
The ROC curve of ESR，CRP and tuberculosis modeling infection was analyzed at 56 days after operation． The area
under the curve of ESR was 0. 953，CRP was 0. 927，significantly higher than 0. 5，calculate the maximum cut
point for the Youden index for the best screening point． The best screening point for ESR was 7. 5 mm /h; the best
screening point for CRP was 5 527. 50 μg /L． Conclusion ESR and CRP can reflect the infection and the progres-
sion of tuberculosis in rabbits． The 56th day after modeling can be used as a reliable index for screening rabbits
with spinal tuberculosis．
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TMEM88 真核表达质粒的构建及其功能研究
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摘要 目的 构建 TMEM88 的真核表达质粒，并研究其对
肝癌细胞增殖和凋亡的影响。方法 提取人肝星状细胞的
总 RNA，逆转录成 cDNA 作为模板，利用 PCR 法扩增出
TMEM88 的 CDS 序列，双酶切后连接到 pEGFP-C2 载体上，
然后进行转化、质粒抽提、酶切鉴定，最后挑取阳性克隆送生
物公司测序。将 pEGFP-C2-TMEM88 真核表达质粒分别转
染至人肝癌细胞株 SMMC-7721 中，通过 MTT 实验和流式细
胞术检测其对细胞增殖和凋亡的影响。结果 测序结果显
示 pEGFP-C2-TMEM88 真核表达质粒构建成功;MTT 实验结
果显示，过表达组细胞的增殖率为(0. 625 ± 0. 07)，显著低于
正常组的(0. 880 ± 0. 09)(P ＜ 0. 05);流式细胞术结果显示，
过表达组细胞的凋亡率为 22. 1%，显著高于正常组的
9. 1%。结论 TMEM88 能够显著抑制人肝癌细胞株 SMMC-
7721 的增殖，并促进其凋亡，为进一步了解 TMEM88 的功
能、寻求肝癌治疗的新方向奠定了基础。
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肝癌是一种常见的消化系统肿瘤，具有恶性程

度高、发病率和死亡率高等特点，流行病调查数
据
［1 － 4］
显示，肝癌位居肿瘤发病率的第 5 位，死亡率

2017 － 02 － 05 接收

基金项目:合肥市科技攻关计划项目(编号:合科［2015］163 号-38);

安徽医科大学博士科研资助基金(编号:XJ201536);安徽

高校自然科学研究重点项目(编号:KJ2016A348)

作者单位:1安徽医科大学附属合肥医院(合肥市第二人民医院)肿

瘤放疗科，合肥 230011
2安徽医科大学药学院，合肥 230032

作者简介:倪升丽，女，主管护师;

徐 涛，男，讲师，硕士生导师，责任作者，E-mail:xutao@

ahmu． edu． cn

更是高达第 3 位，仅次于胃癌和肺癌，因此寻找肝癌
行之有效的治疗方法至关重要。近年来，基因工程
技术快速发展，为医学研究和疾病治疗开辟了崭新

的道路
［5］。TMEM88 定位在 17 号染色体的 p13. 1，

其 CDS序列长度为 477 bp，编码由 159 个氨基酸残
基组成、分子量约为 17 ku 的蛋白，TMEM88 是一种
跨膜两次的蛋白，两个跨膜结构域分别由 43-63、88-
108 位氨基酸残基组成，其在人类组织中广泛表达，
且在其 C 端存在着 V-W-V 序列，能够结合 DVL 蛋
白的 PDZ结构域，从而破坏 DVL 和 LRP5 /6、Frrizle
等的结合，抑制 Wnt /β-catenin 经典通路，进而发挥
其生物功能

［6 － 9］。目前，对于人恶性肿瘤细胞中
TMEM88 的表达、亚细胞定位以及潜在分子机制的
研究还比较有限

［10］。该研究将通过构建 TMEM88
的真核表达载体，研究其对肝癌细胞增殖和凋亡的

影响。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 人肝星状细胞 LX-2、肝癌细胞
SMMC-7721、pEGFP-C2 载体、TG1 大肠杆菌感受态
均由本实验室保存。TRIzol 裂解液(美国 Sigma 公
司);PrimeSTAR Max酶、DL 2000 DNA Marker(日本
TaKaRa公司);EcoRⅠ、KpnⅠ内切酶、T4 连接酶、
逆转录试剂盒(加拿大 Ferments公司);胶回收试剂
盒、质粒小抽试剂盒(美国 Axygen 公司);细胞凋亡
试剂盒(上海 BestBio 公司); LipofectamineTM 2000
(美国 Invitrogen 公司);DMEM 培养基、Opti-MEM、
胎牛血清(美国 Gibco 公司);引物［生工生物工程
(上海)股份有限公司］。
1． 2 方法
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1． 2． 1 RNA 抽提和逆转录 培养人肝星状细胞
LX-2，用 TRIzol对细胞进行裂解(4 ℃，约 10 min)，
并收集细胞至离心管中，加三氯甲烷后剧烈混匀后

4 ℃、14 000 r /min离心 10 min，取上层液体适量，加
入等体积的异丙醇充分混匀，低温( － 20 ℃)静置 1
h后 4 ℃、14 000 r /min 离心 10 min，收集沉淀，用
75%的乙醇溶液清洗沉淀后干燥 10 min，并用无酶
水溶解沉淀即得到 RNA，然后用逆转录试剂盒将
RNA逆转录，最后得到 cDNA。
1． 2． 2 质粒构建 提取人肝星状细胞 LX-2 的总
RNA，逆转录成 cDNA 作为模板，利用 PCR 的方法
扩增出 TMEM88 的 CDS 序列，上游引物序列:CCG-
GAATTCCGGATGGCGGATGTCCCCG; 下游引物序
列:GGGGTACCCCTTAGACCCAGACCTTTCCT，琼脂
糖电泳后(约 30 min)，用胶回收试剂盒收集 PCR产
物，然后用限制性内切酶 EcoRⅠ和 KpnⅠ对纯化产
物和 pEGFP-C2 载体进行双酶切(37 ℃，约 4 h)，并
用 T4 连接酶对两者的酶切产物进行连接(16 ℃，约
12 h)，然后用感受态细胞(TG1)对连接产物进行转
化和培养(37 ℃，约 10 h)，并挑取单克隆进行扩大
培养(37 ℃，250 r /min，约 10 h)，用质粒抽提试剂
盒对菌液进行抽提，并对质粒进行酶切鉴定，最后将

鉴定正确的质粒送生物公司测序。
1． 2． 3 质粒转染 本文采用的是脂质体转染法，具
体步骤如下:分别用约 200 μl 的 Opti-MEM 转染液
稀释 pEGFP-C2-TMEM88 质粒和 LipofectamineTM

2000 脂质体，充分混匀后静置 5 min，然后将两者轻
轻混匀，静置 20 min 后加入细胞中，培养 4 ～ 6 h 后
更换成完全培养基继续培养。
1． 2． 4 Western blot 对细胞进行传代后重新接种
至 25 cm2

的培养瓶中(细胞密度约为 1 × 108 /L)，
培养过夜后转染约 5 μg pEGFP-C2-TMEM88 质粒，
继续培养 48 h后，收集细胞，加入 500 μl RIPA细胞
裂解液，冰上裂解 10 min，高速离心 20 min(4 ℃，
14 000 r /min)后收集上清液，加入适量 SDS 上样缓
冲液，沸水浴 5 min 后冰上冷却即得到蛋白样品，取
适量样品进行 SDS-PAGE 电泳(80 V，2 h)和电转
(100 V，1 h)后即得到 PVDF膜，封闭 1 h 后依次孵
育 GFP一抗(1 ∶ 500)和二抗(1 ∶ 5 000)，TBST 缓
冲液洗膜后进行暗室显影。
1． 2． 5 MTT实验 对细胞进行传代后重新接种至
96 孔培养板中(细胞密度约为 1 × 108 /L)，培养过
夜后每孔转染约 100 ng pEGFP-C2-TMEM88 质粒，
约 48 h 后更换为无血清培养基，然后加入 20 μl

MTT(5 g /L)，继续培养 4 h，弃去培养基并加入 150
μl DMSO，震荡混匀 10 min 后，测定 492 nm 波长处
的吸光度。
1． 2． 6 流式细胞术 对细胞进行传代后重新接种
至 25 cm2

的培养瓶中，培养过夜后转染约 5 μg
pEGFP-C2-TMEM88 质粒，约 48 h 后收集细胞，并用
PBS缓冲液清洗细胞数次，然后加入 400 μl Binding
Buffer重悬细胞，并加入 5 μl Annexin V 染液，轻轻
混匀后孵育 15 min(4 ℃，避光)，然后加入 10 μl PI，
轻轻混匀后 5 min(4 ℃，避光)，并用流式细胞仪检
测细胞凋亡情况。
1． 3 统计学处理 利用 SPSS 19. 0 软件对统计数
据进行分析，计量数据采用 珋x ± s 来表示，组间对比
采用 t检验，计数资料采用比例表示，组间比较采用
χ2 检验。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 pEGFP-C2-TMEM88 真核表达质粒构建成功
将抽提的质粒用 EcoRⅠ和 KpnⅠ进行酶切鉴定，
结果显示，质粒酶切之后出现两条带，经过 Marker、
pEGFP-C2 载体、TMEM88 PCR 产物的横向比较，可
以确定一条是载体 pEGFP-C2，另一条是目的片段
TMEM88，证明质粒成功连接，后续的测序结果进一
步表明 pEGFP-C2-TMEM88 质粒构建成功，见图 1。

图 1 重组质粒 pEGFP-C2-TMEM88 的酶切鉴定
A:pEGFP-C2 空载体的酶切;B:重组质粒的酶切;C:TMEM88 的

PCR产物;M:DL2000 Marker

2． 2 pEGFP-C2-TMEM88 真核表达质粒的表达
将 pEGFP-C2-TMEM88 表达质粒转染至肝癌细胞系
SMMC-7721 中，利用 Western blot 检测其蛋白表达
情况，结果显示，当用 GFP抗体免疫印迹时，过表达
组在约 45 ku 的位置出现了条带，大小与 GFP-
TMEM88(27 ku + 17 ku)基本一致，而正常组未出现
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任何条带，表明 pEGFP-C2-TMEM88 能够表达成功，
见图 2。

图 2 重组质粒 pEGFP-C2-TMEM88 的蛋白表达
A:未转染的 SMMC-7721 细胞裂解液; B: 转染 pEGFP-C2-

TMEM88 的 SMMC-7721 细胞裂解液

2． 3 TMEM88 对细胞增殖的影响 将 pEGFP-C2-
TMEM88 表达质粒转染至肝癌细胞系 SMMC-7721
中，利用 MTT实验检测细胞增殖情况，结果显示正
常组的细胞增殖率为(0. 880 ± 0. 09)，过表达组的
细胞增殖率为(0. 625 ± 0. 07)，显著低于正常组(P
＜ 0. 05)，表明过表达 TMEM88 能够显著抑制人肝
癌细胞株 SMMC-7721 的增殖。
2． 4 TMEM88 对细胞凋亡的影响 将 pEGFP-C2-
TMEM88 表达质粒转染至肝癌细胞系 SMMC-7721
中，流式细胞仪检测细胞凋亡情况，结果显示，正常

组的细胞凋亡率为 9. 1%，过表达组的细胞凋亡率
为 22. 1%，显著高于正常组(P ＜ 0. 05)，表明过表达
TMEM88 能够显著促进人肝癌细胞株 SMMC-7721
的凋亡，见图 3。

图 3 正常组和过表达组流式细胞术检测结果

A:正常组;B:过表达组

3 讨论

肝癌的发病具有一定的地域性，亚洲和非洲为

高发区，在我国的东南沿海地区，每年确诊的肝癌患

者就高达 30 余万人次，占世界新发肝癌病例的一半
以上，而且近年来还呈现逐年递增的趋势，因此我国

面临着非常严峻的肝癌形势
［11 － 12］。TMEM88 在爪

蟾属的胚胎细胞中定位于细胞膜上，人类组织的基

因芯片结果也显示，TMEM88 蛋白在胎盘中表达量
最高，且广泛分布于胚胎、肌肉、脾脏、心脏、肾脏、骨

骼等组织中。人类的 TMEM88 蛋白包括两种亚型，
即 CRA-a和 CRA-b，CRA-a即通常称之为 TMEM88，
蛋白大小约为 17 ku，能够抑制经典的 Wnt 通路，而
CRA-b蛋白大小约为 25 ku，由于其缺乏 VWV 序
列，不能与 DVL 发生相互作用，本研究的 TMEM88
即为 CRA-a［13 － 14］。
本研究首先构建了野生型 TMEM88 的真核表

达质粒，然后将质粒瞬时转染至肝癌细胞系，West-
ern blot结果显示质粒表达成功，TMEM88 真核质粒
的成功构建和表达为接下来研究其在细胞增殖和凋

亡中的功能奠定了基础。MTT 和流式细胞术的结
果显示过表达 TMEM88 后 SMMC-7721 的增殖率显
著降低，而凋亡率则显著升高，表明 TMEM88 能够
抑制肝癌细胞的增殖，并促进肝癌细胞的凋亡。
TMEM88 之所以能发挥以上功能与 Wnt 信号通路
有着密切的关系，TMEM88 能够通过其 C 端的 Val-
Trp-Val序列与 DVL 蛋白的 PDZ 结构域结合，阻断
了其与 Frizzled家族蛋白及低密度脂蛋白受体相关
蛋白等的结合，从而发挥抑制 Wnt /β-catenin经典通
路的功能。而 Wnt 信号转导通路是一个非常复杂
的体系，其中涉及许多生物分子，它们共同参与、相
互协同、彼此制约，共同维持着体系的稳定，是胚胎
发育、调控细胞增殖和凋亡的关键途径。该途径一
旦被异常激活，可以启动 cyclin、c-myc、survivin、
mmp-7 等下游靶基因的异常表达，刺激细胞增殖，抑
制细胞凋亡，导致肿瘤的形成等，因此 TMEM88 抑
制增殖、促进凋亡的功能很可能是通过抑制 Wnt /β-
catenin经典通路的活性来实现的。Wnt2b、Wnt3a、
Wnt8c等信号分子是 Wnt通路信号转导的关键诱导
者，所以在今后的研究中，可以进一步研究过表达

TMEM88 后对这些信号分子的影响，进一步阐明其
与 Wnt通路之间的关系。
本研究成功构建了 TMEM88 的真核表达载体，

并确定了 TMEM88 能够显著抑制人肝癌细胞株
SMMC-7721 的增殖，并促进其凋亡，为进一步了解
TMEM88 的功能、寻求肝癌治疗的新方向奠定了的
基础。
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Construction of TMEM88 eukaryotic expression
plasmid and its function research

Ni Shengli1，Hu Fuyong1，Li Zeng2，et al
［1Dept of Tumor Radiotherapy，The Affiliated Hefei Hospital of Anhui Medical University (The Second

People’s Hospital of Hefei)，Hefei 230011; 2School of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032］

Abstract Objective To construct the eukaryotic expression plasmid TMEM88，and study its effects on cell prolif-
eration and apoptosis of liver cancer cells． Methods Extract total RNA of human hepatic stellate cells，reverse
transcription into cDNA as templates，and obtain amplification TMEM88 CDS sequence by PCR，after connect to
pEGFP-C2 carrier by using the double enzyme，and then make the conversion，plasmid extraction，and enzyme i-
dentification，finally take positive clones to be sequenced in biological company． pEGFP-C2-TMEM88 eukaryotic
expression plasmid was transfected respectively to human liver cancer cell line SMMC-7721，then，MTT and flow
cytometry methods were used to detect their effects on cell proliferation and apoptosis． Results The sequencing re-
sults showed that pEGFP-C2-TMEM88 eukaryotic expression plasmid was built successfully． MTT experiment re-
sults showed that the cell proliferation rate of transfection group was(0． 625 ± 0． 07)，was significantly lower than
that of normal group (0. 880 ± 0. 09) (P ＜ 0. 05); Flow cytometry results showed that cell apoptosis rate of trans-
fection group was 22. 1%，significantly higher than that of normal group(9. 1% ) ． Conclusion TMEM88 can sig-
nificantly inhibit the proliferation of human liver cancer cell line SMMC-7721，and promote its apoptosis，further
understand the function of TMEM88，and lay a foundation for searching a new direction in the therapy of liver canc-
er．
Key words TMEM88; transfection; proliferation; apoptosis
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