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摘要 线粒体凋亡诱导因子(AIF)是一类存在于线粒体内外膜之间保守的黄素蛋白，它从线粒体到细胞核的转位可诱导细胞
凋亡．AIF诱导细胞凋亡的确切机制还不是很清楚．为了筛选可能与截断型 AIF存在相互作用的蛋白质，探讨截断型 AIF诱
导细胞凋亡的机制，用逆转录 PCR 扩增剪切掉线粒体定位信号的人 AIF 基因片段并克隆入 pcDNA3.1 载体，导入肝癌
HepG2细胞．成功检测到截断型在转录与翻译水平上的表达．提取转染截断型 AIF基因的细胞的蛋白质，用免疫沉淀方法
分离与截断型可能存在相互作用的蛋白质，用基质辅助激光解析电离飞行时间质谱对分离得到的蛋白质进行鉴定，其中一蛋

白质条带经鉴定为 茁-actin．再次用反向免疫共沉淀法与Western blot法对筛选出的可能相互作用蛋白质进行验证．结果表
明，截断型 AIF与 茁-actin之间可能存在相互作用．
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线粒体凋亡诱导因子(apoptosis inducing factor，
AIF)是近年来发现的一种凋亡效应分子，在正常情
况下，AIF是定位于细胞线粒体膜间隙中的黄素蛋
白，含有线粒体定位信号序列与核定位序列，不仅

具有氧化还原酶活性，还是可直接介导细胞核凋亡

的效应分子[1～3]．AIF首先在细胞质中合成前体分
子，然后转移到线粒体中，一旦进入线粒体膜间

腔，N端 102个氨基酸组成的线粒体定位序列即被
水解掉，折叠成为成熟的 AIF分子．成熟 AIF蛋
白是 57 ku的单体分子，509～559位氨基酸片段是
AIF中所特有的插入片段，可能与 AIF的促凋亡活
性有关[4]．当线粒体受到凋亡刺激时，线粒体膜通

透性转变，孔道开放，可引起 AIF释放，AIF分子
从线粒体释放到胞质，然后再易位到核[5]，与染色

体 DNA结合，使染色体核周边凝集和 DNA断裂.
大量研究数据表明，AIF 是典型的双功能蛋

白，而且 AIF的氧化还原酶功能不是其凋亡活性
所必需的，两种功能可以完全分开，无论是否存在

FAD或 NAD(P)H，AIF均能诱导细胞核凋亡．AIF
介导细胞凋亡的机制及其在细胞凋亡中的地位越来

越被认识和重视起来．

本实验旨在通过免疫沉淀结合质谱鉴定技术筛

选可能与截断型 AIF存在相互作用的蛋白质分子，
其结果或许能进一步阐明 AIF促细胞凋亡的通路，
从而有助于阐明 AIF介导细胞凋亡的分子机制．

1 材料与方法

1援1 试剂与药品

真核转染试剂 Lipofectamine 2000 购自美国
Invitrogen公司；免疫沉淀试剂盒购自美国 Roche
公司；各种一抗购自美国 Santa Cruz公司；各种限
制性核酸内切酶购自英国 NEB公司；乙腈(ACN)，
三氟醋酸(TFA)购自美国 Fluka公司；测序级胰蛋
白酶购自美国 Promega 公司；质谱外标混合液
Mixture 2, 琢-氰基 -4-羟基肉桂酸(CHCA)购自美国
Sigma公司；质粒小量抽提试剂盒，PCR产物回收
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试剂盒购自上海华舜生物技术有限公司；逆转录试

剂盒(Ver.3.0)购自上海生工生物工程技术服务有限
公司；高保真 Probest-Taq酶购自大连宝生物技术
有限公司．

1援2 AIF真核表达载体 pcDNA3援1/驻AIF的构建及
鉴定

由于实验目的需要，在引物设计中去除了 AIF
的线粒体定位序列(为有别于全长 AIF，截断型 AIF
书写为 驻AIF)．
1.2.1 引物的设计合成．根据 GenBank 中人 AIF
基因的序列设计引物．上游引物：5忆 TACCTGCT-
AGCTCCGGAGAATTCCATATGGAGGAAGTTC-
CTCAAGAC 3忆，下游引物：5忆 CGTCTAGAGGT-
ACCTTATGCGGCCGCGTCTTCATGAATGTTG A-
ATAG 3忆．
1.2.2 目的基因的 PCR 扩增．按 RNA 抽提与
MMLV逆转录试剂盒说明从培养的 HepG2细胞中
提取 RNA并进行逆转录．逆转录后调适相应的缓
冲液，用高保真 Probest-Taq酶取代试剂盒自带的
HS-Taq进行 PCR扩增．总反应体积为 30 滋l，循
环参数为： 95℃ 4 min； 94℃ 30 s， 61℃ 30 s，
72℃ 90 s，30个循环；72℃延伸 10 min．10 g/L琼
脂糖凝胶电泳进行检测．

1.2.3 目标基因的克隆与测序．将 PCR扩增产物
回收并以 Nhe玉和 Xba玉双酶切后，与 Xba玉单酶
切处理(Nhe玉和 Xba玉为同尾酶)的 pcDNA3.1(+)载
体大片段在 16℃连接 1 h，转化大肠杆菌 Top10，
涂布于含 100 mg/L氨苄青霉素 LB 平板上培养，
次日挑取 3个氨苄青霉素抗性单菌落，振摇增菌后
分别进行菌落 PCR鉴定，阳性克隆增菌后小量抽
提质粒，用 Nhe玉/Xba玉双酶切对连接方向进行鉴
定，正向连接应切出 1 621 bp片段，反向则只能切
出 96 bp片段．鉴定正确后的正向克隆菌株送上海
博亚公司测序．

测序结果与 GenBank(登录号：AF100928)中
AIF的序列进行比对和分析．
1援3 真核表达质粒 pcDNA3援1/驻AIF 在细胞株
HepG2中的表达及检测
细胞置 24 孔板中在含 10% 小牛血清的

RPMI 1640培养基中，37℃，5% CO2培养，常规

方法制作 HepG2细胞爬片．细胞至 80%～90%汇
片后按转染试剂盒说明进行转染，以 pcDNA3.1空
质粒转染的 HepG2 细胞及未转染的细胞作为对
照．转染一定时间后，分别收集实验孔及对照孔的

细胞，并对目标基因的表达进行检测．

1.3.1 以 RT-PCR法对 驻AIF基因的表达进行转录
水平上的检测．抽提细胞总 RNA 进行逆转录，
驻AIF的上下游引物分别为：S1(5忆 TCACAAAGA-
CACTGCGATTC 3忆 )，S2 (5忆 TGCCACCCAGATG-
TTAGA 3忆)，扩增产物为 749 bp．以 茁-actin 为内
参照进行校正，茁-actin 的上下游引物分别为：
P1 (5忆 AAGAAAGGGTGTAACGCAAC 3忆 )， P2
(5忆 AGCTCACCATGGATGATGAT 3忆)，扩增产物
为 1 149 bp. PCR反应条件为：95℃ 预变性 5 min；
94℃ 45 s，54℃ 45 s，72℃ 45 s，循环次数为 30
次；最后 72℃ 延伸 8 min，PCR 产物进行 10 g/L
琼脂糖凝胶电泳分析．

1.3.圆 以免疫荧光细胞化学法和Western blot法对
驻AIF基因的表达进行蛋白质水平上的检测．

a．用免疫荧光细胞化学法对 驻AIF蛋白表达
的定位进行检测．取出爬片，PBS洗，40 g/L多聚
甲醛固定，PBS洗，滴加血清封闭液，室温 20 min.
滴加 1∶400用 PBS稀释的兔抗人 AIF一抗 4℃过
夜．PBS 洗，滴加 Cy3 标记的羊抗兔 IgG，室温
2 h．PBS洗，水溶性封片剂封片，用共聚焦显微
镜观察 驻AIF的定位．

b．用 Western blot 法对蛋白质的表达进行定
量检测．收集细胞，收获全细胞组分与细胞核组

分，对各组分进行蛋白质定量，取等量蛋白质进行

SDS-PAGE 分离，分离后的蛋白质转移至 PVDF
膜，膜经 5%脱脂奶粉封闭，加入 l∶500稀释的兔
抗人 AIF多抗，4℃过夜，加 HRP 标记的羊抗兔
IgG(1∶200)，室温孵育 l h，用 DAB显色．
以 茁-actin与 Histone分别作为全细胞与细胞核

的内参照进行校正，密度扫描分析吸光度值(A )．
上述实验重复 3次．
1援4 免疫共沉淀反应 ( co鄄immunoprecipitation，
IP)
1.4.1 蛋白质样品的准备．在两管中分别收集转染

pcDNA3.1/驻AIF 48 h后的细胞 1伊107个，PBS洗涤
2次，然后各加入 1 ml细胞裂解液裂解细胞．
1.4.2 去除非特异性结合．各取 400 滋l上述蛋白质
样品，蛋白质的质量约为 500 滋g，加入约 1 滋g和
免疫沉淀时使用的 IgG 种属相同的普通 IgG 和
20 滋l充分重悬的 Protein A Agarose，4℃缓慢摇动
2 h．2 500 r/min离心 5 min，取上清用于后续的免
疫沉淀．

1.4.3 免疫沉淀．其中一管加入 0.4 滋g用于免疫
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Fig. 2 RT鄄PCR result of 驻AIF
M: DNA marker: DL2000 ; 1: Control group; 2: Group transfected with

pcDNA3.1/驻AIF.

沉淀的一抗(另一管不加一抗，作为对照)，4℃缓
慢摇动过夜．两管各再加入 20 滋l 充分重悬的
Protein A Agarose，4℃缓慢摇动 3 h．2 500 r/min
离心 5 min，小心吸弃上清，注意宁可留下少量上
清也不能吸掉 Protein A Agarose．用准备蛋白质样
品时的裂解液或 PBS 洗涤沉淀 5 次，裂解液或
PBS的用量每次为 0.5 ml．洗涤时离心条件和吸除
上清的要求同上面的步骤．最后一次洗涤后，去除

上清，加入 20 滋l 1伊SDS-PAGE上样缓冲液重悬沉
淀，瞬时高速离心把样品离心至管底．沸水浴处理

5 min，样品-70℃保存．取上述样品用于 12%
SDS-PAGE．上述实验重复 5次．
1援5 质谱分析与数据库搜索

从 SDS-PAGE胶上切取蛋白质条带，进行胶
内酶解与后续的质谱分析．质谱仪分析的参数设置

如下：反射模式，正离子谱测定，N2激光源波长
为 337 nm，真空度 8伊10-8 Torr，离子源加速电压
为 20 kV，脉冲宽度为 3 ns，离子延迟时间 100 ns，
Grid 75%，Guide Wire 0.003%，基质为 CHCA，激
光强度为 850～1 200内部单位，质谱信号单次扫
描累加 150次．外标采用混合 Mixture 2标准液进
行相邻校正，内标采用胰蛋白酶自切峰进行两点或

单点校正.通过互联网 http://www.matrixscience.com
上的 Mascot软件搜索数据库并与数据库中蛋白质
的理论 PMF比对．
1援6 Western blot
用免疫共沉淀方法收集沉淀产物进行 12%

SDS-PAGE 分离，分离后的蛋白质转移至 PVDF
膜，膜经 5%脱脂奶粉封闭，加入 l∶300稀释的小
鼠抗人 茁-actin的一抗，4℃孵育过夜，加 HRP标
记的羊抗小鼠 IgG (1∶200)，室温孵育 l h，用
DAB显色．
1援7 反向免疫共沉淀与Western blot
反向免疫共沉淀操作同上面的免疫共沉淀，只

是用抗人 茁-actin的一抗代替上面的抗人 AIF一抗，
其余操作相同．沉淀下来的蛋白质进行 12%
SDS-PAGE 分离，分离后的蛋白质转移至 PVDF
膜，加入稀释的兔抗人 AIF一抗，4℃孵育过夜，
加 HRP标记的羊抗兔 IgG (1∶200)，室温孵育 l h，
用 DAB显色．
1援8 统计学分析

实验结果以均数依标准差( x 依 s )表示．样本均
数的两两比较采用 t检验(方差齐同)及 t忆检验(方差
不齐)．检验水准取 琢=0.05．

2 结 果

2援1 真核表达载体 pcDNA3援1/驻AIF构建成功
获得的重组 pcDNA3.1/驻AIF质粒经菌落 PCR

鉴定后，琼脂糖凝胶电泳可见到与目的片段大小一

致的 PCR 产物条带．抽提质粒用 Nhe玉/Xba玉进
行双酶切鉴定的结果表明：酶切后产生一线性空载

体条带及一条约 1 600 bp的目的片段，与理论预测
值一致(图 1)．pcDNA3.1/驻AIF重组质粒测序结果
表明，驻AIF目标片段己插入相应载体开放读码框
的正确位点，测序结果完全正确．

2援2 驻AIF基因在细胞株HepG2中表达
2.2.1 在转录水平上检测的结果 ． 在转染

pcDNA3.1/驻AIF 48 h后，与对照组相比，驻AIF的
转录明显增加(P 越 0.001)(图 2)．

2.2.2 在蛋白质水平上检测的结果．

a．免疫荧光细胞化学法检测结果表明：在对
照细胞中，内源 AIF基因的表达主要定位于细胞浆
中；驻AIF基因可在人肝癌 HepG2细胞内表达，随
着时间增加，表达量也增多；由于缺少线粒体定位

信号，外源 驻AIF 基因的表达主要定位在细胞核

Fig. 1 The RT鄄PCR result and restriction enzyme
analysis of pcDNA3援1/驻AIF

1: RT-PCR product of 驻AIF; 2: pcDNA3.1/驻AIF was digested by

Nhe玉 /Xba玉 ; 3: pcDNA3.1; 4: PCR product of pcDNA3.1/驻AIF; M:

DNA marker: DL2000.
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Fig. 6 The PMF result of 茁鄄actin
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Fig. 5 SDS鄄PAGE analysis of protein of IP
M: Protein marker; 1: Control group; 2: Group transfected with

pcDNA3.1/驻AIF.

Fig. 3 Protein expression of 驻AIF in HepG2 cells
transfected with pcDNA3援1/驻AIF

(a)Control cells. (b)Cells transfected with pcDNA3.1/驻AIF for 48 h.

中，并且伴随 驻AIF的核迁移，转染的细胞发生了
凋亡样变(图 3)．

b．Western blot 法检测结果也表明：外源
驻AIF基因可在人肝癌 HepG2细胞内表达，在转染
48 h后 驻AIF的全细胞表达量与对照组相比有显著
的统计学差异(P < 0.05)，同时在转染 48 h后 驻AIF
细胞核内的表达量也显著增多(P < 0.05)(图 4)．

2援3 免疫共沉淀结果

免疫共沉淀产物的 SDS-PAGE 结果显示，在
未加 AIF抗体组没有沉淀出蛋白质条带，转染外源
驻AIF基因组共沉淀出 7条蛋白质带，分子质量分
别约在 200 ku、 70 ku、 55 ku、 50 ku、 45 ku、
27 ku与 20 ku左右(图 5)．

2援4 质谱分析与数据库搜索结果

从 SDS-PAGE胶上切取的电泳蛋白质条带进
行酶解与质谱分析后，用 Mascot软件搜索数据库
得到了两个可能的相互作用蛋白 茁-actin与 Topo域
(图 6，7)，其余的点未能成功鉴定出相应蛋白质．

(a) (b)

Fig. 4 Western blot analysis expression of 驻AIF in
HepG2 cells transfected with pcDNA3援1/驻AIF

1: Control group; 2: Group transfected with pcDNA3.1/驻AIF for 48 h.
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Fig. 8 Western blot analysis of protein of IP
1: Group precipitated by anti-AIF antibody; 2: Control group.

Fig. 9 Western blot analysis of protein of IP
1: Group precipitated by anti-茁-actin antibody; 2: Control group.

2援5 免疫共沉淀结果的验证

为了验证免疫沉淀的结果，我们用免疫共沉淀

的沉淀产物进行了 Western blot实验，结果显示：
用抗人 AIF一抗沉淀出的蛋白质与 茁-actin抗体作
用，呈现阳性反应(图 8)．

进一步用反向免疫共沉淀对筛选出的蛋白质进

行了验证，结果显示：茁-actin抗体沉淀出的蛋白
质与 AIF抗体作用，呈现阳性反应(图 9)．

3 讨 论

AIF在细胞正常状态下是位于线粒体中，当凋
亡信号刺激时才从线粒体移位到细胞核并引起细胞

凋亡．本研究是要探讨在凋亡时截断型 AIF的相

互作用蛋白质，因此，本研究在设计 AIF的引物
时，删去了 AIF的线粒体定位序列，这样转染的
AIF(含有核定位序列)不需其他凋亡信号的刺激就
可直接定位到细胞核中并引起细胞凋亡[6]．

为探究生物进程的分子机制，需要确定介导这

个过程的蛋白质 -蛋白质间的相互作用．免疫共沉
淀是用来研究蛋白质与蛋白质间相互作用的技术之

一，这种方法最常用于确定一种特定蛋白质的新的

作用搭档或用于测定两种目标蛋白质是否在体内结

合．其基本原理是：当细胞在非变性条件下被裂解

时，完整细胞内存在的蛋白质 -蛋白质之间的结合
被保持下来．这一事实可被用于检测和确定生理条

件下相关的蛋白质 -蛋白质间的相互作用．在细胞
裂解液中加入抗兴趣蛋白的抗体，孵育后再加入与

抗体特异结合的于 Agarose珠上的金黄色葡萄球菌
蛋白 A(SPA)．若细胞中有与兴趣蛋白结合的目的
蛋白，就可以形成这样一种复合物：“目的蛋白 -
兴趣蛋白 -抗兴趣蛋白抗体 -SPA/Agarose”．因为
SPA/ Agarose比较大，这样复合物在离心时就被分
离出来，经变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，复合物四组

分又被分开．然后经质谱法或Western blot法来鉴
定与检测目的蛋白是什么，是否为预测蛋白．这种

方法得到的目的蛋白是在细胞内天然与兴趣蛋白结

合的，符合体内实际情况，得到的蛋白质可信度

高[7, 8]．

Fig. 7 The PMF result of Topo域
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实验结果显示，免疫共沉淀的产物经聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离得到了 7条蛋白质带．经过质谱鉴
定，只成功鉴定出了两种蛋白质，茁-actin 与
Topo域．
我们又用Western blot法与反向免疫共沉淀对

筛选出的蛋白质 茁-actin 进行了验证，结果显示：
用 AIF抗体沉淀出的蛋白质与 茁-actin抗体呈现阳
性反应，用 茁-actin抗体沉淀出的蛋白质与 AIF抗
体呈现阳性反应，截断型 AIF与 茁-actin之间可能
存在相互作用．

已有研究表明，细胞骨架结构变化和程序性细

胞死亡以及衰老过程相关[9, 10]．在细胞质基质中，

细胞骨架赋予细胞一定形态的构造因素，细胞骨架

与各种细胞运动，如原生质流动、细胞分裂、胞饮

作用以及细胞器移动等功能有关．

茁-actin为肌动蛋白，与微管蛋白(微管)、肌球
蛋白及原肌球蛋白(微纤维)等构成细胞骨架．由
374个氨基酸残基组成，分子质量为 41.785 ku，一
般结合有 1分子的 ATP和 1 原子的 Ca(分子质量
42.3 ku)．兔骨骼肌肌动蛋白整个氨基酸的排列已
经确定．直径为 5.5 滋m的球状单体(G 肌动蛋白)
在中性盐条件下(0.1 mol/L KCl，5 mmol/L MgCl2

等)聚合成为 F 肌动蛋白．近年来的研究揭示，
actin本身的聚合、解聚及 actin-myosin分子间的相
互调节参与了细胞凋亡的过程，在细胞凋亡过程

中，细胞骨架肌动蛋白 actin 是凋亡的关键调节
者[11]．但 茁-actin与 AIF之间是否确实存在相互作
用以及两者在促凋亡之间是否确实存在联系，如果

存在相互作用与联系，相互作用的分子机制又是什

么，是一系列需要进一步探讨的问题．

筛选到的另一个蛋白质是 Topo域，Topo是一
种基本核酶，为催化 DNA拓扑学异构体相互转变
的酶之总称，催化 DNA 链断开和结合的偶联反
应．在许多与 DNA 有关的遗传功能中起重要作
用，如细胞的复制、转录、转运及同源染色体的分

离等．在闭环状双链 DNA的拓扑学转变中，要暂
时将 DNA的一个链或两个链切断，根据异构体化
的方式而分为 2个型．切断 1个链而改变拓扑结构
的称为Ⅰ型拓扑异构酶(topoisomerase玉)；通过切
断 2 个链 来进行 的称 为域型 拓扑 异构 酶
(topoisomerase域)．在域型拓扑异构酶中，DNA促
旋酶可单独催化闭环状 DNA产生超螺旋，这是独
特的．细胞凋亡(又称细胞程序性死亡)的调控由多
种基因、核内外酶、信号蛋白等成分协同完成，其

中 DNA拓扑异构酶认为是细胞凋亡过程中核内相
关的调控因素[12]．

在细胞核内，AIF可通过其 DNA结合区直接
作用于核 DNA，突变分析表明，AIF与 DNA的结
合是其发挥凋亡作用所必需的，且无序列特异性．

但是，单纯的 AIF与 DNA 结合并不能引起 DNA
的断裂，体内 AIF与 DNA 结合后引起后续 DNA
损伤的机制可能是：AIF与 DNA结合后可能激活
的另一种分子在起作用．那么，Topo域/DNA的结
合与 驻AIF/DNA的结合之间是否真正地存在相互
联系，如果有联系，又是怎样地联系，这是需要进

一步探索的问题．
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Identification of Proteins Interacting With Interceptive AIF
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Abstract Apoptosis-inducing factor (AIF), normally confined to mitochondria, can move from mitochondria to
nuclei, participate in the execution of cell death. The mechanism by which AIF induces cell apoptosis is unclear. In
order to analyze proteins which may interact with AIF, interceptive AIF gene (mitochondrial localization sequence,
MLS, was deleted) which was amplified from the total mRNA extracted from hepatoma HepG2 cells by reverse
transcriptase polymerase chain reaction(RT-PCR), was inserted into pcDNA3.1 plasmid.The recombinant plasmids
constructed successfully were then transfected into HepG2 cells and expressions of interceptive AIF were detected
by RT-PCR and Western blot. Immunoprecipitation (IP) and matrix assisted laser desorption/ionization
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) were used to isolate and identify proteins which can interact
with interceptive AIF respectively. Screened out proteins which may interact with AIF were then confirmed by
CO-IP and Western blot. The result showed that AIF may interact with 茁-actin.
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