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γ氨基丁酸受体 ρ２亚基重组蛋白构建及表达
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摘要：　目的　构建γ氨基丁酸受体ρ２（ＧＡＢＡＣＲρ２）基因的原核表达载体，诱导重组蛋白 ＧＡＢＡＣＲρ２表达，转
染ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，实现ＧＡＢＡＣＲρ２亚基重组蛋白一过性表达。方法　构建重组质粒ｐＥＴρ２ＧＦＰＴａｔ；应用免疫印迹
法检测ＧＡＢＡＣＲρ２表达；应用Ｎｉ

２＋亲和层析柱纯化重组蛋白，十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 ＧＡＢＡＣＲ
ρ２蛋白纯度；荧光显微镜下观察ＧＡＢＡＣＲρ２的转导作用及细胞定位。将ＳＨＳＹ５Ｙ细胞分为正常组和低氧低糖组，正
常组分为正常对照组（高糖培养基培养且无蛋白转染）和正常转染组（高糖培养基培养且进行蛋白转染）；低氧低糖组

分为处理组（低氧低糖条件下培养）和处理转染组（低氧低糖条件下培养且进行蛋白转染）；使用细胞计数试剂盒检测

各组细胞活力。结果　重组质粒 ｐＥＴ３０ρ２Ｔａｔ构建正确。纯化后的重组蛋白 ρ２Ｔａｔ成功透过细胞膜转染 ＳＨＳＹ５Ｙ
细胞。正常对照组、正常转染组、处理组和处理转染组的细胞活力分别为（１００．０±６．９）％、（８９．３±３６）％、（５１４±
３６）％和（６６．１±８．５）％。正常对照组与正常转染组细胞活力比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；处理组细胞活力显
著低于正常对照组（Ｐ＜０．０１），处理转染组细胞活力显著高于处理组（Ｐ＜０．０１）。结论　重组蛋白 ρ２在 Ｔａｔ转导肽
介导作用下透过细胞膜，成功建立了一过性表达重组蛋白ρ２的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞株，为研究 ρ２亚基的功能提供了新的
研究方法。
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　　γ氨基丁酸（γａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，ＧＡＢＡ）是中
枢神经系统重要抑制性神经递质，通过对氯离子通

道型 ＧＡＢＡＣ受体的作用，改变氯离子的通透性，引
起细胞膜超极化［１］，进而抑制神经元兴奋。ＧＡＢＡ
受体分为ＧＡＢＡＡ、ＧＡＢＡＢ和ＧＡＢＡＣ３种亚型，其中
ＧＡＢＡＡ和ＧＡＢＡＣ属于配体依赖性氯离子通道受体
超家族。组成ＧＡＢＡＣ受体的亚基主要有３个，分别
为ρ１、ρ２和 ρ３。相对于 ＧＡＢＡＡ受体，ＧＡＢＡＣ受体
对ＧＡＢＡ更敏感，通道开放时间更持久，介导持久
且缓慢的内向氯离子电流［２］。ＧＡＢＡＣ受体对荷包
牡丹碱和巴氯芬均不敏感，可受槲皮素及槲皮素苷

调节［３］。近年国内外大量研究表明，脑缺血可引发

中枢神经系统兴奋性毒性，尤其是谷氨酸的大量释

放及累积是引起神经元损伤的重要原因［４７］。ＧＡ
ＢＡ受体对缺血性脑损伤起着非常重要的保护作
用［８］。研究证实，增强 ＧＡＢＡ受体活性可抑制脑缺
血损伤释放的大量谷氨酸毒性作用，进而发挥抗脑

缺血损伤作用［９１０］。因此，ＧＡＢＡＣ受体可作为缺血
刺激和药物作用的重要靶标。本课题组研究发现，

黄体酮等药物能够特异性结合 ＧＡＢＡＣ受体 ρ２亚
基，进而干预 ＧＡＢＡ能信号传导［１１１２］，推测 ＧＡＢＡＣ
受体ρ２亚基的激活可能在药物神经保护功能中发
挥至关重要的作用。为进一步验证胞内 ＧＡＢＡＣ受
体ρ２高表达水平是否具有神经保护作用，本实验在
体外合成重组蛋白ＧＡＢＡＣＲρ２，借助人类免疫缺陷
病毒１（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ１，ＨＩＶ１）的
反义激活蛋白（ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，Ｔａｔ）介导
重组蛋白的转运，构建一过性表达系统，为研究

ＧＡＢＡＣ受体ρ２亚基功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　ＤＨ５α感受态细胞、ＢＬ２１（ＤＥ３）ＰｌｙｓＳ
感受态细胞、聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅ
ａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）试剂盒、Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白定量试剂盒、Ｈｉｓ
ｔａｇ、绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）一
抗、碱性磷酸酶标记山羊抗鼠 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）二抗均购
于上海碧云天生物技术有限公司，２×ＰＣＲＲｅａｇｅｎｔ
试剂购于天根生化科技（北京）有限公司，Ｐｈｕｓｉｏｎ
超保真ＤＮＡ聚合酶购于赛默飞世尔科技（中国）有
限公司，限制性内切酶ＱｕｉｃｋＣｕｔＤｐｎＩ购于宝生物工

程（大连）有限公司，质粒提取试剂盒购于美国

ＯＭＥＧＡ生物公司，ＮｉＮＴＡＦａｓｔＳｔａｒｔＫｉｔ购于美国
ＱＩＡＧＥＮ生物公司，胎牛血清购于美国Ｈｙｃｌｏｎｅ生物
公司，高糖达尔伯克改良伊格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）、青链霉素购于杭
州吉诺生物医药技术有限公司，ＰＣＲ引物由上海Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ生物公司合成，预染低分子量蛋白 Ｍａｒｋｅｒ
购于上海索莱宝生物科技有限公司，人神经母细胞

瘤细胞ＳＨＳＹ５Ｙ购于中国科学院上海生科院细胞
资源中心。

１．２　方法
１．２．１　重组质粒 ｐＥＴρ２ＧＦＰＴａｔ的构建　以
ｐＥＴ３０ＤＮＡ为模版，ｐＥＴ３０上游引物为５′ＣＡＴＡＴＧ
ＴＡＴＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴ３′，下 游 引 物 为 ５′ＣＡＣＣＡＣＴ
ＧＡＧＡＴＣＣＧＧＣＴＧＣＴＡＡＣ３′。利用快速克隆法［１１］进

行质粒构建，以获得 ｐＥＴ３０基因片段。ＰＣＲ扩增反
应体系为：Ｈ２Ｏ３３μＬ，５×Ｐｈｕｓｉｏｎ扩增缓冲液
１０μＬ，脱氧核糖核苷三磷酸（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ
ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｄＮＴＰ）２μＬ，ＰｈｕｓｉｏｎＤＮＡ 聚 合 酶
０．５μＬ，上下游引物（５μｍｏｌ·Ｌ－１）各１μＬ，ｐＥＴ３０
ＤＮＡ模板 ３μＬ，总体积 ５０μＬ。ＰＣＲ扩增反应条件
为：９８℃预变性２ｍｉｎ；９８℃变性 １５ｓ；５８℃复性
１５ｓ；７２℃延伸 ３ｍｉｎ５０ｓ，１８个循环；再７２℃延伸
５ｍｉｎ；４℃保存。抽取部分ＰＣＲ产物利用体积分数
１０ｇ·Ｌ－１的琼脂糖凝胶进行电泳检测。

以ｐＥＧＦＰρ２质粒为模版，ρ２上游引物为 ５′
ＧＡＡＡＣＧＴＣＧＴＣＡＧＣＧＴＣＧＣＣＧＴＡＴＧＣＣＴＴＡＴＴＴＴＡＣ
ＡＡＧＡＣＴＣ３′，下游引物为５′ＣＣＧＧＡＴＣＴＣＡＧＴＧＧＴ
ＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＣＧＧＡＣＴＴＣＣＧＧＣＧＴＴＴＣＡ３′。
上、下游引物分别引入 Ｔａｔ、Ｈｉｓｔａｇ标签序列进行扩
增以获得ρ２ＧＦＰＴａｔ片段。ＰＣＲ扩增反应体系为：
Ｈ２Ｏ３５μＬ，５×Ｐｈｕｓｉｏｎ扩增缓冲液 １０μＬ，ｄＮＴＰ
２μＬ，ＰｈｕｓｉｏｎＤＮＡ聚合酶 ０．５μＬ，上下游引物各
（５μｍｏｌ·Ｌ－１）１μＬ，ＤＮＡ模版 １μＬ，总体积
５０μＬ。ＰＣＲ扩增反应条件为：９８℃预变性２ｍｉｎ；
９８℃变性 ３０ｓ；５５℃复性 ３０ｓ；７２℃延伸 ３ｍｉｎ
３０ｓ，共１８个循环；７２℃再延伸 ５ｍｉｎ；４℃保存。
应用体积分数１０ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳进行鉴定。

将ＰＣＲ产物各加１μＬＤｐｎＩ３７℃消化过夜，
ｐＥＴ３０α骨架与 ρ２ＧＦＰＴａｔ片段按 １１比例混
合［１１］。转化ＤＨ５α感受态细胞，筛选 Ｋａｎ＋抗体单
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克隆，过夜、培养。取菌液行 ＰＣＲ鉴定重组质粒。
测序上游引物为 ５′ＧＴＡＧＡＧＧＡＴＣＧＡＧＡＴＣＧＡ３′，
下游引物为 ５′ＡＴＣＣＧＧＡＴＡＴＡＧＴＴＣＣＴＣ３′。ＰＣＲ
扩增反应体系为：Ｈ２Ｏ７μＬ，２×ＰＣＲ Ｒｅａｇｅｎｔ
１０μＬ，上、下游引物 （１０μｍｏｌ·Ｌ－１）各１μＬ，细菌
液 １．５μＬ，总体积 ２０μＬ。ＰＣＲ扩增反应条件为：
９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ；５５℃复性３０ｓ；
７２℃延伸９０ｓ，２５个循环；７２℃再延伸 ５ｍｉｎ；４℃
保存。扩增完成后，进行体积分数１０ｇ·Ｌ－１琼脂糖
凝胶电泳鉴定。将阳性克隆菌液送于北京 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｏｎ测序公司进行测序。重组质粒命名为 ｐＥＴρ２
ＧＦＰＴａｔ质粒，测定质粒ＤＮＡ浓度，于－２０℃保存。
１．２．２　重组蛋白 ρ２ＧＦＰＴａｔ诱导表达及条件优
化　将ｐＥＴρ２ＧＦＰＴａｔ转化到ＢＬ２１（ＤＥ３）ＰｌｙｓＳ中，
待菌液在６００ｎｍ波长下的吸光度值达到０．６时，加
入终浓度为１ｍｍｏｌ·Ｌ－１的异丙基βＤ硫代半乳糖
苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌβＤ１ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）诱导
蛋白表达，分别于３７℃和２６℃诱导过夜。收集菌
液于离心管中，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ，弃上清
液，加 ２００μＬ磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）重悬沉淀，冰浴２０ｍｉｎ后，超声破碎（６ｓ
超声６ｓ间隔），至菌液澄清。将澄清液体在４℃下
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，收集上清液即为可溶
性蛋白。８ｍｏｌ·Ｌ－１尿素溶解沉淀，冰浴 ３０ｍｉｎ，
于 ４℃ 下１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，取上清液即
为包涵体蛋白。应用免疫印迹鉴定重组蛋白表达，

一抗为小鼠源ＧＦＰ抗体（１１０００稀释），二抗为碱
性磷酸酶（Ａｐ）标记的山羊抗小鼠抗体（１１０００
稀释）。

１．２．３　纯化重组蛋白ρ２ＧＦＰＴａｔ　用上述方法诱
导２００ｍＬ菌液，表达并提取包涵体蛋白。用 Ｈｉｓ标
签亲和层析柱进行蛋白质纯化，５ｍＬ变性结合缓冲
液平衡柱子后，上样，分别用１０ｍＬ变性结合缓冲液，
２０ｍＬ变性洗涤缓冲液 （８ｍｏｌ·Ｌ－１尿素，ｐＨ６．３），
２ｍＬ变性洗脱缓冲液（８ｍｏｌ·Ｌ－１尿素，ｐＨ４．５）进
行蛋白洗脱，并收集流体。为得到较高纯度的重组蛋

白，将收集的２ｍＬ流体挂柱，再次进行离子交换层
析，然后，取 ５ｃｍ透析袋进行脱盐，收集重组蛋白。
分别取１０μＬ收集流体上样，经十二烷基硫酸钠聚
丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌ
ａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）分离和考马斯亮
蓝染色，鉴定重组蛋白表达纯化情况。

１．２．４　重组蛋白 ρ２ＧＦＰＴａｔ转染细胞　将 ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞接种于３ｃｍ培养皿中培养，待细胞密度达
到约８０％进行蛋白转染（转染组）。用含２０μｇρ２
ＧＦＰＴａｔ重组蛋白的 １ｍＬ高糖 ＤＭＥＭ孵育细胞
２４ｈ。设置正常培养ＳＨＳＹ５Ｙ细胞为对照组。荧光
显微镜下观察Ｔａｔ介导重组蛋白ρ２的转染能力。

１．２．５　重组蛋白 ρ２ＧＦＰＴａｔ的活力检测　胰蛋
白酶消化 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，稀释细胞浓度为 ５×
１０７Ｌ－１，每孔１００μＬ接种于９６孔板。按培养条件，
将细胞分为正常组和低氧低糖组。正常组又分为正

常对照组和正常转染组。其中正常转染组进行

２０μｇ重组蛋白 ρ２ＧＦＰＴａｔ预孵育；正常对照组更
换等体积高糖培养基，正常条件下培养。低氧低糖

组又分为处理转染组和处理组，处理转染组进行

２０μｇ重组蛋白 ρ２ＧＦＰＴａｔ预孵育；处理组更换等
体积新鲜低糖培养基。２４ｈ后，２组均给予细胞低
氧低糖损伤处理１２ｈ。各组均更换含有１０μＬ细胞
计数试剂盒溶液的新鲜培养基，３７℃孵育１ｈ，采用
酶标仪在４５０ｎｍ波长下检测各组细胞吸光度值。
每组设３个复孔，实验重复３次。
１．３　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据
分析，计量数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比
较采用单因素方差分析，方差齐者两两比较采用最

小显著性差异法 ｔ检验，方差不齐者采用 Ｇａｍｅｓ
Ｈｏｗｅｌｌ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　重组质粒ｐＥＴρ２ＧＦＰＴａｔ构建　经核酸电泳
后，ＰＣＲ产物分别在３～５ｋｂ和２～３ｋｂ出现条带，见
图１。其中，泳道１在２～３ｋｂ处出现与预期的ρ２基
因片段（２．８ｋｂ）大小相符的条带，泳道２在３～５ｋｂ
处出现与预期ｐＥＴ３０骨架片段（５．４ｋｂ）大小相符的
条带（图１Ａ）。重组质粒后转化感受态细胞，培养板
长有６个单克隆菌落，挑取菌落进行菌液ＰＣＲ，结果
显示，菌液样品均在２．８ｋｂ位置出现条带，与预期基
因片段大小相符，电泳结果见图１Ｂ。６个克隆均为阳
性克隆。菌液经测序证实重组质粒构建完成。

Ａ：ρ２ＧＦＰＴａｔＰＣＲ产物鉴定图；１：ρ２ＧＦＰＴａｔ；２：ｐＥＴ３０质粒片段；
Ｂ：单克隆菌液 ＰＣＲ鉴定重组质粒 ｐＥＴ３０ρ２ＧＦＰＴａｔ图；３～８：６个
单克隆菌落的菌液ＰＣＲ产物；９：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ。

图１　ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳图
Ｆｉｇ．１　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ
２．２　重组蛋白 ρ２ＧＦＰＴａｔ的表达及条件优化　
运用ＧＦＰ单克隆抗体进行菌体蛋白免疫印迹分析，
结果显示于泳道２和泳道３中可见相对分子质量
７００００～９９０００之间存在蛋白条带，与预期大小为
７９０００的重组蛋白ρ２ＧＦＰＴａｔ大小相符。而泳道４
和泳道５为不同温度条件下提取的可溶性蛋白，经
检测未发现蛋白条带。结果证实，重组蛋白 ρ２
ＧＦＰＴａｔ主要以包涵体形式表达，且在２６℃诱导温
度下其表达量较高（图２）。
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１：对照组；２：３７℃诱导所得的包涵体；３：２６℃诱导所得的包涵体；
４：３７℃ 诱导所得的可溶性蛋白；５：２６℃诱导所得的可溶性蛋白。

图２　重组蛋白ρ２ＧＦＰＴａｔ表达
Ｆｉｇ．２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎρ２ＧＦＰＴａｔ

２．３　重组蛋白 ρ２ＧＦＰＴａｔ纯化　蛋白电泳后考
马斯亮蓝染色结果见图３。重组蛋白相对分子质量
为７９０００，蛋白条带清晰可见，表明了重组蛋白的成
功表达和纯化。

１：蛋白质分子量标准；２：细胞裂解物；３：包涵体蛋白；４：结合缓冲液
洗脱流体；５：洗涤缓冲液洗脱流体；６：洗脱缓冲液洗脱流体；７：脱离
缓冲液洗脱流体。

图３　重组蛋白ρ２ＧＦＰＴａｔ的ＳＤＳＰＡＧＥ图
Ｆｉｇ．３　ＳＤＳＰＡＧＥｆｉｇｕｒｅｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎρ２ＧＦＰＴａｔ

２．４　重组蛋白 ρ２ＧＦＰＴａｔ转染 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞　
经ＰＢＳ洗涤后，转染重组蛋白的细胞在显微镜下可
见到绿色荧光信号，且细胞核表现阴性荧光信号；对

照组ＳＨＳＹ５Ｙ细胞无绿色荧光信号；见图４。结果
证实重组蛋白 ρ２在 Ｔａｔ信号肽介导下可穿透细胞
膜，进入细胞。

Ａ：转染组细胞明视野图；Ｂ：转染组细胞暗视野图；Ｃ：正常组细胞明

视野图；Ｄ：正常组细胞暗视野图。

图４　重组蛋白 ρ２ＧＦＰＴａｔ转染 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞（×４００）
Ｆｉｇ．４　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎρ２ＧＦＰＴａｔｔｒａｎｓｆｅｃｔＳＨ
ＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ（×４００）

２．５　重组蛋白 ρ２ＧＦＰＴａｔ的活性评价　正常对
照组、正常转染组、处理组和处理转染组的细胞活力

分别为（１００．０±６．９）％、（８９．３±３．６）％、（５１．４±
３．６）％和（６６．１±８．５）％。正常对照组与正常转染
组细胞活力比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；处
理组细胞活力显著低于正常对照组（Ｐ＜０．０１）；处
理转染组细胞活力显著高于处理组（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

基因工程应用中常使用质粒或病毒进行转染细

胞，该手段风险高，并且转染效率低，周期长。近年

来，利用蛋白转导域辅助的蛋白质进行转导成为研

究热点。其中，ＨＩＶ１Ｔａｔ是由１１个氨基酸组成的
蛋白转导域，该蛋白域自１９９８年被发现后，已广泛
应用于外源蛋白、ＤＮＡ或复合物透过细胞膜及血脑
屏障的转导［１２１３］。Ｔａｔ融合蛋白可引导不同蛋白质
转导进入多种细胞，目前应用的细胞有外周血淋巴

细胞、骨髓干细胞、交感神经瘤细胞等［１４１７］。且 Ｔａｔ
连接的相对位置对目的蛋白的二级结构及功能无影

响［１８］。Ｔａｔ介导神经珠蛋白可透过血脑屏障发挥其
缺氧缺血脑损伤的保护作用［１９］。白血病抑制因子

受体 ɑ亚基在 Ｔａｔ介导下透过生物膜，实现抑制急
性粒细胞白血病细胞活性［２０］。Ｔａｔ转导磷酸核糖基
转移酶进入酶缺乏细胞，可有效治疗 ＬｅｓｃｈＮｙｈａｎ
综合征［２１］。以上研究充分证实了ＨＩＶ１Ｔａｔ具有广
谱的蛋白转导作用，为异源蛋白质跨膜开辟了新

途径。

ＧＡＢＡ受体家族中，ＧＡＢＡＣ受体和 ＧＡＢＡＡ受
体均属于配体依赖性氯离子通道受体，可通过调节

ＧＡＢＡ能神经传递系统兴奋性／抑制性平衡从而维
持中枢神经系统稳态［９］。体外细胞培养结果表明，

氧糖剥夺后神经元细胞 ＧＡＢＡＡ受体显著下降
［２２］。

研究发现，药物可通过调节ＧＡＢＡ受体的表达，发挥
抗缺血再灌注脑损伤的保护作用［２３］。在缺血脑损伤

动物实验中，一些可促进 ＧＡＢＡ摄入或者激活
ＧＡＢＡＡ受体的药物显示出一定的神经保护作
用［２４２５］。神经元细胞表面促离子型ＧＡＢＡ受体及其
功能的变化可作为关键因素决定神经元在缺血损伤

中的最终命运。而目前关于ρ２亚基功能的研究更多
的是采用基因敲除［２６］或质粒转染或药物激活／阻
断［２７２８］等手段，但存在耗时长、效率低等局限性。本

研究利用Ｔａｔ转导肽成功实现了ρ２在ＳＨＳＹ５Ｙ细胞
的转染，为后续干预研究提供新思路和技术手段。

本研究利用原核表达载体构建 ρ２ＧＦＰＴａｔ重
组蛋白，为验证重组蛋白跨膜能力，对 ＳＨＳＹ５Ｙ细
胞进行重组蛋白转染。由于ρ２末端融合了ＧＦＰ，经
重组蛋白 ρ２ＧＦＰＴａｔ转染后，发现细胞显示出绿色
荧光信号。这证实了重组蛋白 ρ２ＧＦＰＴａｔ成功透
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过胞膜进入人 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞。细胞活力检测结果
显示，正常对照组、正常转染组、处理组和处理转染

组细胞活力分别为（１００．０±７．０）％、（８９．３±
３６）％、（５１．４±３．６）％、（６６．１±８．５）％。正常条
件培养下重组蛋白 ρ２ＧＦＰＴａｔ对细胞活力无影响，
低氧低糖损伤后，处理转染组细胞活力明显高于处

理组。这说明重组蛋白 ρ２ＧＦＰＴａｔ在缺氧损伤过
程中能够一定程度上增强细胞活力。

本研究体外合成ρ２蛋白，并借助 Ｔａｔ转导肽对
缺氧细胞进行转染，进而发挥其受体功能，增强细胞

活力。本实验成功构建了重组蛋白 ρ２ＧＦＰＴａｔ
Ｈｉｓ，表明可以利用原核体系表达融合蛋白 ρ２ＧＦＰ
ＴａｔＨｉｓ，在神经元缺氧损伤模型中构建ρ２一过性表
达体系，提高其胞内表达水平，进而为研究 ＧＡＢＡＣ
受体参与神经损伤及药物干预机制提供新的实验手

段，为干预神经疾病奠定理论基础。
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