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电泳迁移率变动分析化学发光法检测 T细胞 NF-κB活性
孙大康 ,李柏青

[摘要 ]目的:建立凝胶电泳迁移率变动分析(EMSA)化学发光法检测 T细胞激活后核因子 κB (NF-κB)活性的方法。方法:人

外周血单个核细胞(PBMC)用抗 CD3单克隆抗体(mAB)激活 T细胞后 ,提取细胞核蛋白与生物素标记的 NF-κB特异性探针

结合 , 通过非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 , 转移至正电荷尼龙膜 ,加链霉亲和素辣根过氧化物酶和化学发光底物后用 X光胶片

显影 , 检测 NF-κB活性。结果:人 PBMC用抗 CD3mAB刺激后 15 m in, 明显可见 NF-κB活化 , 30 m in时达高峰 , 60 m in时降

低。结论:EM SA化学发光法检测转录因子活性是一种较简捷和高灵敏度的技术 , 可用于检测 T细胞活化后 NF-κB活性变化。
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D etection ofNF-κB activity in T cells by electrophoresticm ob ility sh ift assay and
enhanced chem ilum inescent techn ique

SUN Da-kang, L I Bai-qing

(Departmen t of Imm unology, B engbuMed ical College, Bengbu 233030, Ch ina)

[ Abstract] Objective:To establish am ethod fo r de te ction o fNF-κB ac tiv ity in human T ce lls a fter activa tion using ge le lectropho re stic

m ob ility shift assay(EM SA) and enhanced chem ilum inescent(ECL) techn ique. M ethods:H um an pe riphe ra l blood m ononuclear ce lls

(PBMC) w ere stimu la ted w ith an ti-CD3 mAb to gene ra te activa ted T ce lls. Ce ll nuclear pro te in extracts we re m ixed w ith bio tin-labe l

probe o fNF-κB specific oligonuc leo tides sequence, and pro te in-probe com plex w ere sepa ra ted from free probe by e lectropho re sis in

nondenaturing po lyac ry lam ide ge l, and e lec tro transferred to po sitive cha rged ny lon m em brane, and added w ith streptoavidin-HRP

conjuga te and enhanced chem ilum ine scen t reagen t to de tect NF-κB activ ity. R esults:The NF-κB sh ift band we re de tec ted at 15 m in

afte r stim ulation of hum an PBMC , and reached m aximum peak a t 30 m in, and then decreased a t 60 m in o f stim ulation, and the re su lts of

contro l g roup demonstrated the m e thod w ith high spec ific and sensitiv ity. Conc lu sions:Enhanced chem ilum inescence based EMSA is

ve ry convenient and h igh sensitive techn ique to de te ct nuclear fac to r such as NF-κB ac tivity in T cells after activa tion.

[ Keyw ords] immuno log ic technics;e lec tropho restic mobility shift assay;enhanced chem ilum inescent;NF-κB;T ce lls

　　核因子-κB(nuclear factor-κB , NF-κB)是一类普

遍存在的重要转录调节因子 ,参与多种基因的转录 ,

对调控细胞的生长 、发育 、分化及凋亡等都具有重要

作用
[ 1]

。 NF-κB首先由 Sen和 Baltimore于 1986年

在 B细胞中发现 ,由于其可以与编码免疫球蛋白 κ

轻链基因的增强子序列特异性结合 , 因此命名为

NF-κB。近十几年来 ,由于 NF-κB参与多种细胞的

生物活性 ,因此始终是生物医学领域研究的热点。

凝胶电泳迁移率变动分析 (ge l electropho re tic

mob ility shift assay, EMSA), 是目前最常用的检测

NF-κB活性的方法。根据标记探针物质的不同 ,分

为放射性标记和非放射性标记两类 。放射性标记

以
32
P标记的寡核苷酸探针为代表 ,该方法灵敏度

高 ,一直作为常规应用。但由于放射性标记对实验

器材要求较高 ,半衰期较短 ,以及涉及同位素防护问

题 ,限制其更广泛的应用 。目前以生物素 、地高辛为

代表的非放射性标记应用有了长足的发展 ,尤其是

在检测灵敏度方面已经达到甚至超过了放射性标记

灵敏度 ,可达 pg水平 。下面结合本室在检测 T细胞

活化后 NF-κB活化的实验研究方法 ,介绍一种以生

物素标记寡核苷酸探针 ,应用增强化学发光系统和

EMSA技术检测 NF-κB活化的方法 。

1　材料与方法

1. 1　细胞　抽取健康成年人外周血 ,常规密度梯

度离心法分离获取外周血单个核细胞 (PBMC),用

含 5%NBS, 5%人自体血清的 RPM I 1640培养液调

整细胞浓度为 (1 ～ 2) ×10
6
/m l,植入 24孔细胞培养

板中 ,每孔 1m l。每孔加入 OKT3mA b 5 μg,用于激

活 T细胞。将细胞置于 37℃、5%CO2培养箱中培养。

1. 2　主要试剂及仪器　LightShift
TM
Chem ilum inescent

EM SA K it购自 PIERCE公司 ,试剂盒提供结合缓冲
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液 ,封闭液 , Poly (dI dC),链霉亲和素耦合辣根过

氧化酶 ,鲁米诺增强液和过氧化物溶液等;生物素标

记单链寡核苷酸探针由上海生工合成并进行 3′端

标记生物素 ,与 NF-κB结合寡核苷酸互补序列:(1)

5′-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3′;(2)3′-

TCA ACT CCC CTG AAA GGG TCC G-5′;NP-40,

PM SF,华美公司;Apro tinin, Leupeptin, Roche公司;

电泳仪 , M in i Pro tean 3 CELL (B IO-RAD公司 );转

移电泳槽 , DYY-Ⅲ (北京市六一仪器厂)。

1. 3　核蛋白抽提　T细胞核蛋白的抽提步骤参照

文献
[ 2]
进行:(1)收集不同处理组细胞 (5 ×10

6
),冷

PBS洗涤细胞 1次 , 4℃, 400 r /m in离心 5 m in。 (2)

把细胞重悬于 400 μl缓冲液 A(10 mmo l /L HEPES ,

pH 7. 9 , 10 mmo l /L KC l, 1. 5 mmol /L M gC l2 , 0. 1

mmo l /L EDTA , 0. 5 mmo l /L DTT, 0. 5 mmo l /L

PM SF, Apro tinin 2 μg /m l, Leupeptin 2 μg /m l),涡旋

混匀 10 s,冰浴 10m in。加入 8 μl 5%NP-40至终体

积分数为 0. 1%,涡旋混匀 10 s,重置于冰上 5 m in。

(3)于 4℃, 6 000 r /m in离心 1 m in,弃上清 。加入

400 μl缓冲液 A重悬细胞核沉淀 ,涡旋混匀 10 s,以

洗涤细胞核沉淀。 4℃, 6 000 r /m in离心 1 m in,仔

细弃上清。 (4)细胞核沉淀重悬于 50 μl缓冲液 B

(20mmo l /L HEPES, pH 7. 9, 420 mmo l /L NaC l, 1. 5

mmo l /L M gC l2 , 0. 1 mmo l /L EDTA , 1 mmol /L DTT ,

0. 5 mmol /L PMSF , Apro tinin 2 μg /m l;Leupeptin

2 μg /m l, 25%甘油),涡旋混匀 15 s,置于摇床上冰

浴 30m in以抽提核蛋白。 (5)于 4℃, 12 000 r /m in

离心 10 m in,上清液为核蛋白提取物 ,分成小份 ,保
存于 - 70℃直至使用 ,核蛋白提取物用 B radfo rd法

测定蛋白含量。

1. 4　EMSA　

1. 4. 1　寡核苷酸探针退火　各取 15 μl NF-κB互

补单链寡核苷酸探针 (20 nmo l),充分混合后 ,室温

孵育 1 h。

1. 4. 2　制备非变性 6%聚丙烯酰胺凝胶 , 并在

100V电压下 ,预电泳 30 ～ 60 m in。

1. 4. 3　寡核苷酸探针与核蛋白结合反应　在 20 μl

反应体系中 , 依次加入 2 μl 10 ×结合缓冲液 (10

mmo l /L Tris, 500 mmo l /L KC l, 10 mmo l /L DTT, pH

7. 5)和 1 μl Po ly (dI dC) (1 μg /μl), 2 ～ 4 μg核

蛋白及 2 μl双链 NF-κB寡核苷酸探针 (20 fmo l)。

加超纯水至 20 μl,混匀后 ,室温反应 30m in。

1. 4. 4　聚丙烯酰胺凝胶电泳 、转膜及紫外交联　每

个反应 (20 μl)加 5 ×上样缓冲液 5 μl,混匀后每孔

上样 20 μl,在 0. 5 ×TBE电泳缓冲液 、100V恒压电

泳 ,至溴酚蓝移动到凝胶 2 /3 ～ 3 /4处停止 。小心剥

离凝胶 ,在 0. 5 ×TBE转印缓冲液中 ,将含有核蛋

白 -核苷酸探针复合物和游离探针的凝胶转移至带

正电荷的尼龙膜 , 380mA恒流 , 30 ～ 60m in。用紫外

手提式分析仪(254 nm)在尼龙膜上方大约 0. 5 ～ 1 cm

处照射 5 ～ 10m in,使寡核苷酸探针交联于尼龙膜上。

1. 4. 5　增强化学发光法检测生物素标记寡核苷酸

探针　将已转印尼龙膜转移至一个可热封塑料袋 ,

加 15 m l预热的封闭液 ,室温下摇动孵育 15 m in。

再将尼龙膜转移至一新塑料袋中 ,加入 15 μl链霉

亲和素耦合辣根过氧化酶与 15 m l预热封闭液的混

合液 ,室温下摇动孵育 15 m in。随后将尼龙膜转移

至一浅托盘中 ,加入 20 m l洗涤缓冲液 ,平缓摇动

5m in,共四次 。尼龙膜浸入 20 m l平衡缓冲液

5m in。最后 ,把尼龙膜转移至另一浅托盘中 ,将 3

m l鲁米诺增强液和 3 m l过氧化物溶液混匀后加

入 ,使尼龙膜浸于底物溶液中 5 m in。将尼龙膜取

出 ,滤纸吸取尼龙膜边缘残余底物溶液 ,用保鲜膜包

裹。在暗室中 , 把 X光胶片置于其上 ,曝光 2 ～ 5

m in后 ,显影 、定影 。

1. 4. 6　获取图像的 X光胶片在室温下干燥 ,图像

扫描后用 “捷达专业数码凝胶成像与分析系统 ”进

行积分光密度分析 。

2　结果

　　人 PBMC用抗 CD3mAb刺激后 15 m in, 即可检

测到 NF-κB有明显活化 (见图 1A ,泳道 2), 30 m in

时 NF-κB活化到达最强高峰 (见图 1A ,泳道 3)至

60m in时 ,逐渐降低 。使用凝胶成像分析系统对图
像作积分光密度值 (IOD)分析 ,可见到 (见图 1B),

PBMC在 CD3 mAb刺激前的 NF-κB活性很低 ,为

144. 1 ,刺激后 15m in和 30m in时 ,则分别为 666. 5

和1 228. 7,到 60 m in时 ,则渐下降为 773. 4。在实

验中设置多个质控对照组 ,图 2中泳道 1至泳道 4

为质控泳道。阴性对照 (NC)(见图 2,泳道 1)是在

反应物中加生物素标记 NF-κB探针 ,而未加核蛋白

提取物 ,故未见到有 NF-κB结合探针的滞后条带;

阳性对照 (PC)(见图 2,泳道 2)是在反应物中加生

物素标记 NF-κB 探针和抗 CD3mAb刺激 PBMC

30m in后的核蛋白提取物 ,出现非常强的 NF-κB滞

后条带。特异性竞争性抑制 (SC)(见图 2 ,泳道 3)

是在反应物中加入 100倍过量的未标记 NF-κB探

针 ,可显著地阻断生物素标记的 NF-κB探针与核蛋

白提取物中 NF-κB的结合 ,没有见到 NF-κB滞后条

带的出现 。非特异性竞争性抑制(NSC)(见图 2,泳

道 4):加入 100倍过量的未标记 AP-1探针 ,对生物

素标记 NF-κB探针与核蛋白提取物中 NF-κB的结
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合无明显影响。对照质控实验的结果表明 ,该方法

有很高的特异性 。另外 ,细胞培养 12 ～ 15天 ,经不

含血清培养液 “饥饿 ”培养后 ,用抗 CD3mAb再次刺

激时 , NF-κB活性明显增加 (见图 2的泳道 5和 6)。

3　讨论

　　EMSA提供了一种简捷和灵敏的检测序列特

异性 DNA结合蛋白(转录因子 )的方法 。 EMSA依

赖于探针与转录因子的结合能力 。待探测序列的

寡核苷酸探针与核蛋白抽提物室温下孵育后相连

接 ,在非变性聚丙烯酰胺中电泳时 ,探针-DNA结

合蛋白复合物的电泳迁移率明显慢于自由探针 ,

从而使两者得以分离
[ 3]

。如果寡核苷酸探针是

以
32
P放射性标记 ,电泳后的聚丙烯酰胺凝胶用 X

光胶片在低温显影呈像 。如果寡核苷酸探针是以

生物素 、地高辛进行的非放射性标记 ,需将电泳后

的聚丙烯酰胺凝胶转膜至带正电荷的尼龙膜上 ,

然后通过化学发光显影 。链霉亲和素有 4个相同

亚基 ,能结合 4个生物素分子 ,二者亲和力极强 ,

亲和常数 (Ka)达 10
15
m ol

-1
。因此二者能快速结

合 ,且不易受外界干扰 ,具有高度特异性和稳定

性
[ 4]

。增强化学发光法常采用的酶包括 HRP(辣

根过氧化物酶 )和 AP(碱性磷酸酶 )两种 。对于

HRP,一般以鲁米诺和过氧化氢为化学发光底物。

鲁米诺为 3-氨基苯二甲酰肼类 ,碱性溶液中形成

叠氮醌 ,在 HRP的催化作用下 ,叠氮醌与过氧化氢

作用生成不稳定的桥式六元环过氧化物 (激发

态 ),当其从激发态回迁至基态时 ,多余的能量以

光子的能量释放出来 ,形成可见光 ,峰值波长约在

425 nm。但是 ,在进行免疫分析时 ,由于分子的空

间位阻效应 ,其发光强度较低 ,衰减迅速 ,导致检

测的灵敏度和稳定性并不理想 。以化学发光为基

础 ,在对碘苯酚或其他新型增强发光剂的作用下 ,

其发光强度可增强千倍 , 并可以显著延长发光时

间 。除酚类增强剂之外 ,某些特定的芳香胺 (联苯

胺 、苯胺 )以及苯基硼酸衍生物 (1 , 1-苯基-4-硼酸 、

四苯硼钠 )等均可作为 HRP的化学发光增强剂 。

上述增强剂在结构上相似 ,均为具有 1 ～ 2个取代

基团的苯环或萘环 。

用增强化学发光法 EMSA技术检测 NF-κB等

转录因子活性的操作过程 ,包括核蛋白抽提 、探针

退火 、探针与转录因子结合 、非变性连续电泳 、转

膜 、紫外交联和 ECL。其中核蛋白抽提 、非变性连

续电泳 、转膜三步尤为关键 。

获取核蛋白的方法很多 ,本实验主要采用不同

的渗透压来获取核蛋白 。缓冲液 A为低渗液 ,细胞

外的水在渗透作用下由胞外进入胞内 ,使得细胞体

积增大 ,加入非离子型去垢剂 (NP40或 Triton 100)

后 ,细胞膜快速破碎 。当把细胞核浸入高渗缓冲液

B中后 ,细胞核内的水在渗透作用下由细胞核内移

出 ,同时把细胞核内的转录因子抽提出来。 (1)关于

蛋白酶 抑 制剂 选 用。 EDTA、 PM SF、 Apro tinin、

Leupeptin是最为常用的蛋白酶抑制剂组合 ,也有很

多实验室中只采用 PMSF和 EDTA作蛋白酶抑制

剂
[ 5]

。在核蛋白抽提过程中 ,更应注意使细胞尽量

处于低温状态 ,以降低蛋白酶的活性 ,减少在抽提过

程中核蛋白的降解。 (2)关于离心力 、离心时间的

选择 。在核蛋白抽提过程中 ,第一次离心使细胞核

沉淀 ,弃上清保留细胞核 。第二次离心 ,使细胞核及

碎片沉淀 ,吸取上清保存待用 。在相关文献中 ,各种

离心力 、离心时间的选择多种多样 ,让人难以取舍。

在此推荐最常用的设定选择:第一次离心设定 ,

15 000 ～ 20 000 r /m in,离心 30 s;或者 5 000 ～ 6 000

r /m in,离心 2 ～ 5 m in 。第二次离心设定 , 12 000 ～

20 000 r /m in,离心 10 ～ 15m in,通过增大离心力 ,延

长离心时间 ,使细胞核及碎片尽量沉淀 ,以提高核蛋

白抽提液的 “纯度”。 (3)关于裂解细胞数量 。由于

转录因子含量相对较低 , 裂解细胞数一般需要
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肿瘤坏死因子-α转换酶基因金属蛋白酶区的克隆及表达
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[摘要 ]目的:克隆和构建含有肿瘤坏死因子-α转换酶金属蛋白酶区(m e tallopro teina se dom ain of hum an tumo r necrosis factor-α

conve rting enzyme, TACEmp)基因表达载体 , 并在大肠埃希菌中高效表达。方法:用 RT-PCR方法 , 从 THP-1细胞中扩增出

TACEm p基因片段 ,插入表达载体 pET-DsbAmut ,用限制性酶切和 DNA测序进行鉴定;转化到大肠埃希菌 BL21中进行诱导表

达 , 通过 SDS-PAGE电泳分析表达产物。结果:克隆 TACEm p基因并构建重组表达载体 pET-DsbAmu t-TACEm p转化入 BL21,

IPTG诱导后获得高效表达的 TACEmp融合表达蛋白。结论:利用分子伴侣融合蛋白技术使 TACEm p在原核表达系统中获得

了高效可溶性表达。

[关键词 ] 肿瘤坏死因子-α转换酶;二硫键异构酶;基因克隆;原核表达

[中国图书资料分类法分类号 ] R 730. 3　　　[文献标识码 ] A

Cloning and express ion of gene encodingm etalloproteinase domain of

tumor necrosis factor-αconverting enzym e
ZHANG Yu-x in,MA Tao, CHEN Zh i-w en, XIA Jun
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[ Abstract] Objective:To construct exp ression vec to r o f the m eta llop ro te inase dom ain o f hum an tumo r necrosis factor-α conve rting

enzyme (TACEmp) and express its prote in in E. coli.M ethods:RT-PCR and sequencing we re used to clone and confirm the TACEm p

gene. The fusion expression vecto rw as construc ted w ith the p roka ryo tic exp ression vector including disulfide isome rase dsbA gene and

the TACEm p, named pET-DsbAm ut-TACEmp, and transform ed in to E. coli. BL21. A fter induced by IPTG, expre ssion product w as

analyzed by SDS-PAGE. Resu lts:TACEm p was cloned by RT-PCR. The recom binant vector pET-DsbAm ut-TACEmp w as construc ted.

The fusion p ro te in w as expressed a t high leve l in E. coli. Conc lu sions:The TACEmp w as expressed a t high leve l in prokaryotic

expre ssion sy stem by using fusion p ro te in techno logy. The expression of TACEm p p ro te in m ay be useful fo r the study o f biologica l

functions o f TACEmp and it’ s b io the rapy in TACEm p re lated d iseases.

[ Keyw ords] tumo r necro sis fac to r-α conve rting enzym e;d isu lfide isom erase;gene cloning;proka ryotic expression

　　肿瘤坏死因子-α前体转换酶 ( tumo r necrosis

fac to r-αconverting enzyme, TACE)是一种金属蛋白

水解酶 ,参与多种细胞膜蛋白外功能区的脱落过

程
[ 1]

,其特异地裂解 TNF-α前体后释放可溶性的分

泌型 TNF-α(sTNF-α)所介导的炎症反应及其在药

物发现上的作用日益受到重视 。研究表明在关节

炎
[ 2]

、子宫内膜异位
[ 3]

、老年性痴呆
[ 4]
等疾病中均

有 TACE和 sTNF-α的表达增加。用抑制剂抑制

TACE的活性对关节炎 、癌症和糖尿病有潜在治疗

作用
[ 5]

。因此对 TACE的性质及作用机制的确定 ,

5 ×10
6

～ 2×10
7
,由于增强化学发光法灵敏度很高 ,

5 ×10
6
个细胞也可取得较为理想的结果。但对于

某些 “丰度”较低的转录因子检测 ,可酌情提高裂解

细胞数 。 (4)在进行非变性连续电泳时 ,由于 SDS

等离子型去垢剂可引起蛋白不可逆的变性 ,影响探

针与转录因子复合物的稳定性 ,因此在电泳前应彻

底清洗电泳槽及制胶玻片 ,以减小 SDS对实验的影

响 。 (5)转膜时必须尽量减少滤纸 、聚丙烯酰胺凝

胶 、尼龙膜之间的气泡 。如果三者之间的间隙存在

气泡 ,将造成 “转膜断路 ”,阻断探针 -转录因子复

合物或自由探针向尼龙膜的移动。
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