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人源性 ＲＰＬ２２ 基因的原核表达与纯化及功能分析
田　 甜，张星娟，杨明夏

［南京医科大学第三附属医院（常州市第二人民医院）呼吸科，常州　 ２１３００３］

摘要　 目的　 了解人类核糖体蛋白 Ｌ２２（ＲＰＬ２２）基因的生物信息学，原核表达与纯化人类 ＲＰＬ２２ 重组蛋白，在体外合成人类

ＲＰＬ２２（标记为试剂 Ｍ），研究试剂 Ｍ 对 ＮＳＣＬＣ Ａ５４９ 细胞增殖、周期、凋亡的影响，分析试剂 Ｍ 和顺铂（ＤＤＰ）联合进行化疗的

效果。 方法　 分析 ＲＰＬ２２ 生物信息学。 ＰＣＲ 克隆 ＲＰＬ２２ 基因，进行单链寡核苷酸的设计及合成，获得目的基因后连接 ｐＥＴ⁃
２８α 载体，构建 ｐＥＴ⁃２８α⁃ＲＰＬ２２ 重组质粒，转化大肠埃希菌感受态细胞 ＤＨ５α，采用十二烷基硫酸钠 － 聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析重组蛋白 ＲＰＬ２２ 的表达情况。 ＣＣＫ⁃８ 检测试剂 Ｍ 和 ＤＤＰ 在 Ａ５４９ 细胞中的半抑制率（ＩＣ５０）以
及试剂 Ｍ 对 Ａ５４９ 细胞增殖的影响；流式细胞术检测试剂 Ｍ 对 Ａ５４９ 细胞凋亡、周期的影响；ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测试剂 Ｍ 和

ＤＤＰ 分别对磷脂酰肌醇⁃３⁃激酶 ／蛋白激酶 Ｂ（ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ）、腺苷 ５′⁃单磷酸激活蛋白激酶 ／哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ＡＭＰＫ ／
ｍＴＯＲ）信号通路的影响。 结果　 ＲＰＬ２２ 蛋白为不稳定亲水性蛋白质。 诱导表达的重组蛋白经溶解纯化后获得了高浓度重组

蛋白。 在 Ａ５４９ 细胞中，试剂 Ｍ 的 ＩＣ５０为 ４００ μｇ ／ Ｌ，ＤＤＰ 的 ＩＣ５０为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ，试剂 Ｍ 抑制细胞增殖，其浓度与细胞活性成反

比；试剂 Ｍ（２００ μｇ ／ Ｌ）与 ＤＤＰ（２. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）联合运用时，效果与单独使用 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＤＰ 抑制增殖比相似；试剂 Ｍ 能诱导 Ｇ２

细胞周期停止、促进细胞凋亡，且可能参与 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ、ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 通路的调节。 结论　 该研究首次克隆得到人类 ＲＰＬ２２ 重

组蛋白，使其成功纯化表达。
关键词　 核糖体蛋白 Ｌ２２；非小细胞肺癌；生物信息学分析；原核表达与纯化；功能分析
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　 　 非 小 细 胞 肺 癌 （ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ⁃ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ，
ＮＳＣＬＣ）是肺癌亚型之一，占肺癌病例的 ８０％ ～
８５％ ［１］。 铂基抗癌药物［２］ 在各种实体肿瘤的化疗

中发挥着至关重要的作用。 然而，铂基类药物特异

性差有严重副作用，临床应用受到限制，基于驱动基

因突变和免疫相关治疗的靶向治疗不一定具有持续

的治疗效果［３］。 核糖体蛋白［４］ （ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＲＰ）在调节某些信号通路方面发挥关键作用，一些

ＲＰ 具有核糖体外功能，如调节肿瘤抑制剂 ｐ５３ 表

达［５］。 核 糖 体 蛋 白 Ｌ２２ （ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌ２２，
ＲＰＬ２２）的功能基因研究是哺乳动物研究的热点所

在。 有证据［６］ 表明，ＲＰＬ２２Ｌ１ 在前列腺癌中高表

达，其低表达抑制癌细胞的生长和侵袭。 然而，
ＲＰＬ２２ 在肺癌中的临床意义研究较少，近些年有分

析表示抑制 ＲＰＬ２２ 对 ＮＳＣＬＣ 患者的生存有着不利

影响［７］。 该课题组先前的研究［８］ 表明，ＲＰＬ２２ 在非

小细胞肺癌肿瘤组织中表达量较正常组织低。 研

究［９］表明 ＲＰＬ２２ 可以通过抑制酪蛋白激酶 ２α（ｃａ⁃
ｓｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ２α，ＣＫ２α）介导的体外磷酸化调控磷脂酰

肌醇⁃３⁃激酶 ／蛋白激酶 Ｂ （ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃３⁃ｋｉ⁃
ｎａｓｅ ／ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ，ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ）通路来促进肺癌

细胞凋亡，这表明 ＲＰＬ２２ 在一定程度上具有抗肿瘤

活性，对肺癌进行了负调节。
　 　 为了进一步探索 ＲＰＬ２２ 对 ＮＳＣＬＣ 的影响，该
课题组在体外合成人类 ＲＰＬ２２（标记为试剂 Ｍ），探
究其对 Ａ５４９ 细胞增殖、凋亡、细胞周期的影响，同
时对比研究试剂 Ｍ 和顺铂（ ｃｉｓ⁃ｄｉａｍｍｉｎ⁃ｏｄｉｃｈｌｏｒｏ⁃
ｐｌａｔｉｎｕｍ ＩＩ ｄｉｃｈｌｏｒｉｄｌｅ，ＤＤＰ）在 Ａ５４９ 细胞中的半抑

制率（５０％ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０），以及试剂

Ｍ 和 ＤＤＰ 联合运用时的影响，进一步探索 ＲＰＬ２２
调控 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ、腺苷 ５′⁃单磷酸激活蛋白激酶 ／哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白（ ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ＡＭＰ⁃
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ⁃ｍａｍｍａｌｉａｎ ／ ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ ｔａｒ⁃
ｇｅｔｓ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ）通路的机制。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂　 ｐＥＴ⁃２８α、大肠埃希菌感受态细胞

·５８７１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４ Ｏｃｔ；５９（１０）



ＤＨ５α购自北京华普奥科生物科技有限公司；Ａ５４９ 细

胞购自上海中乔新舟有限公司；ＰａｇｅＲｕｌｅｒ Ｍａｒｋｅｒ 购
自武汉赛维尔生物科技有限公司；十二烷基硫酸钠

－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ⁃ｐｏｌｙ⁃
ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｅｌｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）上样缓冲

液、ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒、细胞凋亡试剂盒、聚偏氟

乙烯膜、快速封闭液购自上海碧云天生物技术有限

公司；ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶配置溶液购自上海雅酶生物

医药科技有限公司；ＣＣＫ⁃８ 试剂购自合肥兰杰柯科

技有限公司；细胞周期试剂盒购自江苏凯基生物有

限公司；高信号 ＥＣＬ 化学发光底物试剂盒购自上海

天能科技有有限公司。
１． ２　 ＲＰＬ２２ 蛋白的生物信息学分析 　 在 ＮＣＢＩ 数

据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ） 中查询到

ＲＰＬ２２ 基因的序列号（Ｇｅｎｅ ＩＤ： ６１４６），以 ＲＰＬ２２ 基

因 ＣＤＳ 区编码产物所对应的蛋白质为研究对象，对
其进行生物信息学预测以及分析，所采用的软件及

网址见表 １。

表 １　 生物信息学软件相关信息

Ｔａｂ． １　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ｓｏｆｔｗａｒｅ ｂｒａｎｄ Ｕｎｉｆｏｒｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｌｏｃａｔｏｒ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ＥｘＰＡＳｙ⁃ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ Ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ
ＥｘＰＡＳｙ⁃ＰｒｏｔＳｃａｌｅ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ／ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ
ＰＳｏｒＴ ＩＩ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｓｏｒｔ． ｈｇｃ． ｊｐ ／ ｆｏｒｍ２． ｈｔｍｌ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒｖ ２． ０ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ． ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ －２． ０ ／ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ＳｉｇｎａｌＰ⁃５． ０ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ． ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ － ５． ０ ／ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
ＮｅｔｎＧｌｙｃ １． ０ Ｓｅｒｖｅｒ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ． ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＮＧｌｙｃ － １． ０ ／ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎ － ｔｅｒｍｉｎａｌ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ
ＮｅｔＰｈｏｓ ３． １ Ｓｅｒｖｅｒ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ． ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＰｈｏｓ － ３． １ ／ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
ＳＯＰＭＡ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ － ｐｒａｂｉ． ｉｂｃｐ． ｆｒ ／ ｃｇｉ － ｂｉｎ ／ ｓｅｃｐｒｅｄ＿ｓｏｐｍ ａ． ｈｔｍｌ Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

１． ３　 ＲＰＬ２２ 基因的提取与目的基因的扩增　 通过

ＮＣＢＩ 数据库，获得以 ＲＰＬ２２ 基因 ｍＲＮＡ 的 ＣＤＳ 序

列为模板，设计基因的上下游特异性引物（表 ２），构
建 ＲＰＬ２２ 基因反应体系后进行 ＰＣＲ 扩增。 对 ＰＣＲ
产物进行琼脂糖凝胶电泳检测，在紫外照仪上切下

目的基因条带，之后使用 ＤＮＡ 琼脂糖回收试剂盒进

行目的基因的回收纯化。

表 ２　 引物序列信息

Ｔａｂ． ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′）
Ｈｕｍａｎ⁃ＲＰＬ２２ Ｆ：ＡＣＴＣＴＴＧＡＴＴＧＣＡＣＣＣＡＣＣＣ

Ｒ：ＡＡＧＧＴＴＣＣＣＡＧＣＴＴＴＴＣＣＧＴ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ

Ｒ：ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ

１． ４　 人 ＲＰＬ２２ 的载体构建和鉴定　 将纯化后的基

因片段合成 ｐｕＣ５７⁃ＲＰＬ２２ 质粒，经限制性内切酶

ＢａｍＨⅠ、Ｓａｌ Ｉ 连接到载体 ｐＥＴ⁃２８α 原核表达载体

上，命名为 ｐＥＴ⁃２８α⁃ＲＰＬ２２。 最后挑取阳性菌落，小
提质粒后酶切、测序。
１． ５　 包涵体蛋白溶解与纯化　 ① 将菌液沉淀经过

高压细胞破碎后，４ ℃条件下 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０
ｍｉｎ，弃去上清液，用玻璃棒刮去沉淀表面上的淡黄

色菌体碎片及灰黑色杂质，并检查是否密度均匀；②

加入 ６ ｍｌ 预冷的裂解缓冲液重悬包涵体蛋白，并用

玻璃棒捣碎、搅拌包涵体，４ ℃条件下 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，弃去上清液；重复步骤②１ 次；③ 加入

６ ｍｌ 预冷的 ＰＢＳ 缓冲液重悬包涵体，并再次用玻璃

棒捣碎、搅拌包涵体，吸取 ２０ μｌ 样品准备进行 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 电泳鉴定。 剩余包涵体再次 ４ ℃ 条件下

１３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 并弃掉上清液；④ 对包涵

体进行称重；⑤ 加入 ６ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸胍溶液，至包涵体

浓度 ３０ ｍｇ ／ ｍｌ。 ⑥ 取溶解后的包涵体进行 ＢＣＡ 蛋

白浓度测定，以及 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定。
１． ６　 ＲＰＬ２２ 在非小细胞肺癌细胞 Ａ５４９ 细胞中的

生物学功能及分析

１． ６． １　 试剂 Ｍ 和 ＤＤＰ 在 Ａ５４９ 细胞中 ＩＣ５０的测定

　 Ａ５４９ 细胞系在 Ｆ⁃１２ｋ 基础培养基中常规生长，补
充 １０％ 胎牛血清和 １％ 的青 － 链霉素，置于 ５％
ＣＯ２、３７ ℃的湿润细胞培养箱培养。 细胞按 １ × １０５

个密度播种在 ９６ 孔板中，培养 ２４ ｈ 待细胞贴壁且

密度达 ６０％ ～７０％汇合度时，试剂 Ｍ 按照浓度梯度

０、２０、５０、８０、１００、２００、４００、８００ μｇ ／ Ｌ，分别加样，每
个浓度梯度设置 ３ 个复孔，ＤＤＰ 按照浓度梯度 ０、
０. １、２. ０、１０. ０、１００. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ，分别加样，每个浓度

梯度设置 ３ 个复孔，根据 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒的说明，培
养 ２４ ｈ 后使用分光测量仪进行检测。
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１． ６． ２　 ＲＰＬ２２ 与 ＤＤＰ 结合使用对 Ａ５４９ 细胞生长

的影响　 Ａ５４９ 细胞按 １ × １０８ 个密度播种在 １０ ｃｍ
细胞培养皿中，无血清培养基培养 ２４ ｈ 后用 ＤＤＰ
和试剂 Ｍ ＋ ＤＤＰ 处理。 根据本研究，Ａ５４９ 中 ＤＤＰ
的 ＩＣ５０约为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ，试剂 Ｍ 的 ＩＣ５０为 ４００ μｇ ／ Ｌ。
细胞在平行培养中暴露于 ＤＤＰ 条件（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、
Ｍ（２００ μｇ ／ Ｌ）、Ｍ（２００ μｇ ／ Ｌ） ＋ ＤＤＰ（１. ２５ μｍｏｌ ／
Ｌ）、Ｍ（２００ μｇ ／ Ｌ） ＋ ＤＤＰ（２. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）、Ｍ（２００ μｇ ／
Ｌ） ＋ ＤＤＰ（５ μｍｏｌ ／ Ｌ）。 用一个实验中处理过的培

养物中的细胞同时进行 ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析，
以尽量减少样品之间的变异性。
１． ６． ３ 　 ＣＣＫ⁃８ 检测各组细胞增殖抑制率情况 　
Ａ５４９ 细胞在 ９６ 孔板中播种，每孔密度为 １ × １０３

个。 当达到 ５０％ 的汇合度时，分别用 ０、２００、８００
μｇ ／ Ｌ 的试剂 Ｍ 对细胞进行治疗。 根据 ＣＣＫ⁃８ 试剂

盒的说明，使用分光测量仪进行检测。
１． ６． ４　 细胞凋亡和细胞周期的流式细胞仪分析　
Ａ５４９ 细胞在 ６ 孔板中播种，每孔密度为 ２ × １０５ 个。
当达到 ５０％ 的汇合度时，分别用 ０ μｇ ／ Ｌ 和 ４００
μｇ ／ Ｌ 的试剂 Ｍ 对细胞进行治疗。 根据细胞凋亡试

剂盒和细胞周期分析的说明，使用流式细胞仪进行

处理。 使用 Ｆｌｏｗｊｏ 处理和分析数据。
１． ６． ５　 ＲＰＬ２２ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 将纯化的

蛋白作为抗原加上 ５ × 蛋白上样缓冲液，煮沸 ５
ｍｉｎ，在 １５％的 ＳＤＳ 凝胶中通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离，然
后电转移到聚偏氟乙烯膜上，在 ４ ℃下，用快速封闭

液封闭 １５ ～ ３０ ｍｉｎ 后，用按 １ ∶ １ ０００ 稀释的［ＫＯ
Ｖａｌｉｄａｔｅｄ］ＲＰＬ２２ 兔抗作为一抗，４ ℃ 孵育过夜，将
ＨＲＰ Ｇｏａｔ ＩｇＧ 兔抗以 １ ∶ ５ ０００ 稀释作为二抗，室温

孵育 ２ ｈ，利用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次后，使用 ＥＣＬ 化学发

光底物进行显影。
１． ７　 统计学处理 　 使用 ＡＮＯＶＡ 双尾方差分析多

样本之间的比较，确定了各组之间的差异。 所有实

验均至少重复了 ３ 次。 所有数据均以 �ｘ ± ｓ 表示。
Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＲＰＬ２２ 蛋白质的生物学分析　 ＲＰＬ２２ 蛋白中

有 １５. ６％的氨基酸（天冬氨酸 ＋谷氨酸）带负电荷，
有 １９. ５％的氨基酸（精氨酸 ＋赖氨酸）带正电荷，氨
基酸数量为 １２８，分子量达到 １４. ７８７ ｋｕ，理论等电

点为 ９. ２１，ＲＰＬ 蛋白的分子式为 Ｃ６６０Ｈ１０６６Ｎ１８０Ｏ１９８Ｓ３。
该基因的不稳定性指数 ４９. ５２％ ，表明 ＲＰＬ２２ 蛋白

为不稳定蛋白质。
２． １． １　 亲水性疏水性分析　 维持蛋白质的三级结

构最重要的作用力就是疏水基的相互作用力。 利用

ＥｘＰＡＳｙ⁃ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 软件对 ＲＰＬ２２ 蛋白的氨基酸序列

进行疏水性 ／亲水性进行分析，如图所示（图 １Ａ），
该蛋白疏水性最强的氨基酸位于第 ５９ 位，疏水值为

１. ２５６，亲水性最强的氨基酸是缬氨酸，位于第 １２２
位，亲水值为 － ３. ５. 阳性评分为疏水性，阴性评分

为亲水性，绝对值越大，疏水性 ／亲水性程度越高。
由亲水性 ／疏水性分布图可知，大部分氨基酸为亲水

性氨基酸，因此可以认为 ＲＰＬ２２ 是一种亲水性蛋

白。
２． １． ２ 　 ＲＰＬ２２ 蛋白质的跨膜区、信号肽预测分析

　 亚细胞定位的预测结果表明，ＲＰＬ２２ 在细胞质、细
胞核、线粒体的占比依次为 ５６. ５％ 、３０. ４％ 、８. ７％ ，
细胞骨架中含量最低，为 ４. ３％ 。 ＲＰＬ２２ 蛋白无跨

膜结构，显示 ＲＰＬ２２ 蛋白所有的氨基酸均位于细胞

内（图 １Ｂ），这与亚细胞定位预测结果一致。 ＲＰＬ２２
不具有信号肽（图 １Ｃ）。
２． １． ３ 　 ＲＰＬ２２ 蛋白质的糖基化和磷酸化分析 　
ＲＰＬ２２ 蛋白的翻译后修饰如糖基化和磷酸化是实现

蛋白质生理功能所必须的。 糖基化在蛋白质和其他

大分子之间的相互作用起着非常重要的作用。 在

ＲＰＬ２２ 蛋白的糖基化位点预测（图 １Ｄ）中，共含有 ０
个 Ｎ 糖基化位点，与 ＲＰＬ２２ 不具有信号肽结果一

致。
　 　 磷酸化修饰时生物体内重要的共价修饰方式之

一，与信号传导、细胞周期、生长发育以及癌症机制

等诸多生物学问题密切相关，也会使蛋白结构发生

改变，进一步改变蛋白质的生物学活性。 预测结果

显示 ６ 个丝氨酸磷酸化位点，分别位于第 ６６、６８、
７４、７９、１０６、１０９ 位氨基酸，６ 个苏氨酸磷酸化位点分

别位于第 ２２、２６、６２、７１、７３、８７ 位氨基酸，５ 个酪氨

酸蛋白激酶磷酸化位点分别位于第 ８２、８５、９０、１１０、
１１４ 位氨基酸（图 １Ｅ）。
２． １． ４　 ＲＰＬ２２ 蛋白质的结构分析　 蛋白质的二级

结构是指沿着一个方向排列的周期性结构，是蛋白

质多肽链中有规则的重复构象。 软件预测结果表

明，该蛋白的二级结构由 ３１. ２５％的 α⁃螺旋，９. ３８％
的 β⁃转角，２９. ６９％的无规卷曲构成，蛋白质其余结

构被预测为延伸连（图 １Ｆ）。
　 　 利用 ＳＷＩＳＳ ＭＯＤＥＬ 软件预测了 ＲＰＬ２２ 蛋白质

的三级结构，最优建模进行展示，其中建模评价指标

·７８７１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４ Ｏｃｔ；５９（１０）



图 １　 ＲＰＬ２２ 蛋白质的生物学分析

Ｆｉｇ． １　 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＰＬ２２ ｐｒｏｔｅｉｎ
　 　 Ａ：Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ／ Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＰＬ２２ ；Ｂ：Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＰＬ２２ ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｃ：Ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＰＬ２２
ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｄ：Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｉｎ ＲＰＬ２２ ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｅ：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｉｎ ＲＰＬ２２ ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｆ：Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＰＬ２２ ｐｒｏｔｅｉｎ；
Ｇ：Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＰＬ２２ ｐｒｏｔｅｉｎ．

包括 Ｑｍｅａｎ 和 ＧＭＱＥ（全球性模型质量评估估测），
评价值分别为 ０. ８３ 和 ０. ７６，所得模型质量良好，三
级结构预测结果显示该蛋白是单体形式（图 １Ｇ）。
２． ２　 ＲＰＬ２２ 蛋白原核表达、鉴定和纯化 　 电泳结

果如图 ２Ａ 所示，重组蛋白在表达菌株裂解液上清

液中有明显的条带；且洗脱液中可以看到目的蛋白

被有效地洗出，除了第 １ 和第 ２ 次洗脱时有少量杂

带外，后续洗脱纯度较高。 结果显示 ＲＰＬ２２ 重组蛋

白完成了纯化。 如图 ２Ｂ 所示，重组蛋白在 １８ ｋｕ 大

小处有明显的条带，符合预期蛋白大小，结果表明重

组质粒在大肠埃希菌中成功诱导表达了 ＲＰＬ２２ 蛋

白。

２． ３　 ＣＣＫ⁃８ 检测 Ａ５４９ 细胞系中试剂 Ｍ 和 ＤＤＰ
的 ＩＣ５０ 　 为了分别检测试剂 Ｍ 和 ＤＤＰ 在 Ａ５４９ 细

胞中的 ＩＣ５０，分别设置不同浓度梯度，细胞抑制率由

ＣＣＫ⁃８ 方法计算。 试剂 Ｍ 浓度梯度设置为 ０、２０、
５０、８０、１００、２００、４００、８００ μｇ ／ Ｌ，结果显示，在浓度级

联中，４００ μｇ ／ Ｌ 试剂 Ｍ 最接近 ＩＣ５０（Ｐ ＜ ０. ００１）（图
３Ａ）。 ＤＤＰ 浓度梯度设置为 ０ （ ｃｏｎｔｒｏｌ）、０. １、２. ０、
１０. ０、１００. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ， 结果提示， 当浓度达到 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ 时 ＤＤＰ 最接近 ＩＣ５０（Ｐ ＜ ０. ００１）（图 ３Ｂ）。
２． ４　 ＣＣＫ⁃８ 检测 Ａ５４９ 细胞增殖抑制率情况　 为

了确定试剂 Ｍ 对 Ａ５４９ 细胞增殖的影响，用各种浓

度（０、２００、８００ μｇ ／ Ｌ）的试剂 Ｍ 处理，进行了 ＣＣＫ⁃８
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图 ２　 ＲＰＬ２２ 蛋白原核表达和纯化

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ＲＰＬ２２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｃｅｌｌ

　 　 Ａ：Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＲＰＬ２２ ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｕ⁃
ｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＲＰＬ２２；Ｌａｎｅｓ １ － ４ ：Ｅｌｕｔｉｏｎ ｗａｓｈ ｏｎｃｅ， ｅｌｕ⁃
ｔｉｏｎ ｓｅｃｏｎｄ， ｅｌｕｔｉｏｎ ｔｈｉｒｄ ａｎｄ ｅｌｕｔｉｏｎ ｆｏｕｒｔｈ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

检测，以检测细胞活力。 结果显示，与对照组（试剂

浓度为 ０ μｇ ／ Ｌ）相比，试剂 Ｍ 以浓度依赖性的方式

抑制了 Ａ５４９ 细胞增殖（Ｐ ＜ ０. ００１）（图 ３Ｃ）。
２． ５　 流式细胞术检测试剂 Ｍ 对 Ａ５４９ 细胞凋亡的

影响　 流式细胞仪检测探究试剂 Ｍ 对 Ａ５４９ 细胞系

细胞凋亡的影响。 如图 ４ 所示，与对照组（试剂 Ｍ
浓度为 ０ μｇ ／ Ｌ）相比，用试剂 Ｍ（４００ μｇ ／ Ｌ） 治疗

Ａ５４９ 细胞的凋亡率分别从 ８. ０２％ （８. ０２ ± ０. ７６）％
显著增加到 １８. ７％ （１８. ７ ± １. ３３）％ （Ｐ ＜ ０. ０５）。
２． ６　 流式细胞术检测试剂 Ｍ 对 Ａ５４９ 细胞周期的

影响　 为了进一步研究 Ａ５４９ 细胞中试剂 Ｍ 诱导凋

亡的潜在机制，通过流式细胞仪检测来测量细胞周

期分布。 与对照组（Ｍ ＝０ μｇ ／ Ｌ）（图 ５Ａ）相比，试剂

Ｍ（４００ μｇ ／ Ｌ）处理的 Ａ５４９ 细胞［（２７. ９１ ± ２. ４３）％
ｖｓ （１８. ９１ ± １. ４６）％ ，Ｐ ＜ ０. ０５］表现出 Ｇ２ 细胞周期

相积累（图 ５Ｂ）。 结果显示（图 ５Ｃ），试剂 Ｍ 可能具

有诱导 Ｇ２ 细胞周期停止的能力（Ｐ ＜ ０. ０５）。
２． ７　 试剂 Ｍ 和 ＤＤＰ 的联合运用对 Ａ５４９ 细胞增

殖的影响　 上述实验结果表明，ＤＤＰ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）的
细胞增殖抑制比约为 ５０％ ，因此，将 ＤＤＰ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
作为对照组；Ａ５４９ 细胞活力随着试剂 Ｍ 浓度增加

而减少，试剂 Ｍ 的 ＩＣ５０为 ４００ μｇ ／ Ｌ，为避免抑制率

过高导致细胞死亡率大幅度增加，选择试剂 Ｍ 浓度

为 ２００ μｇ ／ Ｌ 为基础浓度组。 设置浓度组合为 ＤＤＰ
（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、Ｍ（２００ μｇ ／ Ｌ）、Ｍ（２００ μｇ ／ Ｌ） ＋ ＤＤＰ
（１. ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ）、Ｍ（２００ μｇ ／ Ｌ） ＋ ＤＤＰ（２. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）
和Ｍ（２００ μｇ ／ Ｌ） ＋ ＤＤＰ（５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 。细胞抑制比

图 ３　 ＣＣＫ⁃８ 检测 Ａ５４９ 细胞抑制率

Ｆｉｇ． ３　 ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ
　 　 Ａ：ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｄｒｕｇ Ｍ ｉｎ Ａ５４９
ｃｅｌｌｓ； Ｂ：Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＤＤＰ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ；Ｃ：Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９
ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｍ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ；
∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｍ ０ μｇ ／ Ｌ ｇｒｏｕｐ．
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图 ４　 流式细胞仪检测肺癌细胞凋亡数

Ｆｉｇ． ４　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ａ５４９ ｗｈｅｎ ｒｅａｇｅｎｔ Ｍ ｗａｓ ０ μｇ ／ Ｌ；Ｂ：Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ａ５４９ ｗｈｅｎ ｒｅａｇｅｎｔ Ｍ ｗａｓ
４００ μｇ ／ Ｌ．

图 ５　 通过流式细胞仪测定细胞周期分布

Ｆｉｇ． ５　 Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
　 　 Ａ：Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｒｕｇ Ｍ（０ μｇ ／ Ｌ）；
Ｂ：Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｒｕｇ Ｍ（４００ μｇ ／ Ｌ）；Ｃ：
Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｉｎ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｅｘｐｅｒｉ⁃
ｍｅｎｔｓ；∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｍ： ０ μｇ ／ Ｌ ｇｒｏｕｐ．

由 ＣＣＫ⁃８ 方法计算。 如图 ６ 所示，ＤＤＰ 和试剂 Ｍ 都

表现出抑制细胞增殖的能力，低剂量的 ＤＤＰ 在与试

剂 Ｍ 合作时显著抑制细胞增殖（Ｐ ＜ ０. ０５）。 此外，
暴露于 Ｍ（２００ μｇ ／ Ｌ）与 ＤＤＰ（２. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）联合运

用的 Ａ５４９ 细胞增殖抑制比与单独使用 ＤＤＰ（１０
μｍｏｌ ／ Ｌ）治疗的细胞增殖抑制比相似。 也就是说

ＤＤＰ 与试剂 Ｍ 的联合使用降低了 ＤＤＰ 的治疗剂

量，并增加了 Ａ５４９ 细胞的抗肿瘤活性。
２． ８　 试剂 Ｍ 在 Ａ５４９ 细胞系中影响信号通路基因

ｍＲＮＡ 的表达 　 之前的研究［９］ 表明，ＲＰＬ２２ 通过

ＣＫ２α 调控 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路。 经 ｑＰＣＲ 检测相

关调节剂的表达水平， 提示参与 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 和

ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 通路的某些基因的 ｍＲＮＡ 表达水平

出现变化，即试剂 Ｍ（４００ μｇ ／ Ｌ）处理的 Ａ５４９ 细胞

中， ＣＫ２α、 ＰＴＥＮ、 ＰＩ３Ｋ、 ＡＫＴ、 ｍＴＯＲ 和 ＮＦ⁃κＢ 的

ｍＲＮＡ 表达显著下降（Ｐ ＜ ０. ０５） （图 ７Ａ）。 这些结

果表明，试剂 Ｍ 参与对 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路的调节。
２． ９　 试剂 Ｍ 在 Ａ５４９ 细胞中影响信号通路基因蛋

白的表达　 为了确定蛋白质水平表达的差异是否符

合 ｑＰＣＲ 结 果， 进 行 了 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分 析， 提 示

ＣＫ２α、ＰＴＥＮ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲ 基因的蛋白质表达

水平下降（ Ｐ ＜ ０. ０５ ） （图 ７Ｄ、７Ｅ），这与ｍＲＮＡ表
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图 ６　 ＤＤＰ 以及 Ｍ ＋ＤＤＰ 的组合中的细胞增殖抑制比

Ｆｉｇ． ６　 Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｉｎ ＤＤＰ
ａｎｄ Ｍ ＋ＤＤＰ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

　 　 ａ：ＤＤＰ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐ； ｂ：Ｍ （２００ μｇ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐ； ｃ：Ｍ （２００
μｇ ／ Ｌ） ＋ ＤＤＰ （１. ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐ； ｄ：Ｍ （２００ μｇ ／ Ｌ） ＋ ＤＤＰ （２. ５

μｍｏｌ ／ Ｌ）ｇｒｏｕｐ；ｅ：Ｍ（２００ μｇ ／ Ｌ） ＋ ＤＤＰ（５ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐ；∗ Ｐ ＜ ０. ０５
ｖｓ ａ ｇｒｏｕｐ．

达水平一致。 因此， 这项研究表明， 试剂 Ｍ 对

ＮＳＣＬＣ 细胞增殖的负面功能是通过调控 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ

途径诱导的。
２． １０　 试剂Ｍ 和 ＤＤＰ 分别对信号通路基因ｍＲＮＡ
表达的影响　 为了对比研究试剂 Ｍ 和 ＤＤＰ 对信号

通路的影响，控制 ＤＤＰ 浓度 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ，试剂 Ｍ 浓

度 ４００ μｇ ／ Ｌ，测定 Ａ５４９ 细胞信号通路各基因 ｍＲ⁃
ＮＡ 的表达量，显示 ＤＤＰ 对 ＰＩ３Ｋ、ＰＴＥＮ 的抑制效率

优于试剂 Ｍ（Ｐ ＜ ０. ０５） （图 ７Ｂ），试剂 Ｍ 抑制 ＡＫＴ
（图 ７Ｂ）、促进 ＡＭＰＫ、ＴＳＣ１（图 ７Ｃ）表达的效率的显

著优于 ＤＤＰ 组（Ｐ ＜ ０. ０５），还可促进 ＬＫＢ１、ＡＭＰＫ、
ＴＳＣ１、ＴＳＣ２ 的表达（Ｐ ＜ ０. ０５） （图 ７Ｃ）。 提示试剂

Ｍ 参与调控 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 途径、ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 途径且

部分效率优于 ＤＤＰ。

３　 讨论

　 　 ＮＳＣＬＣ 威胁着人类的健康和生命。 核糖体蛋

白质是真核生物核糖体的组成部分，具有调节细胞

周期、凋亡等功能。 近年来很少有研究显示 ＲＰＬ２２
对 ＮＳＣＬＣ 的负面影响。 该课题首先分析 ＲＰＬ２２ 生

物信息学，显示ＲＰＬ２２蛋白为不稳定亲水性蛋白

图 ７　 信号通路基因 ｍＲＮＡ 及蛋白在试剂 Ｍ 和 ／或 ＤＤＰ 作用下表达

Ｆｉｇ． ７　 ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｇｅｎｔｓ Ｍ ａｎｄ ／ ｏｒ ＤＤＰ
　 　 Ａ： ｑＰＣＲ；Ｂ：Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｒｕｇ Ｍ ｏｎ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ；Ｃ：Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｒｕｇ Ｍ ｏｎ ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ；Ｄ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ａｎｄ ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙｓ；Ｅ：Ｖｉｓｕａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ａ ａｎｄ Ｂ；∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｍ ０ μｇ ／ Ｌ ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ ＜
０. ０５ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．
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质，主要分布于细胞质中，不具有信号肽、磷酸化和

糖基化位点。 而后构建 ＲＰＬ２２ 原核表达载体并成

功获得了高浓度纯化 ＲＰＬ２２ 重组蛋白。
　 　 该课题检测出在 Ａ５４９ 细胞中，试剂 Ｍ 的 ＩＣ５０

为 ４００ μｇ ／ Ｌ，ＤＤＰ 的 ＩＣ５０ 为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ，以此为基

础，发现试剂 Ｍ 显著抑制细胞增殖，并且细胞活性

会随着试剂 Ｍ 治疗浓度的升高而减弱。 流式细胞

仪术显示试剂 Ｍ 诱导 Ａ５４９ 细胞在 Ｇ２ 期停滞，且能

促进凋亡。 之前的研究［９］ 表明，ＲＰＬ２２ 可以通过与

ＣＫ２α 相互作用来抑制 ＣＫ２α 活性下游目标———
ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 途径。 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路［１０］ 的失调会影响

一些信号，显著阻碍蛋白质合成，最终导致细胞周期

停滞和凋亡。 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号转导通路还可以控制

ｍＴＯＲ 活动［１１］。 为了深入挖掘试剂 Ｍ 对参与

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路的影响，进行了 ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 实验，结果显示，与对照组相比，ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 和

ｍＴＯＲ 基因的表达明显下调。 然而作为重要负调节

剂的 ＰＴＥＮ 的表达没有像预期的那样增加。 可能因

为试剂 Ｍ 抑制了核 ＰＴＥＮ 转录。 已有研究［１２］表明，
ＲＰＬ２２ 蛋白通过与某些基因或组蛋白 Ｈ１ 直接相互

作用来抑制大多数核基因转录过程。 因此，该课题

组提出假设，试剂 Ｍ 使细胞内 ＲＰＬ２２ 过量抑制了核

ＰＴＥＮ 转录进而减少其表达，为了验证这一假设，该
课题组将继续进行相关实验加以验证。
　 　 顺铂［１３］是铂基类药物其中一种。 该研究表明

在 Ａ５４９ 细胞中，当试剂 Ｍ（２００ μｇ ／ Ｌ）与 ＤＤＰ（２. ５
μｍｏｌ ／ Ｌ）联合运用时，抑制率几乎与 ＤＤＰ（１０ μｍｏｌ ／
Ｌ）一致，这表明试剂 Ｍ 协同 ＤＤＰ 在一定程度上增

强细胞对铂类药物的敏感性，并减少 ＤＤＰ 的治疗剂

量。 对参与 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 和 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 信号通路相

关基因进行 ｑＰＣＲ 检测，结果表明，试剂 Ｍ 抑制

ＡＫＴ、促进 ＡＭＰＫ、ＴＳＣ１ 明显优于 ＤＤＰ，即试剂 Ｍ 相

较于 ＤＤＰ 能更好地调节 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ、ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ
通路，从而达到抗肿瘤的效果。 但试剂 Ｍ 具体是通

过哪些关键节点来调控 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ、ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ
通路尚未可知，该课题组将继续进行体内试验进一

步探索其中的机制。
　 　 综上所述，试剂 Ｍ 能够抑制 Ａ５４９ 细胞的增殖

并促进其凋亡，提高 Ａ５４９ 细胞对铂基化疗药物的

敏感性。 重要的是，该研究表明试剂 Ｍ 可以通过调

节 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 和 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 通路来抑制肺癌细胞

生长。 尽管这项研究付出了很多努力，但仍需要进

一步进行体内动物实验探索试剂 Ｍ 对 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ
和 ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 通路影响的确切机制。

参考文献

［１］ 　 臧　 超， 戈　 巧， 李　 超， 等． 沉默 ＭＰＺＬ１ 调控 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 对

Ａ５４９ ／ Ｔａｘ 细胞干性及耐药性的影响［Ｊ］ ． 安徽医科大学学报，
２０２４， ５９ （ １ ）： ９９ － １０５． ｄｏｉ： １０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ －
１４９２． ２０２４． ０１． ０１６．

［１］ Ｚａｎｇ Ｃ， Ｇｅ Ｑ， Ｌｉ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＭＰＺＬ１ ｏｎ ｔｕｍｏｒ
ｃｅｌｌ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ａ５４９ ／ Ｔａｘ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｕｎｉｖ Ｍｅｄ Ａｎｈｕｉ， ２０２４， ５９（１）： ９９ － １０５．
ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２４． ０１． ０１６．

［２］ Ｚｈａｎｇ Ｃ， Ｘｕ Ｃ， Ｇａｏ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｐｌａｔｉｎｕｍ⁃ｂａｓｅｄ ｄｒｕｇｓ ｆｏｒ ｃａｎｃｅｒ
ｔｈｅｒａｐｙ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃ｔｕｍｏｒ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ， ２０２２， １２
（５）： ２１１５ － ３２． ｄｏｉ：１０． ７１５０ ／ ｔｈｎｏ． ６９４２４．

［３］ Ｌａｈｉｒｉ Ａ， Ｍａｊｉ Ａ， Ｐｏｔｄａｒ Ｐ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａ⁃
ｐｙ： ｐｒｏｇｒｅｓｓ， ｐｉｔｆａｌｌｓ， ａｎｄ ｐｒｏｍｉｓｅｓ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃａｎｃｅｒ， ２０２３， ２２
（１）： ４０． ｄｏｉ：１０． １１８６ ／ ｓ１２９４３ － ０２３ － ０１７４０ － ｙ．

［４］ Ｐｅｔｉｂｏｎ Ｃ， Ｍａｌｉｋ Ｇｈｕｌａｍ Ｍ， Ｃａｔａｌａ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｉｂｏ⁃
ｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅｓ： ａｎ ｏｒｄｅｒｅｄ ａｎａｒｃｈｙ ［ Ｊ］ ． Ｗｉｌｅｙ Ｉｎｔｅｒｄｉｓｃｉｐ
Ｒｅｖ ＲＮＡ， ２０２１， １２（３）： ｅ１６３２． ｄｏｉ：１０． １００２ ／ ｗｒｎａ． １６３２．

［５］ Ｋａｎｇ Ｊ， Ｂｒａｊａｎｏｖｓｋｉ Ｎ， Ｃｈａｎ Ｋ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ
ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅｓ： ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ［ Ｊ］ ．
Ｓｉｇｎａｌ Ｔｒａｎｓｄｕｃｔ Ｔａｒｇｅｔ Ｔｈｅｒ， ２０２１， ６（１）： ３２３． ｄｏｉ：１０． １０３８ ／
ｓ４１３９２ － ０２１ － ００７２８ － ８．

［６］ Ｍｉｎｅｒｖｉｎｉ Ｃ Ｆ， Ｂｅｒｌｏｃｏ Ｍ Ｆ， Ｍａｒｓａｎｏ Ｒ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎ ＲｐＬ２２ ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｗｉｔｈ ５′⁃ＵＴＲ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ
ｓｏｍｅ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｓ［ Ｊ］ ． Ｇｅｎｅｓ （ Ｂａｓｅｌ），
２０２２， １３（２）： ３０５． ｄｏｉ：１０． ３３９０ ／ ｇｅｎｅｓ１３０２０３０５．

［７］ Ｙｉ Ｘ， Ｚｈａｎｇ Ｃ， Ｌｉｕ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌ２２⁃ｌｉｋｅ１ ｐｒｏ⁃
ｍｏｔｅｓ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ
ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０２３， ２７（３）： ４０３ － １１．
ｄｏｉ：１０． １１１１ ／ ｊｃｍｍ． １７６６３．

［８］ Ｙａｎｇ Ｍ， Ｓｕｎ Ｈ， Ｗａｎｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌ２２ ｉｎ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｍｅｄ Ｏｎｃｏｌ， ２０１３，
３０（３）： ６４６． ｄｏｉ：１０． １００７ ／ ｓ１２０３２ － ０１３ － ０６４６ － ０．

［９］ Ｙａｎｇ Ｍ， Ｓｕｎ Ｈ， Ｈｅ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌ２２
ｗｉｔｈ ｃａｓｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ２α： ａ ｎｏｖｅｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｆｏｒ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ
ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ［ Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｐ， ２０１４， ３２
（１）： １３９ － ４４． ｄｏｉ：１０． ３８９２ ／ ｏｒ． ２０１４． ３１８７．

［１０］ Ｎｏｏｒｏｌｙａｉ Ｓ， Ｓｈａｊａｒｉ Ｎ， Ｂａｇｈｂａｎｉ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｇｅｎｅ， ２０１９， ６９８：
１２０ － ８． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｇｅｎｅ． ２０１９． ０２． ０７６．

［１１］ Ｌｕｏ Ｑ， Ｓｏｎｇ Ｙ， Ｋａｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ｍｔＲＯＳ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ Ａｋｔ ／ ＡＭＰＫ ／
ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙ ｗａｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ Ｃｏｐｐｅｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ｉｔ
ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ Ｃｏｐｐｅｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＲＡＷ２６４． ７ ｍｏｕｓｅ ｍｏｎｏ⁃
ｃｙｔｅｓ［Ｊ］ ． Ｒｅｄｏｘ Ｂｉｏｌ， ２０２１，４１： １０１９１２． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｒｅｄｏｘ．
２０２１． １０１９１２．

［１２］ Ｘｉｅ Ｐ， Ｐｅｎｇ Ｚ， Ｃｈｅｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｄｄｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＴＥＮ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｉｔｓ
ｎｕｃｌｅａｒ ｉｍｐｏｒｔ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｕｍｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ，
２０２１， ３１（３）： ２９１ － ３１１． ｄｏｉ：１０． １０３８ ／ ｓ４１４２２ － ０２０ － ００４４３ －
ｚ．

［１３］ 王晓丹， 宋国庆， 姜 　 丹． ＭｉＲ⁃２８⁃５ｐ 通过抑制 ＦＳＰ１ 介导的

铁死亡逆转肺腺癌细胞顺铂耐药的机制［ Ｊ］ ． 安徽医科大学

·２９７１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４ Ｏｃｔ；５９（１０）



学报， ２０２３， ５８（４）： ６３０ － ６． ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ －
１４９２． ２０２３． ０４． ０１８．

［１３］ Ｗａｎｇ Ｘ Ｄ， Ｓｏｎｇ Ｇ Ｑ， Ｊｉａｎｇ Ｄ． ＭｉＲ⁃２８⁃５ｐ ｒｅｖｅｒｓｅｓ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｒｅ⁃

ｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＦＳＰ１⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｕｎｉｖ Ｍｅｄ Ａｎｈｕｉ， ２０２３， ５８（４）： ６３０ － ６．
ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２３． ０４． ０１８．

Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＲＰＬ２２ ｇｅｎｅ

Ｔｉａｎ Ｔｉａｎ，Ｚｈａｎｇ Ｘｉｎｇｊｕａｎ，Ｙａｎｇ Ｍｉｎｇｘｉａ
［Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｎｄ Ｃｒｉｔｉｃａｌ Ｃａｒｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ

Ｎａｎｊｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ （Ｃｈａｎｇｚｈｏｕ Ｓｅｃｏｎｄ Ｐｅｏｐｌｅ′ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ）， Ｃｈａｎｇｚｈｏｕ　 ２１３００３］

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ ｔｈｅ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌ２２ （ＲＰＬ２２） ｇｅｎｅ， ｐｒｏｋａｒｙ⁃
ｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＲＰＬ２２ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＲＰＬ２２ （ｌａｂｅｌｅｄ ａｓ ａｇｅｎｔ
Ｍ） ｉｎ ｖｉｔｒｏ， ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｇｅｎｔ Ｍ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＮＳＣＬＣ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ
ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ｗｉｔｈ Ｍ ａｎｄ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ （ＤＤＰ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ＲＰＬ２２ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｗａｓ ａｎａ⁃
ｌｙｚｅｄ． ＲＰＬ２２ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｂｙ ＰＣＲ， ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｃｈａｉｎ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｗａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｎｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ
ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ， ａｎｄ ｃｏｎｎｅｃｔ ｔｈｅ ｐＥＴ⁃２８α ｖｅｃｔｏｒ． Ｔｈｅ ｐＥＴ⁃２８α⁃ＲＰＬ２２ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｒｅｃｅｐｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ＤＨ５α ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＲＰＬ２２ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ
ｂｙ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｔｈｅ ｓｅｍｉ⁃ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｒａｔｅ （ＩＣ５０） ｏｆ Ｍ ａｎｄ ＤＤＰ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｍ
ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ⁃８． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｇｅｎｔ Ｍ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｃｙｃｌｅ ｏｆ Ａ５４９
ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ Ｍ ａｎｄ ＤＤＰ ｏｎ ｐｈｏｓｐｈａｔｉ⁃
ｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃３⁃ｋｉｎａｓｅ ／ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ （ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ） ａｎｄ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ５′⁃ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ／
ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ （ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ） ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＲＰＬ２２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ａｎ
ｕｎｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ， ｔｈｅ ＩＣ５０ ｏｆ ｒｅａｇｅｎｔ Ｍ ｗａｓ ４００ μｇ ／ Ｌ， ａｎｄ ｔｈｅ ＩＣ５０ ｏｆ ＤＤＰ ｗａｓ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ，
ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｇｅｎｔ Ｍ ｗａｓ ｉｎｖｅｒｓｅｌｙ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌ ｔｏ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ． Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｇｅｎｔ Ｍ
（２００ μｇ ／ Ｌ） ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＤＤＰ （２. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｗａｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈａｔ ｏｆ ＤＤＰ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ａｌｏｎｅ． Ｒｅａｇｅｎｔ Ｍ ｃｏｕｌｄ
ｉｎｄｕｃｅ Ｇ２ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｒｒｅｓｔ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ａｎｄ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ａｎｄ
ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＲＰＬ２２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ｃｌｏｎｅｄ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌ２２； ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ；ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ； ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ　 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． ８１４７２１９９）
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