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摘要　目的　构建ｐ６２基因过表达慢病毒载体及其表达系
统，并在人单核细胞白血病细胞（ＴＨＰ１）中稳定表达，为在
细胞水平研究ｐ６２基因的作用提供途径与方法。方法　采
用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增ｐ６２基因片段，将扩增产物连
接至线性化ｐｃＤＮＡ３１ＦｌａｇＰＣＤＨ１０真核表达慢病毒载体；
ＰＣＲ鉴定重组质粒，将构建成功的重组质粒和包装质粒共转
染至人胚胎肾细胞２９３（ＨＥＫ２９３Ｔ）；用重组慢病毒感染人
单核细胞白血病（ＴＨＰ１）细胞，氨苄霉素筛选阳性细胞克隆
株；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴｑＰＣＲ）
检测高表达ｐ６２基因的ＴＨＰ１细胞株（过表达组）和转染不
含ｐ６２基因空质粒（对照组）的 ＴＨＰ１细胞株；感染肺炎克
雷伯菌（ＫｌｅｂｓｉｅｌｌａＰｎｅｕｍｏｎｉａｅ，Ｋｐ）后，ＲＴｑＰＣＲ检测ＴＨＰ
１细胞中肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α、白细胞介素（ＩＬ）１β和 趋
化因子１（Ｃｘｃｌ１）表达水平。结果　通过 ＰＣＲ成功获得 ｐ６２
基因片段并连接到 ｐｃＤＮＡ３１ＦｌａｇＰＣＤＨ１０病毒载体上，并
且ＰＣＲ检测显示 ｐ６２ｐｃＤＮＡ３１ＦｌａｇＰＣＤＨ１０重组质粒构
建成功；挑选慢病毒感染 ＴＨＰ１细胞后抗氨苄青霉素细胞
株，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示药筛存活的 ＴＨＰ１细胞较对
照组细胞Ｐ６２蛋白表达增多（Ｐ＜０００１），且 ＲＴｑＰＣＲ检测
显示ｐ６２ｍＲＮＡ表达增高（Ｐ＜０００１），说明成功构建高表达
Ｐ６２蛋白的ＴＨＰ１细胞株；感染 Ｋ．ｐ．后，高表达Ｐ６２的ＴＨＰ
１细胞中ＴＮＦα、ＩＬ１β和 Ｃｘｃｌ１表达水平增高（Ｐ＜００１）。
结论　经三质粒包装系统可以成功构建 ｐ６２ｐｃＤＮＡ３１
ＦｌａｇＰＣＤＨ１０慢病毒载体及高表达Ｐ６２蛋白ＴＨＰ１细胞株，
为后续ｐ６２基因的研究提供了基础。
关键词　Ｐ６２；慢病毒载体构建；三质粒包装系统；ＴＨＰ１细
胞；肺炎克雷伯菌；过表达
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　　Ｐ６２／ＳＱＳＴＭ１（ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ１，ＳＱＳＴＭ１）蛋白是
一种重要的自噬衔接蛋白，是最早发现的哺乳动物

泛素化底物的自噬受体之一。Ｐ６２蛋白含有多个功
能性结构域，包括泛素相关结构域（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｓｓｏｃｉ
ａｔｅｄｄｏｍａｉｎ，ＵＢＡ）、微管相关蛋白１轻链３作用域
（ＬＣ３ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｒｅｇｉｏｎ，ＬＩＲ）、Ｋｅｌｃｈ样环氧氯丙烷
相关蛋白受体（Ｋｅｌｃｈｌｉｋｅｅｐｉｃｈｌｏｒｏｈｙｄｒｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＫＩＲ）、肿瘤坏死因子受体相关因子
６（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆａｃｔｏｒ６，
ＴＲＡＦ６）结合结构域、ＺＺ型锌指区和 ＰｈｏｘＢｅｍ１ｐ
（ＰＢ１）结构域等６个功能区域［１－３］。其中 ＰＢ１、ＬＩＲ
和ＵＢＡ结构域在选择性自噬降解过程中发挥重要
作用。Ｐ６２蛋白异常表达与多种疾病如神经退行性
病变、肿瘤、遗传性疾病及感染性疾病的发生发展密

切相关［４－７］。因此，该研究旨在通过构建 ｐ６２基因
过表达慢病毒，筛选出 Ｐ６２高表达的人单核细胞白
血病细胞 （ｈｕｍａｎｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ
ｃｅｌｌｓ，ＴＨＰ１）细胞株，为进一步在体外深入探索 ｐ６２
基因的功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要材料　人胚肾细胞 ２９３Ｔ（ｈｕｍａｎｅｍ
ｂｒｙｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙ２９３Ｔ，ＨＥＫ ２９３Ｔ）（目 录 编 号：
ＧＮＨｕ４４）及人单核细胞白血病细胞（ＴＨＰ１）（目录
编号：ＳＣＳＰ５６７）均购自中科院上海细胞所。包装
质粒 ｐｃＤＮＡ３１ＦｌａｇＰＣＤＨ１０（货号：ＶＴ８０１４）及辅
助包装质粒 ｐＳＰＡＸ２（货号：ＶＴ１４４４）和 ｐＭＤ２Ｇ（货
号：ＶＴ１４４３）购自湖南优宝生物；ＥｃｏＲⅠ（货号：
ＥＲ０２７１）和 ＢａｍＨⅠ（货号：ＥＲ００５１）、限制性内切
酶、转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（货号：１１６６８５００）、
Ｔ４连 接 酶 （货 号：１５２２４０４１）、ＤＭＳＯ（货 号：
Ｄ１２３４５）、质粒提取与纯化试剂盒（货号：Ｋ０５０２）、
ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒｅａｓｅ（货号：ＥＰ０７０２）、ＤＮＡｌａｄｄｅｒ（货
号：ＳＭ１５５３）、ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ 提 取 试 剂 （货 号：
１５５９６０２６）等均购自美国赛默飞世尔科技公司；Ｔａｑ
酶（货号：Ｒ３００Ｓ）、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ（货
号：ＲＲ０３６Ａ）和 ＴＢＧｒｅｅｎＴＭ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ （货
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号：ＲＲ４２０Ａ）购自日本Ｔａｋａｒａ公司；蛋白 Ｍａｒｋｅｒ（货
号：ＭＢＰ０２７７２５μｌ）、ＥＣＬ发光液（货号：ＭＢＰ０２９７）
购自上海毕合生物化学技术有限公司；抗 ＧＡＰＤＨ
抗体（货号：２１１８Ｌ）及抗 Ｐ６２多克隆抗体（货号：
５１１４Ｓ）均购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，
山羊抗兔二抗（货号：ａｂ６７２１）购自美国 Ａｂｃａｍ公
司；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（货号：Ｃ５０３０２１０５００）、大
肠埃希菌感受态细胞（ＤＨ５α）、ＰＣＲ引物、琼脂粉
（货号：Ａ５０５２５５０２５０）购于上海生工生物工程股份
有限公司。氨苄霉素（货号：Ａ８１８０）购自北京索莱
宝科技有限公司。高糖培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ＇ｓｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）（货号：Ｃ１１９９５５００ＢＴ）、胎牛
血清（ｆａｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｎ，ＦＢＳ）（货号：１０２７０１０６）购
自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．１．２　主要仪器　冷冻超速离心机（型号：Ｂｅｃｋ
ｍａｎＣｏｕｌｔｅｒＯＰＴＩＭＡＩ１００ＸＰ，美国贝克曼库尔特有
限公司）、荧光定量ＰＣＲ仪、超微量核酸蛋白测定仪
（型号：ＡＢＩ７５００、ＴｈｅｒｍｏＮａｎｏｄｒｏｐ２０００，美国赛默
飞世尔科技公司）、电泳槽和转印芯及核酸蛋白电

泳系统（型号：ＢｉｏＲａｄ，美国 ＢｉｏＲａｄ公司）、凝胶成
像分析系统（型号：Ｔａｎｏｎ５２００，上海天能生命科学
有限公司）、电热恒温培养箱（型号：ＤＮＰ９１６２，常州
恒隆仪器有限公司）、生物安全柜（型号：ＡＢ２４Ａ１，
新加坡 ＥＳＣＯ公司）、细胞培养箱（型号：ＨＥＲＡ
ＣＥＬＬ１５０Ｌ，美国赛默飞世尔科技公司）。
１．２　方法
１．２．１　ｐ６２基因合成及其慢病毒表达载体的构建
　通过ＧｅｎＢａｎｋ网站查询小鼠 ｐ６２基因序列，设计
基因引物：Ｐ１（５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＧＴＣＧＴＴＣＡＣＧ
ＧＴＧＡＡＧＧＣＣ３′）；Ｐ２（５′ＡＡＧＧＡＴＣＣＣＡＡＴＧＧＴＧ
ＧＡＧＧＧＴＧＣＴＴＣＧＡＡＴＡＣＴＧＧＡ３′）；扩增长度：１３４２
ｂｐ，引物由上海生工生物科技有限公司合成。扩增
反应体系：Ｐ１和 Ｐ２引物各 １μｌ５×Ｂｕｆｆｅｒ１０μｌ，
ｄＮＴＰＭｉｘ４μｌ，模板１μｌ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＤＮＡｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅ０５μｌ，双蒸水 ３２５μｌ，充分混匀，条件如
下：９８℃、５ｍｉｎ，９８℃、１０ｓ，５５℃、１０ｓ，７２℃、９０ｓ，
共循环３０次，７２℃、８ｍｉｎ。退火处理后得到带黏性
末端的双链片段４℃冰箱保存，用于后续连接反应。
限制性内切酶在ＥｃｏＲⅠ和ＢａｍＨⅠ位点对载体进
行双酶切，反应体系及条件如下：１０×ＣｕｔＳｍａｒｔ
Ｂｕｆｆｅｒ５μｌ，ｐｃＤＮＡ３１ＦｌａｇＰＣＤＨ１０质粒（１μｇ／μｌ）
２μｌ，ＥｃｏＲⅠ和ＢａｍＨⅠ （１０Ｕ／μｌ）各１μｌ，ｄｄＨ２Ｏ
补足至５０μｌ，充分混匀，３７℃水浴反应３ｈ，得到线
性化的载体。凝胶电泳后切胶，用ＤＮＡ凝胶回收试

剂盒回收载体 ｐｃＤＮＡ３１ＦｌａｇＰＣＤＨ１０。将目的片
段与线性载体连接，于冰水浴中配制如下反应体系：

线性化ｐｃＤＮＡ３１ＦｌａｇＰＣＤＨ１０载体ＤＮＡ４μｌ，ｐ６２
ＤＮＡ４μｌ，Ｔ４连接酶１μｌ，Ｔ４Ｂｕｆｆｅｒ１μｌ，共１０μｌ。
混匀后离心，室温过夜连接。将上述产物转化大肠

埃希菌ＤＨ５α，经含有氨苄霉素抗性的ＬＢ琼脂培养
基过夜筛选后，挑取单克隆细胞株送 ＤＮＡ测序鉴
定，获取重组 ｐ６２ｐｃＤＮＡ３１ＦｌａｇＰＣＤＨ１０质粒，
ＰＣＲ扩增后双酶切凝胶电泳验证。扩大培养阳性
ＤＨ５α，质粒提取试剂盒提取重组质粒，－２０℃保
存。

１．２．２　重组表达 ｐ６２慢病毒在 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞的
包装和转染　转染前１ｄ，将生长状态良好的 ＨＥＫ
２９３Ｔ细胞接种于６孔板中，待细胞汇合度达７０％左
右时，将 ｐ６２ｐｃＤＮＡ３１ＦｌａｇＰＣＤＨ１０５μｇ、包装质
粒ｐＳＰＡＸ２３７５μｇ和 ｐＭＤ２Ｇ１５μｇ加入５００μｌ
Ｏｐｔｉｍｕｍ，混匀配制成ＤＮＡｍｉｘｔｕｒｅ，室温静置５ｍｉｎ，
同时将５００μｌＯｐｔｉｍｕｍ和２０μｌＬｉｐｏｆａｃｔａｍｉｎｅ２０００
混匀，于室温静置２０ｍｉｎ，再将 ＤＮＡｍｉｘｔｕｒｅ与之混
匀，均匀滴至ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中；将细胞置于３７℃、
５％ ＣＯ２环境中转染 ６ｈ后 更换为含 １０％ ＦＢＳ的
新鲜完全培养基，继续培养 ４８ｈ后收集细胞上清
液，使用０４５μｍ滤器过滤，４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，继而获得Ｐ６２过表达慢病毒，－８０℃冰箱冷
冻保存，以备后续实验使用。

１．２．３　慢病毒感染 ＴＨＰ１及筛选 Ｐ６２稳定表达株
　将２×１０６个ＴＨＰ１细胞接种至６孔板，待细胞长
至汇合度达５０％～６０％时，根据病毒感染复数及细
胞数量加入相应体积的病毒原液；感染２４ｈ后，更
换无病毒的适应性培养基，细胞培养箱中继续培养

２４ｈ，利用含氨苄霉素（２μｇ／ｍｌ）的适应性培养基继
续筛选感染病毒的细胞，继续培养３～４ｄ，直至剩余
极少部分 ＴＨＰ１细胞存活，使含 ｐ６２ｐｃＤＮＡ３１
ＦｌａｇＰＣＤＨ１０慢病毒的 ＴＨＰ１稳定传代，从而得到
ｐ６２基因高表达 ＴＨＰ１细胞株，即过表达组（ｏｖｅｒ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＯＥ），转染不含ｐ６２基因空质粒的ＴＨＰ１
细胞株为对照（ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｃｏｎ）组。
１．２．４　ＲＴｑＰＣＲ检测 ｐ６２ｍＲＮＡ相对表达量　提
取氨苄霉素筛选阳性细胞总 ＲＮＡ，根据说明书对
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ进行逆转录，逆转录体
系及条件为：ＤｎｔｐＭｉｘｔｕｒｅ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μｌ、Ｏｌｉｇｏ
ＤｔＰｒｉｍｅｒ（２５μｍｏｌ／Ｌ）１μｌ、ＴｏｔａｌＲＮＡ５μｌ、无酶
去离子水补足至１０μｌ；３７℃预反应１５ｍｉｎ；８５℃
扩增５ｓ。ｐ６２ｍＲＮＡ引物序列如下：Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍ
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ｅｒ：５′ＴＴＣＡＧＣＴＴＣＴＧＣＴＴＣＡＧＣＣＣ３′；Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍ
ｅｒ：５′ＣＴＣＣＴＧＡＧＣＡＣＡＴＧＧＴＧＧＧ３′；ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ
引物 序 列 如 下：Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ：５′ＧＴＣＡＡＧＧＣ
ＣＧＡＧＡＡＴＧＧＧＡＡ３′；Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′ＣＴＣＧＴＧ
ＧＴＴＣＡＣＡＣＣＣＡＴＣＡ３′；进行 ＲＴｑＰＣＲ反应，反应
体系及条件为：上述变性、退火后的反应液 １０μｌ、５
×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｂｕｆｆｅｒ４μｌ、ＲｎａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ（４０Ｕ／
μｌ）０５μｌ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲｔａｓｅ（ｆｏｒ２Ｓｔｅｐ）０５μｌ、
ＲｎａｓｅＦｒｅｅＨ２Ｏ５μｌ，总体系 ２０μｌ；９５℃预变性
３０ｓ；９５℃变性５ｓ，６０℃退火３０ｓ，共４０个循环。
采用２－ΔΔＣＴ法计算相对表达量。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＨＰ１细胞中Ｐ６２蛋白的
相对表达量　经氨苄青霉素筛选阳性 ＴＨＰ１克隆
株，培养细胞至对数生长期，加入适量的细胞裂解液

ＲＡＰＩ，冰上裂解３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
蛋白定量试剂盒进行蛋白定量。２０μｇ样品中加入
４×蛋白 Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅ，煮沸，冰上冷却，蛋白上样、
８０Ｖ恒压电泳、转 ＰＶＤＦ膜、５％脱脂奶粉室温封闭
１ｈ、分 别 以 抗 ｐ６２（１∶１０００）和 抗 ＧＡＰＤＨ
（１∶５０００）抗体 ４℃孵育过夜，１×ＴＢＳＴ清洗 ３
次，每次８ｍｉｎ，再分别以山羊抗兔二抗 （１∶５０００）
室温孵育１ｈ，１×ＴＢＳＴ清洗３次，每次８ｍｉｎ，ＥＣＬ
化学发光法显示蛋白条带。

１．２．６　ＲＴｑＰＣＲ检测炎症因子 ｍＲＮＡ的表达量　
肺炎克雷伯（ＫｌｅｂｓｉｅｌｌａＰｎｅｕｍｏｎｉａｅ，Ｋｐ）标椎菌株
（ＡＴＣＣ４３８１６）感染两组 ＴＨＰ１细胞（细菌 ∶细胞
＝１０∶１），刺激 ６ｈ后收集细胞，采用 ＲＴｑＰＣＲ方
法检测两组细胞分泌的肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏ
ｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）α、白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）１β
和 Ｃｘｃｌ１的 ｍＲＮＡ相对表达量。
１．３　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件对数
据进行统计分析，计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示，两组间均数比较采用 ｔ检验，Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＣＲ扩增ｐ６２基因片段及含目的基因重组质
粒 ｐ６２ｐｃＤＮＡ３１ＦｌａｇＰＣＤＨ１０的鉴定　目的基
因ｐ６２ＰＣＲ扩增产物经琼脂糖凝胶电泳后显示，在
１３４２ｂｐ处显示有一明亮特异性扩增条带，片段大
小与目的条带一致，表明目的基因扩增成功。将扩

增成功的ｐ６２目的基因与线性化载体连接，重组质
粒图谱如图 １所示，后转染 ＤＨ５α，筛选阳性克隆
株，提取质粒，将重组质粒 ｐ６２ｐｃＤＮＡ３１ＦｌａｇＰＣ

ＤＨ１０进行扩增后再双酶切进行 ＰＣＲ鉴定，可见被
切开如图２所示两条条带，同时经基因测序验证，表
明ｐ６２目的基因成功插入慢病毒质粒中。

图１　重组质粒图谱　　　　

图２　ＥｃｏＲⅠ和ＢａｍＨⅠ 双酶切重组质粒琼脂糖凝胶电泳鉴定图

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：构建成功的重组质粒；２：对照质粒

２．２　稳转ＴＨＰ１细胞株ｐ６２ｍＲＮＡ的相对表达量
　ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示，与Ｃｏｎ组相比，ＯＥ组ｐ６２
相对表达量升高（ｔ＝８６３９，Ｐ＜０００１）。见图３。
２．３　稳转ＴＨＰ１细胞株Ｐ６２蛋白的相对表达量　
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果如图４所示，ＯＥ组 Ｐ６２蛋白
表达高于Ｃｏｎ组，表明Ｐ６２稳转 ＴＨＰ１细胞株构建
成功。

２．４　Ｋ．ｐ．感染 ＴＨＰ１细胞炎症因子的 ｍＲＮＡ表
达量　实验组细胞内的炎性因子 ＴＮＦα、ＩＬ１β和
Ｃｘｃｌ１的相对表达量均高于对照组（ｔ＝８６２０、
４２７８、７５５１，均Ｐ＜００１）。见图５。
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图３　两组细胞ｐ６２ｍＲＮＡ相对表达量的比较

与Ｃｏｎ组比较：Ｐ＜０００１

图４　ＴＨＰ１细胞株Ｐ６２蛋白表达图

图５　两组炎症因子ｍＲＮＡ表达水平的比较

与Ｃｏｎ组比较：Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１

３　讨论

　　随着分子生物学技术的快速发展，慢病毒载体
作为工具广泛运用于基因编辑，人为将目的基因插

入慢病毒载体，能高效地将目的基因导入真核生物

细胞中，并随着细胞的不断分裂，可稳定并持久地表

达目的基因［８－９］。

Ｐ６２是最早发现的哺乳动物自噬相关受体之
一。Ｐ６２的 Ｐｈｏｘ、ＰＢ１、ＬＩＲ和 ＵＢＡ结构域在自噬
降解病原微生物中发挥重要作用。当细菌入侵细胞

时，Ｐ６２在细菌感染细胞早期发挥重要作用。Ｅ３连
接酶 ＴＲＩＭ５０、ＴＲＡＦ６、ＭＵＲＦ２泛素化胞内细菌，然
后被自噬适配器 Ｐ６２和 ＮＢＲ１识别，适配器将细菌
定位到自噬小体上，并靶向胞内细菌进行自噬降

解［１０］。研究［１０－１１］显示福氏链球菌和结核分枝杆菌

以Ｐ６２依赖的方式被选择性靶向招募并传递到新生
的 ＬＣ３阳性自噬小体中进行降解。在巨噬细胞体
外感染实验中，Ｐ６２与结核分枝杆菌共同定位并控
制其生存和复制，而抑制巨噬细胞中的 Ｐ６２可以增
加结核分枝杆菌的存活率［１２］。本研究构建 Ｐ６２高
表达ＴＨＰ１细胞株，旨在为进一步探究 Ｐ６２在感染
性疾病中的作用提供方法。

Ｐ６２介导的异种吞噬的其他机制也被报道［１３］，

在斑马鱼感染模型中，溶酶体蛋白 ＤＲＡＭ１通过招
募Ｐ６２限制海洋分枝杆菌感染。同时，Ｐ６２可直接
参与炎症的调节［１４］。如 Ｐ６２同源和异源性的 ＰＢ１
结构域与丝裂原激活蛋白激酶激活蛋白激酶３相互
作用时发生二聚化，进一步共同作用于肿瘤坏死因

子受体相关蛋白６，形成Ｐ６２复合物，该复合物磷酸
化和泛素化ｋａｐｐａＢ抑制因子激酶复合物，进一步
抑制ＮＦκＢ信号转导。本研究成功构建高表达Ｐ６２
的ＴＨＰ１细胞系后，进一步探究在感染模型中 Ｐ６２
对炎症因子的影响，发现高表达 Ｐ６２蛋白后促炎因
子ＴＮＦα、ＩＬ１β和 Ｃｘｃｌ１的相对表达量均明显增
高，这可能与 Ｋ．ｐ．菌株感染剂量和时间有关。此
外，Ｐ６２在氧化应激调节方面也发挥重要作用，研
究［１５］显示Ｐ６２磷酸化后与ｋｅａｐ１相互作用，导致抗
氧化基因Ｎｒｆ２的表达增加。因此，本研究中促炎因
子表达增高可能与激活氧化应激通路有关，相关机

制有待进一步研究。

本实验经三质粒包装系统成功构建 ｐ６２ｐｃＤ
ＮＡ３．１ＦｌａｇＰＣＤＨ１０慢病毒载体及高表达Ｐ６２蛋白
ＴＨＰ１细胞株，为后续研究 ｐ６２基因在感染性疾病
中的作用提供了基础。

参考文献

［１］　ＬａｍａｒｋＴ，ＳｖｅｎｎｉｎｇＳ，ＪｏｈａｎｓｅｎＴ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｓｅｌｅｃｔｉｖｅａｕｔｏ
ｐｈａｇｙ：ｔｈｅｐ６２／ＳＱＳＴＭ１ｐａｒａｄｉｇｍ［Ｊ］．ＥｓｓａｙｓＢｉｏｃｈｅｍ，２０１７，６１
（６）：６０９－２４．

［２］　ＲｅｉｎａＣａｍｐｏｓＭ，ＳｈｅｌｔｏｎＰＭ，ＤｉａｚＭｅｃｏＭＴ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｂｙｐ６２ａｎｄｉｔｓｐａｒｔ
ｎｅｒｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａＲｅｖＣａｎｃｅｒ，２０１８，１８７０（１）：８８
－９５．

［３］　ＺｈａｎｇＺ，ＣｏｓｔａＭ．ｐ６２ｆｕｎｃｔｉｏｎｓａｓａｓｉｇｎａｌｈｕｂｉｎｍｅｔａｌｃａｒｃｉｎｏ
ｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＳｅｍｉｎＣａｎｃｅｒＢｉｏｌ，２０２１，７６：２６７－７８．

［４］　ＭｉｙａｋａｗａＫ，ＮｉｓｈｉＭ，ＯｇａｗａＭ，ｅｔａｌ．Ｇａｌｅｃｔｉｎ９ｒｅｓｔｒｉｃｔｓｈｅｐａ
ｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｖｉａｐ６２／ＳＱＳＴＭ１ｍｅｄｉａｔｅｄｓｅｌｅｃｔｉｖｅａｕｔｏ
ｐｈａｇｙｏｆｖｉｒａｌｃｏｒｅｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，２０２２，１３（１）：５３１．

［５］　ＰｒｏｆｕｍｏＥ，ＭａｇｇｉＥ，ＡｒｅｓｅＭ，ｅｔａｌ．ＮｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅＹｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｈｕｍａｎＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｎｈａｎｃｅｓｐ６２／ＳＱＳＴＭ１
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄＮＲＦ２ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，

·１０４·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４；５９（３）



２０２２，２３（２１）：１３００９．
［６］　ＫｕｍａｒＡＶ，ＭｉｌｌｓＪ，ＬａｐｉｅｒｒｅＬＲ．Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｃｅｐｔｏｒ

ｐ６２／ＳＱＳＴＭ１，ａｐｉｖｏｔａｌｐｌａｙｅｒｉｎｓｔｒｅｓｓａｎｄａｇｉｎｇ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＣｅｌｌ
ＤｅｖＢｉｏｌ，２０２２，１０：７９３３２８．

［７］　ＴａｎＣＴ，ＳｏｈＮＪＨ，ＣｈａｎｇＨＣ，ｅｔａｌ．ｐ６２／ＳＱＳＴＭ１ｉｎｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅｓ：ｔｈｅｕｓｕａｌｓｕｓｐｅｃｔｗｉｔｈｍｕｌｔｉｆａｒｉｏｕｓｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ［Ｊ］．ＦＥＢＳ
Ｊ，２０２３，２９０（４）：８９２－９１２．

［８］　苏　丛，伍　婷，徐方明，等．巨噬细胞 Ｌａｍｔｏｒ２基因敲除小
鼠对肺炎克雷伯菌易感性的研究［Ｊ］．安徽医科大学学报，
２０２１，５６（４）：５０５－９．

［９］　苏　丛，徐方明，伍　婷，等．基于 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术构建
ｇｐｒ４１基因敲除的 ＲＡＷ２６４．７细胞系［Ｊ］．安徽医科大学学
报，２０２０，５５（５）：８００－３．

［１０］ＺｈｅｎｇＹＴ，ＳｈａｈｎａｚａｒｉＳ，ＢｒｅｃｈＡ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅａｄａｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ
ｐ６２／ＳＱＳＴＭ１ｔａｒｇｅｔｓｉｎｖａｄｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａｔｏｔｈｅａｕｔｏｐｈａｇｙｐａｔｈｗａｙ
［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２００９，１８３（９）：５９０９－１６．

［１１］ＦｒａｎｃｏＬＨ，ＮａｉｒＶＲ，ＳｃｈａｒｎＣＲ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎｌｉｇａｓｅ
Ｓｍｕｒｆ１ｆｕｎｃｔｉｏｎｓｉｎｓｅｌｅｃｔｉｖｅａｕｔｏｐｈａｇｙｏｆｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕ
ｌｏｓｉｓａｎｄａｎｔｉｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｈｏｓｔｄｅｆｅｎｓｅ［Ｊ］．ＣｅｌｌＨｏｓｔＭｉｃｒｏｂｅ，
２０１７，２１（１）：５９－７２．

［１２］ＳａｋｏｗｓｋｉＥＴ，ＫｏｓｔｅｒＳ，ＰｏｒｔａｌＣｅｌｈａｙＣ，ｅｔａｌ．Ｕｂｉｑｕｉｌｉｎ１ｐｒｏ
ｍｏｔｅｓＩＦＮｇａｍｍａｉｎｄｕｃｅｄｘｅｎｏｐｈａｇｙｏｆｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏ
ｓｉｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＰａｔｈｏｇ，２０１５，１１（７）：ｅ１００５０７６．

［１３］ＭｅｉｊｅｒＡＨ，ｖａｎｄｅｒＶａａｒｔＭ．ＤＲＡＭ１ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｆ
ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｔｏｓｅｌｅｃｔｉｖｅａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，２０１４，１０
（１２）：２３８９－９１．

［１４］ＮａｋａｍｕｒａＫ，ＫｉｍｐｌｅＡＪ，ＳｉｄｅｒｏｖｓｋｉＤＰ，ｅｔａｌ．ＰＢ１ｄｏｍａｉｎｉｎ
ｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｐ６２／ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ１ａｎｄＭＥＫＫ３ｒｅｇｕｌａｔｅｓＮＦｋａｐｐａＢ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１０，２８５（３）：２０７７－８９．

［１５］ＨａｓｈｉｍｏｔｏＫ，ＳｉｍｍｏｎｓＡＮ，ＫａｊｉｎｏＳａｋａｍｏｔｏＲ，ｅｔａｌ．ＴＡＫ１
ｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅＮｒｆ２ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓｙｓｔｅｍ ｔｈｒｏｕｇｈｍｏｄｕｌａｔｉｎｇｐ６２／
ＳＱＳＴＭ１［Ｊ］．ＡｎｔｉｏｘｉｄＲｅｄｏｘＳｉｇｎａｌ，２０１６，２５（１７）：９５３－６４．

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｏｆｐ６２ｇｅｎｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ＺｈａｎｇＣｈｕｎ１，ＳｕＣｏｎｇ２，ＷｕＴｉｎｇ３，４，５，ＺｈｕＬｉｙｕ１

（１ＤｅｐｔｏｆＩｎｆｅｃｔｉｏｕｓＤｉｓｅａｓｅｓ，ＴｈｅＣｈａｏｈｕＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｏｈｕ　２３８０００；
２ＤｅｐｔｏｆＩｎｆｅｃｔｉｏｎＭａｎａｇｅｍｅｎｔ，３ＤｅｐｔｏｆＩｎｆｅｃｔｉｏｕｓＤｉｓｅａｓｅｓ，ＴｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｅｆｅｉ　２３００２２；４ＡｎｈｕｉＣｅｎｔｅｒｆｏｒＳｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅｏｆＢａｃｔｅｒｉａｌＲｅｓｉｓｔａｎｃｅ，Ｈｅｆｅｉ　２３００２２；

５ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＢａｃｔｅｒｉａｌＲｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｅｆｅｉ　２３００２２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｏｆｐ６２ｇｅｎｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄｓｔａｂｌｙｅｘｐｒｅｓｓｐ６２ｇｅｎｅｉｎ
ｈｕｍａｎｍｏｎｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ１（ＴＨＰ１），ａｎｄｔｏｐｒｏｖｉｄｅａｗａｙｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｒｏｌｅｏｆｐ６２ｇｅｎｅａｔｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｌｅｖ
ｅｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅｐ６２ｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔｗａｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＰＣＲ），ａｎｄｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄ
ｕｃｔｗａｓｌｉｇａｔｅｄｔｏｔｈｅｌｉｎｅａｒｉｚｅｄｐｃＤＮＡ３１ＦｌａｇＰＣＤＨ１０ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ．ＡｆｔｅｒｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇｗｉｔｈＰＣＲ，ｔｈｅＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔｗａｓｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐａｃｋａｇｉｎｇｐｌａｓｍｉｄｉｎｔｏｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｃｅｌｌｓ２９３（ＨＥＫ２９３Ｔ）．ＴＨＰ
１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｃｌｏｎｅｓｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｂｙａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ａｎｄｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴｑＰＣＲ）ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＴＨＰ１ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ
ｗｉｔｈｈｉｇｈｐ６２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ）ａｎｄＴＨＰ１ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｅｍｐｔｙｐｌａｓｍｉｄｗｉｔｈｏｕｔｐ６２
ｇｅｎｅ（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦα，ＩＬ１βａｎｄＣｘｃｌ１ａｆｔｅｒＫ．ｐ．ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴ
ｑＰＣＲ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｐ６２ｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｏｂｔａｉｎｅｄｂｙＰＣＲａｎｄｌｉｇａｔｅｄｔｏｐｃＤＮＡ３１ＦｌａｇＰＣＤＨ１０
ｖｅｃｔｏｒ．ＰＣＲｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔｐ６２ｐｃＤＮＡ３１ＦｌａｇＰＣＤＨ１０ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ．Ａｍ
ｐｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｆｔｅｒｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｆＴＨＰ１ｃｅｌｌｓ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅＴＨＰ１ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｄｒｕｇｓｉｅｖｅｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ６２ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎ
ｔｒｏｌｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０００１），ａｎｄＲＴｑＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ６２ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜
０００１）．ＴＨＰ１ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ６２ｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦα、ＩＬ１βａｎｄ
Ｃｘｃｌ１ｆｒｏｍＴＨＰ１ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ６２ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＫ．ｐ．（Ｐ＜００１）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｐ６２ｐｃＤＮＡ３１ＦｌａｇＰＣＤＨ１０ｖｅｃｔｏｒａｎｄＴＨＰ１ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ６２ｃａｎｂｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ
ｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙｔｈｒｅｅｐｌａｓｍｉｄｐａｃｋａｇｉｎｇｓｙｓｔｅｍ，ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅｓａｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｓｔｕｄｙｏｆｐ６２．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｐ６２；ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ；ｔｈｒｅｅｐｌａｓｍｉｄｐａｃｋａｇｉｎｇｓｙｓｔｅｍ；ＴＨＰ１ｃｅｌｌｓ；Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕ
ｍｏｎｉａｅ；ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

·２０４· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４；５９（３）


