
三种连接子多肽对抗癌融合蛋白

翻译后剪切效果比较研究 *

李红艳 1, 2) 周志明 2) 潘 强 1) 杨冬梅 1) 顾锦法 2) 沈佳妮 1) 王世兵 1) 章康健 2)**

(1)浙江理工大学生命科学学院，新元医学与生物技术研究所，杭州 310018；
2)中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所，上海 200031)

摘要 IL-24和 Smac为靶向癌症的多基因治疗研究中重要的候选基因．在构建 IL-24和 Smac双基因表达载体过程中，选择
一个稳定高效的连接子非常关键．利用三个不同的连接子多肽序列 IETD、EEED、F2A构建三个真核表达质粒 pcDNA3.1(+)-
IL-24-IETD-Smac、pcDNA3.1(+)-IL-24-EEED-Smac、pcDNA3.1(+)-IL-24-F2A-Smac，并联合 5-氟尿嘧啶(5-FU)处理研究各连
接子介导的融合蛋白剪切效果．上述实验结果表明，在三种 IL-24-linker-Smac双基因表达载体中，F2A连接子剪切效果最佳
且与 caspase活性成正相关． IETD、EEED连接子介导的融合蛋白都有一定的剪切，但 IETD/EEED多肽影响了上游 IL-24蛋
白的半衰期，加速了剪切后 IL-24蛋白的泛素化降解．本研究为构建靶向癌症应用的双基因或多基因载体提供了设计参考．
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近年来，在癌症基因治疗过程中，多基因联合

治疗成为一个重要的研究方向，选择良好的两个或

多个基因靶向癌症往往能获得很好的抗癌效果．

Liu 等 [1-3]利用病毒携带双基因，如 TRAIL、
MnSOD、IL-24、Smac等，靶向肿瘤细胞取得了很
好的抗肿瘤效果．Pei等[4]、Zhang等[5]、Wang等[6]

利用腺病毒携带双基因在细胞水平和动物体内癌移

植肿瘤模型中能有效抑制肿瘤的进一步生长．

IL-24为一种细胞因子，属于 IL-10 家族，它
可以选择性诱导细胞 caspase3/8活化，并诱导癌症
细胞凋亡，而对正常细胞无毒副作用或极其微小，

因此在癌症的基因治疗研究中得到广泛应用 [7]．

Zhu等[8]和Wei等[9]利用腺病毒载体携带 IL-24在癌
症的治疗中取得很好的抗肿瘤效果， ING241
(Ad-IL-24)目前进入临床 2期．Smac基因也广泛受
到关注，它位于线粒体中，可以与 IAPs家族成员
XIAP、c·IAP-1、c·IAP-2、survivin等蛋白分子普
遍反应，通过除去 IAPs的抑制作用使 caspase酶原
活化，进而达到促使细胞凋亡的作用[10-11]．Pei等[4]

和 Pan等[12]在腺病毒载体中携带 Smac基因，能显

著诱导肝癌细胞 caspase活化，并在肝癌移植肿瘤
模型中取得很好的治疗效果．

目前介导双基因或多基因表达的方法主要有两

种：第一种是同一载体携带两个不同的基因表达

框，即在一个载体上利用 2个启动子各驱动表达一
个基因，这种构建方法是根据不同启动子在不同转

录水平上进行基因的表达，一般可以保证 2个基因
的高效表达，但是在靶向肿瘤的相关应用研究中由

于载体(一般为病毒载体)特性表现出不足之处，如
腺病毒载体对插入基因的大小有容量限制，而痘病

毒载体中可搭载的外源基因容量大，但要求插入的

基因必须使用病毒自身相关的启动子，这也限制了
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表达多个完整外源基因在此领域的应用；第二种是

两个基因共用一个启动子，比较典型的是利用

IRES序列连接前后两个基因，此种构建方法则是
在翻译水平上进行调节控制， IRES (internal
ribosome entry site)为内核糖体进入序列，它可以翻
译一条 mRNA上的两个开放阅读框，相对于双表
达盒构建方式来说一定程度上降低了外源插入片段

的大小，但是不同病毒来源的 IRES序列对其下游
的基因表达效率各不相同，往往表现为 IRES序列
上游基因的蛋白质表达量高于下游基因的表达量，

最终导致一个 mRNA上翻译的两个蛋白质表达量
极其不平衡，严重影响了该种构建方式在肿瘤多基

因靶向治疗领域的应用．因此，在靶向肿瘤的多基

因治疗载体构建中，尽可能结合载体容量和特性，

又尽可能多地携带外源抗癌基因并保证其各个基因

表达蛋白质的效率，这些方面的探究工作值得我们

重视．本研究着眼于在翻译后水平寻找高效剪切的

连接子多肽如 IETD、EEED、F2A等，并对它们进
行比较研究，期望为靶向肿瘤的多基因治疗提供一

些载体构建设计方面的参考．

IETD 连接子是 caspase 8的特异识别位点 [13]，

在应用到靶向肿瘤的基因治疗中Wang等[6]用 IETD
连接 TRAIL和 Smac 两个基因构建的溶瘤腺病毒
ZD55-TRAIL-IETD-Smac有很好的剪切效果且能在
体外、体内抑制肝癌细胞增殖．在细胞凋亡研究过

程中发现，EEED连接子介导 Sm-F蛋白剪切，剪
切后依旧与 U snRNP复合物相连接，且剪切活性
与 caspase1, 3, 8相关[14]，目前未见到 EEED应用于
肿瘤多基因治疗的研究报道．2A连接子是一种自
剪切多肽，多种不同的病毒中都含有 2A肽段，以
口蹄疫病毒(FMDV)2A 研究最为典型．FMDV 2A
以其自剪切效率高、上下两个基因表达平衡性好以

及结构短小等优点使其在载体构建过程中成为很好

的连接工具．人们发现，在 2A 前面加入一个
Furin蛋白酶酶切位点 RAKR之后可以去除 2A自
剪切后残留在前面蛋白 C端的序列[15]，提高连接子

的剪切效率，同时也避免 2A残留序列影响前端蛋
白的表达，本文中提到的 F2A连接子即在 2A多肽
前加入了 Furin酶切位点．Fang等[15]利用 F2A连接
子在慢病毒载体中连接表达单克隆抗体 DC101的
轻链和重链，使得全长的单克隆抗体可以在体内长

时间、稳定高效地表达并取得显著的抗肿瘤效果．

此外，Liu等[16]初步阐述了 FMDV 2A的特性、剪
切活力及其在构建多顺反子载体中的应用．同时

Deszcz等[17]发现，caspase抑制剂能够抑制人鼻病
毒 HRV2中 2A自剪切酶的活性．
本研究以 IL-24和 Smac双基因载体构建为基

础，利用上述三个连接子多肽分别连接 IL-24(上游
基因)、Smac(下游基因)并联合 5-FU处理，探究各
个连接子多肽在翻译后水平对上下游抗癌蛋白剪切

的影响，为该双基因载体筛选出最佳的连接子，同

时为靶向癌症的双基因或多基因治疗载体的构建提

供了设计参考．

1 材料与方法

1援1 材料

1援1援1 质粒、菌株和细胞株．pcDNA3.1(+)真核表
达载体、E. coli DH5琢菌株由中国科学院上海生命
科学研究院生物化学与细胞生物学研究所刘新垣实

验室保存；293T细胞、HeLa细胞购于中国科学院
上海细胞库．

1援1援2 主 要 试剂 ．KOD-plus/Taq 酶 、 dNTPs、
Ligation high连接酶等购自 TOYOBO 公司；质粒
DNA小量抽提试剂盒、DNA琼脂糖凝胶回收试剂
盒、PCR 产物液体回收试剂盒等购自 Axygen 公
司；质粒 DNA大量抽提试剂盒购自于天根生物公
司；Effectene Transfection Reagent 购自 Qiagen 公
司； DMEM培液购自于 GIBCO公司；5-FU购于
Sigma公司；Z-VAD-FMK、MG132、PMSF、细胞
裂解液购于碧云天动物药业公司；GAPDH抗体购
于北京康为世纪生物科技有限公司； Smac、
Cleaved Caspase 3/8 抗 体 购 于 Cell Signaling
Technology公司；IL-24抗体购于 GenHunter公司；
PARP抗体购于 Santa Cruz公司．
1援2 表达质粒的构建

1援2援1 融合基因 IL-24-F2A-Smac的构建．
引 物 序 列 为 ： IL-24-sense, CCAAGCTT

ATGAATTTTCAACAGAGGCTG; IL-24-F2A-
antisense,

GAGCTTGTAGAATTTCTGC; F2A-Smac-
sense,

GCGGTTCCTATTGCACAGAAATCAGA-
G; Smac-antisense, GC TCTAGA TCAATCCTC-
ACGCAGGTAGG. 黑色加粗字体为 F2A 连接子
序列．

以实验室现有质粒 pCB-IL-24 为模板，利用
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IL-24 sense和 IL-24-F2A antisense引物，进行 PCR
反应，获得 IL-24-F2A (部分序列 )基因；以
pCB-Smac 质粒为模板，利用 Smac-F2A sense 和
Smac antisense 引物，进行 PCR 反应，获得
F2A-Smac基因；然后再分别以上述获得的两个基
因为模板，利用 IL-24 sense 和 Smac antisense 引
物 ， 进 行 融 合 PCR， 得 到 融 合 目 的 基 因
IL-24-F2A-Smac．

PCR反应程序：94℃预变性 2 min；94℃变性
30 s，58℃退火 30 s，68℃延伸 1 min，30个循环；
68℃ 10 min，15℃ 保温．取 2 滋l 进行电泳鉴定，
液体过柱回收目的基因片段(1 260 bp)．
除此之外，我们利用上述二次重叠 PCR的方

法构建了 IL-24-IETD-Smac和 IL-24-EEED-Smac融
合基因．其中 IL-24 Sense 和 Smac antisense 共用，
其他引物序列为：IL-24-IETD antisense, GCCAA-
CTCTTCAGAG GAGCTTGTAG-
AATTTCTGCA; IETD-Smac sense, GAAATTCTA-
CAAGCTC CTCTGAAGAGTTG-
GCTGTCG; IL-24-EEED antisense, GCAATAGG-
AACCGC GAGCTTGTAGAATT-
TCTG; EEED-Smac sense, GAAATTCTACAAGC-
TC GCGGTTCCTATTGC. 黑色
加粗字体分别为 IETD和 EEED连接子序列.
1援2援2 pcDNA3.1(+)-IL-24-F2A-Smac质粒的构建．
将 pcDNA3.1(+)vector用 Hind芋和 Xbal玉进行

双酶切得到 5 384 bp的大片段纯化回收．再将得到
的融合基因 IL-24-F2A-Smac、IL-24-IETD-Smac和
IL-24-EEED-Smac 分别进行 Hind芋和 Xbal玉双酶
切，得到大小分别为 1 260、1 188和 1 188 bp的小
片段纯化回收．

将上述两个纯化产物以一定的比例加到 EP管
中，加入 Ligation high，16℃水浴连接过夜．经过
转化、挑单克隆后，摇菌并小量制备质粒，利用

Hind芋和 Xbal玉双酶切选出阳性质粒，测序鉴定
获得 正确 质粒 pcDNA3.1 (+ )-IL-24-F2A-Smac、
pcDNA3.1 (+ )- IL-24-IETD-Smac 和 pcDNA3.1 (+ )-
IL-24-EEED-Smac．
1援3 细胞转染

293T、HeLa细胞用含 10%胎牛血清的 DMEM
在 5% CO2、37℃细胞培养箱中培养．转染前一天
将细胞接种于 6孔板中，次日细胞长至 70%～80%
时开 始转 染 ． 具 体 转 染步 骤 见 Effectene 誖

Transfection Reagent转染试剂盒说明书．8 h 后换
新鲜培养液．

1援4 样品处理

质粒转染细胞 24 h 后，分别加入 5-FU、
Z-VAD-FMK和 MG132处理一定时间后裂解细胞
进行下一步蛋白质印迹检测．

1援5 蛋白质印迹

弃 6孔板中的细胞培养液，加入 PBS洗 2遍，
将 PBS去除干净后，加入 100 滋l裂解液，在冰上
裂解细胞后用细胞刮刀刮下细胞，收集到已准备好

的 EP管中，充分震荡后，4℃、12 000 r/min离心
10 min．取上清，用 Lorry法测定蛋白质浓度．取
80 滋l蛋白与 1/4体积的 5伊电泳加样缓冲液混合，
100℃煮沸 10 min．上样，电泳(浓缩胶电压 80 V，
分离胶电压 120 V)．电泳后转膜至 PVDF膜上，然
后用 5%的脱脂牛奶室温封闭 1 h后，一抗、二抗
进行孵育，最后化学发光显影进行蛋白质表达

检测．

1援6 MTT检测细胞存活率
将 HeLa 细胞铺于 6 cm培养皿中，次日长到

80%～90%进行转染． 转染步骤见 Effectene 誖
Transfection Reagent转染试剂盒说明书．24 h后将
细胞用胰酶消化，将其铺入 96孔板中，每孔 3 000
个细胞，待其贴壁后加入 5-FU进行处理，24 h后
检测细胞存活率．每孔加入 20 滋l MTT (4 g/L)，
37℃，5% CO2孵育 4 h，吸去上清，每孔加入 150 滋l
DMSO，在摇床上震荡 15 min 后用酶标仪于
570 nm下检测吸光度，经过计算分析得出细胞存
活率．计算公式如下：

细胞存活率= A570(处理组)-A570(调零组)
A570(对照组)-A570(调零组) 伊100%

2 结 果

2援1 重组质粒 pcDNA3援1 (+ )鄄IL鄄24鄄F2A鄄Smac、
pcDNA3援1(+)鄄IL鄄24鄄IETD鄄Smac、pcDNA3援1 (+ )鄄IL鄄
24鄄EEED鄄Smac的构建
2.1.1 融合基因 IL-24-F2A-Smac、 IL-24-IETD-
Smac、 IL-24-EEED-Smac 的扩增．用 IL-24 sense
和 Smac antisense引物扩增的产物大小与理论值大
小相符(图 1a)．
2.1.2 重组质粒 pcDNA3.1 (+ )-IL-24-F2A-Smac、
pcDNA3.1 (+ )-IL-24-IETD-Smac、pcDNA3.1 (+ )-IL-
24-EEED-Smac 的酶切鉴定．将上述 3 个重组质
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2援2 F2A 连接子剪切效果优于 IETD、EEED 连
接子

为了检测 IETD、EEED、F2A 3个连接子剪切
效果，将构建的 3个真核表达质粒转入 293T中，
转染 24、48、72 h后收集蛋白，用蛋白质印迹检
测连接子介导的融合蛋白的剪切效果．结果显示，

F2A连接子介导的融合蛋白剪切效果最好，在各个
时间点都有剪切且剪切随时间推移增加(图 2)．
IETD/EEED连接子介导的融合蛋白剪切效果不佳，
与 F2A连接子介导的融合蛋白一起检测时基本检
测不到剪切蛋白(图 2)．以上实验结果表明，在 3
个连接子 IETD、EEED、F2A中，F2A连接子介导
的蛋白剪切效果最好．

Fig. 1 Identification of the plasmids忆 construct and the schemachart of fusion genes expression cassettes
(a) M: DNA marker; 1: Negative control; 2: pcDNA3.1(+)-IL-24-IETD-Smac; 3: pcDNA3.1(+)-IL-24-F2A-Smac; 4: pcDNA3.1(+)-IL-24-EEED-Smac.

(b) M: DNA maker; 1: IL-24-IETD-Smac positive control; 2: pcDNA3.1(+)-IL-24-IETD-Smac; 3: IL-24-F2A-Smac positive control; 4: pcDNA3.1(+)

IL-24-F2A-Smac; 5: IL-24-EEED-Smac positive control; 6: pcDNA3.1(+)-IL-24-EEED-Smac. (c) The schemachart of fusion genes expression cassettes

in which IL-24 and Smac fusion protein with indicated cleaved site.
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Fig. 2 The cleavage efficiency of each linker
peptide at various time points

The detection on the cleavage efficiency of each linker by Western blot.

The three kinds of plasmids was transfected into 293T cells for 24 h, 48 h

and 72 h, respectively. The cleaved IL-24 and the Smac protein mediated

by F2A linker peptide can be detected at each time points, but be not

detected in the other two groups of IETD and EEED constructs.

pcDNA3.1(+)-IL-24-IETD-Smac
pcDNA3.1(+)-IL-24-F2A-Smac
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2A

粒进行 Hind芋和 Xbal玉双酶切，得到的片段大小
(图 1b)与理论值相符．3个质粒经测序、比对后，
序列完全正确．

2.1.3 真核表达载体构建模式图．利用 CMV启动
子表达 IL-24和 Smac两个基因，两个基因之间分
别用 IETD、EEED 和 F2A 进行连接．其中 IETD
和 EEED连接子剪切是发生在 IETD/EEED与下游
Smac蛋白起始氨基酸序列的 AVPI四肽之间，即

在氨基酸 D与 A之间剪切，剪切之后 IETD/EEED
短肽会残留在 IL-24的 C端(图 1c)．F2A连接子剪
切分为两个步骤：一个剪切位点是在 2A自剪切位
点处进行剪切，然后将一个脯氨酸残基残留在

Smac蛋白的 N端；另一个是 Furin蛋白酶酶切位
点，酶切之后可以去除 2A自剪切后残留在 IL-24
C端的氨基酸序列 (图 1c)．
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2援3援2 F2A连接子的剪切效率与 caspase活化成正
相关．

由于 5-FU 的加入增加了 caspase 的活化，增
加了 F2A连接子的剪切效率，那么 F2A的剪切效
果的增加程度与 5-FU 是否存在一定的剂量依赖
性？随着 5-FU剂量的增加，caspase的活化程度逐
渐增加，结果发现 F2A连接子剪切效率也逐渐提
高(图 3b)． IETD、EEED介导的两个蛋白中 Smac

蛋白逐渐增多，IETD连接子介导表达载体中仍旧
没有检测到 IL-24蛋白(图 3c)，尽管在 EEED连接
子介导表达载体中能够检测到少量的 IL-24蛋白，
却没有逐渐增多的迹象(图 3d)．以上实验表明：
F2A连接子的剪切效率与 caspase活性成正相关．
为了证明 F2A的蛋白剪切效率确实与活化的

caspase有关，加入 caspase抑制剂 Z-VAD-FMK抑
制 caspase的活化，检测 F2A的剪切效率的变化．

2援3 F2A的剪切效率依赖于 caspase活性
2援3援1 Caspase的活化提高了 F2A连接子的剪切效
率并显著优于 IETD/EEED连接子．5-FU是一种常
用的化疗药物．Ohtani等[18]研究发现 5-FU 是通过
激活 caspase 级联反应包括激活 caspase 1, 3 and 8
来诱导凋亡．Yi等[19]也发现 5-FU通过 caspase 8信
号转导途径诱导 HepG2的凋亡．引言中所述各连
接子剪切活性均与激活的 caspase有关，因此加入
5-FU增加 caspase的剪切，检测各连接子的剪切效
率是否发生改变．结果发现，经过 5-FU 处理，
caspase 3/8明显活化，F2A连接子介导的融合蛋白

显著减少，同时剪切出来的 IL-24/Smac 蛋白量明
显增多，可见 caspase激活后显著增强了 F2A的剪
切效率(图 3a)，同条件下平行比较发现其剪切效果
显著优于 IETD/EEED连接子．值得注意的是，在
5-FU处理下，IETD/EEED连接子介导的双融合蛋
白均有不同程度的减少，其下游 Smac蛋白剪切量
增加，却没有检测到剪切的 IL-24蛋白(图 3a)．上
述结果表明：caspase活化有利于 3个连接子多肽
的剪切，同时 caspase激活可明显增强 F2A连接子
的剪切效率，并显著优于 IETD/EEED．

Fig. 3 The cleavage efficiency of each linker after treated by 5鄄FU
(a) HeLa cells transfected with the pcDNA3.1(+) IL-24-IETD-Smac, pcDNA3.1(+) IL-24-EEED-Smac and pcDNA3.1(+) IL-24-F2A-Smac for 24 h,

then be added 5 -FU (0.3 g/L) for 24 h. (b～d) HeLa cells transfected with the pcDNA3.1(+) IL-24-IETD-Smac, pcDNA3.1(+) IL-24-EEED-Smac and

pcDNA3.1(+ ) IL-24-F2A-Smac for 24 h respectively, then be added 5-FU (0.1 g/L, 0.3 g/L , 0.6 g/L) for 24 h. (e) HeLa cells transfected with the

pcDNA3.1(+) IL-24-F2A-Smac for 24 h, then be added 5 -FU (0.3 g/L) and Z-VAD-FMK(25 滋mol/L) for 24 h.
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2援5 化疗药物增强了 IL鄄24鄄F2A鄄Smac融合基因的
杀伤作用

在 IL-24-linker-Smac 融合蛋白表达系统中，
F2A连接子效果最佳且加入 5-FU后提高了剪切效
率．那么 5-FU提高 F2A的剪切效率是否也可以增
强其对肿瘤细胞的杀伤效果．经过MTT检测，发
现不管在 0.1 g/L还是 0.6 g/L的 5-FU作用下，融
合基因联合 5-FU处理组对肿瘤的杀伤效果都明显
优于各单独处理组(图 5a, b)．这一增强杀伤肿瘤的

生物学表型，佐证了 caspase 的活化确实提高了
F2A介导的融合抗癌蛋白的剪切效果，进而提高了
总体的抗癌效果，其杀伤作用机制可能是由于自然

状态下细胞内少量活化的 caspase和 F2A剪切得到
的 IL-24和 Smac蛋白可以引起细胞较少的凋亡效
应．而 5-FU(本身也可以诱发凋亡)的处理促进了细
胞内的 caspase 活化，进而增强了 F2A 的剪切效
率，剪切出大量的具有抗癌活性的 IL-24和 Smac
蛋白，从而引起更大的凋亡效应(图 5c)．
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Fig. 4 IL鄄24 protein with significant degration regulated by the ubiquitin鄄proteasome system
(a) HeLa cells transfected with pcDNA3.1(+) IL-24-IETD-Smac for 24 h; then be added MG132 for 0.5 h, 1 h and 2 h. (b) HeLa cells transfected with

pcDNA3.1(+) IL-24-EEED-Smac for 24 h; then be added MG132 for 0.5 h, 1 h and 2 h.

结果显示：只有加入 5-FU 时 caspase 有明显的剪
切，加入抑制剂后 caspase的活化受到抑制；且加
入抑制剂后 IL-24和 Smac蛋白与只加入 5-FU处理
(第 3条泳道)时相比检测到蛋白量降低(图 3e)，
说明 F2A连接子的剪切效率确实与 caspase的活化
相关．

2援4 IETD/EEED连接子多肽加剧了上游 IL鄄24蛋
白泛素化降解

上述研究结果显示，提高 caspase剪切程度可
以提高 IETD 或是 EEED 的剪切效率．而提高
caspase活性，在 IL-24-IETD/EEED-Smac融合蛋白
表达系统中，可以检测到融合蛋白的量逐渐减少，

Smac蛋白量逐渐增多，而 IL-24蛋白却检测到很
少或是没有，说明两个上下游蛋白检测到量的差异

是出现在剪切过程之后．文献报道，IL-24蛋白可
通过泛素化降解 [20]，猜测是否是由于 IETD/EEED

剪切后残留在 IL-24蛋白 C端引起 IL-24的泛素化
降解，才导致检测不到或是很少的 IL-24蛋白．为
了初步验证猜想，将样品用蛋白酶体抑制剂

MG132(Z-Leu-leu-leu-CHO)进行处理，检测上游
IL-24 蛋白的剪切量是否会发生回复．结果显示：
随着MG132处理时间的增加，IETD/EEED连接子
介导的两个上下游蛋白中，上游 IL-24蛋白的剪切
量逐渐增加，下游 Smac 蛋白没有明显变化，
caspase活化程度也没有明显改变．同时，在单独
5-FU处理下，对于 IL-24的剪切量，EEED相较于
IETD较为显著，说明在本构建中，EEED介导的
剪切效率略优于 IETD(图 4a, b)．综上所述，可以
说明在 IL-24-linker-Smac 融合蛋白表达系统中，
IETD/EEED短肽的残留加剧了上游 IL-24蛋白的泛
素化降解，而下游 Smac蛋白却没有受到影响．
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3 讨 论

在癌症的靶向生物治疗过程中，多基因治疗将

成为今后重要的发展趋势之一．而在多基因载体构

建设计方法研究中，过去 IRES元件构建的多顺反
子普遍受到人们的认可，但是在多种细胞中 IRES
下游基因的起始效率很不稳定，加上 IRES序列较
长，影响了载体装载外源基因的容量，所以在很大

程度上限制了其应用．目前在翻译后水平寻找理想

的连接子是多基因载体构建过程中一个重要的研究

方向．

本研究中，为了在 IL-24和 Smac双基因载体
构建中寻找一个合适的连接子，构建了分别由 3个
连接子 IETD、EEED、F2A 连接的真核表达质粒
pcDNA3.1(+)IL-24-IETD-Smac、pcDNA3.1(+)IL-24-
EEED-Smac、pcDNA3.1(+)IL-24-F2A-Smac，并联
合化疗药物 5-FU共同处理，通过蛋白质印迹检测
各个连接子的剪切情况．结果表明，F2A连接子剪
切效果最好(图 3)，且随着 caspase 活化程度的增
加，蛋白剪切效率逐渐增加；抑制 caspase 活性，
F2A剪切效率减弱，说明 F2A连接子的剪切效率
依赖于 caspase的活化(图 3e)；IETD/EEED连接子
较 F2A剪切效率较低，在 5-FU处理 caspase激活

的状态下，融合蛋白逐渐减少，检测到的 Smac蛋
白也有所增加，这也提示 IETD/EEED 连接子与
caspase活化成正相关(图 3)．但是值得注意的是，
检测到连接子上游的 IL-24蛋白的量却始终没有增
多的迹象．由于 IL-24蛋白可通过泛素化降解[20]，

我们试图加入蛋白酶体抑制剂 MG132处理，结果
检测到 IL-24蛋白剪切量回复性增加(图 4)，EEED
相对于 IETD较为显著，说明在本构建中，EEED
介导的剪切效率优于 IETD，同时我们的实验结果
也说明相较于 F2A 连接子多肽，发生剪切后
IETD/EEED 短肽残留在 IL-24蛋白的 C 端影响了
其稳定性，加剧了 IL-24的泛素化降解．

IL-24蛋白 C端残留的 IETD或是 EEED短肽
加速 IL-24蛋白降解的原因可能有以下几个方面：
a． IETD或是 EEED的残留导致 IL-24整个蛋白质
结构的错误折叠，从而被泛素化标记导致其降解；

b．可能是 IL-24蛋白氨基酸序列或是自身结构的
原因导致其降解，因为有文献报道 TRAIL-IETD-
Smac融合蛋白可以很好地剪切[6]，还有利用 IETD
连接 CFP与 YFP来研究 caspase 8活化的动力学研
究[21]，说明 IETD自身作为连接子发生剪切是没有
问题的，而文献报道中并没有侧重研究经过剪切后

残留的 IETD的连接子多肽是不会影响其上游 CFP

Fig. 5 The cleaved efficiency of F2A enhanced by 5鄄FU is linked to stronger antitumor effect
(a, b) HeLa cells transfected with pcDNA3.1(+) IL-24-F2A-Smac for 24 h, and then planted into 96well plate with 3000 cells each well. Then, 5-FU

(0.1 g/L or 0.6 g/L) was added. The untreated HeLa cells was used as control. After 24 h, cells were detected by MTT assay. 1: Mock; 2: pcDNA3.1(+)

IL-24-F2A-Smac; 3: 5-FU; 4: pcDNA3.1(+ )IL-24-F2A-Smac+5-FU. (c) The schemachart of the possible mechanism in stronger antitumor effect of

anti-cancer proteins mediated by F2A linker peptide. *P < 0.05, pcDNA3.1(+)-IL-24-F2A-Smac+5-FU vs pcDNA3.1(+)-IL-24-F2A- Smac; #P < 0.05,

pcDNA3.1(+)-IL-24-F2A-Smac+5-FU vs 5-FU.
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蛋白的稳定性，这可能是 CFP蛋白本身非人源且
具有很长的半衰期相关．另有研究表明 TRAIL-
IETD-Smac 构建发现 IETD 上游的 TRAIL蛋白能
稳定地存在[6]，而在本研究中却发现，在 IL-24蛋
白 C端的 IETD/EEED短肽能加剧其泛素化降解，
致使免疫印迹检测不到或者很微弱，而这种情况下

在给予蛋白酶体抑制剂 MG132作用下可以发生蛋
白质回复性增加．这提示我们在利用连接子连接两

个或是多个治疗基因时应该重视其具体的融合蛋白

在翻译后水平上剪切情况的相关前期研究，不能以

一概全地来判断连接子是否对抗癌蛋白稳定性产生

影响，实际上除了连接子本身的剪切效率外，上游

基因的结构也值得重视．综上所述，如果将 Smac
蛋白放在连接子前面(即 Smac-IETD/EEED-IL-24)
进行构建，IETD/EEED连接子或许能够确保上下
游两个抗癌蛋白很好地被剪切出来，并具有足够的

蛋白质稳定性．

在本研究中，相较于 IETD/EEED，F2A连接
子在以上三个连接子中对于蛋白质的剪切效果最

好，在细胞水平上检测了 F2A介导的双基因 IL-24
和 Smac对于 HeLa细胞的杀伤效果，虽然对其有
一定的杀伤效果，但是仍然不够理想，可能是因为

质粒转染不能像病毒载体一样携带基因快速复制，

从而大量获得抗癌蛋白进而杀伤肿瘤．近年来也有

研究发现，来自 Porcine Teschovirus-1病毒中的 2A
肽段(P2A)比来自口蹄疫病毒的 2A肽段(FMDV 2A)
自剪切效率更高[22]，但这些研究与 CFP-IETD-YFP
等相关研究具有类似的研究特点：即侧重研究这些

连接子多肽自身的剪切效果，并没有考虑其剪切后

残留在上游蛋白上的多肽对其稳定性和蛋白质功能

的影响，这可能与利用本身稳定性好的典型非人源

荧光蛋白作为研究对象的局限性相关，但这与最终

利用到靶向肿瘤的抗癌蛋白载体构建还是存在一定

的应用差距．因此在应用研究中前期的验证工作非

常重要，然后将优化并验证过效果的连接子介导融

合基因构建搭载入靶向溶瘤病毒载体或是联合那些

能诱导 caspase活化的小分子化疗药物应用于癌症
治疗中，可能会获得更加显著的抗癌效果．目前，

我们正在开展相关研究，相信能得到更好的结果．
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A Study of Three Linker Peptides忆 Cleavage Efficiency
at The Post鄄translational Level*
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Abstract IL-24 and Smac are the important candidate genes for the targeting multi-genes therapy of cancer. In
the construction of IL-24 and Smac dual gene expression vector, a stable and efficient linker is critical. We use
three different linkers such as IETD, EEED and F2A to obtain three eukaryotic expression plasmids which are
pcDNA3.1 (+ )-IL-24-IETD-Smac, pcDNA3.1 (+ )-IL-24-EEED-Smac, pcDNA3.1 (+ )-IL-24-F2A-Smac, and then
combined with 5-fluorouracil (5-FU) treatment to study the cleavage efficiency of the three linker peptides. The
results showed that among three IL-24-linker-Smac dual gene expression vectors, the F2A linker is superior to
IETD and EEED linkers. In addition, its cleavage efficiency is positively correlated with activated caspases.
Moreover, the fusion protein mediated by both IETD and EEED linker also can be cleaved,but their upstream
IL-24 protein with 4 additional amino acid residues derived from IETD or EEED linker was detected with obvious
degradation regulated by the ubiquitin-proteasome system. This study will provides a reference for the construction
of dual-gene or muti-gene expression vector in cancer therapy.
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