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[摘　 要] 　 目的　 构建含有 ＲａｇＢ 的重组慢病毒表达载体ꎬ实现 ＲａｇＢ 基因在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中过表达ꎬ并检测熊果酸

对该细胞中哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(ｍＴＯＲ) 活性的调节作用ꎮ 方法 　 使用 Ｆｌａｇ ｐＬＪＭ１ ＲａｇＢＷＴ、Ｆｌａｇ ｐＬＪＭ１
ＲａｇＢ５４Ｌ和 Ｆｌａｇ ｐＬＪＭ１ ＲａｇＢ９９Ｌ慢病毒载体作为模板ꎬＰＣＲ 扩增 Ｆｌａｇ￣ＲａｇＢＷＴ、Ｆｌａｇ￣ＲａｇＢ５４Ｌ和 Ｆｌａｇ￣ＲａｇＢ９９Ｌꎬ然后将其亚

克隆到 ｐＷＰＩ 载体的 ＳｗａＩ 酶切位点之中ꎬ进行菌液 ＰＣＲ 鉴定ꎻ将克隆好的 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢＷＴ、ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ５４Ｌ 和 ｐＷＰＩ￣
ＲａｇＢ９９Ｌ质粒和病毒包装质粒 ｐｓＰＡＸ２、ｐＭＤ２.Ｇ 按相应的比例转染到 ２９３Ｔ 细胞中ꎬ４８ ｈ 后收集上清液感染 Ｃ２Ｃ１２ 细

胞ꎬ实现 ＲａｇＢ 基因在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中过表达ꎻ使用亮氨酸和熊果酸单独或共同处理 ＲａｇＢ９９Ｌ过表达的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｍＴＯＲ 活性ꎮ 结果　 使用上清液感染 Ｃ２Ｃ１２ 细胞ꎬ荧光显微镜显示感染效率接近 １００％ꎬＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 证实 ＲａｇＢ 蛋白表达明显增高ꎻ熊果酸显著抑制 ＲａｇＢ９９Ｌ过表达细胞中 ｍＴＯＲ 活性ꎮ 结论　 通过构建慢病毒载

体实现 ＲａｇＢ 基因在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中过表达ꎬＲａｇＢ 在熊果酸抑制 ｍＴＯＲ 活性中具有关键作用ꎮ
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成、自噬、线粒体代谢和生物合成等方面起重要作

用的丝氨酸 /苏氨酸激酶[１￣２]ꎮ ｍＴＯＲ 激活可导致胰

岛素抵抗和肥胖相关疾病如 ２ 型糖尿病和心血管疾

病的发生[３]ꎮ ｍＴＯＲ 激活的主要下游效应是引起

Ｓ６Ｋ 和 ４Ｅ￣ＢＰ１ 的磷酸化ꎬ因此通常通过检测 Ｓ６Ｋ
的磷酸化水平来反映 ｍＴＯＲ 活性[４]ꎮ

Ｒａｓ 相关的 ＧＴＰ 酶(Ｒａｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ＧＴＰａｓｅꎬＲａｇ)
是带有一个规则的 Ｎ 端 Ｒａｓ 样 ＧＴＰ 结构域和一个

独特的 Ｃ 端 ＲａｇＡ 保守区域的 ＧＴＰ 酶家族成员[５]ꎬ
哺乳动物细胞存在 ４ 种 Ｒａｇ 蛋白ꎬ分别是 ＲａｇＡ、
ＲａｇＢ、ＲａｇＣ 和 ＲａｇＤ[６]ꎮ 组成性激活突变的 Ｒａｇ 过

表达增强氨基酸饥饿的哺乳动物细胞 ＴＯＲＣ１ 活性ꎬ
而失活性突变的 Ｒａｇ 过表达减弱氨基酸对 ＴＯＲＣ１
的刺激效果[７]ꎮ 因此ꎬＲａｇＢ 介导 ｍＴＯＲ 信号途径的

激活对 ２ 型糖尿病和心血管疾病的发生发展具有重

要作用ꎮ 我们拟在骨骼肌前体细胞中过表达

ＲａｇＢ９９Ｌ蛋白ꎬ探讨 ＲａｇＢ 在熊果酸调节 ｍＴＯＲ 活性

中的作用ꎮ 我们在预实验中使用传统转染方法未

能实现 ＲａｇＢ 在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中过表达ꎬ由于慢病毒

载体感染效率高ꎬ能将外源基因有效地整合到细胞

中ꎬ从而实现持久表达ꎮ 因此本研究以 ｐＷＰＩ 为载

体构建 ＲａｇＢ 基因过表达慢病毒载体ꎬ观察 ＲａｇＢ 蛋

白在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中的表达情况ꎬ此载体的构建将为

深入研究 ＲａｇＢ 调节 ｍＴＯＲ 信号途径的分子机制提

供方便ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 质粒和细胞

　 　 Ｃ２Ｃ１２ 骨骼肌细胞株购自 ＡＴＣＣ 公司ꎬ２９３Ｔ 细

胞为 实 验 室 所 有ꎬ 含 ＲａｇＢ 的 质 粒 Ｆｌａｇ ｐＬＪＭ１
ＲａｇＢＷＴ ( Ｐｌａｓｍｉｄ ＃ １９３１３ )、 Ｆｌａｇ ｐＬＪＭ１ ＲａｇＢ５４Ｌ

(Ｐｌａｓｍｉｄ ＃１９３１４)和 Ｆｌａｇ ｐＬＪＭ１ ＲａｇＢ９９Ｌ(Ｐｌａｓｍｉｄ ＃
１９３１５)、慢病毒载体 ｐＷＰＩ(Ｐｌａｓｍｉｄ ＃１２２５４)、慢病

毒包装质粒 ｐＣＭＶ￣ＶＳＶ￣Ｇ(Ｐｌａｓｍｉｄ ＃８４５４)、ｐＣＭＶ￣
ｄＲ８. ２ ｄｖｐｒ ( Ｐｌａｓｍｉｄ ＃ ８４５５)、 ｐＭＤ２. Ｇ ( Ｐｌａｓｍｉｄ ＃
１２２５９)和 ｐｓＰＡＸ２(Ｐｌａｓｍｉｄ ＃１２２６０)均购自 Ａｄｄｇｅｎｅ
公司ꎮ 其中 ＲａｇＢＷＴ 指 ＲａｇＢ 基因ꎬＲａｇＢ５４Ｌ 指 ＲａｇＢ
的 ５４ 位苏氨酸突变为亮氨酸ꎬ其过表达可抑制

ｍＴＯＲ 活性ꎬＲａｇＢ９９Ｌ指 ＲａｇＢ 的第 ９９ 位谷氨酰胺突

变为亮氨酸ꎬ其过表达可增强 ｍＴＯＲ 活性ꎮ
１.２　 主要试剂和耗材

ＳｗａＩ 内切酶购自 Ｂｉｏｌａｂ 公司ꎬ５ＸＩｎ￣Ｆｕｓｉｏｎ ＨＤ
Ｅｎｚｙｍｅ Ｐｒｅｍｉｘ 购自 ＴａＫａＲａ 生物医学技术公司ꎬ小
量快速质粒提取试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ 公司ꎬＤＭＥＭ 培

养基、血清购自 ＡＴＣＣ 和 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ抗 Ｆｌａｇ 抗体购

自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ抗 Ｓ６Ｋ 和 ｐ￣Ｓ６Ｋ 抗体购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａ￣
ｌｉｎｇ 公司ꎮ
１.３ 　 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢＷＴ、 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ５４Ｌ 和 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ９９Ｌ

质粒的构建

用 ＰＣＲ 方法从 Ｆｌａｇ ｐＬＪＭ１ ＲａｇＢＷＴ、Ｆｌａｇ ｐＬＪＭ１
ＲａｇＢ５４Ｌ和 Ｆｌａｇ ｐＬＪＭ１ ＲａｇＢ９９Ｌ 三质粒中扩增 Ｆｌａｇ￣
ＲａｇＢＷＴ、Ｆｌａｇ￣ＲａｇＢ５４Ｌ和 Ｆｌａｇ￣ＲａｇＢ９９Ｌꎬ在 ＰＣＲ 引物前

后分别加上 ＳｗａＩ 酶切位点及相连的 １５ 个碱基ꎬ引
物序列:上游 ５′￣ＧＧＡ ＡＴＴ ＴＣＧ ＡＣＡ ＴＴＴ ＡＴＧ ＧＡＣ
ＴＡＣ ＡＡＧ ＧＡＴ ＧＡＣ ＧＡＴ ＧＡＣ ＡＡＧ￣３′ꎻ下游 ５′￣ＡＧＡ
ＴＴＡ ＡＴＴ ＡＡＡ ＴＴＴ ＴＴＡ ＧＣＧ ＣＡＴ ＧＡＧ ＡＡＧ ＡＣＡ
ＣＴＧ ＣＴＴ Ｔ￣３′ꎮ 经 ＰＣＲ 扩增后目的片段大小约

１２００ ｂｐꎬ凝胶回收后测序ꎮ 用 ＳｗａＩ 酶将 ｐＷＰＩ 慢病

毒质粒进行酶切ꎬ回收凝胶ꎮ 将经酶切的 ｐＷＰＩ 质

粒分别与扩增得到的 Ｆｌａｇ￣ＲａｇＢＷＴ、Ｆｌａｇ￣ＲａｇＢ５４Ｌ 和

Ｆｌａｇ￣ＲａｇＢ９９Ｌ片段在常温下混合ꎬ加入 Ｉｎｆｕｓｉｏｎ 酶ꎬ
５５℃水浴 １５ ｍｉｎꎬ将此混合液转化 ＤＨ５ａ 感受态ꎬ冰
浴 ３０ ｍｉｎꎬ４２℃水浴热激 ９０ ｓꎬ冰上 ２ ｍｉｎꎬ在每管中

加入无抗生素的 ＬＢ 培养基ꎬ将各管分别涂布于氨

苄抗性的 ＬＢ 培养皿上ꎬ３７℃过夜ꎬ次日上午各挑选

１０ 个单克隆ꎬ摇菌后进行菌液 ＰＣＲ 鉴定ꎮ
１.４　 慢病毒的包装

使用包含青￣链霉素双抗和新生牛血 清 的

ＤＭＥＭ 培养基培养 ２９３Ｔ 细胞ꎬ将 ２９３Ｔ 细胞接种于

１００ ｍｍ 培养皿中ꎬ当细胞汇合率达 ８０％后ꎬ把慢病

毒包装质粒 ｐＣＭＶ￣ＶＳＶ￣Ｇ、ｐＣＭＶ￣ｄＲ８.２ ｄｖｐｒ 与 Ｆｌａｇ
ｐＬＪＭ１ ＲａｇＢ９９Ｌ进行预混ꎬ按 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ 的使用说

明转染 ２９３Ｔ 细胞ꎮ 另将 ｐｓＰＡＸ２、ｐＭＤ２.Ｇ 分别与

ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢＷＴ、ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ５４Ｌ和 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ９９Ｌ进行预

混ꎬ按 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ 的使用说明转染 ２９３Ｔ 细胞ꎮ ６
ｈ 后换液ꎬ转染后 ２ ~ ３ 天于倒置荧光显微镜下观察

２９３Ｔ 细胞中 ＧＦＰ 的荧光表达情况ꎮ 转染后 ７２ ｈ 收

集培养液ꎬ２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ即为病

毒提取液ꎬ－８０℃分装保存ꎮ
１.５　 慢病毒感染和免疫印迹鉴定

使用包含青￣链霉素双抗和新生牛血 清 的

ＤＭＥＭ 培养基培养 ２９３Ｔ 细胞和 Ｃ２Ｃ１２ 细胞ꎬ用

Ｆｌａｇ￣ｐＬＪＭ１￣ＲａｇＢ 包装的重组慢病毒、ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ 包

装的重组慢病毒分别感染 ２９３Ｔ 细胞和 Ｃ２Ｃ１２ 细

胞ꎬ７２ ｈ 后将载有感染细胞的 ６ 孔板置于荧光显微

镜下ꎬ在 ４５０~４９０ ｎｍ 的激发光下观察细胞ꎬ拍摄同

一个视野下白光和绿色荧光照片ꎬ计算感染效率ꎮ
ＲａｇＢ９９Ｌ过表达细胞分别经亮氨酸和 / 或熊果酸处理

后ꎬ收集细胞ꎬ提取蛋白质ꎬ１０％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ电

６１７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ７ꎬ２０１６



转移至硝酸纤维素膜上ꎬ经 ５％ＢＳＡ 常温封闭 ２ ｈꎬ
孵育 Ｆｌａｇ 抗体ꎬ４℃孵育过夜ꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ(ｐＨ ７.
４)洗涤后ꎬ二抗常温孵育 ２ ｈꎬＥＣＬ 显影ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ
为内参照ꎮ

２　 结　 果

２.１ 　 经 Ｆｌａｇ ｐＬＪＭ１ ＲａｇＢ９９Ｌ包装的慢病毒未实现

ＲａｇＢ 基因在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中表达

将慢病毒包装质粒 ｐＣＭＶ￣ＶＳＶ￣Ｇ、ｐＣＭＶ￣ｄＲ８.２
ｄｖｐｒ 分别与 Ｆｌａｇ ｐＬＪＭ１ ＲａｇＢ９９Ｌ及空质粒预混ꎬ转染

２９３Ｔ 细胞后包装病毒并收集病毒液ꎬ分别感染

Ｃ２Ｃ１２ 细胞和 ２９３Ｔ 细胞ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｆｌａｇ￣
ＲａｇＢ 表达ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ经 Ｆｌａｇ ｐＬＪＭ１
ＲａｇＢ９９Ｌ包装的慢病毒感染的 ２９３Ｔ 细胞中 Ｆｌａｇ￣ＲａｇＢ
有较强的表达ꎬ但 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中未见 Ｆｌａｇ￣ＲａｇＢ 的

表达(图 １)ꎮ
２.２　 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ 载体的构建与鉴定

由于 Ｆｌａｇ￣ｐＬＪＭ１￣ＲａｇＢ 慢病毒不能介导 ＲａｇＢ
基因在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中表达ꎬ将 ＲａｇＢ 片段克隆至

ｐＷＰＩ 载 体ꎬ 构 建 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢＷＴ、 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ５４Ｌ 和

ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ９９Ｌ 质 粒ꎮ 以 Ｆｌａｇ ｐＬＪＭ１ ＲａｇＢＷＴ、 Ｆｌａｇ
ｐＬＪＭ１ ＲａｇＢ５４Ｌ和 Ｆｌａｇ ｐＬＪＭ１ ＲａｇＢ９９Ｌ作为模板ꎬ设计

引物扩增 ＲａｇＢＷＴ、ＲａｇＢ５４Ｌ和 ＲａｇＢ９９Ｌꎬ经琼脂糖凝胶

电泳后在 １２００ ｂｐ 左右位置可见清晰条带(图 ２Ａ)ꎬ
凝胶回收后测序正确ꎮ 用 ＳｗａＩ 酶酶切 ｐＷＰＩꎬ凝胶

电泳后在 １１０００ ｂｐ 左右可见一清晰条带ꎬ比未酶切

ｐＷＰＩ 质粒电泳位置稍高ꎬ表明酶切成功(图 ２Ｂ)ꎮ
在 Ｉｎｆｕｓｉｏｎ 酶 的 作 用 下ꎬ 将 目 的 片 段 ＲａｇＢＷＴ、
ＲａｇＢ５４Ｌ和 Ｒａｇ９９Ｌ直接定向克隆至线性化的 ｐＷＰＩ 载
体中ꎬ转化大肠杆菌后ꎬ涂板ꎬ各挑 １０ 个单克隆摇

菌ꎬ取菌液作为模板ꎬ设计引物对 ＲａｇＢ 基因进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ凝胶电泳后发现所有经 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢＷＴ单

克隆扩增后的片段条带位置正确ꎬ８ 个经 ｐＷＰＩ￣
ＲａｇＢ５４Ｌ单克隆扩增后的片段条带位置正确ꎬ余 ２ 个

扩增出引物二聚体ꎬ６ 个经 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ９９Ｌ单克隆扩

增后的片段条带位置正确ꎬ余 ４ 个扩增出引物二聚

体(图 ２Ｃ)ꎮ 从 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢＷＴ、ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ５４Ｌ和 ｐＷＰＩ￣
ＲａｇＢ９９Ｌ三组中各挑选 ３ 个阳性克隆进行摇菌ꎬ抽提质

粒ꎬ测序结果完全正确ꎬ表明载体构建成功ꎮ

图 １. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐＬＪＭ１ 包装的慢病毒介导 ＲａｇＢ９９Ｌ在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞和 ２９３Ｔ 细胞中的表达

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲａｇＢ９９Ｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｐＬＪＭ１￣ｐａｃｋａｇｅｄ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｉｎ Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

图 ２. ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢＷＴ、ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ５４Ｌ和 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ９９Ｌ载体的构建和鉴定　 　 １－１０ 代表 ＲａｇＢＷＴ、ＲａｇＢ５４Ｌ和 ＲａｇＢ９９Ｌ克隆至 ｐＷＰＩ 载
体中ꎬ转化大肠杆菌涂板后选取的 １０ 个单克隆菌落ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢＷＴꎬｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ５４Ｌ ａｎｄ ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ９９Ｌ
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２.３ 　 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢＷＴ、 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ５４Ｌ 和 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ９９Ｌ

包装的慢病毒在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中的表达

使用三种慢病毒感染 Ｃ２Ｃ１２ 细胞ꎬ４８ ｈ 后可见

较强的荧光表达ꎬ感染后的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞形态完整ꎬ
没有因感染慢病毒而出现死亡的现象ꎬ转染效率接

近 １００％(图 ３)ꎮ

图 ３. 荧光倒置显微镜检测 ｐＷＰＩ 包装的慢病毒介导 ＲａｇＢＷＴ、ＲａｇＢ５４Ｌ和 ＲａｇＢ９９Ｌ在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中的表达(２００×)
Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲａｇＢＷＴ、ＲａｇＢ５４Ｌ ａｎｄ ＲａｇＢ９９Ｌ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｐＷＰＩ￣ｐａｃｋａｇｅｄ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｉｎ Ｃ２Ｃ１２
ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ(２００×)

２.４　 慢病毒介导的 ＲａｇＢ 在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中的表达

为了确定所构建的慢病毒能否介导 ＲａｇＢ 在

Ｃ２Ｃ１２ 细胞中表达ꎬ使用包装的病毒液感染 Ｃ２Ｃ１２ 细

胞ꎮ 提取总蛋白后用 Ｆｌａｇ 一抗和羊抗鼠二抗检测ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ经 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ 包装的病毒感

染的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中检测到 ＲａｇＢ 特异性条带ꎬ而感染

阴性对照慢病毒的细胞中未检测到该条带(图 ４)ꎮ

图 ４. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐＷＰＩ 包装的慢病毒介导 ＲａｇＢ 在
Ｃ２Ｃ１２细胞中的表达　 　 １ 为阴性对照ꎬ２ 为 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ 包装的
病毒感染 ２９３Ｔ 细胞ꎬ３ 为 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ 包装的病毒感染 Ｃ２Ｃ１２ 细胞ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲａｇＢ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｐＷＰＩ￣
ｐａｃｋａｇｅｄ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｉｎ Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

２.５　 熊果酸抑制 ＲａｇＢ９９Ｌ过表达细胞中 ｍＴＯＲ 活性

由于 ｍＴＯＲ 活性可通过 Ｓ６Ｋ 磷酸化水平来反

映ꎬ使用慢病毒载体实现 ＲａｇＢ９９Ｌ在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中过

表达ꎬ将亮氨酸和熊果酸单独处理或共处理细胞后

检测 Ｓ６Ｋ 磷酸化水平ꎮ 结果显示:ＲａｇＢ９９Ｌ过表达细

胞中 Ｓ６Ｋ 磷酸化水平明显增强ꎬ亮氨酸没有进一步

增强 Ｓ６Ｋ 磷酸化水平ꎬ熊果酸明显抑制 ＲａｇＢ９９Ｌ过表

达细胞中 ｍＴＯＲ 活性ꎬ这表明 ＲａｇＢ 在熊果酸抑制

ｍＴＯＲ 活性中发挥重要作用(图 ５)ꎮ

３　 讨　 论

骨骼肌胰岛素抵抗是导致 ２ 型糖尿病和心血管

疾病的关键因素[８]ꎮ 从分子生物学的角度去阐述

胰岛素抵抗分子机制已成为目前研究工作的热点ꎮ
氨基酸、生长因子等通过激活 ｍＴＯＲ 途径而激活其

８１７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ７ꎬ２０１６



图 ５. 熊果酸抑制 ＲａｇＢ９９Ｌ过表达细胞中 ｍＴＯＲ 活性

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｍＴＯＲ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ＲａｇＢ９９Ｌ ￣
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｃｅｌｌｓ

下游靶点 Ｓ６Ｋ[９]ꎬｍＴＯＲ / Ｓ６Ｋ 信号途径在肥胖相关

胰岛素抵抗的发生中发挥关键作用ꎬ其信号的持续

激活促进胰岛素抵抗[１０]ꎬ因此ꎬｍＴＯＲ 活性的调节

对糖尿病心血管并发症的防治非常必要[１１]ꎮ
ｍＴＯＲ 信号依赖于 Ｒａｇ ＧＴＰ 酶的活性[１２￣１３]ꎮ 本

研究中ꎬ我们通过构建慢病毒载体ꎬ首次实现 ＲａｇＢ
在 Ｃ２Ｃ１２ 骨骼肌细胞中稳定表达ꎮ 慢病毒的一个

重要应用是实现某基因在人或动物细胞中持续表

达[１４]ꎮ 慢病毒感染具有多种特性ꎬ包括高效感染分

化和未分化细胞、长期稳定表达转基因及低免疫原

性ꎮ 使用 Ｆｌａｇ ｐＬＪＭ１ ＲａｇＢ９９Ｌ质粒包装慢病毒仅实

现 ＲａｇＢ９９Ｌ在 ２９３Ｔ 细胞中表达ꎬ未能实现 ＲａｇＢ９９Ｌ在

Ｃ２Ｃ１２ 细 胞 中 过 表 达ꎬ 因 此 我 们 设 计 引 物 将

ＲａｇＢＷＴ、ＲａｇＢ５４Ｌ和 ＲａｇＢ９９Ｌ进行扩增ꎬ并通过 Ｉｎｆｕｓｉｏｎ
酶将此三个片段整合至慢病毒载体 ｐＷＰＩ 中ꎬ从而

成功 构 建 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢＷＴ、 ｐＷＰＩ￣ＲａｇＢ５４Ｌ 和 ｐＷＰＩ￣
ＲａｇＢ９９Ｌ三质粒ꎬ再将包装的病毒液分别感染 Ｃ２Ｃ１２
细胞ꎬ发现细胞中表达出绿色荧光ꎬ说明慢病毒成

功介导外源片段在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中表达ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
结果显示目的片段位置正确ꎬ表明 ＲａｇＢ 蛋白在

Ｃ２Ｃ１２ 细胞中成功表达ꎮ 实验证实 ＲａｇＢ 在熊果酸

抑制 ｍＴＯＲ 激活中发挥重要作用ꎬＲａｇＢ 慢病毒载体

的构建为进一步研究 ＲａｇＢ 在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中的生物

学效应、分子机制以及 ＲａｇＢ 在 ２ 型糖尿病和心血

管疾病的发生发展中发挥的分子作用机制打下了

坚实的基础ꎮ
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