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稳定过表达 p50基因细胞株的构建及鉴定 

· 论 著 · 

陈 炜 ，高 期5 ，王嘉丽 ，张俊磊 ，田衍平 ，安 静 (1．第三军医大学基础医学部微生物学教研室，重庆市微生物 

工程实验室，重庆400038；2．第三军医大学基础医学部组织胚胎学教研室，重庆400038；3．首都医科大学基础医学院微生物学教研 

室，北京 100069) 

[摘 要] 目的 筛选出稳定过表达 p50基因的细胞克隆株 ECV—p50，为研究 dynei-n-dynactin复合体在登革病毒逆行性运输 

中的作用奠定基础。方法 将构建的pRe一050质粒稳定转染至ECV300细胞，通过间接免疫荧光染色和免疫印迹实验进行鉴定。 

结果 经间接免疫荧光染色和免疫印迹实验验证，稳定过表达050基因的细胞克隆株命名为ECV一050。结论 成功建立了稳定过 

表达 050基因的细胞克隆株 ECV一050，为后续研究积累了有价值的实验资料。 
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Construction and appreciation of p50 gene cells stable overexpression 

CHEN Wei，GAO Na，WANG Jia-li，ZHANG Jun-lei，TIAN Yan-ping，AN Jing(Department of Microbiology，College of 

Basic Medicine，Third Military Medical University，Chongqing 400038，China) 

Abstract：Objeetive To construct stable 050 gene overexpression cells for studying the role of dynein·-dynactin in the retrograde trans-- 

port of Dengue virus．Methods ECV300 cells were stable transfected by pRe—p50．Then the stable p50 gene overexpression cells were con— 

firmed by western blot and indirect immunofluorescence assay．Results The stable p50 gene overexpression cells were selected and identi- 

fled，named ECV一050．Conclusion The stable p50 gene overexpression cells have been constructed successful，which lays a base for fur· 

ther study on roles of p50 in virus infection． 

Keywords：virus；microtubules；retrograde transport；overexpression；050 

病毒感染宿主细胞必须经过吸附到宿主细胞表 

面、穿入细胞质或内含体、脱壳、早期病毒蛋白合成、基 

因组复制、晚期病毒蛋白合成、病毒组装／成熟、释放几 

个步骤，这实际上是一个病毒与宿主细胞相互作用的 

过程。为了有效地感染宿主细胞，病毒必须进入宿主 

细胞，到达细胞内的特定区域才能启动并完成 自我复 

制。目前研究证实，病毒主要利用宿主细胞骨架系统 

或膜运输系统完成其在细胞内的移行。细胞骨架系统 

由微丝、微管、中间纤维及其摩托蛋白(motor protein) 

组成。当病毒利用微管骨架完成其在细胞内的移行 

时，运输的动力则来 自两类摩托蛋白：胞质动力蛋白 

(cytoplasmic dynein)和驱动蛋白(kinesin)。它们分别 

介导病毒和病毒蛋白从细胞周边向细胞核方向的逆行 

性运输，以及从细胞中心向细胞周边区域的顺行性运 
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输⋯。研究显示，多数情况下胞质动力蛋 白需要有 

dynactin复合体的辅助，二者相连形成的 dynein．dynac． 

tin复合体在逆行性运输过程中起了关键作用 J。dy． 

naetin复合体至少由9种蛋白组成，包括 Arpl、p50、 

actin—capping protein等 ，有文献报道过量表达 p50 

将会使 dynein．dynactin复合体的功能受到影响，进而 

影响到病毒的逆行性运输。登革病毒是否也利用微管 

骨架在 dynein．dynactin复合体指导下完成逆行性运 

输，目前尚未见文献报道。为了研究 dynein．dynactin 

复合体在登革病毒逆行性运输中的作用，本研究将构 

建的真核表达质粒 pRe．p50稳定转染至 ECV304细胞 

后，经筛选得到细胞克隆株，为进一步的实验研究奠定 

工作基础。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料和主要试剂 

ECV304细胞、真核表达质粒 pReceiver—MO1a和 pRe-05o 

由本室保存，转染采用美国Invitrogen公司的Lipofectamine 2000 

脂质体转染试剂，小鼠抗 p50单克隆抗体购自BD公司，羊抗小 

鼠IgG—FITC、小鼠抗 3-actin单克隆抗体和 G418购 自美国Sig— 
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2 0 0 9 ， V 0 1．1 8

，
N o ． 2

m a 公 司 ， 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的羊 抗 小 鼠 I g G 抗 体 购 自北 京

中杉 金 桥公 司 。

1 ． 2 稳 定 过 表 达 p 5 0 基 因 细 胞 株 的 建 立

E C V 3 0 4 细 胞 用 含 10 ％ 新 生 小 牛 血 清 ( f a t a l c a l f s e r u m
，

F C S ) 的 D M E M 培 养 基 于 3 7 ℃
，

5 ％ C 0
2 孵 箱 内培 养 。 转 染 前

1 d
， 将对 数 生 长 期 的 E C V 3 0 4 细 胞 以 2 X 10

。

个／孔 接 种 9 6 孔

细 胞 培养板 ， 于 2 4 h 以 内 、 细 胞 融 合 达 8 0 ％ ～ 9 0 ％ 时 将 p R e —

e e i v e r — M 0 1 a 与 p R e — d y n 质 粒 转 染 细 胞 ， p R e c e i v e r — M 0 1 a 作 为 对

照 ( 根 据 说 明 书步骤 操 作 ) 。 将 9 6 孔 细胞 培 养 板 的 1 孔 细 胞 传

代 至 6 孔 细 胞 培 养 板 的 2 孔 ， 稀 释 约 1 5 0 倍 ， 操 作 时 注 意 避 免

胰 酶过 分 消化 细胞 ， 吹 打细胞 应 轻柔 ， 每孔 中加入 2 m L 含 10 ％

F C S 的 D M E M
，

3 7 ℃ 孵 育 4 8 h
， 以 使 细 胞 表 达 足 够 量 的抗 性 酶 。

以 含 1 m g ／m L G4 1 8 和 1 0 ％ F C S 的 D M E M 2 m L 替换 6 孔 细 胞

培养板 中 的培 养液 ， 进 行 筛选 ， 时 间约 为 l 周 ， 其 间 以含 G 4 1 8 的

培养 基 换液 一 次 。 待 镜 下 观 察 到 有 成 团 的 单 个 细 胞 克 隆 生 长

后 ，胰 酶局 部 消化 ， 将 每 个 单 克 隆细 胞 分 别 转 入 2 4 孔 细 胞 培 养

板 培养 ，仍保 持 C4 18 筛选 压 力 ， 但 G 4 1 8 浓 度 降 为 0 ． 5 m g ／r n L
。

细 胞 长 至 7 0 ％ ～ 8 0 ％ 融合 时 ， 传代 细 胞 扩 大 培 养 ，
G 4 1 8 浓 度 保

持 0 ． 5 m g ／m L 。 得 到 的稳 定 表达 p R e c e i v e r — M 0 1 a 与 p R e — p50 质

粒 的 E C V 3 0 4 细 胞 株 ， 分 别命 名 为 E C V —

p R e 和 E C V —

p 5 0 。

1 ． 3 间 接 免 疫 荧 光 染 色

将 盖 玻 片置 于 6 孔 板 中 ， 将 E C V 3 0 4
、

E C V —

p R e 和 E C V —

p 5 0

细 胞 悬 液 ( 2 × 1 0
’

个 ／孔 ) 接 种 于 6 孔 培 养 板 中 的 盖 玻 片 上 ，

3 7 ℃
，

5 ％ C O ， 孵 育 1 8 ～ 2 4 h 。 取 出 细 胞 爬 片 ，
P B S 漂 洗 2 ～ 3

遍 ，
4 ％ 多 聚 甲醛室 温 固定 2 0 m i n 。 P B S 漂 洗 后 ，

0 ． 2 ％ T ri t o n X —

1 0 0 ／P B S 室 温 通 透 5 ra i n 。 P B S 漂 洗 后 ， 加 l ％ B S A ／P B S 室 温 对

非 特 异性 位 点封 闭 1 h 后 加 小 鼠抗 p 5 0 单 克 隆 抗 体 ，
4 ℃ 孵 育

过 夜 。
P B S 漂洗 3 ～ 5 遍 ， 加 入 F1 T c 标 记 的羊抗 小 鼠 I gG ， 室 温 孵

育 1 h
，漂洗 、 干燥后 4 0 ％ 甘油封 片 ，荧光显 微镜下 观 察 ，并拍照 。

1 ． 4 免 疫 印 迹

将 E C V 3 0 4
、

E C V —

p R e 和 E C V — p50 细 胞 悬 液 ( 2 × 1 0
’

个／孔 ) 接种 于 6 孑L 培 养 板 中 ，
3 7 ℃

，
5 ％ C O

： 孵 育 1 8 — 2 4 h 。

P B S 洗 涤 1 次 ， 加 入 2 × S D S 上 样 缓 冲液 5 0 灿 ， 使 用 细 胞 刮 子

将 细 胞 从 6 孔 细 胞 培养 板 底 部 剥 离 ， 吸 入 1 ． 5 m L 离 心 管 中 ， 沸

水 浴 5 ra i n
， 取 1 5 汕 上 样 电 泳 ， 配 制 10 ％ 分 离 胶 ，

5 ％ 积 层 胶 ，

行 S D S ． P A G E 。 电 泳 结 束 后 ， 采 用 半 于 转 印仪 ， 以 1 5 V 恒 压 转

印 3 0 m i n
， 将 凝 胶 中的蛋 白质 转 移 至 硝 酸 纤 维 素膜 ( N C 膜 ) 上 。

N C 膜 以 含 5 ％ 脱 脂 奶粉 的 T F B S 室 温 封 闭 2 h ；参 照 蛋 白 M a r k —

e r 的位 置 ， 将 p50 和 p — a e t i n 所 在 部 分 的 N c 膜 剪 开 ， 分别 与 p50

鼠单抗 ( 工 作 浓 度 为 1 ： 2 5 0 ) 、 鼠抗 p — a c t i n 单 抗 ( 工 作 浓 度 为

1 ：2 0 0 0 ) 4 ℃ 反 应 过 夜 ；辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的羊 抗 鼠 I g G ( 工

作浓度 为 1 ： 1 0 0 0 ) 室 温 反 应 1 h ；以 缓 冲液 T F B S 洗 涤 膜 3 次 ，

每次 1 0 ra i n 。 将 膜 放 入 显 色 底 物 溶 液 ，
D A B 显 色 10 ～ 3 0 ra i n

，

用 d d H
：

0 洗 膜 ， 终 止 反 应 ， 观 察并 拍 照 。

2 结 果

2 ． 1 免 疫 荧光 染 色

经 筛选 得 到 的 p50 过 表 达 的单 克 隆 E C V 3 0 4 细胞 株 ( E C V 一

� 7 9 �

p50 ) 、 空 质 粒 对 照 细 胞 株 ( E C V —

p R e ) 及 E C V 3 0 4 细 胞 进 行 了 间

接免疫 荧 光 染 色 ， 结 果 显 示 ， 与对 照 E C V —

p R e 和 E C V 3 0 4 相 比 ，

E C V —

p 5 0 细胞 内的特 异 性 荧 光 明显 增 强 ( 图 1 ) 。

a ：E C V ：b ：E C V —

p R e ：c ：E C V —

p s o

图 1 免 疫 荧光 染 色 显 示 o s o 表 达 上 调 ( × 4 0 0 )

2 ． 2 免 疫 印 迹

将 E C V —

p 5 0
、

E C V —

p R e 及 E C V 3 0 4 细 胞 进 行 了 免 疫 印迹 ， 结

果 显 示 ， 与 对 照 E C V —

p R e 和 E C V 3 0 4 相 比 ，
E C V —

p 5 0 细 胞 中 的

p 5 0 蛋 白的含 量 明显 增 加 ( 图 2 ) 。

l 2 3

1 ：E C V 3 0 4 ；2 ：E C V —

p R e ；3 ：E C V —

p 5 0

图 2 免疫 印 迹 检测 o s o 表 达 上 调

p 5 0

~ -

a e t i n

3 讨 论

病毒具 有严格 的细胞 寄生 性 ， 病毒感染宿 主 细胞 ，
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必 须 经 过 吸 附 、 穿入 ／脱壳 、 大 分子 生 物合成 及 组 装 、 释

放 这 样 一 个完整 的 复制周期 。 已 知真核 细胞 中充 满 的

细胞器 和 由微 丝 、 微 管 、 中 间纤 维 组 成 的 细 胞 骨 架 ， 限

制分 子 量 大 于 5 0 0 k D 分子 的 自由扩散 ， 若不 借助 细胞

的运 输体系 ， 病毒颗粒难 于 通 过 粘滞 的 、 半 流体 的细胞

质 到达 特定 目的地 。 因此 只 有在 宿主 细 胞 内某种 运 输

体 系 的参与下 ， 病毒 运 动 才 能 保持 一 定 的 目的 性 和 方

向性 。 大量 实验证 明 ， 病 毒颗 粒 的分 布 与微 管 骨 架关

系密切 ， 病毒利用微管骨架完成其在细胞 内的移行 。

微 管 ( m i c r o t u b u l e
，

M T ) 广 泛 存在 于 各 种 真核 细 胞

中 ， 与维持细胞 形 态 、 细 胞 运 动 、 细 胞 分 裂 有 关 。 微 管

以靠 近 核 周 的 微 管 组 织 中 心 ( m i c r o t u b u l e o r g a n i z i n g

c e n t e r
，

M T O C ) 为
“

一

”

端 ， 向外周 呈 辐 射状 分 布 。 研 究

表 明 ， 微 管与病毒和 病 毒 蛋 白的胞 内运 输有关
M ⋯

， 为

运 输物质提供轨道 并对 运 输 方 向具 有 指 导 作 用 ， 而 运

输 的动力则来 自作 为摩托 蛋 白的胞 质动力蛋 白和 驱 动

蛋 白。 胞 质动力 蛋 白 由 2 条重 链 、
2 条 中等链 、

2 条轻

中等链 和 数 目可 变 的 轻 链 组 成 ，
A T P 和 微 管结 合 区 域

位 于 重 链 ， 而 运 输货 物 的特 异 性 与 中等链 和 轻链 有关 。

胞质 动力 蛋 白介导从 细胞 周 边 向细胞 中心 的逆 行性 运

输 ， 驱 动蛋 白介导从 细 胞 中心 向 细 胞 周 边 区 域 的 顺 行

性 运 输 。 近 年来 ， 大 量 研 究 显 示 胞 质 动 力 蛋 白需 要 有

D y n a c t i n 复合体 的辅 助 ，
d y n e i n 的 中等链 与 d y n a c t i n 相

结合 ， 形 成 d y n e i n ． d y n a c t i n 复合体 ， 在 逆 行 性 运 输 过 程

中发 挥关键作用 。 d y n a c t i n 复合 体 至 少 由 9 种 蛋 白组

成 ， p 5 0 是 d y n a c t i n 复合体 中含 量 居 第 2 位 的 亚 组 分 ，

过 量 表达 p 5 0 使 d y n e i n — d y n a c t i n 复合体 的 功 能受 到影

响 ， 进 而 影 响到病毒 的逆 行性 运 输 。 S u i k k a n e n 等
¨ 0

的

实验 显 示 ， 过 量 表 达 p 5 0 使 d y n e i n — d y n a c t i n 复 合 体 的

功 能受 到影 响 ， 使大 量 的 病 毒 颗 粒 不 能 运 输 到 微 管 组

织 中 心 区 域 而 弥 散 在 细 胞 质 中 。 A s p a s i a P l o u b i d o n z

等
旧 0

在 痘 苗病 毒 的研 究 中亦 得 到 了 类 似 的结 果 。

登 革病毒 ( d e n g u e v i r u s e s
，

D V ) 是 黄病 毒属 ( F l a v i ．

v i r u s ) 的单股 正 链 R N A 病 毒 ， 引 起 人 类 登 革热 ( c l a s s i —

c a l d e n g u e f e v e r
，

D F ) 和 登 革 出 血 热／登 革 休 克 综 合 征

( d e n g u e h e m o r r h a g i c f e v e r ／d e n gu e s h o c k s y n d r o m e
，

D H F ／D S S )
旧 一 “

。 目前 ， 关 于 登 革 病 毒 与 靶 细 胞 相 互

作用 的分子 机 制 尚不 十 分 清楚 ， 登 革 病 毒是 否 也 利 用

微管骨架在 d y n e i n ． d y n a c t i n 复合体指 导 下 完成逆 行性

运 输 ， 尚未 见 文 献报 道 。 因而 ， 为 了研 究 d y n e i n — d y n a c -

t i n 复合体在登 革病毒逆行 性 运 输 中的作用 ， 本研 究将

构建 的真核表 达 质粒 p R e —

p 5 0 稳 定 转染 至 E CV 3 0 4 细

胞 后 ， 经 筛选 得 到细胞 克 隆株 ， 通 过 间接免疫 荧光 法 和

免疫 印迹 检测 ， 结果 显 示 稳定 表 达 细 胞株 中 的 p 5 0 蛋

白表 达 明显 上 调 。 由此 可 见 ， 本 实验 成 功 构 建 了 稳 定

过 表 达 p 5 0 基 因 的细 胞 株 E C V —

p 5 0
， 为进 一 步 的 研 究

奠定 了基 础 。
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