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·基础研究·
ORP8与 SPAG5相互作用并影响细胞周期 *

罗 玮 周天鸿 闫道广△

（暨南大学生命科学技术学院 广东广州 510632）

摘要 目的：筛选与氧化固醇结合蛋白相关蛋白 8（Oyxterol binding protein related protein 8，ORP8）相互作用的蛋白质，为揭示
ORP8 在细胞中的功能及其机制提供线索，并根据相互作用蛋白质初步探索 ORP8 的功能。方法：构建重组诱饵质粒
pGBKT7-ORP8m，利用 GAL4酵母双杂交系统筛选人 Universal cDNA文库，筛选出与 ORP8相互作用的蛋白质，通过 GST
Pull-down以及免疫共沉淀（Co-immunoprecipitation，Co-IP）验证蛋白质相互作用，并通过流式细胞仪检测过表达 ORP8对 HepG2
细胞周期的影响。结果：酵母双杂交筛选得到了精子相关抗原 5（Homo sapiens sperm associated antigen 5，SPAG5），体外 GST
pull-down和 Co-IP实验确证了 ORP8-SPAG5的相互作用，流式细胞术显示 ORP8过表达后与空载体相比，人肝癌细胞系 HepG2
的 S期细胞数增加，G1期细胞数减少。结论：SPAG5是与 ORP8相互作用的蛋白质，ORP8过表达影响人肝癌细胞系 HepG2的细
胞周期，可能通过 SPAG5起作用。ORP8-SPAG5的相互作用为进一步研究 ORP8在肝细胞中的功能及其机制提供了有用的线索
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ABSTRACT Objective: To investigate the function of oxyterol binding protein related protein 8（ORP8）and to provide clues for better

understanding its function and mechanism. Methods: Yeast two-hybrid system screening human universal cDNA library was used to
obtained proteins interacting with ORP8. Putative interactions were further confirmed by GST Pull-down and Co-IP experiments. The
effects of ORP8 on cell cycle were detected by flow cytometry in HepG2 cells. Results: ORP8 interacted with SPAG5 in two-hybrid
screen using ORP8 as bait. ORP8-SAPG5 interaction was further confirmed in GST Pull-down and Co-IP experiments. Transient
over-expression of ORP8 in HepG2 cells decreased cell population of G0/G1-phase and increased S-phase compared with that in control.
Conclusion: ORP8 physically interact with SPAG5 and influence the cell cycle of HepG2 cell lines, probably through a mechanism in-
volving SPAG5. ORP8-SPAG5 interaction provides clues to further explore the function of ORP8 and its mechanism.
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前言

氧化固醇是胆固醇的二十七碳氧化产物或胆固醇生物合

成的副产物。氧化固醇不仅是脂质代谢的中间产物，近二十年
来的研究发现氧化固醇具有多种生理活性，影响细胞生物学的

各个方面包括脂代谢、信号传导、免疫功能、细胞毒性等，而这
些功能是由特定的氧化固醇感受器蛋白介导的，这些蛋白包括

肝脏 X受体（LXR），固醇调节元件结合蛋白（Insig），氧化固醇
结合蛋白（OSBP）和氧化固醇结合蛋白相关蛋白家族（OS-
BP-Related protein family，ORPs）[1]。在人类中，至少有 12 种
OSBP/ORPs蛋白，它们共同的结构特点是都具有氧化固醇的
结合域[2,3]。目前发现氧化固醇结合蛋白家族仅存在于真核生物
中，这些蛋白作为脂质传感器以及运载蛋白在囊泡运输、脂质

代谢和信号转导等方面发挥作用[4-6]。
ORP8（OSBP-Related Protein 8）是氧化固醇结合蛋白相关
蛋白家族的成员之一。研究显示，ORP8在很多组织中都有表
达，在肝组织中高表达，ORP8结合二十五羟基胆固醇，以 C-末
端锚定在内质网细胞膜上，在 THP-1细胞中抑制 ABCA1的转
录和胆固醇的流出，参与脂质代谢的调控[7]。
然而，在 ORPs家族中，ORP8的功能及其发挥功能的机制

仍属一个未被探索的领域，为进一步了解 ORP8功能及发挥功
能的机制，我们通过酵母双杂交筛选与 ORP8相互作用的蛋
白，以期通过相互作用蛋白推导 ORP8的功能及其起作用的机
制，本文报道 ORP8与精子相关抗原 5（SPAG5）的相互作用及
其对细胞周期的影响。
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1 材料与方法

1.1 材料
Matchmaker GAL4酵母双杂交系统和人 Universal Mate &

Plate cDNA文库 （normalized）购自 Clontech公司；大肠杆菌
DH5 α、RosettaTM （DE3）、酵母菌株 AH109、pcDNA4His-
maxC-ORP8质粒、各种用于构建表达载体的质粒和哺乳动物
细胞系 HepG2细胞株为本实验室保存；限制性内切酶、连接酶
购自大连 Takara公司；PCR清洁试剂盒、胶回收试剂盒、酵母
质粒抽提试剂盒购自 OMEGA公司；GST-bind resin 购自 No-
vagen 公司；Protein G sepharose 4 fast flow 购自 Invitrogen 公
司；一抗 Anti ORP8抗体购自 Santacruz公司，Anti-SPAG5抗
体购自 Proteintech Group公司；二抗 Goat anti rabbit-HRP抗体
和 Goat anti mouse-HRP抗体购自 Bio-rad公司；胎牛血清购自
杭州四季青公司；DMEM购自 Gibco公司；转染试剂 Lipofec-
tamine 2000购自 Invitrogen公司；引物由 Invitrogen公司合成。
1.2 方法
1.2.1 质粒构建 pGBKT7-ORP8m（ORP8m，NM_001003712，
ORP8 全长除去 C 未端 19 个氨基酸的跨膜区）：上游引物:
5'-gatcattcatATGAGTCAGCGCCAAGGAAAAG-3'（下划线处为
NdeI 酶切位点） 下游引物 :5'-aatgtcgacGTCTTTTTGTTGCA-
GAAAATAATCC-3'（下划线处为 SalI酶切位点），通过 PCR扩
增得到 ORP8m序列，PCR产物经 PCR产物清洁及双酶切处理
后，克隆到 pGBKT7 载体上，转化至 DH5α，挑选单克隆进行
PCR、双酶切鉴定后送公司测序。

pcDNA4HismaxC-SPAG5：上游引物：5'-aatggtaccATGTG-
GCGAGTGAAAAAACT-3'（下划线处为 KpnI酶切位点）下游
引物：5'- aatctcgagATTCTGGCTTTCAGTTTCTT-3'（下划线处
为 XhoI酶切位点），通过 PCR扩增得到 SPAG5序列，PCR产
物经 PCR产物清洁及双酶切处理后，克隆到 pcDNA4HismaxC
载体上，转化至 DH5α，挑选单克隆进行 PCR、双酶切鉴定后送
公司测序。

pGEX-4T-1-ORP8m：用于构建 pGBKT7-ORP8m 的 PCR
产物经 SalI单酶切后，回收 ORP8m片段与 SmaI/XhoI双酶切
处理的 pGEX-4T-1载体进行连接并转化 DH5α，挑选单克隆进
行 PCR、双酶切鉴定。
1.2.2 酵母双杂交筛选 Universal Human cDNA Library 诱饵蛋
白载体 pGBKT7-ORP8m经检测，在酵母 AH109株中无毒性、
无自激活。将诱饵质粒 pGBKT7-ORP8m转化 AH109，划线－
Trp平板，30℃培养 3天，转接单克隆至 50 ml SD/-Trp液体培
养基，培养过夜后测定 O.D.600 达到 0.8，离心去上清，用 1.5
ml SD/-Trp培养基重悬细胞。用 2X YPDA培养基稀释文库，预
留 10 μl测定文库滴度。将重悬的细胞加入到 YPDA-文库混
合液中，并转至锥形瓶中 30℃低速震荡培养 20 h，后显微镜下
观察酵母菌是否形成三叉状合体，离心收菌去上清，用 3 ml
YPDA重悬，取 10 μl菌体做 mating效率测定。其余菌体按 50
μl/板涂布于 SD/-Ade -His -Leu -Trp筛选培养基上，30℃恒温
培养 14天。14天后挑取酵母克隆进行β-半乳糖苷酶活性检
测。将挑选出的阳性酵母克隆抽提质粒 DNA，转化大肠杆茵
DH5α后，送测序并用 NCBI BLAST进行比对分析。

1.2.3 细胞培养及细胞转染 HepG2 细胞以含有 10 %胎牛血
清、100 U/ml青霉素、100 U/ml链霉素的 DMEM高糖培养基培
养于 37℃、5 % CO2培养箱中。按照 Invitrogen说明书，6孔板
中每孔细胞用 2 μg质粒和 4 μl Lipofectamine 2000进行转染。
1.2.4 GST Pull-down 验证相互作用 原核表达：pGEX-4T-1、
pGEX-4T-1-ORP8m 分别转化大肠杆菌 RosettaTM（DE3），37
℃培养至 O.D.600达到 0.5~1.0，加入 IPTG至终浓度 0.1 mM，
20℃低温诱导 16~18 h，5000 rpm离心 5 min收集菌体进行超
声破碎，10000 rpm低温离心 10 min留上清。
细胞裂解：HepG2细胞用预冷 PBS洗涤两次，用细胞裂解

液（50 mM Tris-Cl，150 mM NaCl，1.0% Triton X-100，pH 8.0，使
用前添加蛋白酶抑制剂）裂解，冰上摇动 30 min，12000 rpm离
心 10 min，取上清。
树脂孵育：菌体裂解上清各加入 30 μl GST-bind resin，冰

上孵育 30 min，PBS洗 3次，加入细胞裂解上清，冰上孵育 3 h，
用细胞裂解液洗涤 3次，吸干残余液体，加入 30 μl 2X Sample
Buffer，98℃变性 5 min，进行 SDS-PAGE，并以 anti-SPAG5抗
体进行Western blot检测。
1.2.5 免疫共沉淀验证细胞内相互作用 细胞瞬时转染：质粒
pcDNA4HismaxC-ORP8 和 pcDNA4hismaxC-SPAG5 用 Lipo-
fectamine 2000共同转染 HepG2细胞。转染 24小时后用细胞
裂解液（50 mM Tris-Cl，150 mM NaCl，10 % glycerol，0.5 mM
MgCl2，0.5 % TritonX-100，pH 8.0，使用前添加蛋白酶抑制剂）
冰上裂解 45 min，10000 Xg离心 15 min收集上清。取 30 μl上
清，加入 10 μl 4X蛋白电泳上样缓冲液，98℃变性 5 min；取适
量进行 SDS-PAGE电泳，分别用 anti-ORP8和 anti-SPAG5抗
体进行Western blot检测蛋白表达情况。
免疫共沉淀检测：预吸附：上清加入 30 μl Protein G

sephorase 4 fast flow预吸附 1 h，500 Xg离心 5 min收集上清。
抗体结合：上清均分为两部分，分别加入 anti-ORP8 抗体和
control rabbit抗体，4℃摇动孵育过夜。树脂结合：分别加入 30
μl树脂，4℃摇动孵育 3 h。低速离心弃上清，用细胞裂解液洗
涤树脂 5 次。加入 30 μl 2X SDS loading buffer，98 ℃变性 5
min，进行 SDS-PAGE。用 anti-SPAG5抗体进行Western blot检
测 Co-IP结果。
1.2.6 细胞周期检测 流式细胞术分析细胞周期：样品（PI染色）
的制备：将 pcDNA4HixmaxC和 pcDNA4HixmaxC-ORP8瞬时
转染 HepG2。36 h后用 0.25 %胰酶消化制成单细胞悬液，然后
500 Xg离心 5 min，弃上清液。沉淀用 PBS洗一次，用 4℃预冷
的 70 %冷乙醇固定，4℃保存，固定 18 h。调整细胞浓度为 106
个 /mL，取 1 mL细胞悬液，用 PBS洗 3 次，细胞重悬于 1 mL
碘丙啶（PI）染液中，37℃孵育 30 min后进行流式细胞术分析。
PI染液终浓度为 50 μg /mL，RNase A终浓度为 20 μg /mL。
1.3 统计学处理
实验结果采用 SPSS13. 0软件分析。各分组所得计量数据
采用均数±标准差 (X±S) 表示，两组间均数比较用 t检验。
P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 酵母双杂交筛选得到与 ORP8相互作用的蛋白质

2602· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.14 JUL.2011

为了鉴定 ORP8相互作用的蛋白质，为 ORP8功能及其机
制研究提供有用的线索，本研究利用 GAL4酵母双杂交系统，
以 ORP8（NM_001003712）为诱饵蛋白筛选具有广泛成人组织
来源的 Universal Human cDNA Library。ORP8 C未端有 19个
氨基酸的蛋白跨膜区，在酵母双杂交系统中跨膜区的存在会影

响重组蛋白的核内定位及进一步的报道基因激活，因而在构建

诱饵质粒时这一段序列去除[7]。将生长在 SD/4-筛选培养基上
的酵母克隆经进一步β-半乳糖苷酶活性检测，阳性克隆显蓝
色，最终获得 9个阳性克隆（图 1）。将这些克隆经测序后进行
序列比对，其中两个克隆（编号为 8-18和 8-22，见图 1）为精子
相关抗原 5（NM_006461，Homo sapiens sperm associated anti-
gen 5，SPAG5）。
2.2 GST pull-down验证 ORP8与 SPAG5体外的相互作用

为进一步确证 ORP8与 SPAG5的相互作用，我们进行体
外 ORP8 与 SPAG5 的 GST Pull-down 实验。 GST-ORP8m
（ORP8m，ORP8全长除去 C未端 19个氨基酸的跨膜区）在大
肠杆菌表达纯化，HepG2细胞裂解液作为 SPAG5蛋白的来源。
考马斯亮蓝染色结果显示，GST-ORP8 融合蛋白大小约为
120KD，与预测值 124KD（ORP8本身为 97 KD，加上 GST蛋白
27 KD）相近（图 2A）。GST Pull-down样品利用多克隆 SPAG5
抗体进行Western Blot检测，结果显示与 GST对照相比，结合
了 GST-ORP8的 Glutathione Sepharose 4B可以特异将 SPAG5
蛋白共沉淀下来，表明 ORP8与 SPAG5在体外发生特异性的
相互作用（图 2B）。
2.3 免疫共沉淀（Co-IP）验证 ORP8与 SPAG5在细胞内的相互

作用

为进一步检测 ORP8与 SPAG5在细胞内的相互作用，进
行免疫共沉淀（Co-IP）实验。在 HepG2细胞同时过表达 ORP8
和 SPAG5，以 ORP8兔多克隆抗体和对照兔多克隆抗体进行免
疫沉淀，结果显示与对照抗体相比，ORP8 抗体可特异地将
SPAG5共沉淀下来，表明 ORP8与 SPAG5在 HepG2细胞中发
生相互作用（图 3）。
2.4 ORP8和 SPAG5在 HepG2细胞中的内源性表达

为了进一步研究 ORP8-SPAG5相互作用是否影响 HepG2
细胞的功能，检测 ORP8和 SPAG5在 HepG2细胞中的表达。
Western blot分析检测 ORP8和 SPAG5在 HepG2细胞中的内
源性表达，ORP8的抗体来源及其特异性描述见文献[7]，结果显

示 ORP8与 SPAG5在 HepG2细胞中有内源性表达，且分子量
与过表达的一致（图 3）。SPAG5与 ORP8在 HepG2细胞中的
内源性表达显示 ORP8-SPAG5相互作用可能在 HepG2细胞中
发生并参与调节细胞功能。
2.5 ORP8改变 HepG2的细胞周期

SPAG5是一个纺锤体结合蛋白，在有丝分裂过程中具有
重要的调节作用，下调 SPAG5表达的细胞其纺锤体会发生畸
形，导致有丝分裂延迟，细胞停滞于 G2/M期[10,11]，因此我们检

图 1 ORP8文库筛选 SD/4-平板上阳性克隆的β-半乳糖苷酶活性检

测：+：阳性对照；-：阴性对照；R8：ORP8文库筛选 SD/2-平板上的阴性

克隆；8-2到 8-31：ORP8文库筛选 SD/4-平板上的阳性克隆
Fig. 1 β-Galactosidase Assays of positive ORP8 colonies from SD/4-

selection medium：+: positive control; -: negative control; R8: random

colonies on SD/2- plates; 8-2 to 8-31: positive colonies on SD/4- selection

plates

图 2 GST Pull-down鉴定 ORP8与 SPAG5体外的相互作用:A纯化
GST和 GST-ORP8蛋白考马斯亮蓝染色；B GST Pull-down样品

Western blot检测 SAPG5

Fig. 2 GST Pull-down assay of ORP8-SAPG5 interaction:ACoomassie

blue staining of purified GST and GST-ORP8m proteins; B:Western

blotting analysis of SAPG5 in GST Pull-down samples.

图 3 Co-IP鉴定 ORP8与 SPAG5在 HepG2细胞内的相互作用:左：
ORP8免疫沉淀样品Western blot检测 ORP8；右：ORP8免疫沉淀样品

Western blot检测 SAPG5

Fig. 3 Co-IP analysis of ORP8-SAPG5 interaction in HepG2 cells:(a)

Western blotting analysis of ORP8 in ORP8 IP samples; (b) Western

blotting analysis of SAPG5 in ORP8 IP samples
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测 ORP8是否对细胞周期造成影响。在 HepG2细胞中，与空载
体对照相比，ORP8过表达使 G1期细胞减少，G2/M期细胞增
多，说明 ORP8的过表达可引起肝癌细胞系 HepG2细胞周期
改变（表 1）。

3 讨论

本研究通过酵母双杂交筛选出 SPAG5为 ORP8相互作用
的蛋白，进一步经 GST Pull-down 以及 Co-IP 实验确证了
ORP8-SPAG5的相互作用，并根据 SPAG5的已知功能，推测并
通过实验初步证实了 ORP8对细胞周期的影响。

ORP8是 ORPs家族的一个成员，通过其氧化固醇的结合
域在体外结合二十五羟基胆固醇，通过其 C -末端的跨膜片
段，定位到内质网上，在巨噬细胞及肝脏中高表达，在单核巨噬

细胞系中，ORP8强烈下调 ABCA1的转录表达及胆固醇的流
出，参与脂质代谢调控[7]。然而，目前对 ORP8功能以及其发挥
功能的了解仍是非常片面。本研究报道 ORP8-SPAG5的相互
作用，由此推导并初步证实了 OPR8对细胞周期的影响，为探
索 ORP8的新功能及其机制提供了一个有用的线索。

SPAG5（也称作 astrin，hMAP126）作为纺锤体结合非动力
蛋白质被鉴定，在有丝分裂期，SPAG5定位于纺锤体上，并在
有丝分裂中期定位于着丝粒上[12,13]。随后的研究发现 hNinein与
SPAG5相结合并调节 S期和 G2期的中心体定位[9]，糖原合成

酶激酶 3β（Glycogen Synthase Kinase 3β，GSK3β）与 SPAG5相

图 4 Western blotting检测 ORP8和 SPAG5在 HepG2细胞中的表达:

1: Western blotting检测 SPAG5的内源性表达；2：Western blotting检测
SPAG5的过表达；3：Western blotting检测 ORP8的内源性表达；

4: Western blotting检测 ORP8的过表达
Fig. 4 Endogenous expression of ORP8 and SPAG5 in HepG2 cell:

1: Western blotting detect SPAG5 endogenous expression; 2: Western

blotting detect SPAG5 overexpression; 3: Western blotting detect ORP8

endogenous expression; 4: Western blotting detect ORP8 overexpression .

Note : *: P＜0.05 compared with control group

表 1 ORP8过表达（ORP8 group）和对照（control group）的 HepG2细胞周期（x±s）分析
Table 1 Analysis of cell cycle in HepG2 control and ORP8 overexpressing cells

Group G1 (% ) G2/M (% ) S (%)

ORP8 group 52.9±0.95* 14.33±0.80* 33.77±0.90

Control group 63.47±2.11 10.67±2.06 25.85±0.21

结合并磷酸化和调节 SPAG5与纺锤体以及中心粒的定位[8]，而

SPAG5 本身可结合并调节有丝分裂过程的一个重要的激酶
Aurora-A在纺锤体上的定位[10]，在有丝分裂过程中，CLASP1，
SPAG5（astrin）和 Kif2b在着丝粒上形成一个分子开关，共同调
节着丝粒 -微管动力学，促进有丝分裂的进程和有丝分裂的忠
实性[14]，这些结果表明 SPAG5通过与其他蛋白的相互作用，在
有丝分裂进程的动态调节网络中起着重要作用。相应地，
SPAG5的敲低将导致多极异常纺锤体的形成，有丝分裂停滞，
细胞生长阻滞并最终导致细胞凋亡 [10,11,15]。根据 ORP8-SPAG5
的相互作用，我们推测 ORP8作为一个氧化固醇结合蛋白，有
可能整合脂质代谢调节与有丝分裂的调节，影响有丝分裂的进

程以及进一步的细胞凋亡。ORP8对细胞周期影响的初步观察
显示 ORP8可能通过其与 SPAG5的相互作用，参与到有丝分
裂过程的动态调节网络中。
除此之外，在有丝分裂间期，SPAG5定位于内质网上[16]，这

与 ORP8的内质网定位一致，进一步提示了 ORP8-SPAG5相
互作用在细胞内发生的可能性，以及 SPAG5与 ORP8在有丝
分裂间期形成复合体，影响细胞的各种生命活动的可能性。然
而，对 SPAG5在有丝分裂间期的功能仍未见报道，ORP8 对
ABCA1转录翻译后胆固醇流出的调节[7]是否涉及 SPAG5在有
丝分裂间期的作用还有待研究，ORP8-SPAG5的相互作用不仅

仅提示了 ORP8的功能及其机制，也为 SPAG5功能的研究打
开了一个新的方向。

SPAG5 在睾丸中高表达，而在卵巢未检测到 [13]，显示

SAPG5可能具有性别特异性的作用。在 ORP8基因敲除鼠中，
已观察到 ORP8对血脂的影响有强的性别依赖性（结果未发
表），这种依赖性的产生是否与 ORP8-SAPG5的相互作用以及
SPAG5在不同性器官中的特异性表达有关仍有待进一步的研
究。本研究筛选确证了 ORP8-SPAG5的相互作用，为更好的研
究 ORP8的生物学功能及其机制提供了有用的线索，为 ORP8
的功能研究打开了新的视野，并可能对 SAPG5蛋白的功能研
究也有了新的提示作用。
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