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摘要　 目的　 探究哺乳动物细胞中高尔基体磷酸化蛋白 ３
（ＧＯＬＰＨ３）通过 ｍＴＯＲＣ１ 信号通路调控溶酶体发生的分子

机制。 方法　 利用 ＣＲＩＳＰＲ Ｃａｓ９ 建立 ＧＯＬＰＨ３ 敲除稳定细

胞株。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析比较对照细胞与 ＧＯＬＰＨ３ 敲除

细胞的 ｍＴＯＲＣ１ 活性、ＴＦＥＢ（转录因子 ＥＢ）以及 ｐＴＥＦＢ 水

平，进一步用免疫荧光方法标记溶酶体联系膜蛋白 ＬＡＭＰ１，
比较两种细胞中溶酶体数量的差别。 结果 　 细胞中敲除

ＧＯＬＰＨ３ 将显著抑制 ｍＴＯＲＣ１ 活性，减少细胞质中 ｐＴＥＦＢ
水平，增加活化 ＴＦＥＢ 的细胞核定位，促进溶酶体的生物发

生。 结论　 高尔基体蛋白 ＧＯＬＰＨ３ 通过 ｍＴＯＲＣ１ 信号通路

调控溶酶体发生。
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　 　 高尔基体蛋白质 ＧＯＬＰＨ３（Ｇｏｌｇｉ ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ
３）又名 ＧＰＰ３４、ＧＭｘ３３ 或 ＭＩＤＡＳ，通过与富集于反

式高尔基体网络的磷酸肌醇⁃４⁃磷酸（ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉ⁃
ｎｏｓｉｔｏｌ⁃４⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＰＩ４Ｐ）相互作用，定位于反式高

尔基体网络及其周围囊泡，在囊泡运输和维持高尔

基体形态过程中具有重要作用［１］。 此外，ＧＯＬＰＨ３
是首个被发现定位在高尔基体的原癌基因，可通过

激活 ｍＴＯＲ 信号通路促进肿瘤发生［２］。 ｍＴＯＲ 信号

通路在哺乳动物细胞中执行着多种重要生理功能，
在细 胞 内 形 成 ｍＴＯＲＣ１ （ ｍＴＯＲ Ｃｏｍｐｌｅｘ １ ） 和

ｍＴＯＲＣ２（ｍＴＯＲ Ｃｏｍｐｌｅｘ ２）两种复合物。 ｍＴＯＲＣ１
除了分布于溶酶体，还分布于质膜、高尔基体、内吞

体、线粒体、过氧化物酶体等细胞内位点，感知细胞

中生长因子信号、营养和能量状态等［３］。
　 　 溶酶体生物发生与维持细胞稳态密切相关，溶

酶体发生出现异常将导致肿瘤等多种疾病［４］。
ｍＴＯＲＣ１ 可通过其激酶活性磷酸化细胞内与溶酶体

生物发生相关的转录因子 ＴＦＥＢ，从而调控细胞中溶

酶体数量［５］。 该实验通过构建 ＧＯＬＰＨ３ 敲除稳定

细胞株研究 ＧＯＬＰＨ３ 在溶酶体发生过程中的作用。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料 　 ＨｅＬａ 细胞、２９３Ｔ 细胞和 ＨＥＫ２９３
细胞均购自中国科学院细胞库（上海）；胎牛血清、
ＤＭＥＭ 培养基、青链霉素、胰蛋白酶⁃ＥＤＴＡ、嘌呤霉

素以及 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ ２０００ 购自 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ （ 上

海）；限制性内切酶 ＢｓｍＢ１ 购自 ＮＥＢ 公司（美国）；
ＧＯＬＰＨ３，β⁃Ａｃｔｉｎ 以及 Ｈ３ 一抗购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司

（武汉）；Ｓ６Ｋ、ｐＳ６Ｋ、ＴＦＥＢ、ｐＴＦＥＢ、ＧＭ１３０、Ｇｏｌｇｉｎ９７
以及 Ｇｉａｎｔｉｎ 一抗购自美国 ＣＳＴ 公司；化学发光成像

系统购自上海天能公司；激光扫描共聚焦显微镜

（ＬＳＭ８００）购自德国蔡司公司。
１． ２　 细胞培养 　 ＨｅＬａ、２９３Ｔ 和 ＨＥＫ２９３ 细胞均培

养于含 １０％ ＦＢＳ 和 １００ μｇ ／ ｍｌ 的青霉素 ／链霉素的

ＤＭＥＭ 培养基中，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细胞培养箱

中。
１． ３　 构建 ＧＯＬＰＨ３ 敲除稳定细胞株　 在网站 ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｚｌａｂ． ｂｉｏ ／ ｇｕｉｄｅ⁃ｄｅｓｉｇｎ⁃ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ 上 设 计 ＧＯＬ⁃
ＰＨ３ 的 ｓｇＲＮＡ 序列，得到正反向 ｇＲＮＡ 寡核苷酸序

列 ＣＡＣＣＧｔｇｔａｔａｔｃａｔｃｔｇｇａｔｔａｃｇ 和 ＡＡＡＣｃｇｔａａｔｃｃａｇａｔ⁃
ｇａｔａｔａｃａＣ。 然后按照标准的分子克隆方法，将寡核

苷酸退火后克隆到载体 ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲ Ｖ２（Ａｄｄｇｅｎｅ＃
５２９６１）。 进一步将测序正确的质粒与慢病毒包装

质粒 ｐＭＤ２． Ｇ（Ａｄｄｇｅｎｅ＃ １２２２５９）以及 ｐｓＰａｘ２（Ａｄｄ⁃
ｇｅｎｅ＃ １２２６０）一起共转到 ＨＥＫ２９３ 细胞，４８ ｈ 后收

集病毒上清液，并用来感染密度为 ３０％ ～ ５０％ 的

ＨｅＬａ 或 ＨＥＫ２９３ 细胞，感染 ４８ ｈ 后用浓度为 ０. ５
μｇ ／ ｍｌ 的嘌呤霉素进行筛选，最终得到 ＧＯＬＰＨ３ 敲

除的稳定细胞株。
１． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 　 将培养的细胞用预冷的 ＰＢＳ
洗 ２ 次，然后加入含有蛋白酶抑制剂的细胞裂解液
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ＲＩＰＡ （ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ、 ｐＨ ７. ４、 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＣｌ、 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００、 １％ 脱氧胆酸钠、 ０. １％
ＳＤＳ）在冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，加入 Ｓａｍｐｌｅ ｂｕｆｆｅｒ 后在

１００ ℃条件下煮样 １０ ｍｉｎ。 接着进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电

泳，并将印迹转移到 ＰＶＤＦ 膜上，用相应的一抗和二

抗进行孵育后，将 ＰＶＤＦ 膜放在化学发光成像系统

中成像，检测目的蛋白信号。
１． ５　 免疫荧光　 将生长状态良好的细胞铺在放置

盖玻片的 ２４ 孔培养板中。 收集载有细胞的盖玻片，
用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，然后用 ４％ 的多聚甲醛在室温固

定 １０ ｍｉｎ，接着依次用 ０. ５％ 的 ｓａｐｏｎｉｎ 打孔 １０
ｍｉｎ，用封闭液（ＰＢＳ ＋ ５％ 羊血清 ＋ ０. ３％ ＴｒｉｔｏｎＸ⁃
１００）封闭 １ ｈ，然后用稀释在 １％ ＢＳＡ 中的一抗 ４ ℃
孵育过夜。 第 ２ 天用 ＰＢＳＴ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，接着

用荧光标记的二抗在室温孵育 １ ｈ，然后用 ＤＡＰＩ 染
色细胞核，封片，最后在共聚焦显微镜下进行观察。
１． ６　 核质分离　 收集细胞，加入添加蛋白酶抑制剂

的细胞裂解液 （ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｅｐｅｓ、 ｐＨ ７. ４、 １５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ、 ０. ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃
１００），在冰上裂解 ２０ ｍｉｎ，然后在 ４ ℃、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ，收集得到的上清液即为细胞质成分，得
到的沉淀用细胞裂解液洗涤 ３ 次后，用细胞核裂解

液（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｅｐｅｓ， ｐＨ ７. ４， １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ，１
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ，０. ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００，０. ５％ ＳＤＳ）裂解

３０ ｍｉｎ，即可得到细胞核成分。
１． ７ 　 ＬＡＭＰ１ 标记的荧光点的定量 　 细胞中

ＬＡＭＰ１ 标记的荧光点用 ＩｍａｇｅＪ 进行统计，每组至少

统计 ３ 次不同实验，每次实验至少统计 ２０ 个细胞。
１． ８ 　 统计学处理 　 实验数据以 �ｘ ± ｓ 表示，采用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 进行独立样本 ｔ 检验分析， Ｐ ＜
０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 成功构建 ＧＯＬＰＨ３ 敲除稳定细胞株 　 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析表明，与对照组细胞相比，ＧＯＬＰＨ３ 敲

除组细胞中 ＧＯＬＰＨ３ 的表达水平几乎检测不到。
免疫荧光实验显示，与对照组细胞相比，ＧＯＬＰＨ３ 敲

除组细胞中整个高尔基体形态（用 Ｇｉａｎｔｉｎ 抗体进行

荧光标记），包括顺式高尔基体（用 ＧＭ１３０ 抗体进

行荧光标记）和反式高尔基体（用 Ｇｏｌｇｉｎ９７ 抗体进

行荧光标记）所占体积均明显减小。 ＧＯＬＰＨ３ 具有

维持高尔基体形态的功能。 因此，通过比较 ＧＯＬ⁃
ＰＨ３ 表达水平以及高尔基体形态分析，证实已经成

功构建 ＧＯＬＰＨ３ 敲除稳定细胞株。 见图 １。

图 １　 成功构建 ＧＯＬＰＨ３ 敲除稳定细胞株 × ６３
　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测对照组和 ＧＯＬＰＨ３ 敲除组细胞中 ＧＯＬＰＨ３ 的表达水平；Ｂ：对照组和 ＧＯＬＰＨ３ 敲除组细胞中高尔基体形态；Ｃ：对照组

和 ＧＯＬＰＨ３ 敲除组细胞中顺式高尔基体形态；Ｄ：对照组和 ＧＯＬＰＨ３ 敲除组细胞中反式高尔基体形态
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２． ２　 检测 ＧＯＬＰＨ３ 敲除对 ｍＴＯＲＣ１ 信号通路的

影响　 分别收集对照组和 ＧＯＬＰＨ３ 敲除组细胞，制
备细胞裂解液，然后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析。 结果显

示，与对照组细胞相比，ＧＯＬＰＨ３ 敲除组细胞 ＧＯＬ⁃
ＰＨ３ 表达水平显著下降，同时，ＧＯＬＰＨ３ 敲除明显抑

制了 ｍＴＯＲＣ１ 的 ｐ７０ Ｓ６ 激酶（Ｓ６Ｋ）的磷酸化，差异

有统计学意义（Ｆ ＝ ３４. ７，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ２。

图 ２　 ＧＯＬＰＨ３ 敲除对细胞中 ｍＴＯＲＣ１ 信号通路的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析对照组和 ＧＯＬＰＨ３ 敲除组细胞的 ｍＴＯＲＣ１
活性；Ｂ：对照组和 ＧＯＬＰＨ３ 敲除组 ｐＳ６Ｋ 磷酸化水平归一化统计分

析；与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０． ００１

２． ３　 ＧＯＬＰＨ３ 敲除对 ＴＦＥＢ 的细胞分布的影响　
将对照组和 ＧＯＬＰＨ３ 敲除组细胞的细胞核和细胞

质分离，然后用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ＧＯＬＰＨ３ 敲除对转

录因子 ＴＦＥＢ 磷酸化以及核转位的影响。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 实验结果表明，ＧＯＬＰＨ３ 敲除增加了细胞核中

ＴＦＥＢ 蛋白水平，同时抑制了细胞质中 ＴＦＥＢ 的磷酸

化水平。 分别在对照细胞和 ＧＯＬＰＨ３ 敲除细胞中

应用免疫荧光标记内源性 ＴＦＥＢ，显示 ＧＯＬＰＨ３ 敲

除明显增加了红色荧光标记的 ＴＦＥＢ 的细胞核定

位。 见图 ３。
２． ４　 ＧＯＬＰＨ３ 敲除对溶酶体生物发生的影响　 用

溶酶体膜联系蛋白 ＬＡＭＰ１ 抗体免疫荧光标记对照

组细胞和 ＧＯＬＰＨ３ 敲除组细胞，共聚焦成像结果显

示， ＧＯＬＰＨ３ 敲除细胞中 ＬＡＭＰ１ 免疫标记的荧光

点数量比对照组细胞中 ＬＡＭＰ１ 免疫标记的荧光点

数量明显增多（Ｆ ＝ ３２. ５５， Ｐ ＜ ０. ００１），表明 ＧＯＬ⁃
ＰＨ３ 敲除促进了溶酶体的生物发生。 见图 ４。

３　 讨论

　 　 ＧＯＬＰＨ３ 是定位在反式高尔基体及外周囊泡的

外周膜蛋白，通过与微丝马达蛋白 ＭＹＯ１８Ａ 相互作

用，从而将高尔基体与 Ｆ⁃肌动蛋白连接起来，参与

高尔基体的囊泡形成，维持高尔基体形态。 敲低

ＧＯＬＰＨ３（ＧＯＬＰＨ３ ＫＤ）将抑制从高尔基体到质膜的

囊泡运输，同时，抑制形成伸展的彩带样高尔基体形

态［１］。 本实验构建的 ＧＯＬＰＨ３ 敲除稳定细胞株，
ＧＯＬＰＨ３ 表达量显著降低，高尔基体形态明显减小，
成功构建了 ＧＯＬＰＨ３ 敲除稳定细胞株。

图 ３　 ＧＯＬＰＨ３ 敲除对 ＴＦＥＢ 的细胞分布的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ＧＯＬＰＨ３ 敲除对 ＴＦＥＢ 的细胞分布和磷酸化水平的影响；Ｂ：共聚焦显微镜成像分析 ＧＯＬＰＨ３ 敲除对 ＧＦＰ⁃ＴＦＥＢ 在细胞

中分布的影响 × ６３
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图 ４　 ＧＯＬＰＨ３ 敲除对溶酶体生物发生的影响

　 　 Ａ：对照组和 ＧＯＬＰＨ３ 敲除组 ＬＡＭＰ１ 共聚焦成像结果 × ６３；Ｂ：两个不同处理组单个细胞中 ＬＡＭＰ１ 荧光点数量统计学分析；与对照组比

较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

　 　 ＧＯＬＰＨ３ 是首个被发现定位在高尔基体的原癌

基因，可通过激活 ｍＴＯＲ 信号通路促进肿瘤发

生［６］，因此，ＧＯＬＰＨ３ 与 ｍＴＯＲ 信号通路有密切联

系。 ｍＴＯＲＣ１ 可感知细胞中生长因子信号、营养状

况和能量状态，通过其激酶活性磷酸化靶标底物以

启动多种下游反应。 ｍＴＯＲＣ１ 的底物 Ｓ６Ｋ（ｐ７０ Ｓ６
ｋｉｎａｓｅ）是一种有丝分裂原激活的 Ｓｅｒ ／ Ｔｈｒ 蛋白激

酶。 活化的 ｍＴＯＲＣ１ 磷酸化 Ｓ６Ｋ 形成 ｐ⁃Ｓ６Ｋ，ｐ⁃Ｓ６Ｋ
水平可以用来衡量 ｍＴＯＲＣ１ 的活性［７］。 本实验显

示 ＧＯＬＰＨ３ 敲除细胞中 ｍＴＯＲＣ１ 活性显著下降。
　 　 溶酶体可以感受细胞能量和氨基酸水平，介导

细胞内的信号转导［８ － ９］。 此外，作为一个经典的具

有降解功能的细胞器，溶酶体不仅可以降解细胞内

物质，还可降解通过胞吞和自噬等途径进入细胞的

胞外物质，因此，溶酶体在免疫反应、质膜修补以及

细胞死亡等多种细胞生理过程中具有重要作

用［１０ － １１］。 基于溶酶体在维持细胞稳态过程中的重

要作用，细胞内溶酶体的生物发生受到严格调控。
ＴＦＥＢ 可通过活性改变而影响其亚细胞定位进而调

控溶 酶 体 生 物 发 生 的 一 个 重 要 转 录 因 子［１２］。
ｍＴＯＲＣ１ 可磷酸化 ＴＦＥＢ，使其失活并定位于胞质，
而 ＴＦＥＢ 去磷酸化可导致其进入细胞核，恢复活性，
从而促进与溶酶体生物发生相关基因的转录，促进

溶酶体数量增加［５， １３］。 在 ＧＯＬＰＨ３ 敲除细胞中，
ｍＴＯＲＣ１ 部分失活，ＴＦＥＢ 的细胞核定位增加，因此

促进了溶酶体的生物发生。
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三卤甲烷对秀丽隐杆线虫生殖细胞及子代数的影响
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摘要　 目的　 探讨 ３ 种三卤甲烷类饮用水消毒副产物对秀

丽隐杆线虫生殖细胞发育与繁殖能力的影响。 方法 　 以 ３
种三卤甲烷（三溴甲烷、三氯甲烷、三碘甲烷）为研究对象，
在秀丽隐杆线虫模型中检测不同浓度三卤甲烷暴露后生殖

腺细胞凋亡和卵母细胞数，及最终产生的子代数目。 结果　
生殖腺细胞凋亡结果显示，５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理组中三氯甲烷和

三碘甲烷的暴露造成线虫生殖腺凋亡水平升高，且存在一定

剂量依赖效应。 卵母细胞数结果显示，在 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度暴

露下，３ 种 ＴＨＭｓ 的暴露均显著降低了线虫体内的卵母细胞

数。 子代数结果显示，仅有 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理组的三碘甲烷暴
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露会显著降低线虫的子代数。 结论 　 ＴＨＭｓ 会造成秀丽隐

杆线虫的生殖毒性，且毒性与其携带的卤族元素有关。
关键词　 三卤甲烷；秀丽隐杆线虫；生殖腺细胞凋亡；卵母细
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　 　 饮用水安全与我国乃至全球公共健康息息相

关。 为去除自然水体中存在的有害病原体，消毒处

理是饮用水净化过程中必不可少的一环。 然而，消
毒剂同时也会和水体中的有机物反应，生成消毒副

产物（ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｂｙ⁃ｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＤＢＰｓ） ［１］。 一系列研

究［２］表明消毒副产物对生殖系统、神经系统和消化

系统存在诸多不利影响。 目前已有 １４ 种消毒副产

物被纳入我国《生活饮用水卫生标准》的监测目录

中，但大多数消毒副产物产生的健康风险仍不明确。
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ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｆｕｒｔｈｅｒ， ｌｙｓｏｓｏｍｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＬＡＭＰ１ ｗａｓ ｌａｂｅｌｌｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ｍｅａｎｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌｙｓｏｓｏｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＧＯＬＰＨ３ ＫＯ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｃｏｍ⁃
ｐａｒｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 ＧＯＬＰＨ３ ＫＯ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｍＴＯＲＣ１ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐ⁃
ＴＦＥＢ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ＴＦＥＢ， ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｌｙｓｏｓｏｍｅ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　
Ｇｏｌｇｉ ｐｒｏｔｅｉｎ ＧＯＬＰＨ３ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｌｙｓｏｓｏｍｅ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍＴＯＲＣ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ＧＯＬＰＨ３； ｍＴＯＲＣ１； Ｇｏｌｇｉ ａｐｐａｒａｔｕｓ； ｌｙｓｏｓｏｍｅ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ
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