移位在基因表达调控中意义的研究
,

大大地拓宽了人们
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对细胞膜受体生物学功能的认识
,

并引起了人们的高度关注汇‘’}
.

据报道
,

在配体 H R G 刺激下
,

c 一e rb B 3 通过其竣基端核定位序列(n u e le a r lo e a tio n s eq u e n c e ,

N L s)可全部移位入核 I’“]
,

而 e
-

el- bB 4 通过 Pr e sen ili n
依赖性Y- Sec re ta s e 的作用

,

其胞浆部分移位人核 L’3 」
.

在 口腔癌及乳腺癌等

细胞 中
,

均存在 E G FR 核移位
,

且 E G FR 移位后作为一种新型的转录因子
,

结合
c yc lin D I启动

子中 AT 富含序列
,

具有反式激活功能〔’4 1
.

这些研究结果提示 E G FR 在外界刺激下可发生核

移位
.

本研究利用我们建立的 Te t
一

on 系统调控 LMPI 表达 的细胞系 [’”
,

’6]
,

试图研究 L MPI 对

E G FR 核移位的调控作用
,

并分析了 E G FR 的 N L s 的作用
.

研究结果显示
,

L MPI 可调控 E G FR

的核移位
,

并呈一定的剂量效应
,

且为配体非依赖性
.

同时
,

还发现 E G FR 的 N LS 在 LMPI 调

控 E G FR 核移位的过程中起一定 的作用
.

1 材料与方法

L l 细胞株和培养条件

鼻咽癌细胞系 H N E Z 为本所建立的 E B 病毒阴性的低分化鳞癌细胞系 H N E Z 细胞经两轮

稳定的转染
,

导人四环素基因调控系统和 LMPI 表达质粒
,

从而成功构建了受四环素衍生物强

力霉素诱导 LM PI 表达的鼻咽癌细胞系 Te t
一

on
一

LMPI H N E Z t’“ ’6 〕
.

该细胞培养液为 15 % 小牛血

清的 R PM l l64 O
,

37 ℃
,

5 % c 0 2 ,

并维持 2 00 m g/ L G 4 18 和 50 m g/ L 潮霉素药物筛选浓度下进行

培养
.

该细胞系中
,

L MPI 能被很好地诱导表达
,

随着 四环素及衍生物强力霉素(dox ycy
c lin e ,

D ox )浓度的增加
,

LMPI 呈现相应的表达增加
.

鼻咽癌细胞系 c N E Z 也为本所建立的 E B 病毒

阴性的低分化磷癌细胞系
,

培养条件为 1 5% 小牛血清的 R PM I 1 640 ⋯37 ℃
,

5 % c o 2
.

1
.

2 细胞裂解和 W
e ste r n b lo t

取对数生长期的 Te t
一

on LMPI H N E Z 细胞
,

用含 0
.

02 % E D TA 和 0
.

25 %胰酶消化
,

计数
,

10s/ m L 细胞接种于培养瓶中
,

贴壁生长后
,

分别加人 。
,

0
.

0 06
,

o
‘

06
,

0
.

6 和 6 林g/ m L D o x 进行处

理 2 4 h
.

参照 L in 等人 [’4 ]方法
,

取上述各组已加 D o x 的 孔t
一o n LMP I H N E Z 细胞

,

用 2 x PB S

洗 3科 次后
,

胰酶消化收集
.

非核部分细胞裂解液 (20 m m ol /L H E PE s
,

p H 7
.

0
,

10 m m ol 几 K cl
,

2 m m o l/L M g C 12
,

0
.

5 % N o n id e t P4 O
,

10 m m o l/ L PM SF, 1 x Pr o te in In hib ito r M ix
,

2
.

s m m o l/L

S o d iu m O rth o v a n d a te )经匀浆器匀浆 3 0 次
,

1 5 0 0 火 g 离心 5 m in 以收集胞核部分
.

上清部分以

150 00
x g 离心 巧 m in 收集上清即胞浆蛋白

.

沉淀部分用非核分细胞裂解液 中加人终浓度为 0
.

5

m o lzL N a e l 后 以抽提胞核蛋白
,

以 1 5 0 0 0 x g 离心 15 m in 收集上清即胞核蛋白
.

B e A a s s a y

re ag en t 测定各组成部分的蛋 白浓度
,

用于 we
s ter n b lot 分析

.

取各组细胞 50 此 蛋 白在不连续

sD s
一

PA G E 胶 电泳
,

电转移至硝酸纤维膜上
,

再相应地加人一抗
、

二抗
,

E G FR 抗体针对 E G FR

梭基端 (s e 一

0 3
一

q s a n ta e ru z )
,

LMP 一抗体购 自D A K o 公司(e s l
一

4 )
.

E e L 试剂(Pie re e )显示蛋白带
.

L 3 免疫荧光分析

孔t
一 o n LMP z H N E Z 细胞在盖玻片上贴壁生长后

,

加人 0
,

0
.

0 0 6
,

0 0 6
,

0
.

6 和 6 林g /m L D o x

处理 24 h
,

盖玻片经 PB s 洗涤后再经 4 %多聚甲醛 固定
,

然后与抗 E G FR 梭基端抗体(sc
一

0 3
一

q

sa nt a
cr uz )温育

,

再后对应的连接 FI T c 的抗 Ig G 抗体作为二抗使其着色
.

以 50 林g/ m L 碘化丙

旋(P I)衬染胞核
.

在激光扫描共聚焦显微镜(Bi
o 一

R ad M R c
一

IO24 E S) 下观察 已染色的细胞并进

行图像分析
.
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L 4 质粒构建

全长 E G FR 的 G FP融合表达质粒的构建
:
直接从 Pc D N A 3

.

1
一

E G FR 表达质粒 中经 xh
口 I酶

切获得 E G FR 全长序列
,

去磷酸化后插入 p E G FP
一

c 2( cl on tec h)
,

经 B g lll 酶切鉴定所获得的质

粒为正向插人即为 p E G Fp
一

C之
一

F u ll E G FR 质粒
.

含核定位序列 (N u c le a r lo e aliz a tio n S e q u e n e e ,

NLs )和不含 N L S 质粒的构建
:
根据 E G FR 基因的酶切分析图谱和 p E G FP

一

C 2( Cl on tec h) 的克隆

位点
,

选用 Xh
口 I 和 Sa

。 11 作为克隆位点
,

由此设计上游引物
: 5

‘ 一

C T CG A G CC G A A G G C
-

G C C A CAT C G T- 3
‘ ,

5
’ 一

C T C G A G C CT G C T G CA G G A G A G G G A
一

3
‘

和共同的下游引物 5
‘ 一

C C G
-

C G G T G CT C C A AI八AAT T C A C T- 3
‘ ,

经 L A Ta q 酶(Ta K a R a) 扩增获得 PC R 产物
,

经 T 克隆确定

所获得片段大小后
,

经 x ho l和 Sa
o ll 酶切后插人 p E G FP

一

c Z 质粒即为 p E G FP
一

c Z
一

N L s
一

E G FR,

PE G FP
一

C Z
一

N N LS
一

E G FR 质粒
,

并经测序验证插人位点和 E G FR 突变体序列正确
.

L S 质粒抽提和瞬间转染

将质粒经挑单克隆
、

扩增后
,

采用 Ti p 100 柱(Qi ag en )抽提质粒
,

经 0
.

7%琼脂糖电泳鉴定和

紫外分光光度计(P h盯m ac ia)测浓度
,

确保质粒的质量优良方可用于转染
.

按照说明
,

转染前 24

h 将 Te t
一

On LMPI H N E Z 或 C N E Z 细胞 (L MPI 阴性 )置于事先预置好盖玻片 6 孔细胞培养板培

养
,

用无血清培养基将 l 林g 质粒调至 100 林L
,

再加人 5 件L StlP er Fe ct( Qi ag en )
,

混合后室温下

放置 10 m in
,

再加人 3 5 0 林L 完全培养基
,

将 D N A
一

S u p e rFe e t 混合物加人 l 个培养孔中
,

置 5 %

c o Z培养箱 37 ℃培养 s h后
,

加人完全培养基 (含 15 %小牛血清的 R PM I
一

16 4 0) 继续培养 36 h
,

其

中 c N E Z 细胞取出盖玻片前加人 100 ng /m L E G F处理 巧 m in
,

取出盖玻片后直接置荧光显微镜

下观察
,

或抽提总蛋白用于 we st er n bl ot 分析
.

50 此 蛋 白在 8%不连续 sD s
一

队G E 胶电泳
,

电

转移至硝酸纤维膜上
,

再相应地加人一抗 E G FR 抗体针对 E G FR 竣基端(s c 一

03
一

G, Sa nt a
Cr uz )

、

二抗
.

E C L 试剂 (P ie rc e) 显示蛋 白带
.

2 结果

2
.

1 W e ste r n b lo t证实 LMP I诱导 E G F R 可存在于细胞核内

首先利用 Te t
一

on LMPI H N E Z 细胞
,

加人

不同浓度的 D o x (0
.

0 0 6
一

6
.

0 林g / m L )诱导 LM p l

表达
,

W es te rn b lo t 分析该系统中 LMP I 的可

调控性
.

从图 1 中可以看 出
,

该体系 LMPI 能

被很好地诱导表达 在此基础上
,

分别抽 提

不同 D ox 剂量处理细胞后的胞浆蛋白和胞核

蛋 白
,

从图 2 中可以看出
,

Te t
一

On LMPI H N E Z

细胞核内部分存在 E G FR 蛋白的表达
,

且随

LMP I 蛋白表达增加而增加
.

D o x /琳g
·

m L
一王 0 0 0 0 6 0刃6 0 石 6

卿脚卿
一

哪娜{ 礴翻舞)娜 嚼嘟缈 LMPI

嵘麟巍麟撰舞{⋯翻卿⋯镶脚ac tin

图 I W 亡st
e r n b lo t分析 Te t一 o n L MP I H N E Z 细胞中

LM PI 和 E G F R 蛋白表达变化

Te t
一
o n L M p l H N E Z 细胞加人 0刀0 6 一6 林g / m L D o x 处理 2 4 h

,

抽提总蛋白用于 认℃Ster n b lot
,

以 ac tin 作为内对照
,

结果显

示随着 D ox 剂量 的增加
,

L MPI 表达也相应地增加
,

说明该

细胞中 L MPI 可被较好地诱导表达

2. 2 免疫荧光分析发现 LMP I调控 E G FR 核移位

从定量
、

动态水平上观察到 LMPI 可调控 E G FR 核内表达后
,

在激光共聚焦扫描显微镜

下
,

FI T c 标记的 E G FR 蛋白发出绿色荧光
,

PI 衬染细胞核发出红色荧光
,

若两者存在共定位
,

则不同程度地呈现出相互叠加的黄色荧光 从图版 I( 附本刊后)中可以看出
,

在不同浓度 D OX

(0. 00 6拓
.

0 雌/m L) 诱导 Te t
一

on LMPI H N E Z 细胞 24 h 后
,

发现诱导前细胞核内几乎无 E G FR 蛋白
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D o x /林g
·

n 1L
一1 0 0 () 0 6 0刀6

檬耀 檬缪卿麟

0
.

6 6

瓤嘟唾
湘翻翻翻更 徽法毗如麟 娜娜孰绒舞 麟麟麟

E G FR

(胞浆部分 )

a etin

篡篡⋯翼⋯署
E G FR

(胞核部分 )

以一

tu b u lin

存在
,

诱导后随着 D ox 剂量的增加
,

黄色

信号也随之增加
,

说明 L MPI 可调控 E G FR

蛋白的核移位
,

并呈一定的剂量效应
.

2. 3 构建 E G FR 不 同突变体的 G FP 融合

表达质粒

分析 E G FR 中核定位序列(N L S) L‘4 」
,

发

现其存在于 E G FR 胞 内区近跨膜区
.

为探

讨 LM PI 调控 E G FR 核移位过程中
,

其 N L S

究竟扮演着何种 角色
,

构建 了 3 种不 同

G FP 融合表达质粒
,

在测序确证其插人位

点和序列正确 后
,

将 3 种质粒分别 导入

CN E Z 鼻咽癌细胞系中
,

抽提总蛋白
,

采用

掣朴姆黯

图 2 叭 /e s te rn b lo t 分析介t
一o n LMP I H N E Z 细胞中胞

浆和胞核部分 E G F R 蛋 白表达变化情况

介t
一
o n L M P一H N E Z 细胞加人 。刀 0 6 一6 拼g /m L D o x 处理 2 4 h

,

抽提

胞浆蛋白和胞核蛋白用于 、晚 s ter n b Lot
,

以 ac tin 作为胞浆蛋白内

对 照
,

tub tll in 为胞核蛋白内对照
,

结果显示胞核不仅存在 EG FR 表

达
,

而且随着 D ox 剂量 的增加
,

核内 E G FR 表达也相应地增加

针对 E G FR 竣基端的抗体分析蛋 白表达情况
,

由于 c N E Z 存在内源性 E G FR (1 70 k D) 且 G FP

分子量较小(28 kD)
,

较难区分野生型 E G FR 和 G FP
一

E G FR
,

但可与 N L s
一

E G FR 和 N N L s
一

E G FR

区分
,

从图 3 结果 中说明成功构建了本研究所需的 3 种 G FP 融合表达质粒
.

2
.

4 LMP I 通过 E G F R 的 NL S 调节核移位

将 3 种 G FP 融合表达质粒导人 Te t
一

on L MPI H N E Z 细胞 中
,

以 D ox 0
.

6 件g/ m L 诱导 LMPI

表达
,

同时以 G FP 空 白载体作对照
,

从图 4 中可以发现 p E G FP
一

c Z
一
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,

而 p E G FP
一

c Z
一

N L s
一

E G FR 主要表达于细胞核内
,

pE G FP
一

C Z
一

N N L S
一

E G FR

则类似于空白质粒弥漫表达于细胞胞浆和核内
.
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,

E G FR 中 N L S 对蛋白
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.

2. 5 LMP I 调节 E G F R 核移位为配体非依赖性
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,
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,

比较 E G FR 特异
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,
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处理组没有 明显增加
,
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,
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调控 E G FR 核移位为配体非依赖性
.

3 讨论

E B 病毒是一种与人 B ur ki tt 淋巴瘤
、

鼻咽癌
、

H od g ki n
病

,

甚至 胃癌
、

肺癌等多种肿瘤发

病相关的 D N A 致瘤病毒 [’j
.

E B 病毒编码 的潜伏膜蛋白 l(la te n t m e m b r a n e p ro te in l
,

L MPI)被认

为是重要 的致瘤蛋白
,
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.
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一
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为实时
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,

从定性
、

定量的水平

发现 E B 病毒编码的潜伏膜蛋白 1 可使 E G FR 重新移位人核
,
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.
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.
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,
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,
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学效应
,
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,
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.

但近年来
,

对 E G FR 家

族成员受体核移位在基因表达调控中意义的研究
,

大大地拓宽了对细胞膜受体生物学功能的
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(a) E G FR 蛋白模式图及 N L s 所在部位 ; (b) G FP融合表达质粒
,

椭圆形示 G FP 蛋白 ;( c) E G FR 及突变体 G F p 融合表达质粒

在 e N E Z 表达情况
.

1 示 p E G F p
一

C Z ; 2 示 p E G Fp
一

C Z
一

F ul] E G F R ; 3 示 p E G Fp
一

C Z
一

N Ls
一
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C Z
一
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E G FR

认识
,

并引起了人们的高度关注 L’‘1
.

转录因子
、

激酶和复制因子在细胞浆和核内的重新定位对

于它们执行其功能是十分重要 的
,

并且磷酸化是它们重新分布时所必需的 {’7一 , 9 〕
.

本研究发现

LMPI 也可诱导 E G FR 核移位
,

并呈剂量效应
,

但其移位的机制仍有待进一步研究
.

我们 以往

的研究发现 L MPI 可促进 E G F 的分泌
,

同时 LMPI 促进 E GF R 蛋白的表达
,

从而促进了 E G F

与 E G FR 结合
,

形成一个 LMPI 刺激的自分泌环路[20 ,2 ’J 而 Li n
等人{‘4] 发现 E G F 处理乳腺癌

细胞系 30 m in 后
,

核内存在 E G FR 蛋白
,

由此 我们推测 L M PI 引起 E G FR 的核移位可能与

E G F 的增加有关
.
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