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小鼠主动脉平滑肌细胞Ｒｏｂｏ４膜蛋白的提取
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　　【摘要】　目的　优化小鼠主动脉平滑肌细胞膜蛋白提取方法，获得高纯度的Ｒｏｂｏ４膜蛋白。方法　高速离心

法选择性地分离提取总膜蛋白，ＢＣＡ法测定总膜蛋白含量，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测目的蛋白条带。结果　成功提取总膜

蛋白，总膜蛋白浓度达１．４７μｇ／μＬ，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测出Ｒｏｂｏ４膜蛋白条带。结论　该提取方法简单、可靠、快速，

获得的膜蛋白纯度高，可用于 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ后续试验。
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　　Ｒｏｕｎｄａｂｏｕｔ（Ｒｏｂｏ）蛋白属于神经细胞黏附分子，是神经

轴突导向分子家族Ｓｌｉｔ蛋白的单次跨膜受体
［１］。Ｒｏｂｏ蛋白在

神经系统已被确认具有重要的轴突导向功能，但是，它们在哺

乳动物血管系统的作用并不是很明确［２］。研究证实，血管内皮

细胞和平滑肌细胞上均有 Ｒｏｂｏ４膜蛋白的表达
［３］，Ｒｏｂｏ４可

抑制内皮细胞迁移、病理性血管新生和内皮高渗透性，但Ｒｏ

ｂｏ４在平滑肌细胞上的作用却知之甚少
［４］。为此，本文通过体

外培养小鼠主动脉平滑肌细胞（ＭＡＳＭＣｓ），优化 ＭＡＳＭＣｓ膜

蛋白提取方法，获取高纯度的Ｒｏｂｏ４膜蛋白，为后续实验研究

Ｒｏｂｏ４膜蛋白在 ＭＡＳＭＣｓ上的作用提供重要的技术支持，现

报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料来源

１．１．１　实验动物　ＩＣＲ小鼠３～４只，雌雄不限，８周龄以上，

购于川北医学院实验动物中心。

１．１．２　主要试剂　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎牛血清、胰蛋白酶

（ＨＹＣＬＯＮＥ公司），Ⅰ型胶原酶、二甲基亚砜（Ｓｉｇｍａ公司），青

霉素、链霉素（索莱宝公司），兔抗αＳＭＡ多克隆抗体（博奥森

公司），羊抗Ｒｏｂｏ４多克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），羊抗ＧＡＰ

ＤＨ多克隆抗体（Ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ公司），山羊抗兔ＦＩＴＣ标记ＩｇＧ二

抗（中衫金桥公司），ＨＲＰ标记兔抗山羊ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（ＲＡＲＴＨ

公司），膜蛋白提取试剂盒、ＢＣＡ蛋白含量检测试剂盒、预染彩

色蛋白分子量 Ｍａｒｋｅｒ（凯基生物公司），脱脂奶粉（ＳＣＩＥＮＴＩＦ

ＩＣＲＥＳＥＡＲＣＨＳＰＥＣＩＡＬ公司 ），高敏发光ＥＣＬ试剂盒（Ｍｉｌ

ｌｉｐｏｒｅ公司）。

１．１．３　主要仪器　ＣＯ２ 培养箱、台式高速冷冻离心机、－８０

℃冰箱（Ｔｈｅｒｍｏ公司），微量移液器（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），荧光倒

置显微镜（Ｎｉｋｏｎ公司），倒置生物显微镜（上海万衡精密仪器

公司），Ｔ２５细胞培养瓶、离心管（Ｃｏｒｎｉｎｇ公司），垂直电泳槽、

电泳仪、凝胶成像系统（ＢＩＯＲＡＤ公司）。

１．２　方法

１．２．１　原代细胞培养　颈椎脱臼法处死ＩＣＲ小鼠，将整个小

鼠浸泡于７５％乙醇中消毒约５ｍｉｎ。在无菌状态下，逐层剪开

胸腔，分离取出主动脉，放入含有无菌磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）的

培养皿中。用眼科剪、眼科镊尽量去除血管外膜的脂肪和纤维

组织，再用含抗菌药物的ＰＢＳ清洗血管的外表面及血管腔内

的血凝块３次，将主动脉放入另一无菌培养皿中，用眼科剪纵

向剪开血管，再剪成小段，收集到１５ｍＬ离心管中。用０．１％

的胰蛋白酶和０．１％的Ⅰ型胶原酶消化组织块（置３７℃水浴）

约４０～５０ｍｉｎ。然后进行镜检，终止消化时加入含１０％胎牛

血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液，２００目不锈钢筛网过滤去除大的

组织。１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，倒掉上清液，沉淀用培养基悬
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浮，接种２５ｃｍ２ 培养瓶。最后放入３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱中培

养。２４ｈ后，观察细胞是否贴壁，大量贴壁后，更换１次培养

基，放入培养箱中继续培养，３～４ｄ更换１次培养液，７～９ｄ

ＭＶＳＭＣｓ可铺满Ｔ２５细胞培养瓶，用０．１２５％胰蛋白酶消化

后进行传代培养。

１．２．２　膜蛋白的提取　收集不少于１×１０
７ 细胞，用冷ＰＢＳ

（ｐＨ＝７．４）洗涤细胞２次（每次３０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ）；在细

胞标本中加入１ｍＬＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ（使用前，每１毫升 Ｌｙｓｉｓ

Ｂｕｆｆｅｒ加入１μＬ蛋白酶抑制剂和１μＬ１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ），置玻

璃均浆器冰中均质３０～５０次，置于冰上冷却。均质或超声破

碎细胞后镜检，细胞破碎率不小于９０％；将均浆液转移至冷的

离心管中，于４℃，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃沉淀；取上清液

转移至新冷离心管中，于４℃，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，所得上

清液转至新管中，即为胞浆蛋白，分装冷冻保存；取沉淀，加入１

ｍＬ冷的抽提Ｂｕｆｆｅｒ，涡旋振荡混匀后，４℃放置１０～１５ｍｉｎ；于

４℃，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液转移至新管，进行下步提

取；置于３７℃水浴１０ｍｉｎ；于室温，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，标

本分成上层和下层，最终得到的下层即为膜蛋白提取物。

１．２．３　ＢＣＡ法测定总膜蛋白含量　按照ＢＣＡ蛋白含量检测

试剂盒制作标准曲线，稀释待测标本至合适浓度，使标本稀释

液总体积为２０μＬ，加入ＢＣＡ工作液２００μＬ，充分混匀，３７℃

放置３０ｍｉｎ后，在５６２ｎｍ波长下比色，记录吸光值。根据所

测标本吸光值，在标准曲线上查得相应蛋白含量，除以稀释液

总体积，乘以标本稀释倍数，即为标本试剂浓度（μｇ／μＬ）。

１．２．４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测　根据 Ｒｏｂｏ４蛋白相对分子量约

１５０×１０３，配制８％ＳＤＳＧＡＧＥ分离胶和５％ＳＤＳＰＡＧＥ浓缩

胶进行灌胶，根据标本蛋白浓度调整上样体积，加入５×ＳＤＳ

上样至终浓度为１×，上样总体积不超过２０μＬ，上样前将标本

于沸水中煮５ｍｉｎ使蛋白变性。上样后，开始电泳，预染

Ｍａｒｋｅｒ监测蛋白电泳情况，设置ＧＡＰＤＨ内参。积层胶电压

４０Ｖ，２０ｍｉｎ，到达界面后提至１２０Ｖ，电泳９０ｍｉｎ，电泳结束

后，进行蛋白质半干转，２０Ｖ，２０ｍｉｎ。转膜结束后，用５％脱脂

奶粉摇床封闭１ｈ。封闭结束后，加入１∶１００稀释的 Ｒｏｂｏ４

抗体，室温孵育１．５ｈ。用含０．０５％吐温２０的磷酸盐溶液

（ＰＢＳＴ）洗膜４×１０ｍｉｎ。加入１∶５０００稀释的辣根过氧化物

酶标记的二抗，室温孵育１ｈ，ＰＢＳＴ洗膜４次。按说明书进行

增强的化学发光（ＥＣＬ）显色。

２　结　　果

２．１　膜蛋白的浓度　根据蛋白标准品及其对应吸光度Ａ值，

计算出标准曲线（图１），测得标本平均吸光度Ａ值为０．２５９，由

此推算出总膜蛋白浓度为１．４７μｇ／μＬ。

图１　ＢＣＡ法测定蛋白浓度标准曲线

２．２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测目的蛋白条带　在 ＭＡＳＭＣｓ上检测到

Ｒｏｂｏ４膜蛋白的表达，蛋白相对分子质量约１５０×１０３（图２）。

图２　膜蛋白Ｒｏｂｏ４及ＧＡＰＤＨ在 ＭＡＳＭＣｓ上的表达

３　讨　　论

细胞膜蛋白的提取原理是裂解细胞后，先离心分离出质膜

粗提物，再利用特殊的抽提Ｂｕｆｆｅｒ，选择性地分离提取膜蛋白，

抽提Ｂｕｆｆｅｒ含一种特殊的去污剂，在４℃时所有的蛋白质均可

都溶于抽提Ｂｕｆｆｅｒ，但在３７℃时，抽提Ｂｕｆｆｅｒ分为水相和去污

相；此时亲水性蛋白溶于水相，疏水的膜蛋白溶于去污剂相中，

根据该性质分离出膜蛋白。产物不仅含细胞膜蛋白，也含胞器

质膜蛋白。该方法提取膜蛋白成功的关键还在于：（１）保证足

量的蛋白来源，细胞不少于１×１０７ 个，组织标本２００～３００

ｍｇ，且尽量去除脂肪组织和结缔组织等非目的组织。（２）膜蛋

白的提取需要在冰上进行，尽量减少蛋白流失，提取蛋白所需

的玻璃器具、离心管需预冷，玻璃均浆器冰上均质３０～５０次，

通过镜检，细胞破碎率要达到９０％以上。（３）膜蛋白的分离提

取需要在高速低温的条件下进行，离心机转速１３０００ｒ／ｍｉｎ以

上，且离心机需预冷至４℃。（４）进行膜蛋白的提取最好使用

进口透明性较好的微量离心管，以利于下层膜蛋白有机相的观

察，因为上下两层液体为透明，只在交界处有一折光线，需仔细

观察才可见到，室温静置３０ｍｉｎ至１ｈ亦可见分层。（５）若需

提取更高纯度的膜蛋白，可在获得的下层膜蛋白有机相中加入

５００μＬ冰冷灭菌水，置于４℃５ｍｉｎ，置于３７℃１０ｍｉｎ；室温

下１３０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，标本分成上层和下层（含膜蛋

白），重复该步骤２次，获得纯度更高的膜蛋白。（６）若目的膜

蛋白本身表达丰度较低，ＢＣＡ法测得总膜蛋白浓度小于１μｇ／

μＬ，可在ＳＤＳＰＡＧＥ电泳前进行蛋白浓缩：每１００微升膜蛋白

提取物，加入约３００μＬ溶解Ｂｕｆｆｅｒ和１００μＬ三氯乙酸（ＴＣＡ）

试剂，混匀置冰上２０～３０ｍｉｎ后，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，尽

可能除去上清液；沉淀加入１ｍＬ丙酮，室温静置１０ｍｉｎ后，

１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；弃上清液，沉淀真空旋干或置冰上

干燥约１０ｍｉｎ（敞开离心管盖），加入适当体积的ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆ

ｅｒ，煮沸３～５ｍｉｎ，上样进行电泳。

Ｒｏｂｏ属于神经细胞黏附分子，是Ｓｌｉｔ蛋白的单次跨膜受

体，包括４种亚型（Ｒｏｂｏ１～４），Ｒｏｂｏ１、Ｒｏｂｏ２和Ｒｏｂｏ３胞外区域

相同，包含５个免疫球蛋白（Ｉｇ）样结构域和３个Ⅲ型纤维连接蛋

白重复序列，胞内尾区含有４个保守区基序，即ＣＣ０、ＣＣ１、ＣＣ２

和ＣＣ３。但Ｒｏｂｏ４胞外区域只含２个免疫球蛋白样结构域和

Ⅲ型纤维连接蛋白重复序列，胞内只含ＣＣ０、ＣＣ２基因序列，其

蛋白相对分子质量约在１５０×１０３
［５］。目前的研究认为，Ｒｏｂｏ４

能够调控内皮细胞的迁移及血管新生，参与血管生长因子的信

号转导，在血管稳定性的调节中发挥重要作用［２，６］。最近研究

发现，Ｒｏｂｏ４也表达在血管平滑肌细胞，但Ｒｏｂｏ４在血管平滑

肌细胞上的作用并未见相关报道［３］。因此，研究Ｒｏｂｏ４膜蛋

白在 ＭＡＳＭＣｓ生理和病理状态下的表达及意义
［７］，对于揭示

动脉粥样硬化、冠状动脉血管再通术后再狭窄等心血管疾病的

发病机制具有重要意义。作者希望通过建立一种稳定、便捷的

膜蛋白提取方法，获得高纯度的 Ｒｏｂｏ４膜蛋白，进而为研究

Ｒｏｂｏ４膜蛋白在ＭＡＳＭＣｓ生理和病理状态下的表达及意义奠

定基础。该膜蛋白提取方法，所获得的总膜蛋白经ＢＣＡ法测

定浓度为１．４７μｇ／μＬ，可直接用于ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，经 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎＢｌｏｔ法检测到目的蛋白Ｒｏｂｏ４的表达。（下转第２９７２页）
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者术后第１次月经第３天时，电凝组和缝合组ＦＳＨ水平高于

开腹组，而电凝组和缝合组ＦＳＨ水平并未见明显差异。同时，

电凝组和缝合组Ｅ２水平高于开腹组，而电凝组和缝合组Ｅ２

水平并未见明显差异。在ＦＳＨ／ＬＨ 正常率方面，３组患者之

间有明显差异，电凝组与缝合组ＦＳＨ／ＬＨ正常率高于开腹组。

基础性激素水平是衡量卵巢储备功能的重要指标，从本研究结

果中可以看出，两组使用腹腔镜的患者，其ＦＳＨ和Ｅ２水平均

较开腹组更积极，组中ＦＳＨ／ＬＨ正常的患者所占的比例也更

高，这说明腹腔镜与开腹手术相比，对患者的卵巢储备功能影

响更小。电凝组和缝合组之间内分泌指标间未见明显差异，这

可能是由于激素指标存在延迟性或卵巢代偿功能所致。为探

究电凝与缝合是否对患者的卵巢储备功能有影响，又分别使用

超声及新型的卵巢储备功能预测指标对两组患者的卵巢储备

功能进行了比较。超声结果显示，缝合组在卵巢间质血流检查

和卵巢形态学检查中，均得到了比电凝组和开腹组更积极的结

果，电凝组又高于开腹组。而在新型卵巢功能评估指标的比较

中，缝合组患者ＩＮＨＢ和 ＡＭＨ水平高于电凝组和开腹组，电

凝组又高于开腹组。

３．３　腹腔镜缝合组卵巢储备功能水平最高的原因分析　首

先应明确卵巢囊肿剔除术中卵巢储备功能下降的原因，主要包

括三方面：首先是从疾病本身来看，卵巢的囊肿是植于卵巢表

面并向内凹陷的［９］。在剔除过程中，卵巢组织受到损伤，且由

于内异症囊肿具有很高的浸润性，盆腔粘连严重，解剖结构有

所改变，会导致在囊肿剔除的过程中对卵巢正常组织造成不可

避免的损害。其次是从手术技术上来看，由于血管增生等原

因，囊肿剥除术中极易发生出血，且囊肿与正常组织互相浸润，

止血十分困难［１０］。目前应用的电凝止血法所造成的热损伤，

也会加重卵巢的功能损害，甚至造成卵巢发生血供障碍。相比

电凝止血法，缝合法对卵巢的损伤更小，对于囊肿较大，位置较

深的囊肿更是如此。在手术中损伤较大血管或损伤面积较大

时，采用电凝法操作时间长，其热作用会导致卵巢发生不可逆

性的破坏和损伤。而采用缝合法对较大血管或大面积出血时

止血，可以在保护卵巢组织安全的情况下快速止血，且术后血

管可恢复血供，所以采用缝合法能更有效地保护卵巢储备

功能。

综上所述，腹腔镜缝合法是卵巢子宫内膜异位症囊肿患

者的首选治疗方案，其能更好地保护患者的卵巢储备功能，保

障患者未来的生育功能。但也应该看到，电凝法作为一种经典

的腹腔镜止血方法，方便、快速都是其优越性，在临床实际操作

中，应该结合多种方法，取长补短，根据患者的实际情况和指征

选择最有利于患者的止血方式，尤其是对于年轻女性，要尽最

大限度地减少手术对其卵巢组织的损伤，提高患者术后卵巢储

备功能水平。
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综上所述，该膜蛋白提取方法简单，可靠，快速，获得的膜

蛋白纯度较高，可直接用于ＳＤＳＰＡＧＥ电泳及 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ

等后续试验，为研究Ｒｏｂｏ４膜蛋白在 ＭＡＳＭＣｓ上的生物学功

能提供了技术保障。
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