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在血清饥饿条件下 CHP2 调节 NHEl 活性

减少细胞死亡

李庆华庞天翔*袁文肃韩忠朝

(中国医学科学院、中国协和医科大学血液学研究所，实验血液学国家重点实验室，

协和干细胞基因工程有限公司，天津 300020)

摘要 在内氢离子交换蛋白 (NHE)是维持细胞内 pH值等内环境稳定的重要蛋白;钙调磷酸酶

B 同源蛋白 (CHP)是NHE 的一个活性调节亚单位。研究 CHP2对NHEl 的调节作用时发现，在血清

饥饿的条件下， PS120 细胞依赖于 CH凹的表达来调节外源性NHEl 的活性，使细胞维持必要的纳

氢交换生理活性和较高水平的细胞内 pH值(pHj 7.4)，明显减少细胞因自身的胞浆酸性化而死亡，

延长细胞存活时间(70% 以上的细胞存活时间超过7 天)。实验结果提示，通过研究减少 CHP2表达

或抑制其活性，可望找到力口速细胞死亡的新方法。
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饷氢离子交换蛋白(Na+剧+ exchanger, NHE)分布

于细胞膜，是维持细胞内酸碱平衡的主要蛋白质。

它的重要功能之→是调节细胞内 pH 值，使之保持

在生理范围之内。细胞内 pH 值的变化，直接或间

接的影响细胞生长、分裂、增殖、分化和细胞凋

亡[1.匀。 NHE 的另一个重要功能是调节细胞内离子

浓度和细胞容积，参与在内盐吸收[1] 。另外， NHEl 

还与心肌细胞缺血再灌注损伤密切相关[1.2]。世界各

国已经对 NHE 的这些方面研究了近 20 年，取得了

很多成果，并开发了一系列的抑制剂用于利尿、治

疗高血压、预防和治疗冠心病 [1.2 J 0 哺乳动物的

NHE 家族拥有 9 个亚型，其中 NHEI-NHE5 定位于

细胞膜表面， NHE6-NHE9 分布在细胞质内细胞器

膜表由，仪 NHEl 广泛表达于包括肿瘤在内的各种

组织细胞，它的活性还影响细胞移动和肿瘤细胞转

移[1.2J 0 NHE2-NHE5 的表达局限于少数组织，很少

在肿瘤细织中发现; NHE3 表达于肠道、肾脏和脑

组织细胞， NHE5 表达于脑组织细胞[1.2]。

钙调磷酸酶 B 同源蛋白(calcineurin B homolo­

gous protein, CHP)是 NHE 的结合蛋白及活性调节亚

单位。 CHPl[3刑广泛表达于各种组织细胞中，但在

不同组织细胞中 CHP 各种亚型的表达水平存在着差

异。 CHP2 基因最早被称为 HCA520[川，因为部分

肝癌病人体内存在其特异性的抗体，所以它也被认

为是肿瘤相关抗原 [101 ，根据蛋白质的氨基酸同源

性、蛋白质结构和功能研究，该蛋白质被重新命名

为 CHP2[川 J，它表达于某些肿瘤细胞和细胞系以及

胃肠组织中 [10 ， 11] 0 CHP3 [l J因为被证明与组织细胞

分化有关，曾经被称为 Tescalcin[12. 1坷，它表达于

心、脑、肾等器官中。各种 CHP 亚型扮演着不同

的角色，各自影响 NHE 活性，进而影响细胞内 pH

值，加速肿瘤细胞生长和疾病进展。 NHEl 的生理

活性是依赖于 CHPl 或 CHP2 来调节的。本文我们

重点研究血清饥饿条件下， CHP2 调节 NHEl 对细

胞生长和死亡的影响。用依靠血请来调节 NHEl 活

性的 CHPl 作为对照，证明了血清饥饿时部分存活

时间较长的细胞是通过非血清依赖的 CHP2 调节

NHEl 活性，使胞内 pH 值维持在较高水平，避免

细胞因自身的胞浆酸性化而死亡。

1 材料与方法

1.1 材料

人体多种组织的 cDNA、真核细胞表达质粒

pEGFP-Nl 均购自于 Clontech 公司，细胞培养液

DMEM 购自于 Invitrogen 公司。 NHE 表达缺失的

PS120 细胞系，包括人 NHEl 野生型及其突变体
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NHEI-4Q(NHEl 结合 CHP 区域的 4个疏水性氨基酸 1.2.4细胞培养 细胞培养在含有 7.5%~10% 胎

被 4 个亲水性氨基酸置换而失去结合 CHP 能力[勺的

真核细胞表达质粒 pECE，抗 NHEl 多克隆抗体、抗

CHPl 单克隆抗体和抗 CHP2 单克隆抗体均由日本国

家循环系统疾病 q1 1L，\研究所赠送。 NHEl 特异性拥

制剂 Cariporide 由日本大阪新药特药研究室提供。

细胞内阳离子测定系统由日本国家循环系统疾病中

心研究所赠送。

1.2 方法

1.2.1 制备CHP1 、 CHP2cDNA 利用 RT-PCR方

法，以人体多种组织的 cDNA 为模板，合成 CHPl 、

CHP2 cDNAo 将保留终止密码子的 CHPl 、 CHP2

cDNA 插入真核细胞表达质粒 pEGFP-Nl 。

1 工2 细胞转染及其筛选 首先用钙磷沉降法，将

含野生型或突变型NHE1 cDNA的真核细胞表达质粒

pECE 转染到 PS120 细胞里，用氢离子杀死法(H+­

killing)筛选出表达 NHEl 的细胞，之后，用同样方

法再将包含 CHPl 、 CHP2 cDNA 的真核细胞表达质

粒pEGFP-Nl 转染到表达外源性NHEl 的细胞中，用

G418筛选复合表达NHE1/CHPl 或NHE1/CH凹的细

胞[6 ， 12] 。

1.2.3 鉴定细胞 抗NHEl 多克隆抗体的抗原决

定簇是人 NHEl 细胞质区域氨基酸残基:抗 CHPl

单克隆抗体的抗原决定簇是人CHPl的多肤96NEKS­

KDVNGPI05; 抗CHP2单克隆抗体的抗原决定簇是人

CH凹的多肤96EDTETQDPKKPlO6 o 仓鼠 PS120 细胞

所表达的 CHPl 和 CHP2，存在着与人完全相同的抗

原决定簇。

(A) 

M 2 3 4 

kDa 

牛血洁、 50μg/ml 青霉素、 50μg/ml 链霉素的

DMEM 培养液中，放置于 37 oc 、 5%C02 培养箱

中温育。

1.2.5 细胞内 pH值测定 将细胞内装载 BCECF ，

应用细胞内阳离子测定系统检测细胞内氢离子浓

度，以获得细胞内确切的 pH 值[IIJ 。

1.2.6 细胞计数 应用显微镜计数正常或血清饥

饿条件下生存和死亡的细胞数。

2 结果

2.1 PS120 细胞表达 NHE1~ CHP1 和 CHP2

取 20 mg 细胞总蛋白，用抗 NHEI 多克隆抗体

检测 PS120 细胞所表达的外源性 NHE1(图 IA)，从

图中可见成熟的 110 kDa NHE1(被糖基化、能够定

位于细胞膜表面[2J)和未成熟的 85 kDa NHEI(仅定位

于内质网和高尔基体[勺的表达。从左至二(_j依次为:

表达 NHEl 野生型、突变体 NHEI-4Q、复合表达

NHE 1/CHPl 、复合表达 NHE 1/CHP2 的 4 组细胞，

这些细胞表达外源性 NHEl 的水平相同。

PS120 细胞表达内源性 CHPl 和 CHP2，因为两

个蛋白质的靶蛋白相同，所以表达其中的→个能够

抑制另一个蛋白质的表达(两者之间存在着竞争抑

制);其中 CH凹的表达水平仅占两者总和的 20% 以

下[IIJ。用特异性抗 CHP3 抗体探测未发现 PS120 细

胞表达 CHP3(结果未发表)。取等量的细胞总蛋白，

用抗 CHPl 单克隆抗体检测 PS120 细胞内源性 CHPl

表达水平(图 lB) ，可以看到表达在 20~25 kDa 之

(8) (C) 
2 2 

kDa kDa 

图 1 特异性抗体检;9!1J PS120 细胞表达 NHEl ， CHPl 和 CHP2

(A) PS120 细胞表达外源性 NHEl 水、卡。 M: 蛋白质分子质量标准; 1 :表达野生型 NHEl 细胞; 2: 衣达突变体 NHEl-4Q 细胞:

3: 复合表达 NHE lICHPl 细胞; 4: 复合表达 NHEl/CHP2 细胞。 (8) PS120 细胞表达内源性 CHPl 水平。 1 :单独友达外源性 NHEI

细胞; 2: 复介表达外源性 NHEI/CHP2 细胞。 (C) PS120 细胞表达 CHP2 水平。 1 :未表达外源性 CHP2 细胞 2: 表达外源性

CHP2 细胞。
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间的 CHPl ，对比单独表达外源性 NHEl 细胞(图1B

左侧)与复合表达外源性 NHEl/CHP2 细胞(图1B右

侧)，后者的内源性 CHPl 表达水平降低。用抗CHP2

单克隆抗体检测PS120细胞内源性和外源性CHP2总

的表达水平(图 lC)，可以看到表达于 20-25 kDa 之

间的 CHP2，对比单独表达外源性 NHEl 细胞(图 lC

左侧)与复合表达外源性 NHElICHP2 细胞(图 lC 右

侧)的 CHP2 表达水平，可以看到表达外源性 CHP2

能够明显增加细胞内 CHP2 总水平(图 lC 右侧)。

2.2 CHPl 和 CHP2 是 NHEl 的生理活性亚单位

利用复合表达 NHE l/CHPl 、 NHEl/CHP2 的

PS120 细胞系，进行 NHE 活性测定。应用" K+/ 

nigericin pH j clamp" 方法，将细胞内 pH 值分别控

制在 5.4 、 5.6 、 5.8 、 6.0 、 6.2 、 6 .4、 6.6 、 6.8 、

7.0 、 7.2 、 7.4，分别检测培养于 7.5% 胎牛血清和

血清饥饿 5h 状态下的细胞对22Na+ 的摄取能力。发

现是否存在血洁，直接影响 NHE lICHPl 复合体摄

取铀能力，即在在血清的条件下 NHEl/CHPl 复合

体有摄取铀的生理活性，血清饥饿的条件下其丧失

摄取铀能力(结果未显示)。与此相反， NHE lICHP2 

复合体的活性却不受血洁的影响，即血清饥饿对其

摄取铀能力无明显影响(结果未显示)。

在血清饥饿 5 h 或血清存在条件下，对多组表

达外源性蛋白的细胞进行静息状态下细胞内 pH值的

测定，得到了与 NHEl 摄取铀能力正相关的结果(图

2)。仅在有血清条件下，复合表达 NHE lICHPl 的

PS120 细胞能够维持比较高的胞内 pH值:在血清饥

饿条件 r ，胞内 pH 值变得很低。与此相反，复合

表达 NHEl/CH凹的细胞，无论有无血洁，细胞都

能够维持较高的胞内 pH 值。另外， PS120 细胞系、

单独表达CH凹的PS120细胞系以及复合表达突变体

NHEl-4Q/CH凹的 PS120 细胞系，在血清饥饿的条

们

o 

× 

20 

10 
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。
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图 2 血清存在与血清饥饿5h 的细胞内 pH值

1:PS120 细胞; 2: 单独表达 CHP2 细胞; 3: 复合表达突

变休 NHE 1-4Q/CHP2 细胞; 4: 单独表达 NHEI 细胞; 5: 复

合表达 NHE lICHPI 细胞; 6: 复合衣达 NHEI/CHP2 细胞。

件下，胞内 pH 值都很低。

虽然血清饥饿 24 h 、 48 h 测定的细胞内 pH 值

结果比较凌乱，但是在各组细胞之中，还是能够发

现随着血清饥饿时间的延长细胞内 pH值逐渐降低的

趋势。因为血清饥饿超过 24 h 之后细胞薪附能力明

显减弱，致使检测细胞内 pH 值的难度变得很大，

所以本文只显示血清饥饿较短时间的检测结果。发

现在各组细胞之中，随着血清饥饿时间的推移复合

表达NHElICHP2细胞的胞内 pH值降低速度最隆(结

果未显示)。

2.3 表达 NHEl 加快细胞生长速度， NHEl 抑

制剂 Cariporide 减慢细胞生长速度

当存在血清峙，用野生型的 PS120 细胞作为对

照，观察到表达NHElICHPl 复合体、 NHE lICHP2

复合体都能加快细胞生长速度，其两者之间没有差

异(图 3A)。对比加入NHEl 特异性抑制剂 Cariporide

与否的条件下，可以看到表达 NHEl/CHP2 复合体

细胞的生长被抑制(图 3B); 表达 NHElICHP1 复合体

的细胞生长也同样被抑制(结果未显示)。

图 3 CHP 和 NHEl 对于细胞生长的影晌

(A) 复合表达 NHEIICHPl 或 NHE lICHP2 能加快细胞生长速度。 (B) Cariporide 抑制复合表达 NHE lICHP2 细胞的生长。
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(B) 

_ NHE lICHP2 

2OECHP2 

。 2345678 

时间(夭)

图 4 血清饥饿时 CHP2减少细胞死亡

(A) 复合表达 NHE 1/CHP2 比 NHE 1/CHPl 更能减少细胞死亡。 (B) 复合表达缺失结合 CHP 能力的变异体 NHE 1-4Q/CHP2 不能减少细

胞死亡。

2.4 CHP2 的表达调节外源性 NHEl 活性，减

少血清饥饿状态下的细胞死亡

复合表达 NHElICHP2 的 PS120 细胞系，在血

清缺失的 DMEM 中培养 7 天，仅有少数细胞死亡:

而作为对照的不表达外源性蛋白、单独表达 CHPl

以及复合表达 NHElICHP1 的 PS120 细胞系，都有

比较多的细胞死亡(图 4A) 。另外，不表达外源性

蛋白、单独表达 CHP2 以及复合表达变异体 NHEl-

4Q/CH凹的 PS120 细胞系，也都有比较多的细胞死

亡(图 4B)。血清缺失时，变异体 NHEl-4Q 和 CHP2

同时存在的细胞死亡并没有被减少，而该变异体仅

仅缺失结合 CHP 的能力[4]，这里表明与之相关的生

理活性需要通过两个蛋白相互结合才能完成。

2.5 NHEl 活性是减少血清饥饿状态下细胞死亡

的重要因素

还用上述细胞系，研究 NHEl 特异性抑制剂

Cariporide 对于血清饥饿状态下细胞死亡的影响。

与对照组(未加入 Cariporide)相比，当复合表达

NHEl/CHP2的细胞被Cariporide抑制后NHEl活性降

低，致使细胞内 pH 值也随之降低，细胞死亡明显

增多(图 5)。这说明 NHEl 活性是减少血清饥饿状态

下细胞死亡的决定因素， CHP2 的作用是通过调节

NHEl 活性丽实现，并非通过其他途径。

本研究证明， α王P是NHEl 的生理活性的调节亚

单位，是维持细胞内 pH值不可缺少的辅助因子。特

别应该指出的是:在有血清条件下， CHPl 是 NHEl

生理活性的重要调节亚单位，或者辅助因子I句;在血

清饥饿条件下， CHP2成为 NHEl 生理活性的重要调

节亚单位， NHE1/CH凹的复合体也能保持一定的铀

氢离子交换活性、维持细胞内较高的 pH 值，这些

120 

100 

~ 80 

型 60

罢 40
悴 20

。

NHE1/CHP2 

012345678 

时间(夭)

图 5 NHEl 的抑制剂 Cariporide增加细胞死亡

是保护细胞免于胞浆酸性化而死亡的重要因素。因

此，我们认为 CHP2 是抑制细胞死亡的"因子"之

3 讨论

氢离子杀死法筛选细胞是研究 NHE 的关键技

术，可以使研究者得到表达单一亚型 NHE 的细胞用

于研究蛋白质活性。因为有了这项技术， NHE 的

研究得以深入进行，它是一种非常好的筛选细胞的

方法。在 NHE 表达缺失的 PS120 细胞系中，转染

插入 r.J"HEcDNA 的 pECE 真核细胞表达载体。细胞

用 PBS 清洗 2 次，换用含 50 mmol/L NH4Cl的液体
温育 60 min，再换用含 120 mmol/L N aCl 的液体温

育 60nim。这项技术的原理是在细胞内外 NH4Cl 达
到平衡之后，去除细胞外液的 NH4Cl，使得细胞内
的 NH3 快速向细胞外移动，细胞内遗留大量的氢离

子，如果这个细胞不能表达 NHE，没有这个蛋白

质快速排除氢离子，集聚在细胞内的氢离子就能杀

死细胞。间隔数日之后，再次重复上述方法，只

是第二次所换液体包含 NaCl 的浓度降低。反复儿次
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之后，后面的液体包含 NaCl 的浓度降至 2-3 mmol/L, 

用筛选得到的细胞提取细胞蛋白、电泳、转膜、用

特异性抗体检测和鉴别，之后进行细胞功能测定。

CHP){:NHE 的活性亚单位，也被称为 NHE辅助

国子、 NHEì舌性因子。 CHP2 与 CHPl 的核甘酸水

平同源'性很高，氨基酸水平的同源性也很高(相同率

61 %)。与 CHPl 比较，在多种正常组织细胞中，

CH凹的表达水平很低:但在某些肿瘤组织细胞和一

部分肿瘤细胞系细胞中其表达水平却比较高[10 ， 11) 。

一些报道指出，山于实体肿瘤内外部之间的血

液分布不均匀，造成实体肿瘤的内部 pH 值比正常

组织低很多[14)。虽然实体肿瘤内部的细胞外环境 pH

f直很低，但是实体肿瘤内部的细胞内环境 pH 值去IJ

相对比较高，致使这些肿瘤细胞能够较长时间的残

存[l4]; 尽管这些现象被证实了多年，怕是细胞内 pH

值的调节机制尚不清楚。因为多数正常组织细胞内

由 CHPl 调节的 NHEli百性是血清依赖性的，所以

在血洁饥饿条件下 NHEl 活性就会被抑制，如果正

常组织处在与实体肿瘤内部同样的血液分布不均匀

情况，会造成细胞内外 pH 值同时降低，进而出现

正常生H织细胞被胞浆酸性化杀死的现象。我们的研

究提辰，部分细胞系和肿瘤细胞表达的 CHP2 能

够调节 NHEl 非血清依赖的活性，减少同胞浆过度

酸性化所引起的细胞死亡，这很可能是一些肿瘤细

胞顽强残存的原因。我们认为，可以根据上述机制

进一步研究 CHP2 的特异性抑制剂，应用生物 E程

手段降低肿瘤细胞中 CHP2 表达或抑制其洁性，使

细胞在血清饥饿条件下死亡增加，达到减缓部分实

体肿瘤生长速度的目的，这将成为泊疗肿陆的新厅

法和手段。
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CHP2 Regulates the Activity of NHEl Reducing 

Cell Death upon to Serum Depletion 

Qing-Hua Li, Tian-Xiang Pang飞 Wen-Su Yuan, Zhong-Chao Han 

(Union Stem Cell & Gene Engineering Co. , Ltd. , State Key Laboratory of Experimental Hematology, Institute ofHematology, 

Chinese Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical College, Tianjin 300020, China) 

Abstract The Na+lH+ exchanger (NHE) is a main protein to maintain the intracellular pH (pHιCalcineurin 

B homologous protein (CHP) is an essential regulation cofactor for NHE. Under the condition of serum depletion in 

PS120 cells, CHP2 can regulate the activity ofNHEl , maintain thß essential physiology activity ofNHEl , promote 

the intracellular pH to a high level (pH i 7 .4). CHP2 also can reduce the cell death caused by self-acidification of 

cytoplasm and prolong time of cell survival after long serum starvation (70% cells can survive more than 7 days). 

The results indicated that by means of reducing the expression of CHP2 or repressing its activity , we may get new 

methods to promote cell death. 

Key words calcineurin B homologous protein (CHP); Na+lH+ exchanger (NHE); intracellular pH (pH占 cell death 
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