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摘要　 目的　 探究胞内氯离子通道蛋白 １（ＣＬＩＣ１）与活化蛋

白激酶 Ｃ 受体 １（ＲＡＣＫ１）在细胞内的相互作用。 方法　 构

建重组质粒 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＡＣＫ１⁃ＨＡ，转染质粒 ｐｃＤＮＡ３. １⁃
ＲＡＣＫ１⁃ＨＡ 和（或） ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＣＬＩＣ１⁃ＦＬＡＧ 到 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细

胞中，转染 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＡＣＫ１⁃ＨＡ 和（或） ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＣＬＩＣ１⁃
ＦＬＡＧ 到 ＣＯＳ７ 中。 ＧＳＴ⁃ｐｕｌｌｄｏｗｎ 和免疫共沉淀实验确定

ＣＬＩＣ１ 和 ＲＡＣＫ１ 在体内及体外的相互作用。 间接免疫荧光

实验检测 ＲＡＣＫ１ 与 ＣＬＩＣ１ 在细胞中的定位。 结果　 成功构

建 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＡＣＫ１⁃ＨＡ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 结 果 证 明 了

ＲＡＣＫ１ 和 ＣＬＩＣ１ 可在 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中表达，ＧＳＴ⁃ｐｕｌｌｄｏｗｎ
结果显示 ＲＡＣＫ１ 与 ＣＬＩＣ１ 在体外可直接结合，免疫共沉淀

结果显示 ＲＡＣＫ１ 和 ＣＬＩＣ１ 可在细胞内结合。 间接免疫荧光

实验表明 ＲＡＣＫ１ 与 ＣＬＩＣ１ 可共定位于细胞质。 结论 　
ＲＡＣＫ１ 与 ＣＬＩＣ１ 可在细胞中结合。
关键词　 ＲＡＣＫ１；ＣＬＩＣ１；相互作用
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　 　 细胞中的氯离子通道在跨膜电位调节、跨上皮

细胞运输以及细胞器的酸化等方面起着重要的作

用［１］。 胞内氯离子通道蛋白 １（ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｈａｎｎｅｌ ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＣＬＩＣ１）是最先被研究分析的人细

胞内氯离子通道蛋白，具有核膜和质膜氯离子通道

活性［２］。 ＣＬＩＣ１ 在细胞周期调控［３］、细胞器酸化［４］

以及细胞迁移［５］ 等方面起着重要作用。 活化蛋白

激酶 Ｃ 受体 １ （ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｃ ｋｉｎａｓｅ １，
ＲＡＣＫ１）蛋白在进化上非常保守，属于 ＷＤ 重复家

族的蛋白，含有 ７ 个 ＷＤ４０ 基序，构成一个 β⁃ｐｒｏｐｅｌ⁃
ｌｅｒ 结构［６］。 ＲＡＣＫ１ 可作为支架蛋白参与蛋白质的

迁移，从而改变蛋白质的胞内定位来增加或减少蛋

白质（酶）的活性，也参与调控蛋白质的翻译和转录

因子等的活性［７］。 此外，ＲＡＣＫ１ 还可募集激酶和磷

酸酶等参与斑点连接的形成［７］。 为了探究 ＣＬＩＣ１
的功能，课题组先前用酵母双杂交的方法从 ＨｅＬａ
细胞 ｃＤＮＡ 文库中筛选到一个 ＣＬＩＣ１ 的结合蛋白，
即 ＲＡＣＫ１。 该研究用 ＧＳＴ⁃ｐｕｌｌｄｏｗｎ、免疫沉淀等方

法检测 ＲＡＣＫ１ 与 ＣＬＩＣ１ 在体内外的结合情况，观
察二者结合情况。

１　 材料与方法

１． １　 细胞与质粒　 本实验所用的 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞

和 ＣＯＳ７ 细胞株、ＴＧ１ 和 ＢＬ２１ 菌株均为实验室自

存；本实验所用到的质粒 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＣＬＩＣ１⁃ＦＬＡＧ、
ｐＧＥＸ⁃５Ｘ⁃３⁃ＲＡＣＫ１ 为 先 前 研 究［８］ 所 构 建， ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １⁃ＲＡＣＫ１⁃ＨＡ 为本实验构建，引物如下：上游

ＣＣＡＡＧＣＴＴＧＧＧＧＣＣＡＣＣＡＴＧＡＣＴＧＡＧＣＡＧＡＴＧＡ，下
游 ＧＡＴＡＴＣＣＴＡＡＧＣＧＴＡＡＴＣＴＧＧＡＡＣＡＴＣＧＴＡＴＧＧＧ
ＴＡＧＣＧＴＧＴＧＣＣＡＡＴＧＧＴＣＡ。
１． ２ 　 试剂与设备 　 ＤＭＥＭ 高糖培养基（北京赛默

飞世尔科技有限公司）；质粒提取试剂盒（美国 Ｏ⁃
ＭＥＧＡ 公司）；胎牛血清（澳洲 ＣＬＡＲＫ 公司）；胰酶

细胞消化液（含 ＥＤＴＡ）、细胞裂解液、苯甲基磺酰氟

（ＰＭＳＦ）、一抗稀释液、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ８０００ 脂质体转

染试剂（上海碧云天生物技术有限公司）；改良型

Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法蛋白浓度测定试剂盒（上海生工生物有

限公司）；质粒小抽试剂盒（美国 Ａｘｙｇｅｎ 公司）；Ｏｐ⁃
ｔｉ⁃ＭＥＭ ® Ｍｅｄｉｕｍ （美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；抗体：
ＦＬＡＧ（Ｆ１８０４） （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；ＨＡ（ ｓｃ⁃７３９２）、
ＣＬＩＣ１（ ｓｃ⁃８１８７３）、 ＲＡＣＫ１ （ ｓｃ⁃１７７５４ ）、Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ
（ ｓｃ⁃５２３３６ ） （ 美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公 司 ）； ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ
Ｗｅｓｔ Ｐｉｃｏ 显色试剂盒（美国 Ｐｉｅｒｃｅ 公司）；ＩＰＴＧ、辣
根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 和辣根过氧化

物酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ、ＴＲＩＴＣ 标记山羊抗小鼠

ＩｇＧ 和 ＡＦ４８８ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ（北京中杉金桥生

物技术有限公司）；谷胱甘肽琼脂糖球珠（美国 ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司）；Ａ ／ Ｇ 琼脂糖球珠（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司）；荧光封片胶（丹麦 ＤＡＫＯ 公司）；Ｇｅｌｘ⁃１６２０
凝胶成像分析系统（上海 Ｂｉｏｓｈｉｎｅ 科学仪器有限公
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司）；激光共聚焦显微镜（型号：ＬＳＭ８８０，德国 Ｚｅｉｓｓ
公司）； ＢＳＣ⁃ＩＩ 级生物安全柜（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；
光吸收酶标仪（美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）；Ｍｉ⁃
ｃｒｏｆｕｇｅ ２０Ｒ 高速冷冻离心机（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）。
１． ３　 方法　
１． ３． １ 　 细胞培养 　 待 ＨＥＫ ２９３Ｔ 或 ＣＯＳ７ 细胞长

满，ＰＢＳ 清洗，胰酶消化收集细胞，以 １ × １０５ ～ ２ ×
１０５ ／ ｃｍ２ 的密度接种到含 ５％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ
（１００ Ｕ ／ ｍｌ 青霉素 ＋ １００ μｇ ／ ｍｌ 链霉素）培养皿中，
３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养过夜。
１． ３． ２ 　 质粒构建 　 以 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＡＣＫ１⁃ＦＬＡＧ 质

粒为模板，ＰＣＲ 扩增出含有 ＨＡ 标签的 ＲＡＣＫ１ 的

ＣＤＳ 序列，并用试剂盒纯化回收琼脂糖凝胶电泳后

的 ＰＣＲ 产物，用 ＨｉｎｄＩＩＩ 和 ＥｃｏＲＶ 双限制酶水解

ｐｃＤＮＡ３. １ 载体和纯化的 ＰＣＲ 产物，然后用 Ｔ４ 连接

酶将两者的酶切产物进行连接；连接产物转化至

ＴＧ１ 感受态细胞中，３７ ℃培养约 １０ ｈ 后挑取单克隆

并扩大培养抽提重组的质粒，质粒用 ＨｉｎｄＩＩＩ、ＥｃｏＲＶ
双限制酶酶切鉴定，鉴定正确的质粒送公司测序

（通用生物系统有限公司）。
１． ３． ３　 质粒转染　 前 １ ｄ 将细胞接种至六孔板中，
使得次日 ＨＥＫ ２９３Ｔ 或 ＣＯＳ７ 细胞密度能达到约

９０％或 ５０％ 。 转染前，将培养有细胞的六孔板每孔

换成 ２ ｍｌ 新鲜完全培养液，然后取一个无菌离心

管，于待转染的六孔板中每孔加入所需的 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ
® Ｍｅｄｉｕｍ 和目的质粒 ＤＮＡ，再加入适量的 Ｌｉｐｏ⁃
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ ８０００ 转染试剂，混合液均匀滴加到孔内混

匀，细胞培养 ４８ ｈ 后用于检测蛋白表达或 ２４ ｈ 后用

于免疫荧光制片。
１． ３． ４ 　 ＧＳＴ、ＧＳＴ⁃ＲＡＣＫ１ 的表达及纯化 　 将质粒

ｐＧＥＸ⁃５Ｘ⁃３ 或 ｐＧＥＸ⁃５Ｘ⁃３⁃ＲＡＣＫ１ 转化到 ＢＬ２１ 大

肠杆菌中，挑取单克隆至含有 ２ ｍｌ ＬＢ 培养基（含氨

苄）中 ３７ ℃摇菌过夜。 次日取 ５００ μｌ 菌液到含 ５０
ｍｌ ＬＢ（含氨苄）扩大培养，至 ＯＤ６００为 ０. ４ ～ ０. ６；３０
℃下，分别加入适宜浓度的诱导剂 ＩＰＴＧ 诱导其表

达，收集细菌；细菌裂解液裂解，超声破碎；４ ℃、
１４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液，分装， － ８０ ℃
冻存。 分别取一管上清液离心并加入谷胱甘肽琼脂

糖球珠，于 ４ ℃混悬孵育 ２ ｈ，孵育结束后离心弃上

清液，沉淀用 ＧＳＴ 结合缓冲清洗液清洗后备用。
１． ３． ５　 ＧＳＴ⁃ｐｕｌｌｄｏｗｎ 实验　 质粒转染 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细

胞 ４８ ｈ 后，离心收集细胞，然后向细胞中加入适量裂

解液，裂解后的上清液加入到纯化好的 ＧＳＴ 或 ＧＳＴ
融合蛋白，４ ℃混悬孵育 ４ ｈ，离心收集谷胱甘肽琼脂

糖珠子，珠子中加入 ＳＤＳ 上样缓冲液，变性后进行十

二烷基硫酸钠聚丙酰烯胺凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）。
１． ３． ６　 免疫共沉淀实验　 质粒转染 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细

胞（内源性免疫沉淀中细胞不转染质粒），４８ ｈ 后收

集细胞，然后加入适量细胞裂解液，裂解结束向裂解

液中加入适量的 ＦＬＡＧ 抗体，４ ℃混悬 ２ ｈ。 结束后

加入 ２０ μｌ Ａ ／ Ｇ 琼脂糖球珠，４ ℃混悬 ４ ｈ。 离心并

收集珠子。 最后加 ＳＤＳ 上样缓冲液变性，对照样品

（细胞裂解液）直接用 ＳＤＳ 上样缓冲液变性。
１． ３． ７　 免疫荧光实验　 质粒转染后约 ２４ ｈ，取出长

有 ＣＯＳ７ 细胞的盖玻片，用预冷的甲醇固定，然后用

１％脱脂牛奶封闭，室温一抗孵育 ２ ｈ、二抗孵育 １ ｈ
（一抗、二抗均用 １％ 脱脂牛奶稀释，稀释比例 １ ∶
１００），ＤＡＰＩ 孵育细胞 ３ ｍｉｎ，最后用封片胶封片，４
℃保存，激光共聚焦显微镜观察拍摄。
１． ３． ８ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测蛋白表达 　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
后，凝胶上的蛋白电转至 ＰＶＤＦ 膜上（ＰＶＤＦ 膜临用

前用甲醇活化）。 ＰＶＤＦ 膜用脱脂牛奶封闭 １. ５ ｈ，
然后用相关的适量一抗（１ ∶ １ ０００）４ ℃孵育过夜，
然后再用二抗（１ ∶ ２ ５００）室温孵育 １. ５ ｈ，最后用

ＥＣＬ 试剂盒显色并在蛋白成像仪上进行拍摄。

２　 结果

２． １ 　 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＡＣＫ１⁃ＨＡ 重组质粒构建 　 以

ｐｃＤＮＡ３． １⁃ＲＡＣＫ１⁃ＦＬＡＧ 作为模板，用 ＰＣＲ 法将

ＲＡＣＫ１ 全长 ｃＤＮＡ 序列构建到 ｐｃＤＮＡ３. １ 载体中。
构建的重组质粒双酶切（ＨｉｎｄＩＩＩ、ＥｃｏＲＶ）４ ｈ 后，酶
切产物进行琼脂糖凝胶电泳（图 １Ａ）。 图中酶切后

的质粒呈现两条 ＤＮＡ 带，下端的 ＤＮＡ 带分子量与

预测的 ＲＡＣＫ１ 全长序列分子量一致。 构建的质粒

送公司测序，测定的序列与 ＲＡＣＫ１ 全长序列相同

（图 １Ｂ）。
２． ２ 　 ＣＬＩＣ１ 与 ＲＡＣＫ１ 可在体外结合 　 转染

ＣＬＩＣ１⁃ＦＬＡＧ 的 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞经裂解后，裂解液与

预先纯化好的 ＧＳＴ 和 ＧＳＴ⁃ＲＡＣＫ１ 融合蛋白在 ４ ℃
混悬仪孵育（孵育前取适量裂解液作为对照），样品

经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测后，结果见图 ２，用 ＦＬＡＧ 抗体印

迹后，细胞裂解液中有较强的 ＣＬＩＣ１ 表达（２７ ｋｕ）
（图 ２Ａ，泳道 １）。 对照组（图 ２Ａ，泳道 ２）无蛋白带，
显示 ＧＳＴ 不能结合 ＣＬＩＣ１⁃ＦＬＡＧ；而样品组中 ＧＳＴ⁃
ＲＡＣＫ１ 可以结合 ＣＬＩＣ１⁃ＦＬＡＧ（图 ２Ａ，泳道 ３）。 图

２Ｂ 显示共孵育溶液中 ＧＳＴ（２５ ｋｕ）（泳道 ２）和 ＧＳＴ⁃
ＲＡＣＫ１（６２ ｋｕ）（泳道 ３）。 此结果表明 ＣＬＩＣ１ 可在

体外结合 ＲＡＣＫ１。
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图 １　 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＡＣＫ１⁃ＨＡ 重组质粒构建

　 　 Ａ：ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＡＣＫ１⁃ＨＡ 重组质粒酶切电泳结果；Ｍ：λＤＮＡ ／ ＥｃｏＲⅠ ＋ ＨｉｎｄⅢ Ｍａｒｋｅｒ；１ ～ ４：随机挑取的细菌克隆的质粒 ＤＮＡ；Ｂ：ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １⁃ＲＡＣＫ１⁃ＨＡ 重组质粒中全长 ＲＡＣＫ１ 序列测序结果

图 ２　 ＣＬＩＣ１ 与 ＲＡＣＫ１ 的 ＧＳＴ⁃ｐｕｌｌｄｏｗｎ 结果

　 　 １：ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＣＬＩＣ１⁃ＦＬＡＧ 的细胞裂解液；２：转染 ｐｃＤＮＡ３. １⁃

ＣＬＩＣ１⁃ＦＬＡＧ 的细胞裂解液与已纯化的 ＧＳＴ 共孵育；３：转染 ｐｃＤ⁃

ＮＡ３. １⁃ＣＬＩＣ１⁃ＦＬＡＧ 的细胞裂解液与已纯化的 ＧＳＴ⁃ＲＡＣＫ１ 共孵育

２． ３　 ＣＬＩＣ１ 可体内结合 ＲＡＣＫ１ 　 将 ｐｃＤＮＡ３. １⁃
ＣＬＩＣ１⁃ＦＬＡＧ 与 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＡＣＫ１⁃ＨＡ 两种质粒共

转染至 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞 ４８ ｈ 后，裂解细胞，细胞裂解

液（Ｌｙｓａｔｅｓ）经 ＦＬＡＧ 抗体孵育和 Ａ ／ Ｇ 琼脂糖球珠

沉淀后，对蛋白样品进行免疫印迹，结果见图 ３。 从

图 ３ 中可以看到，ＦＬＡＧ 抗体沉淀中存在 ＲＡＣＫ１（泳
道 ４），而对照中（泳道 ３）不存在。 此结果表明过表

达的 ＣＬＩＣ１ 和 ＲＡＣＫ１ 可在 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中结合。
　 　 为了确定细胞中内源性的 ＣＬＩＣ１ 和 ＲＡＣＫ１ 是

否可以结合，本研究直接裂解 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞，裂解

液（Ｌｙｓａｔｅ）与 ＲＡＣＫ１ 抗体孵育（对照与鼠 ＩｇＧ 孵

育），然后用 Ａ ／ Ｇ 琼脂糖球珠沉淀，最后进行免疫印

迹分析。 结果（图 ４）表明 ２９３Ｔ 细胞均含有丰富的

ＣＬＩＣ１和ＲＡＣＫ１蛋白 （ 泳道１ ） ，ＲＡＣＫ１抗体沉淀

图 ３　 ＲＡＣＫ１ 与 ＣＬＩＣ１ 的免疫共沉淀结果

　 　 １：载体 ｐｃＤＮＡ３． １ 和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＣＬＩＣ１⁃ＦＬＡＧ 共转的细胞裂解

液；２：ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＡＣＫ１⁃ＨＡ 和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＣＬＩＣ１⁃ＦＬＡＧ 共转的细胞

裂解液；３：载体 ｐｃＤＮＡ３． １ 和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＣＬＩＣ１⁃ＦＬＡＧ 共转的细胞裂

解液与 ＦＬＡＧ 抗体以及 Ａ ／ Ｇ 琼脂糖球珠孵育后的沉淀；４： ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １⁃ＲＡＣＫ１⁃ＨＡ 和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＣＬＩＣ１⁃ＦＬＡＧ 共转的细胞裂解液与

ＦＬＡＧ 抗体以及 Ａ ／ Ｇ 琼脂糖球珠孵育后的沉淀

图 ４　 ＲＡＣＫ１ 与 ＣＬＩＣ１ 的内源性免疫沉淀结果

　 　 １：ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞裂解液；２：鼠 ＩｇＧ 和 Ａ ／ Ｇ 琼脂糖球珠与细胞

裂解液孵育后的沉淀；３：ＲＡＣＫ１ 抗体和 Ａ ／ Ｇ 琼脂糖球珠与细胞裂

解液孵育后的沉淀
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中含有 ＣＬＩＣ１ （泳道 ３），而对照抗体沉淀中没有

ＣＬＩＣ１（泳道 ２）。
　 　 上述实验证实了在细胞中 ＣＬＩＣ１ 可与 ＲＡＣＫ１
结合。
２． ４　 ＲＡＣＫ１ 与 ＣＬＩＣ１ 在 ＣＯＳ７ 细胞中的定位　
蛋白质在细胞中的共定位可为蛋白质之间的结合提

供进一步的证据。 为此，本研究在 ＣＯＳ７ 细胞中共

转染了质粒 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＡＣＫ１⁃ＨＡ 和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃
ＣＬＩＣ１⁃ＦＬＡＧ，转染 ２４ ｈ 后进行免疫荧光制片，并用

荧光显微镜观察拍摄。 结果表明，在 ＣＯＳ７ 细胞中，
ＣＬＩＣ１ 和 ＲＡＣＫ１ 在胞质中具有明显的共定位

（图 ５）。

３　 讨论

　 　 ＲＡＣＫ１ 是一个进化上高度保守的蛋白质，主要

由 ７ 个 ＷＤ４０ 结构域组成［６］，许多实验都表明

ＲＡＣＫ１ 是一个介导细胞内多种功能的支架蛋白。
例如 ＲＡＣＫ１ 可以介导蛋白激酶 Ｃ β 转移到合适的

胞内部位，并活化 ＰＫＣβ［６］；已报道的 ＲＡＣＫ１ 结合

蛋白基本上都是与 ＲＡＣＫ１ 羧端的 ＷＤ４０ 结构域结

合，例如 β 整合素蛋白、Ｓｒｃ 激酶等［６］。 本研究中过

表达免疫沉淀实验也表明 ＣＬＩＣ１ 与 ＲＡＣＫ１ 的羧端

结合（结果尚未发表）。
　 　 研究发现的一类氯离子通道蛋白（ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎ⁃
ｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｈａｎｎｅｌ，ＣＬＩＣ）家族由 ７ 个成员组成，成员

之间的序列相同性介于 ４７％ ～ ７６％ ［９］，均具有介导

氯离子跨膜运输和谷氧化还原蛋白样（ｇｌｕｔａｒｅｄｏｘｉｎ⁃
ｌｉｋｅ）活性［１０］。 不同的 ＣＬＩＣ 蛋白在细胞内也具有自

身特有的功能，例如胞内氯离子通道蛋白 ４（ｃｈｌｏｒｉｄｅ
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｈａｎｎｅｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ４，ＣＬＩＣ４）在细胞中过表

达可诱导细胞的凋亡［１１］。 ＣＬＩＣ１ 含有一个保守的

谷胱甘肽⁃Ｓ⁃转移酶折叠并具有该酶活性，受到氧化

时，ＣＬＩＣ１ 可形成二聚体并与其通道活性密切相

关［１２］。 ＣＬＩＣ１ 是作为细胞内的氯离子通道而被分

析鉴定的，它可以在人工膜中形成离子通道，其通道

活性受到 ｐＨ 的影响。 有研究［５］ 显示 ＣＬＩＣ１ 可以影

响肿瘤细胞的迁移性，而且对其机制有所了解。 有

研究［１３］表明定位于质膜的 ＣＬＩＣ１ 可以募集胞质中

的 ＰＩＰ５Ｋ１Ａ 和 ＰＩＰ５Ｋ１Ｃ 到质膜的前移部位，产生富

含 ＰＩＰ２ 的微结构域以诱导整合素介导的细胞 － 基

质黏附并发出细胞骨架延伸的信号，启动“ＰＩＰ２ ⁃ｔａｌ⁃
ｉｎ⁃ｉｎｔｅｇｒｉｎ”信号通路，促进细胞基质黏附形成和信

号转导，从而在肿瘤转移过程中对细胞的片状伪足

和丝状伪足进行时空调控，此结果初步阐明了ＣＬＩＣ１

图 ５　 ＲＡＣＫ１ 与 ＣＬＩＣ１ 在 ＣＯＳ７ 细胞中的共定位 × ４００
　 　 Ａ － Ｃ：过表达的 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＡＣＫ１⁃ＨＡ 在细胞中的分布；Ｄ － Ｇ：过表达的 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＣＬＩＣ１⁃ＦＬＡＧ 和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＡＣＫ１⁃ＨＡ 的共定位；
ＡＦ４８８：绿色（ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＡＣＫ１⁃ＨＡ）；ＤＡＰＩ：蓝色（细胞核）；ＴＲＩＴＣ：红色（ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＣＬＩＣ１⁃ＦＬＡＧ）；ＭＥＲＧＥ：叠加
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介导肿瘤细胞转移的一个可能的机制。 由于

ＲＡＣＫ１ 和 ＣＬＩＣ１ 在细胞质膜上都有分布（本实验表

明 ＣＬＩＣ１ 存在于多种细胞的质膜上），而且 ＲＡＣＫ１
可以介导蛋白激酶 Ｃ 转移到质膜并活化蛋白激酶

Ｃ，这些为进一步研究 ＲＡＣＫ１ 和 ＣＬＩＣ１ 在细胞质膜

上的关系并探讨其功能提供了重要线索。
　 　 在血清刺激后，细胞中 ＲＡＣＫ１ 表达明显上调，
提示 ＲＡＣＫ１ 可能参与细胞周期的调节［６］，而 ＣＬＩＣ１
也参与细胞周期中 Ｇ２ ／ Ｍ 期的转变［４］，且在许多肿

瘤细胞中 ＣＬＩＣ１ 都是高表达的［１４］，因此在未来的研

究中有必要详细解析 ＲＡＣＫ１ 和 ＣＬＩＣ１ 的相互作用

对细胞周期影响的机制。
　 　 本研究利用 ＧＳＴ⁃ｐｕｌｌｄｏｗｎ、免疫共沉淀以及间

接免疫荧光显微技术证明 ＲＡＣＫ１ 与 ＣＬＩＣ１ 可以在

细胞中相互结合。
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［１０］ Ａｌ Ｋｈａｍｉｃｉ Ｈ， Ｂｒｏｗｎ Ｌ Ｊ， Ｈｏｓｓａｉｎ Ｋ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅ ｇｌｕ⁃
ｔａｒｅｄｏｘｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１５， １０（１）：
ｅ１１５６９９．

［１１］ Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ⁃Ｓａｌａｓ Ｅ， Ｓｕｈ Ｋ Ｓ， Ｓｐｅｒａｎｓｋｙ Ｖ Ｖ， ｅｔ ａｌ． ｍｔＣＬＩＣ ／
ＣＬＩＣ４， ａｎ ｏｒｇａｎｅｌｌｕｌａｒ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｃｈａｎｎｅｌ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｉｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ
ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｐ５３
［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２００２， ２２（１１）：３６１０ － ２０．

［１２］ Ｈａｒｒｏｐ Ｓ Ｊ， ＤｅＭａｅｒｅ Ｍ Ｚ， Ｆａｉｒｌｉｅ Ｗ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ
ａ ｓｏｌｕｂｌｅ ｆｏｒｍ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ ＣＬＩＣ１
（ＮＣＣ２７） ａｔ １． ４⁃Ａ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ， ２００１， ２７６
（４８）：４４９９３ － ５０００．

［１３］ Ｐｅｎｇ Ｊ Ｍ， Ｌｉｎ Ｓ Ｈ， Ｙｕ Ｍ Ｃ， ｅｔ ａｌ． ＣＬＩＣ１ ｒｅｃｒｕｉｔｓ ＰＩＰ５Ｋ１Ａ ／ Ｃ
ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｃｅｌｌ⁃ｍａｔｒｉｘ ａｄｈｅｓｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｕｍｏｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ
Ｉｎｖｅｓｔ， ２０２１， １３１（１）：ｅ１３３５２５．

［１４］ Ａｖｅｒａｉｍｏ Ｓ， Ｍｉｌｔｏｎ Ｒ Ｈ， Ｄｕｃｈｅｎ Ｍ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕ⁃
ｌａｒ ｃｈａｎｎｅｌ １ （ＣＬＩＣ１）： Ｓｅｎｓｏｒ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｄｕｒｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
［Ｊ］ ． ＦＥＢＳ Ｌｅｔｔ，２０１０，５８４（１０）：２０７６ － ８４．

Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＡＣＫ１ ｗｉｔｈ ＣＬＩＣ１ ｉｎ ｃｅｌｌｓ
Ｌｉ Ｃａｉｈｏｎｇ， Ｚｈｕ Ｌｉａｎｇｌｉａｎｇ， Ｗａｎｇ Ｂｅｉｈｕａ， Ｚｈｏｕ Ｈｅｎｇ， Ｌｉ Ｑｉａｎｇ， Ｚｈｕ Ｆａｎｇｘｉｕ， Ｆａｎ Ｌｉｂｉｎ

（Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｙ， Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ １（ＣＬＩＣ１） ａｎｄ ａｃｔｉ⁃
ｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｃ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １ （ＲＡＣＫ１）． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｐｌａｓｍｉｄｓ ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＡＣＫ１⁃ＨＡ ａｎｄ ／ ｏｒ ｐｃＤＮＡ３. １⁃
ＣＬＩＣ１⁃ＦＬＡＧ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＨＥＫ ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＡＣＫ１⁃ＨＡ ａｎｄ ／ ｏｒ ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＣＬＩＣ１⁃ＦＬＡＧ
ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＣＯＳ７． ＧＳＴ⁃ｐｕｌｌｄｏｗｎ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒ⁃
ａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＬＩＣ１ ａｎｄ ＲＡＣＫ１ ｉｎ ｖｉｖｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ． Ｔｈｅ ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＬＩＣ１ ａｎｄ ＲＡＣＫ１ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ
ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ＣＬＩＣ１ ａｎｄ ＲＡＣＫ１ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ＨＥＫ ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ． ＧＳＴ⁃ｐｕｌｌｄｏｗｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＲＡＣＫ１ ｂｏｕｎｄ ＣＬＩＣ１ ｉｎ ｖｉｔｒｏ， ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＣＬＩＣ１ ａｎｄ ＲＡＣＫ１ ｉｎｔｅｒａｃｔｅｄ ｉｎ ｖｉｖｏ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ＣＬＩＣ１
ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ＲＡＣＫ１． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｈｕｍａｎ ＣＬＩＣ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ ＲＡＣＫ１ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ＲＡＣＫ１；ＣＬＩＣ１；ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
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