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CLONING AND EXPRESSION OF THE GENE ENCODING THE 
AMINOTERMINAL 93 PEPTIDE OF MONKEY FERTILIN~ 

IN E. coli 祷

WA1飞G Jian SHEN Wei Ying LlU Jun 
GAO Er Sheng SHEN Qing Xiang ** 

(Shanghai lnstitute of PLanned Parenthα>d R esearch , Sha.ngha.i 200032) 

ABS1RACf 

Fertilin , a heterodimeric sperm surface protein , has been shown to play an important role in sperm-铠g in teractions. T he 
amino tenninal 93 an1ino acids of the mature fenilin ß subuni t ∞ntuains a putative integrin binding disi nt喀rin dom且in Lhat 
shares significam s呵uence homol喀y wi th the snake venom disin t喀ri邸 ， a family of proteins that 缸e kno啊1 to bind to inte
grin on cell surfaces. We re阳rt here the cloning and expression of the gene en仅对ing the amino tem1inal 93 amino acids of the 
monkey rnature fert ili n 日 subw1i t (mFßNTP93 ) in E . ∞li . The gene was produced by RT-PCR and subcloned into plasmid 
p17-711长::Gß at EcoRI and BamHI sites , The gene was ex阴暗时 in E ∞li (DE3 )as a fu纪d protein mFßNT用于hCGß. T he 
resul t of Western blotting showed that the fusion protein had an apparent molecular weight of 33 KDa and had the anti-hCG 
ant i lx对y-b inding activity. Therefore , we asswne that mFßNTP93 should be expressed , because the mFßNTP93 gene was 
fused to hGC gene i n ∞口ect reading frame. 

Key wo咄 : FertilinP lnteg胁binding disintegrin domain Fusion protein Expression 

份 This project was suppo口ed by a grant fromα)NRAD/Mellon Foundation( No.ν1FG-97 -23 ). 
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小紫胶衍生物 ( EBB)体外抑制肺癌细胞增殖机制的初探

张金红 许乃寒 徐畅 陈家童刘志君 段江燕

(南开大学分子生物学研究所 天津 300071) (山西师范大学生物系 临汾 041004) 

由于 ci+ -CaM是细胞内多种信号的调控

中心，它与细胞的增殖和癌变有密切关系[ l ] ，
因此 CaM拮抗剂具有抗肿瘤的可能性[2J 。 在

过去的工作中 ， 我们先后发现经过自行化学修

饰后的小柴胶衍生物-EBB，在体外不仅对恶性

肿瘤细胞 (HeLa， Bowes 细胞等)的增殖有明显

的抑制作用，而且还表现出对正常牛胚肾细胞

(MDBK)毒性低的特点[3-4 J o EBB 对牛胚肾细

胞毒性低的现象是种属差异还是 EBB 在抑瘤

方面的优点，有待进一步证实。 除此之外 ，体内

实验所发现的 EBB 在明显地抑制小鼠移植瘤

S180 生长的同时 ，还具有逆转由于荷瘤引起的

小鼠主要器官细胞中不正常的 CaM 水平的能

力 [5.6] ; 是否与影响了臼M 基 因表达系统有

关? 也有必要研究。

肺癌无论是从发病率还是存活率以及化疗

效果上都是肿瘤治疗中较难解决的问题。 因此

本文选择人胚肺细胞 (HEL) 和人肺巨细胞癌

(PG)分别作为检测EBB毒性的正常细胞株和

抑瘤细胞株，研究了 EBB这种新型的半天然

CaM拮抗剂的抑瘤效果和毒性是否与对细胞内

CaM水平的影响有相关性;以及EBB抑制肿瘤

细胞增殖的同时对细胞内原癌基因，抑癌基因

表达是否有影响 。 为探讨EBB抗肿瘤作用的机

制和应用的可行性提供重要的科学依据。

本文2000年3月 14 日收到 ， 200 1年3月 1 9 日接受。

致谢:本工作得到天津市自然科学基金资助 。
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材料 和方法

1.材料

小缤胶(80) :北京东升制药厂;小策胶衍生物 (0-4-

ethoxJ-butyl-berbamine , EBB 和 O-dansyl-berbamine ，

OB):本室合成;丝裂霉素 ( Mit-C) :日 本协和发酵株式

会社;甲氨蝶 11令 (MTX) : 上海华联制药有限公司;C:'1M:

本室从牛脑制备 ; OMEM 培养基 :GIB∞;切口平移试

剂盒:华美公司; CaM 探针:本室从携带CaM的 cD:'-lA

的质粒中 制备 ; cDNA 探针( c-H- r臼， c-myc , Rb and 

p53) :北京中山生物技术有限公司; [α32日 ]dCTP : 北京

亚辉生物医学工程公司 ;PVDF(聚偏二氟乙烯)膜 :Sig

ma 公司 ;人肺巨细胞癌细胞(问细胞) :中国人民解放

军总医院病理科提供;人胚肺细胞(HEL 细胞) :北京医

科大学病理教研室提供;其他试剂均为国产或进口分

析纯。

2. 方法

(1)细胞培养和药物剂世抑制曲线[4 ] 细胞培

养用含 10%FBS 的 OMEM 培养液 ，在 37'(; ， 5%α)z条

件下培养。 抑制曲线采用 M了T 法，取对数生长期细

胞，按 3 - 5 X 104 cell/ml 密度接种于 96 孔细胞培养板

中，分对照组和实验组，培养 24 小时后，加入不同浓度

的不同药物;分别于 20 ， 44 ， 68 小时加 10μIMTT(4mgl

ml)到每孔中，继续培养 4 小时后，吸出培养液，加入

100μ10M旬，稍加振荡使之溶解， 1 小时内在 570nm 测

定 00 值;绘制细胞生长曲线。

(2) CaM 基因探针制备和纯化[7 ] 采用盼-氯

仿一步抽提法。

(3) 细胞浆 RNA 快速提取[8 ] 取对数生长期

细胞(4 x 104cell /ml)接种在六孔细胞培养板中，分对照

组和实验组，培养 24 小时后加入不同浓度药物;继续

培养 48 小时后，弃去死细胞，计数并收集贴壁细胞进

行细胞浆R1'JA 的提取;按每点 1 x 105cell 1J:):点 在

PVDF 膜上 。

(4) Northem 斑点杂交和放射自显影 [8 ] 基因

探针经琼脂糖凝胶电泳纯化后，用[p32]-dCTP 为底物，

切口翻译标记 cONA ; 经 预杂交，杂交，放射自显影 ，

mRNA 斑点用 UV-300 岛津双波长扫描仪进行半定量

测定。

(5) 细胞总蛋白和CaM 含 量测定 [6 J 采用

Bradfoτd 法，以 BSA 为标准蛋白，测定细胞总蛋白;以

POE二步温育法用于CaM的含量测定;细胞样品制备

用低渗反复冻融法。

。向

结果与讨 论

1. EBB 对 HEL 和 PG 细胞生长曲线的影
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图 1 EHLI的浓度对HI汀，和 I'G细胞增殖的抑制作用

(接种细胞量:HEL3 X 104 cell/l时，民~ X 104 cell / ml ) 
系列: 1 对照 ; 2. 1. 0μmollL ;3 . 2 .5μmol儿;

4. 5 . 0阳ollL ;5 . 7.5μmol lL。

从图 1 的结果可以看出 ，对照组无论是

HEL 细胞还是 PG 细胞 72 小时内一直处于旺

盛生长期;而用 EBB 分别处理 HEL 和 PG 细

胞，细胞增殖情况在 72 小时内明显不同， EBB

浓度达年mollL时， HEL 细胞的密度虽不及对

照组(相当于对照组的 67 %) ，但细胞仍在增殖

(细胞密度是 EBB 作用 48 小时的 3 倍 );PG 细

胞在 1μmollL的 EBß 作用下 ，增殖就受到显著

的抑制。 说明 EBB 对正常细胞的毒性的确远

远低于对肿瘤细胞的抑制 。 EBB 作用 PG 细胞

96 小时后，细胞出现了增殖开始恢复的情况，

究其原因，可能是 EBB 被部分代谢后而引起的

活性降低之故，需要进一步研究。

2 . 小囊服及衍生物与 MTX、 Mit-C 作用

阻L 和 PG 细胞 72 小时后，对存活率的影晌
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表 1 几种化合物对 PG 和 HEL 细胞存活率的影晌

问ollL
130 EBB BB DB Mit-C MTX 

HELIPG HELIPG HELIPG HEL净G HELIPG HELIPG 

1. 0 75.8 / 48 .3 94 .3 /21. 5 100刀3 . 2 91134 .6 50 .4 /25.8 65.7/43 

2. 5 57.3/ 40. 0 86.7/15 .5 84. 3/ 49 .2 77.413 1. 7 28.2 /25.8 

5. 0 35.1133.7 67 .3 /5.9 80 .2/ 45 . 8 59 . 7121. 5 21. 4/6.3 51. 2/29. 3 

7.5 11.7/- 23 . 8/一 54 .4/一 24.2/- 11 . 7/ -

注 : 1 细胞接种密度为 4.5 x 104 cell/1时， 0.1m!l孔; 2 . 表中所列数值均为 MTT 法测定，以对照组细胞 570nm
OD值为 100%计算所得。

表 1 显示了 HEL 和 PG 细胞对五种小柴

胶类化合物以及两种抗肿瘤药的敏感程度。 在

3. Bo 及其衍生物 EBB 与 Mit-C 作用肺细

胞 48 小时胞内 C础1 mRNA 含量的变化

表 1 的结果中不难发现，小柴肢的三种衍生物 l 

对 HEL 细胞的毒性不仅比其母体小果胶低，也 | 

比两种抗肿瘤药小;其作用 HEL 细胞 72 小时

后的 10;0 值分别是 : 130 = 3.5μmollL， EBB = 

6 . 5μmollL， BB = 8μmollL， OB = 6μmol儿，

MitC = 1 .2μmol lL， MTX = 5.5μmol lLo PG 细

胞受这几种化合物的影响比 HEL 细胞敏感。

它们中属 EBB 的作用最明显;这些化合物作用

PG 细胞 72 小时后的 1C50 值分是 : 130< 

1μmollL ， EBB< 1μmollL， OB< lμmollL， BB = 

2μmol儿， MitC< 1μmol lL， MTX < 1μmol lL。

尽管上述几种化合物在抑制 PG 细胞增殖方面

都很明显，但从对肿瘤患者体内正常组织的毒

性来考虑，EBB 是最理想的化疗剂 。

HEL 

图 2 PG和 HEL 细胞浆的 CaM mRNA 斑点杂交放
射自显影图

注: 1. PG和 HEL( 自 左向右各点) : 对照，13o， EBB ，
Mit-C,13o + Mit-C ,EBB + Mit-C。

2 . 药物所用浓度为 1μmollL(包括联合组 中的
l3o， EBB 和 Mit-C) 。

3 . 每点均为 1 X 105 细胞。

表 2 几种化合物对 PG 和 HEL 细胞CaMmRNA 水平的影晌

组别
PG 细胞斑点杂 百分比 HEL 细胞斑点杂 百分比
交灰度扫描值

对~l! 617478 

130 455889 

EBB 275385 

Mit-C 1825291 

应)lMit-C 1014846 

EBBlMit-C 602017 

注 :实验条件见材料和方法。

照片中上下两行斑点和表 2 所显示的旨为

1μmol lL的三种化合物单独使用和联合使用作

用 48 小时后，对 PG 和 HEL 细胞CaM 基因转

录产物(CaM mRNA) 的影响 。 从斑点杂交灰

(%) 交灰皮扫描值 (% ) 

100 284378 100 

73 .8 310841 109. 3 

44 .6 451211 158.7 

295.6 479486 168.6 

161. 9 503960 177 . 2 

97 .5 941474 330 

度扫描的结果，可以看到，正常细胞和肿瘤细胞

中CaM 基因转录产物的含量不同， PG 细胞中

CaMmRNA 的量是 HEL 细胞的两倍以上。 经

过这几种化合物处理后， PG 细胞内CaM mR-
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A 的含量发生了较明显的变化。 小柴肢类化

合物能降低其水平，特别是 EBB 使 PG 细胞中

的臼M基因的转录产物降低了 50% 以上 ; 而

Mit-C 使CaM基因的转录产物 mRNA 的含量

增加了近三倍 ; 130 和 EBB 与 Mit-C 联合使用能

显著地逆转这种局面 EBBlMit-C 联合组中的

CaM mRNA 的含量已降至和对照组相似。 这

三种化合物都能使 HEL 细胞中的 CaM 基因的

转录产物mRNA 的含量增加， 单独使用 EBB

和 Mit-C 两组细胞中的 CaM mRNA 含量分别

增加了 50% 以上;而 EBB 和 Mit-C 联合组对

HEL 细胞CaM基因转录产物的影响具有叠加

作用，导致CaM mRNA 的水平比对照组增加

了三倍之多。 经过 肌1it-C 处理后， PG 细胞和

HEL 细胞中的 CaM 基因转录产物mRNA 含

量有明显增加的原因需要进一步研究 。

4. Bo 及其衍生物与 Mit-C 作用细胞 48 小

时后胞内 CaM 含量的变化

表 3 CaM 拮抗剂和抗肿瘤药对 HEL 和 PG 细胞内 C础f 含量的影晌

组 别 对 BB Bo EBB Mil-C BolMit-C EBBlMit-C 

HELCaM 樨 608 .6 357 .6 554 .5 335 218 211 
百分率 100 58 .7 91. 1 55 35.8 34.7 

PGCaM * 2888 1468 1310 312 266 334 
百分率 100 50.8 45 .4 10.8 9.2 11. 6 

注 :1. 禄 指 ng CaM/mg 总蛋白， 2. 药物浓度为 1严nol lL。

几种化合物对 PG 和 HEL 细胞内CaM基

因表达的影响如表 3。 从本实验条件下所测定

的结果 ， 首先可以看到对照组 PG 细胞中的

CaM含量是 HEL 细胞的 4.74 倍，证明了正常

细胞和肿瘤细胞CaM 水平的差别 。 其次显示

出几种化合物分别作用这两种细胞 48 小时后，

细胞内CaM水平发生了不同程度的改变 ;130

和 EBB 都能使 PG 细胞中 CaM水平减少 50%

左右 ;抗肿瘤药 (Mit-C)能使 PG 细胞中的CaM

水平降低 89 . 2% 0 Mit-C 对 PG 细胞中的CaM

水平的影响虽然比小柴胶类化合物明显 ; 但是

Mit-C 对 HEL 细胞内的CaM 水平的影响(相

当于对照组的 55% ) 比 EBB 大，而 EBB 组的

CaM水平仍能达到对照组的 90 % 以上， 130 对

HEL 细胞CaM的水平影响与对 PG 细胞相似。

说明 EBB 基本能维持对 HEL 细胞的正常生理

功能， 130 对正常细胞生长的毒性比其衍生物

EBB 大 ; Mit-C 对正常细胞的毒性也从这方面

得到证实。 这些结果说明 EBB 具有维持细胞

CaM生理水平的能力 。

当然 Mit-C 在CaM基因表达的转录与翻

译环节所表现出的相反作用(能使 PG 和 HEL

细胞中的 CaM mRNA 水平都升高，而翻译产

物CaM 含量都明显降低) ， 其原因是细胞内低

水平的CaM的反馈作用，促使CaM的mRNA

保持高转录速度的结果，还是维持了CaM mR

NA 的稳定性所致 ， 是一个值得注意和深入研

究的问题。

5 . EBB 对 PG 细胞原癌基因和抑癌基因

mRNA 表达的影晌

据报道，细胞的癌变是由于原癌基因的过

表达和抑癌基因的突变失活或丢失所致[9] ; 在

恶性肿瘤细胞中，原癌基因 c-myc 和 c-Hr出 分

别处于扩增 5 倍以上或高表达状态，而抑癌基

因的突变率也均在 60 % 以上。 小果股和它的

衍生物 EBB 作用 PG 细胞 48 小时后，原癌基因

(c-myc , c-H- ras) 和抑癌基因 (p53 ， Rb) 表达水

平的 Northem 斑点杂交结果如表 4。 表 4 的结

果显示出， 1μmollL的 EBB 作用 PG 细胞后 ，两

种原癌基因的转录水平有较明显的降低 ;EBB

对 PG 细胞中抑癌基因的转录水平的抑制作用

比对原癌基因 明显，同样是 1μmollL浓 度 的

EBB，对 Rb 和 p53 mRNA 的抑制率分别为

65 . 1 %和 84 . 9% 0 2.5μmol lL EBB 对 PG 细胞
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表 4 EBB 作用后 PG 细胞内四种基因mRNA 水平变化

探针 结果铸 对照
且3 EBB EBB 

1μmollL 1μmollL 2.5μmol lL 

G myc 灰度扫描值 1402078 674854 1112222 1091559 

百分比(%) 100 48.0 79 .3 77.8 

c-H-ras 灰度扫描值 351268 326029 299607 206224 

百分比(%) 100 92.8 85 . 3 58.7 

p53 灰度扫描值 161180 82473 24355 37671 

百分比( %) 100 51. 2 15 . 1 23.4 

Rb 灰度扫描值 196026 77118 68457 241225 

百分比 ( %) 100 39.3 34.9 123 

注: 1. 兴为四种基因mR.i'lA 斑点杂交放射自显影结果，实验方法同CaM mR.l'JA。
2. 每个斑点均为 1 X 105 细胞。

内四种基因的影响表现了，既能对原癌基因转

录产物的抑制作用加强，也可使抑癌基因的转

录产物水平比 lJ..LmolILEBB 组增加。 这种结果

的出现，是否因为 2.5μmollL浓度的 EBB 在显

著地抑制突变的抑癌基因mRNA 的转录水平

后，还有一定的促进未突变的 p53 和 Rb 基因

转录的能力 ，为翻译环节的启动做物质准备，以

利于阻止肿瘤细胞的恶性增殖，需要进一步的

研究证实。

摘 要

本文研究并发现了新型半天然钙调素

(CaM)拮抗剂一一-0-4-乙氧基丁基小柴股 (0-

4-ethoxy-butyl-berbamine , EBB) ， 具有选择性抑

制肺巨细胞癌 (PG) 的增殖和降低细胞内CaM

水平的能力，对人胚肺细胞 (HEL ) 的增殖和细

胞内CaM 的水平影响较小。 同时观察到 EBB

引起肿瘤细胞内CaM 水平降低的原因，是对

CaM 基因的转录产物(mRNA) 和翻译产物

(CaM)两方面作用的结果。 此外， EBB 还能部

分降低 PG 细胞内原癌基因和突变的抑癌基因

转录产物mRNA 的水平。 EBB 抑制肿瘤细胞

增殖的机制，除了对 C础4 基因的表达水平和

CaM活性调控外，可能还直接或间接地影响 了

相关的原癌基因和突变的抑癌基因的表达 。

关键词:小集胶衍生物 抗肿瘤 基因表达
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PRELIMINARY INVESTIGATION ON THE MECHANISM OF 
ANTICANCER BY BERBAMINE DERIVATIVE(EBB)IN VITRO 

ZHANG Jin HOl1g XU Nai Han XU Chang CHEN Jia Tong LlU Hui Jun 
( Institute fi旷 Molecular Biology , Nankai University , Tianjin ,300071 ) 

DUAN J iang Yan 
(Oe阳rtm白1t Biology , Shanx i Normal University , Linfen ,041004 ) 

ABSTRACf 

ln lhis 阳per ， the inhibitory mechanism of tumor cell proliferation by a derivative berbamine (o-4-ethoxl-bulyl 
berbami时， EBB)has been sludied. 

Experimel1lal r岱ulls showed thal EBB as a new and slrong CaM antagonist川出ibi led proliferation of human lung ωncer 
cells( PG) and had no s墩1ifi由1t toxic effect 011 110rmal lung cells(旺L). EBB inhibited the expression of CaM gene on the 
transcription and translation level. I t can also inhibi t the expre._<..sion of OI1CX非ne ( c-myc and c-H-ras) in PG cells , and reverse 
prol iferation of lhe malignanl l u鸣 αI1cer cells( PG)due to high mutation frequency of p53 and Rb genes. 

Key words: Derivative berbamine Anticancer Gene expers西ion

小鼠皮肤癌变过程中 GST 一 π 免疫组化染色观察

刘 ‘音 惕， ω 林敬连山每 金周永 警 成彦起 铸 欧阳'皆 H 李隆昌骨

(鳝韩国岭南大学医科学院解剖学教室 大邱 705-717 .. 白求恩医科大学口腔医学院病理科 长春 130042 

川大连大学生物工程学院 大连 116622 徒川大连大学学生处 大连 116622) 

谷脱甘肤 s 转移酶(GSTs)在 1961 年首次

被鉴定[ l ] ， 是一种多功能的解毒酶 ， 其主要功

能是水解有毒物质中谷脱甘肤的亲电子结构，

以破坏谷脱甘肤，从而保护细胞不受有毒物质

的侵害。这些有毒物质包括致癌因子和具有细

胞毒作用抗癌药物[2] 。 在人类 ， GSTs 根据其

碰基和结构不同被分为三类 :α ， μ 和 π ， 其 中 α

呈磁性 (pH>8 . 的， μ 为中性 (pH = 7 . 0 - 8 . 的，

π 为酸性 (pH< 7 . 0) 。 这三类蛋白起源于各自

不同的基因，每一种蛋白都为整个机体的存活

提供重要作用。 研究表明 ， 从 鼠类胎盘和从人

类胎盘提取的 GST-π 具有 70 % 以上相同的氨

基酸顺序[3 ] 0 GST-π 在大鼠的肝癌和癌前病

变中表达明显增高[4 ] ，因 此 ， GST π 被认为是

肝癌细胞的早期标志之一。 在人类肺癌 ，卵巢

癌和胃癌等细胞，经 GST-π 免疫组化染色呈阳

性反应[ 5 ] 。

皮肤癌是最常见肿瘤之一，通过皮肤，环境

中的大量的化学成份，药物和其它物质进入体

内 ， 引起局部毒性或致癌作用。 皮肤癌变被认

为是一种多步骤的过程，即从良性增生，异常增

生 ，原位癌到浸润癌。 因此，研究皮肤对致癌因

子，药物和化学物质等解毒能力，成为评估皮肤

癌发生的重要依据之一。

材料与方法

1. 试剂、试1tlJ盒和实验动物

GSTπ 多克隆抗体 (NCL-GSTpi)购自于 Novocas

l ra公司， DMBA 和 PAP 免疫试剂盒均购自 Sigma 公

司 。 BALB/c 小鼠囱本校动物实验室提供。

2 . 实验过程

(1 ) 小鼠皮肤癌模型试验 20 只雄性 BALB/c

小鼠，2-3 周龄 ，在无菌室温下喂养。 动物分为两组:

①实验组 :在 15 只实验组小鼠皮肤上，每周一次涂含

l% DMBA 的矿物泊，直至 10 周。②对照组 : 在 5 只对

本文2000年7月 3 日 收到， 2001年3月 19 日接受。
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