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RasG及相关蛋白与盘基网柄菌细胞增殖相关性的研究
许苏娟  侯连生*

(华东师范大学生命科学学院, 上海 200062)

摘要    RasG是盘基网柄菌单细胞增殖过程中的关键蛋白, 其基因的异常表达常会导致细胞

增殖速度的改变。经观察发现, 尿囊酸酶基因干扰后的盘基网柄菌(Dictyostelium discoideum)细胞

(RNAi-allC)的分裂速度明显快于野生型KAx-3细胞。为探讨RasG及相关蛋白参与盘基网柄菌细胞

增殖的调控机制, 该文使用实时荧光定量PCR检测受体酪氨酸激酶/Ras途径的disc I、myo I、gef R、                                                                   
rasG、mkk A、mek A及erk A在KAx-3和RNAi-allC细胞中mRNA水平上的表达情况。蛋白免疫印迹

检测两细胞中Disc I和RasG的蛋白含量。实时荧光定量PCR结果显示, 所有检测的基因在两种类型

细胞中的表达均存在差异; 相对于KAx-3细胞, RNAi-allC细胞除disc I和rasG显著下调外, 其他基因

均明显上调。蛋白免疫印迹结果显示, RNAi-allC细胞中Disc I和RasG的蛋白含量明显少于野生型细

胞(P<0.05)。这些数据提示, 尿囊酸酶基因的干扰引起了RasG和RasG上下游蛋白含量的变化, 最终

导致细胞周期缩短, 细胞增殖加快。说明RasG及相关蛋白可能参与了盘基网柄菌细胞增殖的调控。
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Correlation Between RasG with Its Relative Proteins and
Cell Proliferation of Dictyostelium discoideum
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Abstract    RasG is involved in cell proliferation. The abnormal expression of rasG can significantly affect 
Dictyostelium discoideum cell proliferation. RNAi-allC cells (silence of allantoicase gene) grew more quickly than 
wild-type cells KAx-3. To study the molecular mechanisim of RasG and its relative proteins during the cell prolif-
eration, the relative genes of RTK/Ras pathway including disc I, myo I, gef R, rasG, mkk A, mek A and erk A, were 
compared by real-time fluorescent quantitative PCR (qRT-PCR). Disc I and RasG proteins were detected by West-
ern blot. qRT-PCR results showed that these genes were obviously differentially expressed in the two types of cells. 
In contrast with KAx-3 cells, the expression of disc I and rasG in RNAi-allC cells was markedly down-regulated, 
while others increased. Western blot results showed that the expression of Disc I and RasG was significantly lower 
in RNAi-allC cells than in KAx-3 cells (P<0.05). It indicated that the high-speed division rate of RNAi-allC cells 
was due to the change of RasG and its relative proteins expression. The above results suggest that RasG and its rela-
tive proteins may play important roles in the regulation of D.discoideum cell proliferation.
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在细胞增殖的调节过程中, 受体酪氨酸激酶/
Ras途径是细胞生长信号传导网络中最重要的传导

通路之一, 几乎所有生长因子刺激细胞增殖的信号

和大部分细胞因子信号都离不开该通路[1]。该途径

中的“分子开关”Ras是调控细胞增殖的关键蛋白。

Ras是一种小的鸟嘌呤核苷酸结合蛋白, 它的生物活

DOI: 10.11844/cjcb.2013.06.0049



许苏娟等: RasG及相关蛋白与盘基网柄菌细胞增殖相关性的研究 831

性由可调控的GDP/GTP循环所控制。Ras基因突变

常见于人类的许多癌症中, 突变后持续活化的生长

信号能够导致细胞的恶性增殖[2]。因此, 对Ras有关

的信号转导通路进行研究, 能够有助于寻找新的抗

癌药物的靶位点。

盘基网柄菌(Dictyostelium discoideum)有相当

大的Ras蛋白家族, 现研究较为清楚的主要有RasD、

RasG、RasB、RasC、RasS和Rap。这些蛋白分别在

生长和发育的不同时期表达[3-5]。其中, 在盘基网柄

菌单细胞增殖阶段, RasG数量最多, 且rasG基因的

过表达会导致盘基网柄菌细胞增殖速度的减慢[6-7]。

RasG与高等生物的H-Ras高度同源, 但至今未曾有

报道称RasG与高等生物一样, 通过受体酪氨酸激酶/
Ras途径调控细胞增殖。因此, 研究受体酪氨酸激酶

/Ras途径中的关键蛋白在盘基网柄菌生命活动中的

作用, 对了解Ras及其相关蛋白在低等生物复杂信号

网络中的作用有重要意义, 并对理解高等生物的受

体酪氨酸激酶/Ras途径参与生命活动的调控机理有

借鉴作用。

本实验室使用RNAi技术干扰盘基网柄菌的尿

囊酸酶(allantoicase, allC)基因, 获得RNAi-allC突变

细胞。笔者在培养细胞的过程中发现, 相对于野生

型KAx-3细胞, RNAi-allC细胞形态变小, 细胞的增殖

速度明显加快, 类似癌细胞的生长状况。有研究发

现, 在多数情况下, 癌变细胞的恶性增殖与受体酪氨

酸激酶/Ras途径中的各基因的异常表达密切相关[8]。

为此, 我们以RNAi-allC细胞为材料, 并以KAx-3细
胞作对照, 通过实时荧光定量PCR和蛋白免疫印迹

(Western blot)等技术检测RasG及与人类同源的受体

酪氨酸激酶/Ras途径中的其它6个主要基因和蛋白

的表达情况。探讨RasG及其相关蛋白参与盘基网

柄菌细胞增殖调控的机制, 能够为研究盘基网柄菌

细胞增殖的机理奠定基础, 并为高等生物复杂信号

通路的研究提供理论依据。

1   材料与方法
1.1   细胞株与细胞培养

1.1.1   细胞株    盘基网柄菌野生型KAx-3细胞。由

多伦多大学医学院生化实验室Siu Chi-Hung惠赠; 
盘基网柄菌RNAi-allC细胞[9-10]。由本实验室通过

RNAi技术对KAx-3细胞的尿囊酸酶基因进行干扰

获得。

1.1.2   细胞培养    盘基网柄菌野生型KAx-3细胞和

RNAi-allC细胞均培养于HL-5液体培养基[11]中, 在21 °C
下以79 r/min的转速于摇床上无菌培养。

1.2   方法

1.2.1    细胞生长曲线的绘制及细胞周期时间的测定    
取等量(3×104/mL)的野生型KAx-3细胞和RNAi-allC
细胞分别接种于100 mL的HL-5培养基中培养。每

隔2 h对RNAi-allC细胞计数, 每隔12 h对KAx-3细胞

计数。每次计数重复3次, 计数结果取3次测量结果

的平均值。以平均值的对数值为纵坐标、计数时间

为横坐标作图。

      根据细胞周期时间的测定方法, 使用下列公式计

算时间: 20:Ni=2n:Ne, Ni为开始计数时每毫升的细胞

数, Ne为另外一个时刻每毫升的细胞数, 两次计数的

间隔时间为T, 细胞周期时间=ln2·T/(lnNe–lnNi)。要

求Ne和Ni均为对数生长期内的细胞计数。

1.2.2   实时荧光定量PCR           收集等量(1×107/mL)
对数期的野生型KAx-3细胞和RNAi-allC细胞, 使用

Trizol法分别提取两细胞的总RNA。TaKaRa反转

录试剂盒反转cDNA, 配制25 μL的反应体系。其中, 
SYBR Premix Ex Taq 12.5 μL, cDNA 1 μL(10 ng), 引
物各0.25 μL(20 μmol/L), 以上操作均在冰上配制完

成。反应条件为: 95 °C 30 s; 94 °C 15 s, 55 °C 20 s, 
72 °C 20 s, 40个循环后再于60 °C延伸5 s。所有基因

均做3管平行。三管平行管的Ct值差距小于0.5为有

效数据, 结果取三管Ct值的平均值。根据ΔΔCt法计

算基因相对表达量, 2–ΔΔCt值>1.0认为表达增高, <1.0
认为表达降低, =1.0认为表达无改变[12]。检测基因

及内参基因GAPDH的引物运用Primer 5.0软件设计。

引物序列见表1。
1.2.3   蛋白免疫印迹           收集等量(1×107/mL)对数

期的野生型KAx-3细胞和RNAi-allC细胞, 分别提取

两细胞的总蛋白。按Laemmli(1907)法[13]进行SDS-
PAGE电泳分离蛋白质, 转膜, 5%脱脂奶粉室温封闭

2 h, 单克隆Ras一抗(鼠抗, 稀释倍数1:1 000, Abcam公

司)、PTK一抗(兔抗, 稀释倍数1:1 000, Cell Signaling
公司)和内参β-actin一抗(兔抗, 稀释倍数1:1 000, 
Abcam公司) 4 °C孵育过夜, 洗膜, 分别用碱性磷酸

酶(AP)标记的二抗(羊抗鼠IgG和羊抗兔IgG, 稀释倍

数1:4 000, 碧云天生物技术研究所)室温孵育2 h, 洗
膜, NBT/BCIP显影5 min, 拍照。各条带灰度值结果

以目的基因和内参基因灰度值之比表示。
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1.2.4   统计学方法           所有实验数据均通过不同

批次的3次重复实验获得, 每次重复实验又设立3组
平行。所得数据均用x

_
±s表示, 采用SPSS 13.0统计分

析软件对数据进行统计学分析, *P<0.05为显著性差

异, **P<0.01为极显著差异。

2   结果 
2.1   KAx-3和RNAi-allC细胞株的生长曲线和细

胞周期

为比较KAx-3和RNAi-allC细胞的生长趋势, 等
量接种3×104/mL的两细胞株后, 定时定量统计细胞

数, 实验不间断地持续7 d。根据细胞计数结果绘制

两细胞株的生长曲线(图1)。从图中可看出, KAx-3
细胞呈现平稳缓慢增长趋势, 到7 d时, 细胞数目才

约3.99×106/mL; 而RNAi-allC细胞仅1 d细胞数目就

达4.14×108/mL, 之后6 d内细胞数相对稳定, 7 d时
约达6.3×108/mL。根据细胞周期时间的计算方法, 
KAx-3细胞的细胞周期约为28.3 h, RNAi-allC细胞

约为3.5 h。前者细胞周期约是后者的8倍。可见尿

囊酸酶基因干扰后的细胞生长分裂速度明显快于野

生型KAx-3细胞。

2.2   盘基网柄菌酪氨酸激酶/Ras途径相关蛋白氨

基酸序列的对比结果与分析

为研究盘基网柄菌受体酪氨酸激酶/Ras途径中

的相关蛋白, 我们先将人的RTK、Grb2、RasGEF、
Ras、MAPKKK、MAPKK和MAPK氨基酸序列和盘

基网柄菌数据库的所有氨基酸序列进行比对。结果

显示, 盘基网柄菌中同源蛋白依次是: Disc I(50%)、
Myo I(50%)、RasGEF R(39%)、RasG(75%)、MKK 
A(41%)、MEK A(31%)及ERK A(41%)。

尽管部分蛋白同源性不是很高, 查阅相关文献

后证实, 盘基网柄菌的Disc I、RasGEF R、RasG、

引物 上游引物序列(5′→3′) 下游引物序列(5′→3′) 预扩增片段长度(bp)
Primer Upstream primer sequence(5′→3′) Downstream primer sequence(5′→3′) Fragment length(bp)
GAPDH TAT GTC ATT CCG TGT TCC A GTA TTT GTC AGA TTC AGA GGC 124
disc I ATC AAT CGT AGA TAC CAA CC TAC ACC AGT AAT AGC AGC AC 148
myo I AGA TTA TGA TGT GGA TGG GTG GGT TTG ACG ATA GGC TTG AC 137
gef R TAT TGA AGA GCG TGT TA AAG GAA GTA ATG GTG G 245
rasG TGT CGT TGG TAA CAA ATG C GGC AGA GGT TTC AAG GA 106
mkk A CAT CAT TAT CCC CAA CTC A GCA TTT GAC CCT TTT CTG T 181
mek A CAG AGG GCT CAA TTT TCA CAA TCT TTG CTT CAC CTT TAT 216
erk A ATG GTG CCT ATG GAG TTG TTT CAT CCG ATA ATG GTT GTG GT 279

表1  引物名称及序列

Table 1   Primer sequences

MKK A、MEK A和ERK A的确是人的相应蛋白的

同源蛋白[14-17]。但在分析Myo I结构域后, 发现Myo I
蛋白仅含1个SH3结构域, 不含SH2结构域, 而Grb2蛋
白含有1个SH2和2个SH3结构域, 其中SH2结构域能

够特异性识别上游RTK的磷酸化酪氨酸pY及其C端
的3-5个氨基酸残基, 其结合pY的孔穴中含有与pY
结合的重要位点, 分别为βB5(第2个β-折叠的第5位
氨基酸)-Arg, αA2-Arg和βD6-Lys。在仔细分析Myo 
I氨基酸序列后, 发现Myo I也含有与pY结合的重要

位点, 且与Grb2的SH2结构域的pY结合位点趋于一

致。由此推断Myo I可能通过这三个重要结合位点

与Disc I的pY特异性结合, 起到SH2结构域的作用。

因此, 以上7个蛋白及其基因均可用于后续实验。

数据通过3次重复测量获得, 每次重复实验设立3组平行, 即为9次测

量结果的均值。误差线为标准差。*P<0.05, **P<0.01, n=3。
Each experimental data was obtained through three parallel experiments 
and there were three parallel groups in every parallel experiment, so the 
data above were average value by nine measuring results. Error line is 
the standard deviation. *P<0.05, **P<0.01, n=3.

图1  KAx-3细胞和RNAi-allC细胞生长曲线

Fig.1  The growth curve of KAx-3 and RNAi-allC cells
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2.3   受体酪氨酸激酶/Ras途径相关同源基因的

表达

为对比两细胞株受体酪氨酸激酶/Ras途径中各

基因的变化趋势, 我们首先以KAx-3细胞的disc I为
参照, 检测了KAx-3细胞中其他基因的相对表达量; 
之后比较了两细胞株中各基因的相对表达量。通

过两细胞株相应基因表达量的倍数关系, 等比转换

得出RNAi-allC细胞相对于KAx-3细胞各基因的表

达量(图2)。如图所示: (1)相对于KAx-3细胞, RNAi-
allC细胞除disc I和rasG显著下调外, 其他基因均显

著上调, 且disc I、rasG和erk A表达差异极显著。(2)
KAx-3细胞中, 在disc I正常表达情况下, myo I、gef 
R基因表达显下降趋势; 而在RNAi-allC细胞中, disc  
I表达显著下调后, myo I、gef R基因表达量呈上升趋

势。(3)KAx-3细胞中, 在rasG正常表达情况下, 下游

的mkkA、mekA、erkA基因在一个低表达范围内波动; 
而在RNAi-allC细胞中, rasG表达显著下调后, 其下

游基因表达却相应上调, 且上调幅度逐级增大。

2.4    Disc I 和RasG蛋白的表达

对Disc I和RasG蛋白表达情况检测后发现, 两

数据通过三次重复测量获得, 每次重复实验设立三组平行, 即为九次测量结果的均值。误差线为标准差。*P<0.05, **P<0.01, n=3。
Each experimental data was obtained through three parallel experiments and there were three parallel groups in every parallel experiment, so the data 
above were average value by nine measuring results. Error line is the standard deviation. *P<0.05, **P<0.01, n=3.

图2  KAx-3细胞和RNAi-allC细胞中Disc I 和RasG蛋白的相对表达量

Fig.2  The relative expression of Disc I and RasG proteins in KAx-3 and RNAi-allC cells

1: 野生型KAx-3细胞株; 2: RNAi-allC细胞株。

1: KAx-3 cells; 2: RNAi-allC cells.
图3  三种蛋白免疫印迹结果图

Fig.3   Western blot results of the three proteins

数据通过3次重复测量获得, 每次重复实验设立3组平行, 即为九次测

量结果的均值。误差线为标准差。*P<0.05, **P<0.01, n=3。
Each experimental data was obtained through three parallel experiments 
and there were three parallel groups in every parallel experiment, so the 
data above were average value by nine measuring results. Error line is the 
standard deviation. *P<0.05, **P<0.01, n=3.

图4  KAx-3细胞和RNAi-allC 细胞中Disc I 和RasG蛋白

的相对表达量

Fig.4  The relative expression of Disc I and RasG proteins
 in KAx-3 and RNAi-allC cells
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细胞株的内参β-actin正常表达, 说明提取的全蛋白

样品均正常。此外, KAx-3细胞中两蛋白条带清晰

可见; 而RNAi-allC细胞中, 两蛋白条带极其微弱

(图3)。根据灰度值做柱形图, 结果发现KAx-3细胞

中, Disc I和RasG蛋白的灰度值分别为0.100±0.035、
0.440±0.060; RNAi-allC细胞中, 两蛋白的灰度值分

别为0.010±0.001、0.060±0.002。与KAx-3细胞相比, 
RNAi-allC细胞中两蛋白表达均显著下调(图4)。

3   讨论
本研究发现, RNAi-allC细胞的分裂速度显著

快于野生型KAx-3细胞, 前者细胞周期约是后者的

1/8。已有研究证实, 受体酪氨酸激酶/Ras途径在细

胞的增殖分化等过程中起着重要的调节作用, 且与

肿瘤的发生密切相关[18-19]。其组成和转导过程可归

纳为: 细胞外信号(如生长因子)→受体酪氨酸激酶

(如RTK)→接头蛋白(如Grb2)→鸟苷酸释放因子(如
RasGEF)→Ras→MAPK系统→生物学效应。突变细

胞分裂速度异常加快, 推其原因可能是RasG及其相

关基因的异常表达影响了盘基网柄菌的细胞增殖。

为此, 笔者运用实时荧光定量PCR技术检测两

细胞株中受体酪氨酸激酶/Ras途径相关基因的表

达情况。实验结果显示, 与对照组KAx-3细胞相比, 
RNAi-allC细胞中除rasG和disc I的表达显著下调

外, 其他检测基因均显著显上调。此外, KAx-3细胞

中, 在disc I正常表达的情况下, 其下游的myo I、gef 
R基因表达呈下降趋势; 而RNAi-allC细胞中, disc I
显著低表达后, 其下游的两个基因却呈上升趋势。

Curat等[20]在研究酪氨酸激酶受体1(discoidin domain 
receptor 1, DDR1)对小鼠肾小球系膜细胞增殖作用

中发现, 与正常细胞相比, ddr 1基因敲除细胞的分

裂速度显著提高。这说明该酪氨酸激酶受体在小鼠

肾小球系膜细胞增殖过程中起负调控作用。实验

数据表明, 盘基网柄菌的disc I与部分高等生物酪氨

酸激酶受体基因的功能一致, 一旦disc I表达受到抑

制, 细胞增殖速度会随之加快。同时, KAx-3细胞中, 
rasG基因正常表达情况下, 其下游的mkk A、mek A
及erk A基因在一个低表达范围内波动; 而RNAi-allC
细胞中, rasG显著下调后, 其下游基因表达量反而显

著上调。有研究指出, rasG的过表达能够导致盘基

网柄菌细胞增殖受到抑制[6]。本实验数据表明, rasG
表达量降低后, 细胞增殖速度加快。以上两实验结

果相互印证, 说明了rasG的过表达或低表达均会影

响盘基网柄菌的细胞增殖速度。由此证实rasG作为

一种负调控因子参与了盘基网柄菌的单细胞增殖过

程。笔者进一步分析发现, 两细胞中disc I、myo I、
gef R基因和mkk A、mek A、erk A基因的表达均呈一

定的线性关系。由此可看出, 细胞增殖速度的变化

与相关调控途径中基因的表达有紧密关系。RNAi-
allC细胞正是通过受体酪氨酸激酶/Ras途径中各基

因之间的相互作用, 最终加快细胞的增殖速度。也

说明低等生物细胞的增殖调控与高等生物类似, 都
是通过受体酪氨酸激酶/Ras途径调控盘基网柄菌的

细胞增殖。

从我们的实验结果中可以看出, disc I、rasG基

因在盘基网柄菌细胞增殖过程中起着至关重要的作

用。为深入探究两者对细胞增殖的调控作用, 通过

蛋白免疫印迹技术检测KAx-3和RNAi-allC细胞中

Disc I和RasG的蛋白含量。结果显示, RNAi-allC细
胞中两蛋白的表达均受到显著抑制, 该结果与实时

荧光定量PCR结果一致。有研究指出, 在rasG基因

敲除的盘基网柄菌细胞中, Disc蛋白含量显著低于

野生型细胞[21]。即rasG表达量低的细胞中, Disc蛋
白的含量也跟着降低。该结论与我们的实验结果一

致。以上两实验结果进一步说明, RasG与Disc之间

可能存在一定的关系。RasG表达改变后, Disc的含

量也相应受到影响。究其原因可能是RasG的低表达

能够显著影响disc I启动子活性, 从而导致Disc I含量

的减少。受体酪氨酸激酶/Ras途径中RasG位于Disc 
I下游, 笔者推测RasG蛋白表达受抑制时, 对Disc I亦
有一种反馈调节行为, 从而导致Disc I表达量降低。

值得提出的是, 多数情况下, Ras是一种致癌因

子, 它的过表达会导致细胞恶性增殖, 而表达量过

低则抑制增殖[22]。但也有研究指出, 在某些哺乳动

物细胞中, 如鼠许旺细胞、REF52鼠胚胎纤维元细

胞以及鼠PC12细胞, Ras作为一种负调控因子参与

细胞的增殖过程[23-25]。本研究表明, 盘基网柄菌细

胞中RasG在增殖过程中的作用与以上细胞中Ras的
调控机制基本是一致的。也就是说, Ras在这些细胞

增殖过程中均起负调控作用。但为什么盘基网柄菌

RasG的调节机制与多数高等生物相反, Khosla等[26]

也曾指出过这个疑问, 不过之后并没有再做进一步

深究。为此, 很有必要对RasG参与盘基网柄菌细胞

增殖的机制做进一步探讨。我们知道, erk基因处于
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受体酪氨酸激酶/Ras途径的末端, 低表达的ras能够

通过上调该基因的表达来促进细胞增殖[27]。该结论

与我们实验的结果是一致的。RNAi-allC细胞中, 在
RasG低表达的情况下, erk A基因的表达显著上调。

殊途同归, 盘基网柄菌细胞最终也是通过上调erk A
基因的表达来促进细胞的增殖。因此, 结合本次实

验结果, 我们推测尿囊酸酶的干扰可能通过RasG的

下调, 抑制了Disc I的表达, 从而导致Disc I对其下游

基因抑制作用的减弱或缺失, 进而引起下游途径中

其它基因表达上调, 最终导致细胞增殖速度加快。

但其确切机制和生物学意义还有待深入研究。
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