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商陆皂苷甲的联用可显著提高 tApoptin 凋亡蛋白
的抗肿瘤活性
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摘要　 凋亡蛋白(apoptin)因可特异性诱导肿瘤细胞和转化细胞凋亡而备受广大研究人员的关注。
但由于凋亡蛋白质本身结构特性等方面的原因,导致通过原核表达的蛋白质不稳定,很容易聚集沉

淀,并且凋亡蛋白质本身也不能自主跨膜进入胞内发挥其生物学作用。 本文考察了一种野生型凋

亡蛋白 N-末端缺失突变体 tApoptin(1~43 氨基酸残基缺失)在大肠杆菌中以可溶性形式表达,并且

通过荧光显微镜和共聚焦显微镜观察到,这种 N-端缺失突变体 tApoptin 与绿色荧光蛋白( green
fluorescent protein, EGFP)的融合蛋白质具有自主进入 A549、HeLa、H460 和 SK-OV-3 等多种肿瘤

细胞的能力,而且这种转运效率具有细胞特异性。 与肝素钠共孵育可抑制 tApoptin 进入细胞的能

力,推测 tApoptin 可能是通过与细胞表面硫酸乙酰肝素多糖结合后被内吞进入细胞。 MTT 的结果

显示,突变体 tApoptin 依然保持了全长凋亡蛋白质的抗肿瘤特性,对所测试的多种肿瘤细胞生长都

具有不同程度的抑制作用。 与 tApoptin 给药组相比, tApoptin 与传统中药材来源的商陆皂苷甲

(esculentoside, EsA)联用的给药组,对测试的 4 种肿瘤细胞的药效提升约 100 倍以上。 其中,对

SK-OV-3 细胞的提升效果最显著,提升 463 倍,半抑制浓度( half maximal inhibitory concentration,
IC50)从 27. 37 ± 2. 25 μmol / L 降低到 0. 059 ± 0. 003 μmol / L。 流式细胞术分析表明,与 tApoptin
给药组相比,tApoptin 与 EsA 联合的给药组细胞凋亡率显著增加(6. 46 ± 0. 34% vs. 41. 9 ± 0. 47%,
P<0. 001)。 与溶酶体共定位的共聚焦结果表明,EsA 可能通过破坏细胞中的溶酶体促使 tApoptin
释放到胞质内有效发挥其药理作用。
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Improve the Anti-tumor Activity of tApoptin
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Abstract　 Apoptin has attracted much more interests due to its ability to selectively induce apoptosis　
transformed and tumor cells but not in normal cells. However, due to the structural tendency of apoptin
expressed in prokaryotic systems are unstable and easy to aggregate and precipitate, and the cell-
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impermeable property of apoptin restrict its therapeutic application. Here, we described the construction
of a truncated variant of apoptin, named as tApoptin (lack of residues 1 to 43), which can be expressed
in E. coli in a soluble form. In this study, we first observed that green fluorescent protein (EGFP) fused
to tApoptin (named as EGFP-tApoptin) could autonomously and selectively enter A549, HeLa, H460
and SK-OV-3 cells according to the results obtained by confocal microscopy. Heparin sodium significantly
inhibited the transmembrane ability of EGFP-tApoptin, demonstrating that heparin sulfate on the cell
membrane is involved in the intracellular delivery of EGFP-tApoptin. Furthermore, MTT assay results
showed that the mutant tApoptin retained partial anti-tumor activity of full-length Apoptin, but the
inhibition of the growth of various tumor cells tested was not particularly significant. According to the
results of confocal microscopy, most of tApoptin transported into the cell subsequently entered lysosomes,
which may hinder the cytotoxicity of tApoptin. Therefore, esculentoside A (EsA), originated from a kind
of Chinese traditional herb, was co-administrated with tApoptin to improve the cytotoxicity of tApoptin.
Co-administration with EsA enhanced the inhibition of tApoptin on four test tumor cells by more than 100-
fold. Especially, the enhancement was about 463-fold in SK-OV-3 cells, decreasing the 50% inhibitory
concentration ( IC50 ) from 27. 37 ± 2. 25 μmol / L to 0. 059 ± 0. 003 μmol / L. Additionally, flow
cytometry analysis showed that EsA could significantly enhance the ability of tApoptin to induce cell
apoptosis ( tApoptin alone: 6. 46 ± 0. 34% vs. tApoptin with EsA: 41. 9 ± 0. 47%, P < 0. 001).
Consequently, this study constructed a novel mutant tApoptin which can be expressed in a soluble form
and could exert high anti-tumor effect when co-administrated with EsA. The colocalization analysis of
lysosome and tApoptin showed that EsA may promote the release of tApoptin into the cytoplasm by
destroying lysosomes in cells and exert the pharmacological action of tApoptin.
Key words　 apoptin mutant(tApoptin); esculentoside A(EsA); anti-tumor; drug delivery

　 　 凋亡蛋白(apoptin)是源自鸡贫血病毒(chicken
anemia virus, CAV)的一种非结构蛋白质,具有可选

择性诱导肿瘤细胞凋亡,不影响正常细胞生长的特

性[1]。 凋亡蛋白的选择性细胞毒性归因于其在肿

瘤细胞和正常细胞中的亚细胞定位的差异。 在肿瘤

细胞中,凋亡蛋白主要积聚在细胞核中,从而诱导凋

亡的发生。 但在正常细胞中,则主要定位在细胞质

中,因而被降解[2]。
凋亡蛋白是由 121 个氨基酸组成的蛋白质,含

有多个不同的结构域。 Fig.1 显示凋亡蛋白的功能

性结构域。 其 N-端的亮氨酸富含区(氨基酸残基 33
~46 位)可与肿瘤细胞中的早幼粒细胞白血病蛋白

相互作用,从而参与病毒复制[3] 和细胞凋亡[4];与
SH3(src homology 3 domain)的结合域(氨基酸残基

81~90 位)负责结合到磷酸肌醇 3 激酶,从而对肿

瘤细胞产生抑制作用[5, 6];结构中的 2 段核定位序

列(氨基酸残基 81~ 90 位和 108 ~ 119 位)负责结合

到 β 输入蛋白或热休克蛋白 70 启动子的热休克元

件[7]。 同时,与核输出序列(氨基酸残基 97 ~ 105
位) [8]一起调控凋亡蛋白特异性进入肿瘤细胞的细

胞核。 第 108 位的苏氨酸可以被周期蛋白质依赖性

激酶 2 或蛋白质激酶 Cβ 等同工酶磷酸化[9],从而

影响凋亡蛋白在胞内的运输和定位过程。 凋亡蛋白

通过激活线粒体凋亡途径引起细胞凋亡,其作用过

程不依赖于细胞死亡受体[10],凋亡蛋白诱导肿瘤细

胞的凋亡不依赖于 P53 的介导,也不被 Bcl-2 的过

表达所抑制[11],有可能成为一种极具潜能的抑

制剂。
由于凋亡蛋白的 N-端 8~28 位氨基酸残基的脯

氨酸富含区和氨基酸残基 33 ~ 46 的亮氨酸富含区

具有使蛋白质聚集而产生沉淀的特性,从而使得外

源表达可溶性凋亡蛋白成为了一项挑战[12]。 有文

献报导,野生型全长凋亡蛋白分子单独不能自主进

入细胞,一般是通过将凋亡蛋白基因转染细胞或者

通过显微注射直接把蛋白质注入细胞来发挥其诱导

凋亡作用[13, 14],因而限制了凋亡蛋白作为抗肿瘤药

物的临床开发应用。 近年来,开发的穿膜肽( cell-
penetrating peptides, CPPs)也被用于凋亡蛋白的体

内跨膜转运研究,取得了良好的效果[15]。 这些被用

于体内蛋白质运输的穿膜肽,大部分都富含碱性氨

基酸[16],其携带的正电荷可与携带负电荷的细胞表

面硫酸乙酰肝素多糖相互作用,从而通过内吞作用

将偶联在穿膜肽上的药物分子运输进入胞内[17]。
然而,从已有的国内外研究报导以及本室前期的研

究结果显示,以大肠杆菌中宿主表达的穿膜肽与凋

亡蛋白的融合蛋白质,虽然能解决凋亡蛋白的跨膜

运输问题,但在实际表达纯化过程中,重组蛋白质大

都是以包涵体形式表达(可能与凋亡蛋白本身的结
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Fig.1　 The functional domains of apoptin　 LRS located on amino acids is marked in green, PRS at 8-28, NLS1 at 81-90 and
NLS2 at 108-119 are marked in blue, NES at 97-105 is marked in red, Thr-108 adjacent to NES is marked in yellow

构特性和表达系统有关)。 由包涵体变复性纯化获

得的凋亡蛋白非常不稳定,储存期短,极易发生聚集

沉淀,影响了重组蛋白质的实际使用,因此迫切需要

采取一些其他的策略来解决这个问题。
我们注意到不同药物的联用。 利用药物间的协

同作用,通常起到降低药物使用量来提高药效,以达

到降低不良反应的效果。 中药皂苷类化合物是一类

重要的药理活性物质。 有文献报导,部分皂苷可增

强靶向毒素从内吞体中逃逸,从而显着地增强靶向

毒素的细胞毒性[18-20]。 商陆是一种传统中药植物,
具有抗菌、抗病毒、抗炎、抗肿瘤、增强免疫和祛痰平

喘等多重功效。 由商陆根中分离出的商陆皂苷甲

(esculentoside A, EsA)具有包括抗炎等多种药理作

用[21-23]。 本室在前期研究中,对一些来源于传统中

药的皂苷类化合物进行了分析筛选,发现在选用的

多种中药皂苷中,商陆皂苷甲(EsA)因其具有对培

养细胞的毒性以及对小鼠红细胞的溶血作用最小的

特点,而被选择与凋亡蛋白突变体联合使用,观察两

者间是否存在协同作用,以提高抗肿瘤活性。 本文

构建了一种野生型凋亡蛋白 N-末端第 1~43 位氨基

酸残基缺失突变体(命名为 tApoptin),在大肠杆菌

表达系统中进行了 tApoptin 蛋白的表达和纯化,着
重研究了该重组蛋白质的表达形式、穿膜性质、内化

过程和诱导肿瘤细胞凋亡的活性,以及与中药来源

的商陆皂苷甲(EsA)联用的药理作用效果。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

Apoptin-pET28a 和 EGFP-pET28a 均为本实

验室保存。 所需引物均由上海生物工程有限公

司合成。 序列测序由华大基因公司完成。 表达

宿主菌为大肠杆菌 BL21( DE3) 。 异丙基硫代半

乳糖苷( isopropyl β-D-thiogalactoside, IPTG)和噻

唑 蓝 ( 3-( 4, 5 )-dimethylthiahiazo (-z-y1 )-3, 5-di-
phenytetrazoliumromide, MTT)等均购自碧云天生物

技术公司。 人卵巢癌细胞(SK-OV-3)、人肺癌细胞

(A549)、 人肺癌细胞 ( H460) 和人宫颈癌细胞

(HeLa)均为本实验室保存。 流式凋亡试剂盒购自

上海普飞生物科技有限公司。 EsA 购自上海新铂化

学技术有限公司。
1. 2　 重组质粒的构建

以 Apoptin-pET28a 为模板(课题组保存),通过

PCR 扩增带有酶切位点BamHⅠ和NotⅠ,缺失第 1~
43 位氨基酸残基的凋亡蛋白序列,再用BamHⅠ和

NotⅠ双酶切回收的 PCR 产物,与BamHⅠ和NotⅠ双

酶切后的载体 EGFP-pET28a 重组,得到质粒 EGFP-
tApoptin-pET28a。 以相同的方法扩增带有酶切位点

NdeⅠ和XhoⅠ的 tApoptin 序列后,再用NdeⅠ和 XhoⅠ
双酶切回收的 PCR 产物,与BamHⅠ和NotⅠ双酶切

pET28a 空 载 体 连 接 后 获 得 重 组 质 粒 tApoptin-
pET28a。 以大肠杆菌 DH5α 为宿主菌转化重组质

粒,以菌液为模板,分别用上述引物进行 PCR 扩增,
筛选出重组质粒,之后通过序列测序确认重组序列

的正确性。
1. 3　 重组蛋白质的表达与纯化

将重组质粒转化大肠杆菌 BL21(DE3)菌株,筛
选获得阳性克隆,接种到含 50 μg / mL 卡那霉素的

30 mL 的 LB 培养基中,37 ℃培养 12 h。 再将 4%菌

液接种于 200 mL 的 LB 培养基中,于 37 ℃ 培养。
待菌液浓度 A600 达到 0. 6 ~ 0. 8 时,加入 1 mmol / L
IPTG,于 16 ℃ 诱导表达 16 h。 3 000 rpm 离心 20
min 收集菌体,弃去上清液,重悬于缓冲液 ( 20
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mmol / L Tris-HCl、 10% 甘油、 0. 5 mol / L NaCl, pH
8. 5)。 菌体经超声破碎,12 000 rpm 离心后,取上清

液在 Ni2+凝胶亲和层析柱中进行亲和层析分离。 通

过梯度洗涤,用含有 200 mmol / L 咪唑的缓冲液收集

目标蛋白质。 经过透析液(20 mmol / L Tris-HCl,pH
7. 2、10%甘油、0. 5 mol / L NaCl)透析,用 SDS-PAGE
鉴定目标蛋白质。 纯化重组蛋白质经除菌过滤后,
于-80 ℃保存。
1. 4　 体外细胞培养

在 37 ℃、5% CO2 浓度下,A549 细胞株、H460
细胞株和 HeLa 细胞株使用 RPMI-1640 培养基(含
10%胎牛血清和 1%青霉素-链霉素)培养,SK-OV-3
细胞株使用 McCoy’ s 5a 培养基(含 10%胎牛血清

和 1%青霉素-链霉素)培养。
1. 5　 激光共聚焦检测

将肿瘤细胞接种在 24 孔板中培养 24 h。 用 2
μmol / L 的 EGFP-tApoptin 蛋白处理细胞 6 h,随后弃

去含融合蛋白质的培养基,用 PBS 冲洗细胞 3 次,
随后加入溶酶体荧光探针(Lyso-Tracher),孵育 1 h,
用 PBS 冲 洗 细 胞 3 次。 加 入 4% 多 聚 甲 醛

(paraformaldehyde, PFA)。 固定 30 min,用 PBS 洗

涤细胞 2 次,并用 DAPI 染色 45 min。 通过激光共

聚焦检测 EGFP-tApoptin 蛋白在细胞内的分布

情况。
1. 6　 流式细胞仪分析

将 A549、HeLa、SK-OV-3 和 H460 细胞接种在 6
孔板中并培养 24 h,再加入融合蛋白质共孵育 6 h。
随后,弃去含融合蛋白质的培养基,用预冷的 PBS
清洗 3 次,用无 EDTA 胰蛋白酶消化收集细胞。 通

过流式细胞仪(激发波长 Ex 488 nm、发射波长 Em
530 nm)分析细胞内荧光强度。
1. 7　 药物蛋白质的体外细胞生长抑制试验

将上述 4 种癌细胞按 1×104 个细胞 /孔接种于

96 孔细胞板中培养 24 h。 再用不同浓度梯度的药

物分别孵育 A549、HeLa、SK-OV-3 和 H460 细胞 48
h,弃去原有培养基,加入 200 μL 含 MTT(5 mg / mL)
的培养基,37 ℃孵育 2 h。 弃去 MTT 溶液,每孔加

入 150 μL 二甲基亚砜(DMSO)。 通过酶标仪(吸收

波长 490 nm)测定每孔的吸光度以确定细胞存活

率。 药物对肿瘤细胞 IC50通过 GraphPad Prime 6 软

件计算获得。
1. 8　 细胞凋亡分析

将 SK-OV-3 细胞接种在 6 孔板中培养 24 h。 分

别加入 0. 05 μmol / L 的 tApoptin、50 μmol / L 的 EsA、

0. 05 μmol / L tApoptin 和 50 μmol / L 的 EsA。 孵育

48 h,收集细胞并用 PBS 洗涤 3 次。 再将细胞重新

悬浮于 500 μL 结合缓冲液中。 此后,加入 5 μL
Annexin V-PE 和 5 μL 7-AAD。 将细胞在 20 ℃下,
在黑暗中孵育 20 min。 通过流式细胞仪对经过处理

的样品进行分析。
1. 9　 统计学分析

利用 Graph Pad Prism 6 软件进行统计学分析。
两组数据间比较采用 t 检验,其中 P< 0. 001 为差异

具有显著性。

2　 结果

2. 1 　 EGFP-tApoptin 和 tApoptin 蛋白的表达和

纯化

通过基因重组的方法,将检测细胞内定位的示

踪蛋白质 EGFP 与 tApoptin 融合。 EGFP 与 tApoptin
之间 用 鼠 IgG3 铰 链 区 来 源 的 柔 性 连 接 子

( EFPKPSTPPGSSGGAP ) 连 接[24]。 含 有 EGFP-
tApoptin 基因的 pET28a 质粒(Fig.2A)转入大肠杆

菌 BL21(DE3)细胞中,在 16 ℃ 条件下诱导表达。
融合蛋白质的 N-末端具有 His 标签,用 Ni-NTA 亲

和柱进行纯化 ( Fig. 2B),获得重组蛋白质 EGFP-
tApoptin(分子量为 39. 83 kD)。 SDS-PAGE 检测纯

化的蛋白质,凝胶扫描软件分析结果显示,融合蛋白

质纯度达到 90% 以上,经无菌过滤后用于后续

研究。
采用 同 样 的 方 法 构 建 了 含 有 tApoptin 的

pET28a 质粒 ( Fig. 3A) 用于表达纯化重组蛋白质

tApoptin(分子量为 10. 93 kD)。 SDS-PAGE 检测纯

化的蛋白质,凝胶扫描软件分析结果显示纯化后融

合蛋白质纯度均达到 90%以上,经无菌过滤后用于

后续研究(Fig.3B)。
2. 2　 tApoptin 具有自主穿膜的活性

为了研究 tApoptin 是否具有自主穿膜进入肿瘤

细胞的能力,将其与示踪蛋白质 EGFP 融合表达。
纯化的 EGFP-tApoptin 融合蛋白质(10 μmol / L)分

别与不同肿瘤细胞(A549、HeLa、H460、SK-OV-3)共
孵育 6 h, 通过荧光显微镜检测携载 EGFP 的

tApoptin 进入肿瘤细胞的效率。 结果表明,融合

EGFP 的 tApoptin 可以自主进入测试的所有肿瘤细

胞内。 其中,在 A549 和 HeLa 细胞内的荧光强度略

高于 H460 和 SK-OV-3 细胞中的荧光强度(Fig.4)。
这些数据表明,与野生型凋亡蛋白不同,经缺失突变

后的 tApoptin 本身具有自主跨膜进入细胞内的能
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Fig.2　 Schematic and purification of recombinant protein EGFP-tApoptin　 　 (A) Schematic representation of the tApoptin
expression vector; (B) SDS-PAGE analysis (Coomassie brilliant blue R-250 stained gel) of EGFP-tApoptin expression in E. coli
strain BL21(DE3). Lane 1, protein molecular weight markers; Lane 2, non-induced cell lysate; Lane 3, IPTG induced cell lysate;
Lane 4, cleared cell lysate (soluble proteins); Lane 5, cell pellet ( insoluble proteins); Lane 6, purified EGFP-tApoptin

Fig.3 　 Schematic and purification of recombinant protein tApoptin 　 　 ( A) Schematic representation of the tApoptin
expression vector; (B) SDS-PAGE analysis (Coomassie brilliant blue R-250 stained gel) of tApoptin expression in E. coli strain
BL21(DE3). Lane 1, molecular weight markers; Lane 2, non-induced cell lysate; Lane 3, IPTG induced cell lysate; Lane 4,
cleared cell lysate (soluble proteins); Lane 5, cell pellet ( insoluble proteins); Lane 6, purified tApoptin

力,可携载货物分子进入细胞,而且 tApoptin 对于不

同的肿瘤细胞株,其转运能力具有细胞差异性。 这

是首次报导 N-末端进行缺失突变获得的重组突变

体 tApoptin(1~43 氨基酸残基缺失)具有自主穿膜

活性的研究。 而迄今的文献报导的全长凋亡蛋白分

子不具有自主穿膜特性[25, 26]。
为进一步验证 tApoptin 所携带的 EGFP 确实进

入了细胞内部。 使用溶酶体探针标记细胞内的溶酶

体,标识出细胞内的胞质区域。 以 2 μmol / L EGFP-
tApoptin 蛋白与 A549 和 HeLa 细胞共孵育 6 h,PBS
洗涤 3 遍,然后加入溶酶体探针共孵育 1 h。 采用激

光共聚焦显微镜检测 EGFP-tApoptin 在细胞内的荧

光信号。 溶酶体探针在细胞内呈现红色, EGFP-
tApoptin 蛋白在细胞中呈现绿色,两者在细胞内共

定位则呈现出黄色。 结果证实,EGFP-tApoptin 在细

胞质中有明显的分布,表明其确实进入细胞胞质区

域。 在 A549 和 HeLa 细胞中,均可以看到 EGFP-
tApoptin 蛋白与溶酶体探针呈现明显的共定位现

象,说明 EGFP-tApoptin 内化进入细胞后,部分融合

蛋白质会进入溶酶体(见 Fig.5)。
2. 3　 tApoptin 通过与硫酸乙酰肝素多糖相互作用

而内化进入细胞

TAT 和 R9 等经典穿膜肽通过带正电荷的氨基

酸残基与细胞表面硫酸乙酰肝素多糖相互作用,然
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Fig.4　 Cellular entry of EGFP-Apoptin and EGFP-tApoptin recombinant proteins　 　 A549, HeLa, H460, SK-OV-3 cells
were incubated with 10 μmol / L EGFP-tApoptin for 12 hours. Cells were also stained with DAPI to visualize nuclei. The intracellular
delivery of EGFP-tApoptin was detected by fluorescence microscopy

Fig.5 　 Colocalization of EGFP-tApoptin with lysosome 　 　 Lysosomes were visualized with Lyso-Tracker. Cells were also
stained with DAPI to visualize nuclei. Confocal microscopic images of A549 and HeLa cells were captured after the treatment with 2
μmol / L EGFP-tApoptin recombinant protein for 6 hours

后被内吞进入细胞[15]。 荧光显微镜和激光共聚焦

显微镜检测结果显示,tApoptin 具有自主进入细胞

的能力,通过分析其氨基酸序列结构发现,其 C-末
端也含有一段富含带正电荷的碱性氨基酸序列。 为

了验证 tApoptin 是否能与细胞表面硫酸乙酰肝素多

糖相互作用,从而以内吞方式进入细胞,通过加入肝

素钠(硫酸乙酰肝素多糖竞争性抑制剂)共孵育的

方式来对 tApoptin 的内化机制进行研究。 将 A549、
HeLa、H460、SK-OV-3 肿瘤细胞分别以 1×106 个 /孔
接种于 6 孔板中,分别加入抑制剂孵育 30 min。 再

加入 EGFP-tApoptin(7. 5 μmol / L)共孵育 6 h,通过

流式细胞仪分析胞内荧光强度。 结果表明,EGFP-
tApoptin 在经肝素钠处理的几种细胞内的荧光强度

与未经肝素钠处理的相比,均明显降低(Fig.6)。 该

结果表明,tApoptin 可能是与细胞表面的硫酸乙酰

肝素多糖结合,再通过内吞途径被转运进入胞内的。
2. 4　 EsA 增强 tApoptin 对肿瘤细胞的抑制作用

2. 4. 1　 tApoptin 抑制肿瘤细胞的生长 　 标记有

EGFP 的 tApoptin 荧光显微镜(Fig.4)和激光共聚焦

检测(Fig.5),以及流式细胞术检测(Fig.6)的结果均

表明,tApoptin 具有穿透细胞膜,携带 EGFP 进入细

胞内部的功能。 经缺失突变后的重组 tApoptin 蛋白
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Fig.6　 EGFP-tApoptin recombinant protein uptake into
tumor cells is inhibited by heparin sodium 　 　 Tumor
cells were incubated for 6 hours at 37 ℃ with EGFP-
tApoptin recombinant protein with or without heparin
sodium. Cells treated with PBS were served as control group.
Cells were washed, removed from tissue culture plates,
washed, and submitted to flow cytometry analysis. 10 000
cells were analyzed for each data point in triplicate. Heparin
sodium could significantly inhibited the intracellular delivery
of EGFP-tApoptin. Data were present as mean ± S.D (∗∗∗P
<0. 001)

本身是否还具有抑制肿瘤细胞生长的功能呢? 采用

体外细胞生长抑制实验(MTT 法)检测 tApoptin 融

合蛋白质对不同肿瘤细胞生长的抑制效应:将 0~25
μmol / L 的 tApoptin 蛋白分别与体外培养的 A549、

Fig.7　 In vitro analysis of the cytotoxicity of tApoptin with or without EsA (MTT assay) 　 　 Relative viability of the tumor
cells, A549 (red line and circles), HeLa (green line and square), H460 (blue line and triangles) and SK-OV-3 (purple line and
inverted triangles) after a 48 hours treatment with different concentrations of tApoptin (A) EsA (B) or tApoptin with EsA (C).
Data are presented as mean ± S.D. of three separate experiments

HeLa、H460、SK-OV-3 肿瘤细胞共孵育 48 h。 结果

显示,加入重组蛋白质样品,4 种肿瘤细胞的生长均

受到了不同程度的抑制,并且这种抑制作用呈现出

浓度依赖性(Fig.7A):对 A549、HeLa、H460 和 SK-
OV-3 肿瘤细胞的 IC50 值分别为 ( 32. 37 ± 2. 62)
μmol / L,(53. 32 ± 3. 75) μmol / L,(17. 53 ± 0. 52)
μmol / L 和 ( 27. 37 ± 2. 25) μmol / L (见 Table 1)。
MTT 结果表明,tApoptin 蛋白对测试的肿瘤细胞株

均表现出抑制细胞生长的活性,并且这种抑制活性

具有细胞特异性。
2. 4. 2　 低浓度 EsA 几乎不影响细胞生长的活性　
MTT 实验结果显示,突变体 tApoptin 依然保持了全

长凋亡蛋白的抗肿瘤特性,对所测试的 4 种肿瘤细

胞生长均有抑制作用,但其活性有待进一步提高。
已有研究表明,植物皂苷可破坏细胞中的溶酶体,将
药物从溶酶体中释放到细胞质,但一定浓度的皂苷

本身就具有细胞毒性,可引起溶血现象。 本文测试

了 5 μmol / L 到 100 μmol / L 的 EsA 对 A549、HeLa、
H460、SK-OV-3 肿瘤细胞的细胞毒性。 结果表明,
分别以 5 μmol / L 至 50 μmol / L 的 EsA 与 A549、
HeLa、H460、SK-OV-3 肿瘤细胞共孵育培养 48 h,
细胞生长活性几乎不受影响;在 EsA 浓度达到 75
μmol / L 时,细胞生长活性可接近 90%;当浓度达

到 100 μmol / L 时,则表现出明显的细胞毒性,
A549、HeLa、H460、SK-OV-3 肿瘤细胞的活性分别

约为(79 ± 2)%,(57 ± 2)%,(61 ± 3)% 和(27 ±
1)%(Fig.7B)。 因而,本文在联合用药研究中选

择了 EsA 本身对细胞生长基本无影响的浓度

(50 μmol / L),来考察 tApoptin 与 EsA 联用对肿瘤

细胞毒性的影响。
2. 4. 3　 tApoptin 与 EsA 联用增强对肿瘤细胞生长

的抑制作用　 将 50 μmol / L 的 EsA 与 0 ~ 1 μmol / L
不同浓度的 tApoptin 蛋白混合后,分别与 A549、
HeLa、H460、SK-OV-3 肿瘤细胞共孵育培养 48 h。
然后以 MTT 法检测肿瘤细胞的生长活性。 与单独

使用 tApoptin 的试验组相比,tApoptin 与 EsA 联用

组对 A549、HeLa、H460、SK-OV-3 肿瘤细胞生长的

抑制效果均表现出显著地增强,且呈浓度依赖性

(Fig.7C)。 与 tApoptin 给药组相比,tApoptin 与 EsA
联合用药组可显著降低上述 4 种肿瘤细胞的 IC50值

(32. 37 ± 2. 62 vs. 0. 118 ± 0. 007, P<0. 001)μmol / L,
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(53. 32 ± 3. 75 vs. 0. 161 ± 0. 008, P<0. 001)μmol / L,
(17. 53 ± 0. 52 vs. 0. 148 ± 0. 005, P<0. 001)μmol / L
和(27. 37 ± 2. 25 vs 0. 059 ± 0. 003, P<0. 001)μmol / L。
在 EsA 存在下,tApoptin 的活性比 tApoptin 单独使

用时分别提高约 274,331,118 和 463 倍(见 Table
1)。 因此,EsA 的联用可显著提高 tApoptin 对肿瘤

细胞的细胞毒性,且这种提升效率对不同的细胞株

有差异。
Table 1　 IC50values of fusion protein tApoptin with EsA to tumor cells

Tumor cells
IC50(μmol / L) a)

tApoptin tApoptin+EsA
Factor of
Enhancemenb)

A549 32. 37 ± 2. 62 0. 118 ± 0. 007 274
HeLa 53. 32 ± 3. 75 0. 161 ± 0. 008 331
H460 17. 53 ± 0. 52 0. 148 ± 0. 005 118
SK-OV-3 27. 37 ± 2. 25 0. 059 ± 0. 003 463

a) IC50 values were calculated by nonlinear regression using GraphPad Prime 6
b) IC50 tApoptin / IC50 tApoptin + EsA

2. 5　 Apoptin 与 EsA 联用促进肿瘤细胞凋亡

前面的研究结果显示,tApoptin 与 EsA 联用可

显著提高 tApoptin 抑制肿瘤细胞生长。 为了阐明这

种作用效果的抗肿瘤效应,以 Annexin V-PE / 7-AAD
法使用流式细胞仪检测联用后 tApoptin 诱导肿瘤细

胞凋亡的能力。 选用 SK-OV-3 肿瘤细胞株,分别经

与 0. 05 μmol / L 的 tApoptin,50 μmol / L 的 EsA,0. 05
μmol / L tApoptin 与 50 μmol / L EsA 联合共孵育培养

48 h。 结果表明,空白对照组的凋亡率约为(2. 82 ±
0. 19)%,tApoptin 组的凋亡率为(6. 46 ± 0. 34)%,
EsA 组的凋亡率为(3. 74 ± 0. 17)%,tApoptin + EsA
组的凋亡率则跃升为(41. 9 ± 0. 47)%(Fig.8)。 与

空白对照相比,单独使用 tApoptin 或单独使用 EsA
时都仅有极少数细胞凋亡,而 tApoptin 与 EsA 联用

时,有近一半的肿瘤细胞凋亡。 结果表明, 与

tApoptin 给药组相比,tApoptin 与 EsA 的联合给药组

可显著提高融合蛋白质诱导肿瘤细胞凋亡的作用效

果(6. 46 ± 0. 34% vs. 41. 9 ± 0. 47%, P < 0. 001)。
2. 6　 EsA 促进 EGFP-tApoptin 从溶酶体中逃逸至

细胞质

上述 MTT 方法检测的细胞生长抑制试验(Fig.7
A 和 7C)和流式细胞术检测细胞凋亡的实验(Fig.
8)表明,EsA 能显著提高 tApoptin 诱导肿瘤细胞凋

亡的效率。 为了探索 EsA 提高 tApoptin 蛋白药效的

原因,通过共聚焦检测观察了无或有 EsA 存在下,
EGFP-tApoptin 蛋白在细胞中的分布情况。 结果表

明,无 EsA 时,EGFP-tApoptin 虽然能自主内化进入

细胞,但是融合蛋白质在溶酶体内积累,溶酶体会导

致融合蛋白质的降解,从而影响其发挥活性。 这可

能是导致其药效不显著的原因之一(Fig.5)。 在添

加 50 μmol / L EsA 条件下,绿色和红色重叠区即黄

色明显减少,说明 A549 和 HeLa 细胞中的融合蛋白

质与溶酶体共定位程度降低(Fig.9)。 表明 EsA 的

存在有助于 EGFP-tApoptin 蛋白从溶酶体中逃逸,
避免被降解,从而促进药效明显提高。

3　 讨论

凋亡蛋白具有特异性诱导肿瘤细胞凋亡,而不

诱导正常细胞凋亡的特征,使其成为一个很有应用

前景的抗肿瘤药物。 然而,凋亡蛋白自身具有强烈

的聚集倾向,可能限制了它高效转运进入细胞的能

力和实际应用。 为了解决这个问题,以前的研究主

要是将凋亡蛋白基因转染进入肿瘤细胞中直接进行

诱导表达,但基因转染会带来一些安全性的风险。
近年来,主要是将凋亡蛋白与具有穿膜运输功能的

穿膜肽 PTD4 (protein transduction domain 4)和 TAT
等融合表达,利用穿膜肽携带药物蛋白质转运进入

细胞内[27-29]。 本课题组前期研究表明,凋亡蛋白与

穿膜肽融合后的蛋白质主要以包涵体的形式存在,
而包涵体在变复性纯化过程中,制备的样品很容易

发生沉淀。
我们注意到凋亡蛋白分子的 C-末端富含碱性

精氨酸序列( 110 RPRTAKRRIRL121),与经典穿膜肽

R9,TAT 等结构非常相似[16, 17],但全长的野生型凋

亡蛋白并不能自主进入细胞。 通过凋亡蛋白序列功

能域分析可知,N-末端脯氨酸富含区 PRS(氨基酸

残基 8~28 位)和亮氨酸富含区 LRS(氨基酸残基 33
~46 位)主要功能为蛋白质聚集,是否因为这段蛋

白质聚集序列而掩蔽了凋亡蛋白 C-末端自主穿膜

的能力,导致全长凋亡蛋白重组蛋白质聚集使其无

法进入细胞呢? 因此,本文尝试了文献报导的各种

凋亡蛋白缺失突变体,如只含 80 ~ 121 位氨基酸残

基的突变体等,但这些突变体抗肿瘤活性非常低。
而凋亡蛋白的 N-端缺失突变体(1 ~ 43 氨基酸残基
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Fig.8 　 Apoptosis in SK-OV-3 cells treated with 0. 05 μmol / L tApoptin, 50 μmol / L EsA, a 2-drug combination or
untreated (control) for 48 hours　 　 (A) Apoptosis rate determined by Annexin V-PE / 7-AAD staining. Early apoptotic cells are
Annexin V-PE positive, 7-AAD-negative (lower right), whereas late apoptotic cells are Annexin V-PE and 7-AAD-positive (upper
right) . (B) The apoptotic rates of SK-OV-3 cells treated with tApoptin protein and / or EsA for 48 hours. The apoptotic rate of the 2-
drug combination was significantly higher than that of tApoptin alone or EsA alone. Data are presented as mean ± S.D. of three
separate experiments (∗∗∗P < 0. 001)

Fig.9　 Colocalization of EGFP-tApoptin and EsA with lysosome　 　 Lysosomes were visualized with Lyso- Tracker. Cells were
also stained with DAPI to visualize nuclei. Confocal microscopic images of A549 and HeLa cells were captured after the treatment
with 2 μmol / L EGFP-tApoptin recombinant protein and 50 μmol / L EsA for 6 hours

缺失)tApoptin 不仅实现了样品的可溶性表达,而且

由于凋亡蛋白诱导肿瘤细胞凋亡的功能性域大部分

主要集中在 C-端,突变体 tApoptin 仍保留了全长凋

亡蛋白的抗肿瘤活性。
与野生型凋亡蛋白不同,突变体 tApoptin 不仅

克服了野生型 Apoptin 自身容易聚集和难以制备的

问题,实现了样品的可溶性表达。 更有趣的是,可溶

性表达的 tApoptin 不易聚集,以单体的形式存在暴

露其精氨酸富含区,从而发挥自身的穿膜能力。 而

野生型凋亡蛋白可能由于易形成多聚体,而将其 C-

末端精氨酸富含区包裹在多聚体内部,导致其不能

自主穿膜发挥其抗肿瘤活性。 本文首次观察到了

N-末端缺失突变,得到 tApoptin 突变体不仅能避免

原野生型蛋白质易聚集沉淀的问题,而且本身还拥

有了自主跨膜进入胞内的性质。 富含碱性氨基酸的

穿膜肽,通常会与细胞表面的硫酸乙酰肝素多糖结

合,介导内吞进入细胞。 tApoptin 可能也是通过与

硫酸乙酰肝素多糖结合而进入细胞内。
本文的研究结果显示,tApoptin 需要在较高的

浓度时才会对肿瘤细胞产生明显的抑制效果,因而
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其抗肿瘤活性有待进一步提高。 而且,共聚焦显微

镜也观察到,在 A549 和 HeLa 细胞中,虽然融合蛋

白质的内吞效率很高, 但有相当一部分 EGFP-
tApoptin 分布在溶酶体中,说明 tApoptin 内吞后,可
能主要被溶酶体酶分解而无法发挥药效。 如何将内

吞体中的药物有效地释放到细胞质中,发挥其活性

而避免被溶酶体降解? 生物皂苷是中草药中一类重

要的药用活性物质,其具有多种药理作用,在医药领

域有着广泛应用。 来自商陆的 EsA 有很强的抗炎

效果,被用于治疗乳腺增生和卵巢囊肿[23]。 本研究

中,本文选择了不会对细胞产生毒性的低浓度 EsA
(50 μmol / L)来研究其与 tApoptin 联用后的作用效

果。 研究发现,EsA 可显著增强 tApoptin 对多种肿

瘤细胞的作用效果。 EsA 可以减少融合蛋白质与溶

酶体共定位,促使 tApoptin 融合蛋白质更高效地分

布在胞内,从而有效发挥其药理作用。 综上所述,
EsA 与 tApoptin 联用有望成为肿瘤治疗的候选

药物。
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