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非晶状体βγ-晶状体蛋白与三叶因子蛋白复合物的细胞核 

转运及其选择性杀伤肿瘤细胞机制的研究 

何英英 1,2,#，刘树柏 1,2,#，钱金桥 1,2,3，李文辉 1，张  云 1,* 
(1. 中国科学院昆明动物研究所 动物模型与人类疾病机理重点实验室，云南 昆明  650223；2. 中国科学院研究生院，北京  100049； 

3. 昆明医学院第一附属医院 麻醉科，云南 昆明  650032) 

摘要：非晶状体βγ晶状体蛋白与三叶因子蛋白复合物(βγ-CAT)是从大蹼铃蟾（Bombina maxima）皮肤分泌物

中分离的分子量为72 kDa的天然蛋白复合物。本研究通过激光共聚焦显微镜和Western blot分析βγ-CAT在人脐静脉

内皮细胞(HUVEC)中的细胞核转运机制，以及βγ-CAT对多株肿瘤细胞(HCT116，HT29，A375，Hela，THP-1等)
的细胞毒效应。结果表明：βγ-CAT的α亚基中含有典型的GTP/ATPase的保守结构模体Walker A和Walker B，体外

检测到βγ-CAT具有GTP/ATP水解酶和GTP/ATP结合活性。在细胞核转运过程中，βγ-CAT 的α亚基和β亚基参与形

成约150 kDa含有泛素化修饰信号的大分子复合物，且泛素化修饰信号和βγ-CAT 的α亚基和β亚基共定位于细胞内

和融合于细胞核区域的转运囊泡小体中。βγ-CAT能够选择性的杀伤肿瘤细胞，诱导肿瘤细胞脱落和发生凋亡。上

述结果为进一步深入研究βγ-CAT的细胞核转运和调节细胞功能的分子作用机制提供思路和线索。 
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Mechanism of βγ-CAT Cell Nuclear Transportation and 
Selectively Killing of Tumor cells 
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Abstract:  βγ-CAT is a naturally existing protein complex of non-lens βγ-crystallin and trefoil factor, purified from 
Bombina maxima skin secretions. In HUVECs, βγ-CAT can be rapidly endocytosed via intracellular vacuole formation 
and translocated to the nucleus to regulate cell fuction. In this paper, we found that it contains conserved Walker B motifs 
(IILYDEPS, residues 6-13) and Walker A motifs (GQSLSGKS, residues 96-103) in the βγ-CAT α-subunit sequence. 
βγ-CAT showed potential NTP-binding and weak GTPase/ATPase activities in vitro. Through Western blotting analysis, 
we found that the α- and β-subunits of βγ-CAT participated in a 150 kDa SDS-stable protein complex formation, which 
also contained positive ubiquitination signals in the βγ-CAT treated HUVEC. Furthermore，under confocal microscopy, 
the immunofluorescence signals of ubiquitin and βγ-CAT subunits were co-localized in the vacuoles that were distributed 
in the cytoplasm and nucleus. In addition, βγ-CAT could induce several tumor cell’s detachment and apoptosis, and 
selectively kill tumor cells. These findings provide a clue to understand the mechanism of βγ-CAT endocysis and nuclear 
transport, and give an insight to investigate the possible occurrence of similar molecule’s cellular functions and action 
mechanisms of non-lens βγ-crystallins and trefoil factors in mammals. 

Key words: Non-lens βγ-crystallin; Trefoil factor; βγ-CAT; GTP/ATPase; Tumor cells detachment and apoptosis;  
Ubiquitination; Nuclear targeting 
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三叶因子(trefoil factor family，TFF)为一类含有三叶

因子结构域(因含有三个形似三叶草的环状结构而

得名)的分泌型蛋白质。一个三叶因子结构域(trefoil 
factor domain,又称为P-Domain)为大约40个氨基酸

残基组成的具有C-X9–10-C-X9-C-X4-C-C-X10-C(C
代表半胱氨酸残基，X为任意氨基酸残基)序列特征

的结构区域，其中6个半胱氨酸残基以1-5、2-4、3-6
的模式形成三对保守的二硫键(Sands & Podolsky，
1996；Thim 1997)。自从第一个三叶因子pS2/TFF1
于1982年在哺乳动物肿瘤细胞MCF7筛选雌激素诱

导的乳腺癌易感基因相关研究中被发现以来，不同

类型的三叶因子不断的被发现，从此揭开了对这一

家族蛋白质的相关研究(Maslov & Chunaev，1982；
Wong et al，1999)。到目前为止，在两栖动物非洲

爪蟾(Xenopus laevis)和大蹼铃蟾(Bombina maxima)
分别发现了含有一个三叶因子结构域的三叶因子

xP1(Hauser & Hoffmann，1991)，含有两个三叶因子

结构域的三叶因子xP2 (Hauser et al，1992)和
Bm-TFF2(Zhang et al，2005)，含有三个三叶因子结

构域的βγ-CAT的β亚基 (Liu et al，2008) 和含有四个

三叶因子结构域的三叶因子 xP4 (Hauser & 
Hoffmann，1991)。在哺乳动物中已经发现了三类三

叶因子:TFF1，TFF2和TFF3。TFF1和TFF3含有一个

三叶因子结构域，TFF2含有两个三叶因子结构域。

三叶因子主要表达和分泌于表皮细胞的粘液腺，如

胃肠消化道,支气管和尿道等表面。但是，在腺癌患

者中，三叶因子高水平和异位表达(Suemori et al，
1991；Labouvie et al，1997；Taupin & Podolsky，
2003；Thim & May，2005)。研究表明，TFFs具有

复杂多样的生物学效应，例如刺激细胞迁移，黏附，

抑制肿瘤细胞生长，促进创伤修复及组织重建

(Lefebvre et al，1996；Taupin & Podolsky，2003)。
但是，三叶因子的详细分子作用机制尚不清楚。 

晶状体蛋白最早为 Mörner (1893)发现于脊椎

动物眼球晶状体中，作为一种水溶性结构蛋白，其

含量占眼球晶状体总质量的 30%－35%，因其在眼

球晶状体中广泛分布而命名为晶状体蛋白。晶状体

蛋白分为α, β, γ晶状体三类，每一类晶状体蛋白由

一系列蛋白组成一个超家族  (Graw ， 1997 ；

Piatigorsky，1981；Bloemendal，1982)。β,  γ-晶状

体蛋白因含有相同的希腊钥匙结构模体(Greek key 
motifs)而将它们归为βγ−晶状体蛋白超家族。α, β，

γ三类晶状体蛋白在基因结构, 表达调节模式和参与

的相关疾病的发生等方面存在着很大的差别。 眼球

中βγ-晶状体蛋白的Ν-端和 C-端氨基酸的突变会导

致眼球发生白内障 (Graw，1997；Malinowski & 
Manski，1980)。βγ-晶状体蛋白在眼球的发育过程

中可能参与调节眼球血管稳定, 再造和凋亡, 具体

的作用机制和功能目前尚不清楚(Zhang et al，
2005)。最近研究表明, 在眼球晶状体之外也检测到

有α,  β, γ三类晶状体蛋白的表达。非晶状体α-晶状

体蛋白属于小热休克蛋白超家族, 具有自我激活的

酶活性, 主要作为分子伴侣, 参与γ-晶状体基因的激

活，与神经系统功能失调具有协同相关性(Ganea，
2001；Narberhaus，2002；Reddy et al，2006)。非

晶状体βγ-晶状体蛋白超家族蛋白从微生物到高等

哺乳动物都有报道(Wistow & Piatigorsky，1988；
Bhat，2004), 包括微生物来源的应急蛋白和高等哺

乳动物中肿瘤相关蛋白, 例如 Protein S (Nelson & 
Zusman，1983)，Spherulin 3a (Nelson & Zusman，
1983 ； Rosinke et al ， 1997) ，来源于四膜虫

(Tetrahymena thermophila)的转运蛋白 Igr1(induced 
during granule regeneration) (Haddad et al，2002)，表

皮分化特异蛋白 (epidermis differentiation-specific 
proteins，EP37) (Takabatake et al，1992；Wistow et al，
1995；Ogawa et al，1997)和哺乳动物中的黑色素瘤

缺失蛋白(absent in melanoma 1，AIM1) (Ray et al，
1997；Teichmann et al，1998)。研究发现 EP37 参与

了蝾螈(Cynops pyrrhogaster)胚胎发育中的表皮，皮

肤腺体和消化道上皮的发育和分化(Ogawa et al，
1997；Ogawa et al，1998)。在哺乳动物中，Northern
印迹分析表明，黑色素瘤缺失蛋白 AIM1 在胚胎发

生过程中受时空的调节，大量表达于毛囊轴区、假

定的胚盘和成体的皮肤、肺、心脏和肝、肾等器官，

而在黑色素细胞和黑色素细胞前体细胞上未检测

到。黑色素瘤缺失蛋白 AIM1 在胚胎发育和正常皮

肤组织中的大量表达提示了该蛋白质在胚胎发育

和组织分化，以及正常皮肤中肿瘤抑制具有重要的

功能(Ray et al，1997；Teichmann et al，1998)。但

是, 目前对于脊椎动物中的非晶状体βγ−晶状体蛋

白的生化特性, 功能和作用机制尚不清楚。 
大蹼铃蟾(Bombina maxima)为一类中国西南山

区特有的两栖动物，其生活环境非常恶劣，研究表

明其皮肤分泌物对哺乳动物(例如小鼠)具有强烈致
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死活性(Zhang，2006)。非晶状体βγ晶状体蛋白与三

叶因子蛋白复合物(non-lens βγ-crystallin and trefoil 
factor complex，βγ-CAT)为一个从大蹼铃蟾皮肤分

泌物中分离得到的全新的分子量为 72 kDa 的天然

蛋白复合物(Liu et al，2008)。 βγ-CAT 的α-亚基和

β-亚基通过非共价键连接以αβ2 的分子形式存在。

βγ-CAT 的α-亚基属于非晶状体βγ晶状体蛋白家族，

与蝾螈(Cynops pyrrhogaster)表皮分化蛋白 EP37 和

人源黑色素瘤缺失蛋白 AIM1 具有很高的序列相似

度。βγ-CAT 的β-亚基含有三个三叶因子结构域，为

世界上第一次报道，与人源三叶因子 hTFF2 和

hTFF3 具有很高的相似度(Liu et al，2008)。βγ-CAT 
具有复杂多样的生物学功能。βγ-CAT 能够通过孔道

形成作用在人源红细胞膜上形成孔径为 2.0 nm的孔

道，使红细胞内钾离子迅速外流引起胶体渗透压改

变而溶血。Western blotting 分析表明βγ-CAT 的α-
亚基能够在红细胞膜寡聚形成分子量大于 240 kDa
的大分子寡聚体(Liu et al，2008)。βγ-CAT 能够以囊

泡化的方式被 HUVEC 内吞并迅速转运到细胞核，

激活基因表达转录(Liu et al，2008)。但是，详细的

分子作用机制尚不清楚。本研究中，通过激光共聚

焦显微镜和 Western blot 分析βγ-CAT 在 HUVEC 中

的细胞核转运相关机制。同时，通过 MTT 测试，

流式细胞仪和 Caspases 活性分析，探讨了βγ-CAT
对多种肿瘤细胞的生物学效应。这些结果为进一步

深入研究βγ-CAT 在细胞内的转运，细胞核定位和调

节细胞基因表达的分子作用机制提供了线索和思

路。同时，对于揭示高等脊椎动物中非晶状体βγ-
晶状体和三叶因子蛋白生理功能具有重要意义。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料和试剂 
大蹼铃蟾皮肤分泌物冻干粉来源于中科院昆

明动物研究所；HUVEC 为本实验室按 Liu et al 
(2008)所述的方法通过原代培养而得的 2—4 代细

胞；肿瘤细胞株 HCT116，AGS，K562 购自中国科

学院上海细胞库；肿瘤细胞株 Hela，HT29，MCF-7，
THP-1，A375，Hacat 购自中国科学院昆明动物所

细胞库；各种培养基(M199，DMEM，RP1640)和胎

牛血清均购自美国 GIBCO 公司；各种规格的细胞

培养瓶(25 cm2 和 75 cm2)和细胞培养皿(96 孔细胞培

养板和 35 mm 细胞培养皿)购自美国 Corning 公司；

血栓调节蛋白抗体，荧光素 FITC 标记的羊抗兔抗

体和低密度脂蛋白抗体购自美国 Invitrogen 公司；

过氧化物酶偶联的羊抗兔和羊抗鼠多克隆抗体购

自 Santa Cruze；鼠抗人的 ubiquitin 单克隆抗体购自

Abcam；兔源抗βγ-CAT， βγ-CAT-α和βγ-CAT-β亚基

的多克隆抗体为本实验室制备(Liu et al，2008)；胶

原酶，胰酶，青霉素，链霉素，四环素，台盼蓝，

MTT，PI，Hoechst33342，Nonidet P-40，Na3VO4，

leupeptin，aprotinin，pepstatin，PMSF 和胰蛋白酶

购自美国 Sigma 公司；各种生化试剂(EDTA，

Tris-Base，DMSO，牛血清白蛋白(BSA)，丙酮，Triton 
X-100，NaCl，KCl，NaHCO3，KH2PO4)均为 Amersco
进口分装；半胱氨酸蛋白酶(Caspases)活性检测试剂

盒购自 Calbiochem；TNP-GTP/ATP 购自 Molecular 
Probes；GTPase/ATPase 比色试剂盒购自 Innova 
Biosciences；PVDF 膜购自 Millipore；SuperSignal 
West Pico Chemiluminescent Substrate(ECL)化学发

光底物购自 PIERCE；倒置相差显微镜(Olympus，
USA)，LSM510 META 倒置激光共聚焦显微镜

(Zeiss，German)。 
1.2  天然βγ-CAT 的分离纯化 

天然βγ-CAT 的分离纯化流程详见(Liu et al，
2008)，其简略步骤如下：取 0.5 g 皮肤分泌物冻干

粉溶于 10.0 mL 的 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液

(pH7.3，含 150 mmol/L NaCl 和 5 mmol/L EDTA)，4
℃透析过夜。经离心处理(5 000  r/min，4℃，20 min)，
取上清液按照 Liu et al (2008)所报道的分离纯化流

程，分别上样于预先平衡好的 DEAE Sephadex A-50
离子层析柱 (Pharmacia，2.6 cm×50 cm)，AKTA 
Sephadex superfine G-100 分子筛层析柱(2.6 cm×

100 cm，流速为 1.0 mL/min)和 AKTA Mono-Q HR5/5
阴离子层析柱(20 mmol/L Tris-HCl，pH8.8，4℃透析

24 h)，根据 280 nm 的光吸收值收集各分离峰。纯化

的天然βγ-CAT 小量分装后于-20℃低温保存备用。

采用牛血清白蛋白作为浓度梯度标准，测定标准曲

线，纯化的天然βγ-CAT 根据 BIO-RAD 公司的

PROTEIN ASSAY KIT 进行蛋白定量。 
1.3  βγ-CAT 核苷酸结合活性及 GTPase/ATPase 

活性检测 

采用 GTP /ATP 的荧光类似物 TNP-GTP/TNP- 
ATP(Hiratsuka & Uchida，1973)体外检测βγ-CAT 的

核苷酸结合活性。具体实验流程为:将βγ-CAT 分别

与 TNP-GTP 和 TNP-ATP (10 µmol/L，溶解于含

20%(v/v)甘油的 50 mmol/L Tris-HCl，pH7.8)在室温
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孵育 5 min，荧光分光光度仪(Perkin Elmer LS50B)
进行荧光激发检测(激发波长为 410 nm，发射波长

为 565－600 nm)。βγ-CAT 与核苷酸类似物结合能力

通过 TNP-GTP/ATP 在 575 nm 荧光发射强度的增加

来判断。 βγ-CAT 的 GTPase/ATPase 活性通过

GTPase/ATPase 比色试剂盒(Innova Biosciences，
UK，high sensitivity) 体外测定，详细流程参照说明

书指南进行，酶活力单位为 nmol/min。 
1.4  细胞培养 

HUVECs 原代培养参照 Liu et al (2008)的方法

建立，在所有相关实验中所用 HUVECs 均为 2－4
代。贴壁细胞(HUVEC，HCT116，HT29，AGS，
Hela，MCF-7，A375，Hacat)在含 10%胎牛血清的

DMEM 培养基培养；THP-1，K562 为悬浮细胞,置
于含 10%胎牛血清的 RP1640 培养基培养。待贴壁

细胞长至 90%满度时，采用 0.25%胰蛋白酶溶液消

化成单细胞悬浮液，调整细胞数目为 2.5×105 

cell/mL，分别将 HUVEC，HCT116，HT29，AGS，
Hela，MCF-7，A375 和 Hacat 细胞接种于 96 孔细

胞培养板(200 µL/well)；将 HUVEC，HCT116，HT29
和 A375 细胞接种于 35 mm 细胞培养皿 (1.0 
mL/well)；将 HUVEC 和 HCT116 细胞接种于 25 cm2

细胞培养瓶(3.0 mL/bottle)。悬浮培养细胞 THP-1 和

K562 直接调整细胞数目为 2.5×105 cell/mL，接种

于 96 孔细胞培养板(200 µL/well)。所有细胞置 37
℃，5% CO2 培养箱中培养，持续观察无任何污染

且待细胞长至 90%满度，通过倒置显微镜观察筛选

贴壁和生长状态良好的培养细胞进行实验，实验前

更换新鲜培养基并稳定 2 h。 
1.5  MTT 法检测βγ-CAT 对肿瘤细胞株的细胞毒 

活性 
采用MTT法(Alley et al，1988)体外检测βγ-CAT

对多种肿瘤细胞株的细胞毒活性。具体实验流程

为：加入不同浓度的βγ-CAT(0－100 nmol/L)于 37℃
孵育 30 min，离心处理(1 000 r/min，5 min)弃上清，

用 PBS(200 µL/well)洗涤一次，离心处理弃上清，

然后加入[(180 µL 培养基+20 µL 5 mg/mL MTT)/well]
含 MTT 的新鲜培养基，37℃继续培养 4 h。终止培

养后,离心处理弃孔内培养液上清，PBS(200 µL/well)
洗涤一次再离心处理弃上清，加入 DMSO(150 

µL/well)，置摇床上低速振荡 10 min，采用酶标仪于

595 nm 检测各孔的吸光值。实验中分别设立对照孔

(未加药物的细胞空白孔)和凋零孔(未接种细胞的

空白孔)，每孔设定 3 个复孔，每个剂量独立生物学

重复 3 次，细胞的存活率=[(对照孔－凋零孔)－(实
验孔－凋零孔)]/(对照孔－凋零孔)×100%。 
1.6  体外检测βγ-CAT 诱导肿瘤细胞脱落活性 

不 同 浓 度 的 βγ-CAT(0 － 100 nmol/L) 处 理

HUVEC，HCT116，HT29 和 A375 细胞(35 mm，37
℃孵育 2 h，每个浓度设置 3 个复孔)。孵育结束后

收集培养基上清于 15 mL 离心管 A 中，PBS 缓冲液

轻柔洗涤 35 mm 两次,合并于离心管 A 中，定容到 2 
mL。反复吹打混匀细胞后，经 0.4%台盼兰染色，

倒置显微镜计数。加入 0.25%胰酶溶液消化 35 mm
细胞培养皿中剩余的贴壁细胞(37℃，5 min)，然后

收集消化好的细胞于 15 mL 离心管 B。PBS 缓冲液

清洗 35 mm 细胞培养皿两次，并入离心管 B 中，定

容到 2 mL。反复吹打混匀细胞后，经 0.4%台盼兰

染色，倒置显微镜计数。脱落细胞百分比=管 A 中

的细胞总数/(管 A 中的细胞数+管 B 中的细胞数)×
100%。该实验独立重复 3 次，计算细胞脱落率。 
1.7  βγ-CAT 诱导 HCT116 细胞凋亡活性检测 

流式细胞仪分析βγ-CAT诱导肿瘤细胞HCT116
发生细胞凋亡的活性，具体实验流程为：加入不同

浓度的βγ -CAT(0－100  nmol /L)处理肿瘤细胞

HCT116(25 cm2，37℃孵育 2 h)，然后收集上层培养

基，冰上预冷的 PBS 清洗贴壁细胞两次，收集后与

上层培养基合并；采用 0.25%胰蛋白酶溶液消化剩

余贴壁细胞(37℃，5 min)，收集细胞悬液，与上层

培养基合并，离心处理(1 000 r/min，5 min)弃上清液，

采用冰上预冷的 PBS(5 mL)清洗一次，离心处理( 
1 000 r/min，5 min)弃上清液。然后加入 Hoechst33342
染色液(10 µg/mL)冰上染色 10 min，再加入 0.5 mL PI
染液(100 µg/mL，含 RNA 酶 100 µg/mL)冰上复染 10 
min 。 染 色 处 理 好 的 样 品 通 过 流 式 细 胞 仪

(FACSVantage SE，Becton Dickinson)进行分析。 
半胱氨酸蛋白酶 (Caspases) 活性检测参照

(Bossenmeyer-Pourie et al，2002)所叙述的方法进行，

具体实验流程为：加入不同浓度的βγ-CAT(0－100 
nmol/L)处理肿瘤细胞 HCT116(25 cm2，37℃孵育 2 
h)。样品分为两个平行实验组：A 组中仅检测脱落

细胞中 Caspases 活性；B 组中检测总细胞中

Caspases 活性。A 组在孵育结束后，收集上层培养

基，采用冰上预冷的 PBS 清洗两次，与上层培养基

合并，离心处理(1 000 r/min，5 min)弃上清液，加入

细胞裂解液于冰上裂解 30 min。B 组在孵育结束后，
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收集合并培养基中悬浮细胞和贴壁细胞，加入细胞

裂解液于冰上裂解 30 min。采用 BIO-RAD 公司的

Protein assay kit 进行细胞总蛋白质的定量测定。调

整待测样品的总蛋白质浓度一致，分别加入底物于

37℃孵育 2 h，通过荧光分光光度计(Perkin Elmer 
LS50B)检测样品中 Caspases 活性。Caspases 活性定

义为每 g 总蛋白所引起的底物每个小时的最大荧光

净增量。 
1.8  Western 印迹分析 

βγ-CAT(10 nmol/L)处理 HUVEC (37℃，孵育 30 
min)后，吸去培养基并用冰上预冷的 PBS 洗涤两次

贴壁细胞。培养基上清经离心(14 000 g，5 min，4
℃)弃上清，经预冷的 PBS 洗涤两次后与贴壁细胞

一起加入细胞裂解液(50 mmol/L Tris-HCl，pH7.4，
150 mmol/L NaCl，5 mmol/L EDTA，1% Nonidet 
P-40，1 mmol/L Na3VO4，10 µmol/L leupeptin，10 
µmol/L aprotinin，10 µmol/L pepstatin 和 1 mmol/L 
PMSF)于冰上裂解 15 min；然后加入含 2%(w/v)SDS
的还原电泳上样缓冲液于 37℃处理 30 min，进行

SDS-PAGE 梯度(5%－15%)电泳胶电泳分析(120V，

2 h)。电泳结束后电转移至 PVDF 膜(Towbin et al，
1979)，PVDF 膜采用 5% BSA 于 4℃封闭过夜。然

后分别与不同的一抗孵育 [本实验室制备的抗

βγ-CAT，βγ-CAT-α亚基和βγ-CAT-β亚基的兔源多克

隆抗体(500 倍稀释)，鼠源单克隆抗人 ubiquitin 抗

体(Abcam，1000 倍稀释)]；分别使用过氧化物酶偶

联的羊抗兔/羊抗鼠抗体检测一抗(Abcam，5000 倍

稀释 ),采用化学发光底物 (SuperSignal West Pico 
Chemiluminescent Substrate，PIERCE)检测信号，通

过 X-胶片显影。 
1.9  激光共聚焦显微镜观察 

通过激光共聚焦显微镜观察βγ-CAT在HUVEC
的细胞核转运，具体实验流程为：将经0.25%胰蛋

白酶溶液消化的1 mL HUVEC单细胞悬液(2.5×104 
cell/mL) 接种于灭菌处理的盖玻片上，置37℃，5% 
CO2培养箱中培养过夜。待细胞贴壁稳定后，更换

新鲜培养基稳定2 h，加入βγ-CAT(10 nmol/L)于37℃
孵育10 min。然后弃上清培养基，冰上预冷的PBS
清洗两次，4%多聚甲醛于室温下固定20 min。弃多

聚甲醛固定液，冰上预冷的PBS清洗两次，采用含

0.01% NP-40的PBS室温下进行穿透处理10 min，
PBS清洗两次，采用2% BSA的PBS 4℃封闭过夜。

抗体孵育时，先加入鼠源单克隆抗人ubiquitin抗体

(Abcam，1000倍稀释)室温下孵育1 h，采用含2% 
BSA的PBS清洗三次，加入Cy3标记的羊抗鼠二抗，

室温下孵育1 h。采用含2% BSA的PBS清洗3次，再

分别加入FITC标记的抗βγ-CAT-α亚基和βγ-CAT-β
亚基的抗体(500倍稀释)100 µL，室温下避光孵育1 
h，冰上预冷的PBS清洗三次后采用Hoechst 33342(5 
µg/mL，室温下避光孵育5 min)进行细胞核染色，洗

去多余的Hoechst33342，封片后于激光共聚焦显微

镜下观察。 
1.10  统计学分析 

实验数据表示为平均值±标准误。实验数据采

用单因素t-test进行统计学分析，差异显著性水平设

置为P<0.05。 

2  结  果 

2.1  βγ-CAT 具有核苷酸结合活性及 GTPase/ 
ATPase 活性 

参考经典的 GTPase/ATPase 的保守结构模体

Walker A 和 Walker B 的序列特征(Walker et al，
1982)，通过序列分析表明βγ-CAT 的α亚基中含有典

型的 GTPase/ATPase 的保守结构模体 Walker A 和

Walker B(图 1A)。在体外实验体系中βγ-CAT 能够分

别与 GTP/ATP 的类似物 TNP-GTP/TNP-ATP 结合。

βγ-CAT 与 TNP-GTP 的体外结合具有浓度依赖效

应，随着βγ-CAT 的浓度增大，检测到的荧光强度越

大 (图 1B)。同时，在体外检测到βγ-CAT 具有

GTPase/ATPase 活性，其酶活力分别为 0.23 
nmol/L/min 和 0.15 nmol/L/min (图 1B)。 

2.2  βγ-CAT 在 HUVEC 细胞中的细胞核转运及泛 

素化修饰 
 βγ-CAT(10 nmol/L)处理 HUVEC(37℃，孵育 30 

min)，Western blot 分析表明βγ-CAT 在 HUVEC 的

细胞核转运过程中， βγ-CAT 的α和β亚基均参与形

成分子量约为 150 kDa 的大分子蛋白复合物(图
2A)。同时，在 150 kDa 的大分子复合物中检测到阳

性泛素化修饰信号(图 2B)。在激光共聚焦显微镜

下，分别采用 FITC 标记的抗βγ-CAT-α亚基和

βγ-CAT-β亚基的抗体和Cy3标记的抗泛素化的单克

隆抗体作为探针进行观察。结果表明，βγ-CAT 被

HUVEC 内吞入胞后，分布于细胞内的囊泡状结构

中(图 3 中 B1，C1，E1，F1，绿色荧光信号)，在部

分囊泡转运小体中清晰的检测到阳性泛素化修饰

信号(图 3 中 B2，C2，E2，F2，红色荧光信号)，并
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与囊泡转运小体中βγ-CAT 的α和β亚基的荧光信号

重合(图 3 中 B3，C3，E3，F3，如箭头所示)向细胞

核转运，部分囊泡融合到细胞核中(图 3中C3和 F3，
如箭头所示)。 
2.3  βγ-CAT 具有选择性杀伤肿瘤细胞的细胞毒活 

性 
如图 4 所示， βγ-CAT 能够选择性的杀伤多种

肿瘤细胞，其中肿瘤细胞 HCT116 最敏感，在

βγ-CAT(5 nmol/L) 处理 30 min 后细胞存活率下降到

43.22±3.22%，其 CC50 约为 3 nmol/L。肿瘤细胞

THP-1，HT29，MCF-7 和 Hela 对βγ-CAT 作用敏感

度较低，CC50 分别为 50 nmol/L (THP-1)， 75 

nmol/L(HT29)和 85 nmol/L (MCF-7)，100 nmol/L 
(Hela)。βγ-CAT 对肿瘤细胞 AGS，Hacat，A375，
K562 在 100 nmol/L 浓度下处理 30 min 后，未观察

到明显的细胞毒效应。 
2.4  βγ-CAT 诱导肿瘤细胞脱落 

结果表明βγ-CAT 在体外能够浓度依赖(5－100 
nmol/L)的诱导贴壁肿瘤细胞发生脱落。倒置显微镜

观察发现，βγ-CAT 处理后，HCT116，HT29 和 A375
的贴壁细胞数量大大减少，细胞脱落后悬浮于培养

基中。如图 5 所示，不同的肿瘤细胞株对βγ-CAT
表现出不同的敏感度，其中 HCT116 最敏感(EC50 

 
图 1  体外测定βγ-CAT 的核苷酸结合活性和 GTPase/ATPase 活性 

Fig.1 Determined the nucleotide binding and GTPase/ATPase activity of βγ-CAT in vitro 

A： βγ-CAT的α-亚基序列中Walker A和Walker B结构模体的确定；B：左栏和中间栏为体外测定βγ-CAT的核苷酸结合活性 （1， control；
2，170  nmol/L βγ-CAT；3，250  nmol/L βγ-CAT；4，340  nmol/L βγ-CAT），图中结果为 3 次重复试验的代表，右栏为体外测定βγ-CAT
的 GTPase/ATPase 的水解活性(n=6)。 
A: Identified the Walker A and Walker B motifs in the βγ-CAT α-subunit；B: Left and middle lanes indicate the nucleotide binding property of 
βγ-CAT (Spectrum 1，control；spectra 2，3 and 4，in the presence of βγ-CAT 170  nmol/L，250  nmol/L and 340  nmol/L， respectively)，the 
result was the representative of three independent tests. Right lane，determined the GTP/ATP hydrolyzing activity of βγ-CAT in vitro (n=6). 
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图 2  Western blot 分析βγ-CAT 在 HUVECs 中内吞入胞形成的大分子复合体和泛素化修饰  

Fig. 2  Western blotting analysis of SDS-stable complex formation and ubiquitination of βγ-CAT during endocytosis in  
HUVECs 

A：150 kDa SDS 稳定的大分子复合体的形成。1，4，7 为βγ-CAT 对照；2，5，9 为 HUVECs 阴性对照；3，6，10 为βγ-CAT(25 nmol/L，30 
min)处理的 HUVECs；8 为分子量标准；B：泛素化修饰信号的检测。1，4 为 HUVECs 阴性对照；2，3 为βγ-CAT(25 nmol/L，30 min)处理

的 HUVECs。150 kDa 大分子复合体由箭头所指。 
A: 150 kDa SDS-stable complex formation. Lanes1, 4, 7 present βγ-CAT control; lanes 2, 5, 9 present HUVECs negative control；lanes 3，6，10 
present HUVECs treated with βγ-CAT (25 nmol/L) for 30 min；lane 8 is standard protein marker. B: Ubiquitination signals in 150-kDa complex. 
Lanes 1, 4 present HUVECs negative control; lanes 2, 3 present HUVECs treated with βγ-CAT (25 nmol/L). The 150-kDa complex is marked by an 
arrow. 

约为 10 nmol/L)，而 HT29 和 A375 的敏感性较差，

100 nmol/L βγ-CAT 处理 2 h，仅有 40%的细胞脱落。 
2.5  βγ-CAT 诱导肿瘤细胞 HCT116 发生凋亡 

结果表明βγ-CAT 能够诱导肿瘤细胞 HCT116
发生凋亡。如图 6A 中所示，βγ-CAT(5—100 nmol/L，
2 h) 处理 HCT116 后，在流式细胞仪上通过

Hoechst/PI 双染色分析法检测到肿瘤细胞 HCT116
浓度依赖的发生凋亡。βγ-CAT(5 nmol/L)处理能够引

起 77.87±3.65%的 HCT116 细胞发生凋亡。随着

βγ-CAT 剂量的增加(25 nmol/L 和 100 nmol/L)，正常

细胞数目显著减少，凋亡小体数目明显增加(图 6A

中位于第三象限横线下区域，箭头所示)。同时，在

βγ-CAT 处理引起的 HCT116 脱落细胞中检测到

Caspase-1，-2，-6，-8，-9 被显著激活(如图 6B 所

示，P<0.05)。 

3  讨  论 

孔道形成蛋白(pore-forming proteins，PFPs)为
一类自然界中广泛分布于真核生物和原核生物中

的能够在细胞表面形成孔道的蛋白质 (Parker & 
Feil，2005)，例如哺乳动物中的补体，细胞毒T-细
胞分泌的穿孔素，细胞凋亡相关的BCL2家族蛋白， 
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图 3  免疫荧光分析泛素化修饰信号和βγ-CAT 的α和β亚基在 HUVEC 中的共定位 

Fig. 3  Co-localization of ubiquitin signals with βγ-CAT α-/β- subunits in big vacuoles of HUVECs 

A1-A3 和 D1-D3 为 PBS 处理的对照组；B1-B3，C1-C3，E1-E3，F1-F3 为βγ-CAT 处理的细胞。A1, B1, C1, D1, E1, F1 分别为经 FITC 标记(绿色

荧光)的βγ-CAT 的α和β亚基的抗体检测βγ-CAT 的α和β亚基在细胞内的分布；A2, B2, C2, D2, E2, F2 为由 Cy3 标记的羊抗鼠二抗检测(红色荧光)
检测泛素化修饰信号；A3, B3, C3, D3, E3, F3 为红绿荧光通道和明场叠加。箭头所指为泛素化修饰信号和βγ-CAT 的α和β亚基的共定位。Hoechst
染液复染细胞核，图中标示比例尺为 20 µm。 
A1-A3 and D1-D3，cells were treated with PBS. B1-B3，C1-C3, E1-E3 and F1-F3, cells were treated with 10 nmol/L βγ-CAT at 37°C for 10 min. A1, B1 
and C1 were detected with FITC-labeled-antibodies against α-subunit (green). D1, E1 and F1 were detected with FITC-labeled-antibodies against 
β-subunit (green). A2, B2, C2, D2, E2 and F2 were detected with rabbit monocloal anti-ubiquitin antibody (red). A3, B3, C3, D3, E3 and F3 were merged 
with a bright view. B2, D2, F2 and H2 were merged with a bright view. An overlap between the two antigens was yellow (arrows indicated in B3, C3, E3 
and F3). Cell nucleus was stained by Hoechst. Scale bars equal to 20 µm. 

       
图 4  MTT 法检测βγ-CAT 对不同肿瘤细胞株的选择 

性杀伤作用 
Fig.4  Cell viability of different tumor cell lines after 

treated with βγ-CAT as determined by MTT assay 

结果表示为平均值±标准误(**P<0.01)。 
Data were expressed as means±SEM of triplicate measurements (**P<0.01). 

图 5  βγ-CAT 诱导肿瘤细胞(HUVEC，A375，HCT116， 
HT29)脱落 

Fig.5  Detachment of cancer cells (HUVEC, A375, HCT116, 
HT29) induced by βγ-CAT 

**P<0.01. 
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图 6  βγ-CAT 诱导 zHCT116 细胞凋亡 

Fig.6  Cell apoptosis of HCT116 induced by βγ-CAT 

A：Hoechst33342/PI 双染法流式检测。第四象限表示凋亡小体的含量；B) βγ-CAT 处理后的 HCT116 细胞 Caspase 酶活性测定。白色栏: PBS
处理的对照细胞裂解液。灰色栏，βγ-CAT 处理后的 HCT116 全细胞裂解液。黑色栏，βγ-CAT 处理后的 HCT116 脱落细胞裂解液。结果表示

为平均值±标准误(*P<0.01)。 
A: Apoptosis of HCT116 detected using Hoechst33342/PI by flow cytometry. Cell debris was under the line in the lower left quadrant；B: Activated 
caspase activities of HCT116 cells after treated with βγ-CAT. White columns present PBS treated cells；gray columns present the whole βγ-CAT treated. 
cells; black columns present the floating cells after βγ-CAT treatment. Data were expressed as means ± SEM of triplicate measurements (*P<0.01). 

金色葡萄球菌分泌的α-溶血素和产气芽孢杆菌

(Aeromonas hydrophila)分泌的Aerolysin (Tomita et 
al，2004；Parker & Feil，2005)。βγ-CAT的α-亚基

在一级序列上由两部分组成:N-端区域含有由四个

希腊钥匙模体组成的两个βγ晶状体结构域  (第
1-170个氨基酸残基) (Liu et al，2008)。已有文献报

道β晶状体蛋白具有从单体向多聚体相互转化的能

力(Jaenicke & Slingsby，2001)，粘球菌分泌的非晶

状体βγ晶状体蛋白S能够在应急状态下通过寡聚化

形成保护性蛋白衣壳，保护细菌度过恶劣环境 
(Inouye et al，1979)。C-端区域含有(第173-287个氨

基酸残基)与细菌(Clostridium perfringens)孔道形成

蛋白毒素ETX(epsilon toxin)中孔道形成结构域(第
118-209个氨基酸残基)高度相似的结构域(Liu et al，
2008)。因此，βγ-CAT的α-亚基在结构上具备了孔

道形成蛋白所需的结构特征。研究表明， βγ-CAT
能够以囊泡化的方式被HUVEC内吞入胞，并迅速

运输到细胞核中(βγ-CAT处理10 min，在部分细胞中

即可观察到)调节细胞的基因表达。βγ-CAT在不同

的剂量下，能够引起HUVEC不同的生物学效应。

在低剂量下 (25－50 pmol/L)，βγ-CAT能够引起

HUVEC的伤口修复和细胞迁移活性；在高剂量下(5
－100 nmol/L)，βγ-CAT能够诱导HUVEC发生脱落

和选择性凋亡。选择性阻断βγ-CAT囊泡化的过程，

能够部分抑制βγ-CAT诱导的HUVEC脱落，表明

βγ-CAT通过转运到细胞核内来调节HUVEC的细胞

功能。在这一点上，βγ-CAT与一些典型的细菌和植

物来源的孔道形成蛋白毒素的作用很相似。这些孔

道形成蛋白在细胞膜上形成孔道后能够诱导细胞

内吞，通过内吞囊泡逆行转运到特定的亚细胞器靶

点发挥作用(Wang et al, 2008), 例如细菌来源的腺甘

酸环化酶毒素(Adenylate cyclase toxin)和志贺毒素

(Shiga toxin)内吞入细胞后, 特异的作用于内质网

(Sandvig & van Deurs，2005；Ladant & Ullmann，
1999；Sandvig & van Deurs，2000)；幽门螺旋杆菌

囊泡化毒素VacA转运到线粒体诱导细胞凋亡

(Cover & Blanke，2005)。但是，目前关于βγ-CAT
在HUVEC中的内吞入胞，细胞核转运和转录激活，

调节细胞功能等相关的精细分子作用机制还很不

清楚。 
在本研究中，首先通过序列分析发现βγ-CAT

的α亚基中含有典型的 GTP/ATPase 的保守结构模

体 Walker A 和 Walker B。在体外实验体系中检测到

βγ-CAT 具有微弱的 GTPase 和 ATPase 的活性，分

别为 0.23 nmol/L/min 和 0.15 nmol/L/min。同时

βγ-CAT 能够与 GTP/ATP 的类似物 TNP-GTP/ 
TNP-ATP 在体外结合，表明βγ-CAT 具有潜在的

GTP/ATP 结合活性 (图 1A－B)。这些结果提示

βγ-CAT 可能为一类全新的 GTP/ATPase，这是第一

次报道高等脊椎动物来源的非晶状体βγ晶状体蛋

白具有潜在的 GTP/ATPase 和 GTP/ATP 结合活性。

在体外实验体系中，随着浓度的增加，βγ-CAT 与
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ATP 类似物 TNP-ATP 的结合反而降低与,而βγ-CAT
与 GTP 类似物 TNP-GTP 的结合相应的增加。我们

推测可能是由于体外实验体系微环境与细胞内囊

泡小体微环境存在很大的差别，βγ-CAT 在体外测试

体系中的折叠构象与细胞内的折叠构象不同，以及

βγ-CAT 与 TNP-ATP 和 TNP-GTP 的结合能力的差

异所导致。结合βγ-CAT 具有孔道形成蛋白的结构特

点，βγ-CAT 与 ATP 和 GTP 的不同结合特性强烈提

示βγ-CAT 可能存在两中不同的构象来实现与 ATP
和 GTP 的结合，从而发挥不同的功能，例如βγ-CAT
可能以构象 A 与 ATP 结合活性，通过 ATPase 活性

水解ATP，在细胞内囊泡转运过程中提供转运动力；

到达细胞核区域后经过构象变化，βγ-CAT 可能以构

象 B 的形式与 GTP 结合，通过 GTPase 活性水解

GTP，调节基因转录和表达。因此下一步的研究将

尝试在细胞内分析βγ-CAT的GTP/ATPase水解活性

及 GTP/ATP 结合活性对βγ-CAT 的细胞内转运和调

节基因表达中发挥的作用及其相应的分子作用机

制。 
高 等 真 核 生 物 中 ， 细 胞 内 泛 素 化 修 饰

(ubiquitination)信号具有多种功能，例如多泛素化修

饰信号认为是蛋白酶体降解蛋白的信号，单泛素化

修饰信号主要参与了其他不依赖于蛋白酶体降解

的重要的细胞生理功能，例如介导细胞外分子内

吞，转运到细胞核调节基因表达(Haglund et al，
2003)。最近研究表明，蛋白激素，生长因子和细胞

因子可通过单泛素化修饰，经过一系列信号分子的

调节，能够直接转运到细胞核，调节细胞基因表达，

发挥重要的生理作用(Belting et al，2005)。例如，

成纤维生长因子(fibroblast growth factors，FGFs)，
血小板生长因子(platelet derived growth factors，
PDGF)，表皮生长因子(epithelial growth factors，EGF)
和血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factors，VEGF)结合受体后,经过单泛素化修饰，被

细胞内吞后直接转运到细胞核，调节基因表达，刺

激细胞生长，增殖和分化，从而在胚胎发育和组织

再生等生理过程中发挥重要作用 (Keresztes & 
Boonstra，1999；Olsnes et al，2003)。在本研究中，

βγ-CAT(10 nmol/L)37 ℃处理 HUVEC 30 min ，

Western blot 分析发现βγ-CAT 的α亚基和β亚基参与

形成约 150 kDa 的大分子复合物。这与在人红细胞

膜上只有βγ-CAT的α-亚基参与形成分子量大于240 
kDa 的寡聚体明显不同，表明βγ-CAT 在红细胞(无

核细胞)和人脐带静脉内皮细胞(有核细胞)两种不

同类型的细胞上采取了不同的作用机制。另外，在

含有βγ-CAT 的α亚基和β亚基的 150 kDa 的大分子

复合物中 Western blot 检测到阳性的泛素化修饰信

号(图 2B)。通过激光共聚焦显微镜观察发现部分泛

素化修饰信号和βγ-CAT 的α亚基和β亚基的抗体荧

光信号分别重合，分布于细胞内和融合于细胞核区

域的转运囊泡小体中(图 3)。这些结果提示泛素化修

饰信号可能在βγ-CA 内吞入胞和细胞核转运过程中

起到重要的作用。在研究中，我们曾尝试采用鼠源

单克隆泛素化抗体对 150 kDa 的大分子复合物进行

免疫共沉淀，但是没有成功。因此，在下一步的相

关研究中，需要通过各种分子生物学和细胞生物学

研究手段，分析泛素化修饰信号在βγ-CAT 内吞入胞

和细胞核转运过程中所起到的作用和相关的分子

调节机制，例如将 HUVEC 中与泛素化修饰的酶用

siRNA 的手段敲掉，分析对βγ-CAT 内吞入胞和细

胞核转运的影响，以及尝试用抗不同表位的抗体，

通过免疫共沉淀来分析 150 kDa 大分子复合物中的

蛋白组成。 
前期研究表明，βγ-CAT 能够以囊泡化的方式被

HUVEC 内吞入胞，并迅速运输到细胞核中调节细

胞的基因表达。基因表达谱芯片分析发现大量的转

录因子和细胞因子，金属蛋白酶被激活，例如

Kruppel-like factor 4，activating transcription factor 
3，TNF-α， interleukin 1β, interleukin 6，matrix 
metalloproteinases 9 和 12 等。在不同的剂量下，能

够引起 HUVEC 不同的生物学效应。在低剂量下(25
—50 pmol/L)，βγ-CAT 能够引起 HUVEC 细胞的伤

口修复和细胞迁移；在高剂量下(5—100 nmol/L)，
βγ-CAT 能够诱导 HUVEC 发生脱落和选择性凋亡，

提示βγ-CAT 可能作为一类调节蛋白(Liu et al，
2008)。本研究中，实验结果表明βγ-CAT 对肿瘤细

胞也表现出复杂的生物学活性。βγ-CAT 能够选择性

的杀伤多种肿瘤细胞，不同的肿瘤细胞株对βγ-CAT
的敏感性表现出很大的差异，其中结肠癌细胞

HCT116 最敏感，其 CC50约为 3 nmol/L，肿瘤细胞

AGS，Hacat，A375，K562 对βγ-CAT 的敏感度很

低(如图 4 所示)。在体外βγ-CAT 能够浓度依赖(5—
100 nmol/L)的诱导贴壁的肿瘤细胞 HCT116，HT29
和 A375 发生脱落，其中 HCT116 最敏感，HT29 和

A375 的敏感性较差(如图 5 所示)。流式细胞仪分析

表明，βγ-CAT 能够诱导 HCT116 细胞发生经典的细
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胞凋亡效应，随着剂量增加，HCT116 凋亡的细胞

数目增加，并可以观察到大量的凋亡小体产生。

Caspases 活性检测结果表明，在βγ-CAT 处理的

HCT116细胞中，细胞凋亡中起关键作用的Caspases 
(Kumar，2007)被显著性的激活(如图 6 所示)，例如

线粒体凋亡途径 (内源性途径 )上的关键分子

Caspase-9 (Degterev et al，2003；Fuentes-Prior and 
Salvesen，2004)和 TNF-a 家族成员启动的细胞凋亡

的途径上的关键分子 Caspase-8(Boldin et al，1996；
Muzio et al，1996)。比较βγ-CAT 在肿瘤细胞和

HUVEC 上引起的生物学效应，发现存在很多相似

之处。因此，结合分析上述实验结果，我们推测

βγ-CAT 在高等哺乳动物有核细胞中可能的作用机

制为：βγ-CAT 在细胞膜上通过孔道形成作用，诱导

细胞将βγ-CAT 内吞入胞；通过泛素化修饰(很有可

能为单泛素化修饰)，为βγ-CAT 提供向细胞核定向

转运的信号；βγ-CAT 可能通过其具有的 ATPase 活

性为细胞内的快速转运提供能量；βγ-CAT 被转运进

入细胞核后，通过其具有的 GTPase 活性和核苷酸

结合活性来实现其调节基因的表达，激活多种转录

因子，分泌产生大量的细胞因子，从而调节细胞的

生理功能，产生不同的细胞效应，如脱落，迁移和

选择性凋亡。因此，下一步的相关研究将通过各种

实验验证这些假设。 
高等哺乳动物中非晶状体βγ-晶状体蛋白黑色

素瘤缺失蛋白 AIM1 在体内以基因家族的形式存

在，目前研究提示黑色素瘤缺失蛋白 AIM1 在胚胎

发育，抑制恶性皮肤肿瘤具有重要的作用。但是，

由于其表达量低和结构特殊，对其生化特性, 生物

学功能和分子作用机制的相关信息了解尚少 (Ray 
et al，1997；Teichmann et al，1998)。三叶因子蛋白

在哺乳动物中参与了粘膜保护，损伤修复和肿瘤抑

制等重要生理过程，但是对于与其相互作用的靶蛋

白分子和下游信号转导通路存在很大的争议，其详

细的分子作用机制目前还不清楚。Erspamer 曾经预

测两栖动物皮肤中的活性蛋白和多肽在高等哺乳

动物中都能找到类似物。这一论断被越来越多的实

验证据所支持，很多两栖动物皮肤中的活性蛋白和

多肽作为研究模型和前导分子，为研究高等哺乳动

物中类似分子的生理功能和分子作用机制提供了

线索和巨大贡献，例如 BV8 和 Bradykinin (Bevins & 
Zasloff，1990)。本文第一次报道 βγ-CAT 在体外具

有潜在的 GTP/ATPase 和 GTP/ATP 结合活性。通过

Western blot 分析和激光共聚焦显微镜观察，发现

βγ-CAT 在向 HUVEC 的细胞核转运过程中，其α亚
基和β亚基参与形成约 150 kDa 的大分子复合物，部

分泛素化修饰信号和βγ-CAT 的α亚基和β亚基的抗

体荧光信号分别重合，分布于细胞内和融合于细胞

核区域的转运囊泡小体中，提示泛素化修饰信号在

βγ-CAT 的内吞入胞和细胞核转运的过程中可能起

到重要的作用。同时，还发现βγ-CAT 能够选择性的

杀伤肿瘤细胞，诱导肿瘤细胞脱落和发生凋亡。这

些结果为进一步深入研究βγ-CAT 的细胞内的转运，

细胞核定位和调节细胞基因表达的详细作用机制

提供了线索，也为研究高等脊椎动物中非晶状体βγ-
晶状体蛋白和三叶因子的生理功能和作用机制提

供一个全新的视野。 
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