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金属硫蛋白$

PAB7DDEBR;E>A;>

#

*+

&最早从马肾中分离而

来#是一类低相对分子质量#富含半胱氨酸#无芳香族氨基酸#

能与金属离子结合#普遍存在于生物界的独特的蛋白质'

#,!

(

)

哺乳动物组织中主要含有
K

种
*+

#即
*+,#

*

*+,!

*

*+,$

和

*+,K

)

*+,!"

是
*+,!

中惟一具有生物学功能的蛋白

质'

$,K

(

)研究表明
*+,!"

不仅具有重金属解毒*清除自由基*

抗辐射*修复组织损伤*抗衰老及调节微量元素等作用#也与细

胞增殖*凋亡及多种肿瘤的发生*发展和耐药密切相关'

&,)

(

)本

研究构建了
*+,!"

原核表达载体#并在大肠埃希菌中诱导表

达#为进一步研究其功能奠定了基础)

?

"

材料与方法

?%?

"

试剂
"6

0+$!7

质粒和
W*#(H

*

-.!#

菌种均由本室保存)

人骨骼肌细胞
1/2"

文库
"/

质粒由本课题组构建'

'

(

%

+7

V

酶*

+K/2"

连接酶*

01E5

!

*

XRE

!

和
/2"

分子标记物购自

+"Y"5"

公司%蛋白分子标记物*

345

产物纯化试剂盒购自

上海生工公司%

:;<G

多克隆抗体购自
+;7>

F

A>

公司%

:;<

+

+7

F

融合蛋白纯化试剂盒和
-L

F

-L<BAC

裂解液购自
2ET7

F

A>

公司%

抗
*+

抗体购自
U7>B74CLZ

公司)
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方法
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"

引物设计与合成
"

根据
*+,!"

序列$
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,

((&H&$%!
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采用
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软件设计引物)上游引物
*+!"#

为!

&\,449

9""++4"+99"+444""4+94+44+,$\

#其
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端包含
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!

酶切位点%下游引物
*+!"!

为!

&\,4494+49"9

+4"99494"94"94+94"4,$\

#其
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端包含
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!

酶切

位点)引物由上海生工公司合成)
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"
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的扩增与表达质粒
*+!",

6

0+$!7

的构建
"

用所设计引物#从人骨骼肌细胞
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文库
"/

质粒中扩增

*+,!"/2"

片段#反应体系总体积为
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#其中引物
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*
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泳#扩增良好的
345

产物用
345

纯化试剂盒将扩增片段全部

进行回收纯化)

345

产物与
6

0+$!7

载体分别进行双酶切#酶

切产物经纯化后在
+K/2"

连接酶的作用下#

#G^

连接过夜)

?%@%A

"

重组质粒的鉴定
"

以连接产物转化大肠埃希菌

W*#(H

%挑取单克隆菌落于
&P.

含氨苄西林的
.-

培养液#

$)

^

培养过夜#抽提质粒%按上述条件进行重组质粒
345

鉴定%将

345

结果与预期相符的质粒送上海生工公司进行测序鉴定)

?%@%B

"

目的蛋白在大肠埃希菌
-.!#

$

/0$

&中的表达及鉴定

"

以鉴定正确的质粒
*+!",

6
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转化大肠埃希菌
-.!#

$

/0$

&%挑取单克隆菌落于
#(P.

含氨苄西林的
.-

培养液#

$)^

培养过夜%按体积比
#b!(

接种于新鲜的
#(P.

含氨苄

西林的
.-

培养液#当
"

&H&

到
(%&

时加
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至终浓度
#

PPED

"

.

#

$)^

诱导表达
KR

%收集细菌#将菌沉淀用
-L

F

-L<BAC

裂解液重悬#以水平摇床低速混合#室温孵育
#(

$

!(P;>

#分离

上清液和沉淀进行
U/U,3"90

和
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F

检测)

?%@%C
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目的蛋白的纯化
"

大量制备和诱导
!((P.

阳性克隆

菌#按上述方法进行细菌裂解#将裂解液用含
2;

!c的
:;<,=;>?

树脂亲和层析柱进行纯化#纯化的目的蛋白进行
U/U,3"90

和
@A<BAC>=DEBB;>

F

鉴定)

@

"

结
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果

@%?

"

*+,!"

基因的克隆
"

345

产物经
#_

琼脂糖凝胶电泳#

在
#((

$

!&(=

6

有一清晰条带#与预期$

#'G=

6

&一致$见图
#

&)

@%@

"

重组质粒的构建
"

重组质粒
*+!",

6

0+$!7345

产物

经
#_

琼脂糖凝胶电泳#在
#((

$

!&(=

6

有一清晰条带#与插入

片段大小一致$见图
#

&)测序结果表明#重组质粒插入序列与

9A>-7>M

中
*+,!"

基因
1/2"

$

2*

,

((&H&$%!

&序列一致)

""

*

!

/2"

分子标记物%

#

$

!

!

"/

质粒
345

产物%

$

$

K

!

*+!",

6

0+$!7

质粒
345

产物)

图
#

""

不同质粒
345

产物琼脂糖凝胶电泳

""

*

!蛋白分子标记物%

#

!

30+,$!7

空载体
83+9

诱导%

!

!未经
83+9

诱导%

$

!融合蛋白诱导粗提物%

K

!裂解液上清液%

&

!裂解液沉淀物)

图
!
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融合蛋白
U/U,3"90

#

"

$%

@A<BAC>=DEBB;>

F

#

-

$分析

@%A

"

83+9

诱导融合蛋白表达
"

根据推算#融合蛋白相对分

子质量约为
!HI#(

$

)重组质粒转化细菌经
83+9

诱导后#其

培养液电泳显示新出现的蛋白质相对分子质量符合计算结果#

且特异性表达水平最高$见图
!"

&)以抗
*+

抗体进行
@A<B,

AC>=DEBB;>

F

检测#在目的蛋白大小位置可见
#

条蛋白条带$见

图
!-

&#表明所表达蛋白含有
*+,!"

)

@%B

"

目的蛋白的纯化及鉴定
"

大量诱导细菌#裂解所收集细

菌#进行小量蛋白批量纯化#获得
#%&P.

洗脱液)进一步进

行
U/U,3"90

分析并用抗
*+

抗体进行
@A<BAC>=DEBB;>

F

鉴

定)结果显示#在相对分子质量
!HI#(

$ 处有
#

条蛋白条带

$见图
$

&#且纯化蛋白中所含杂质较少#纯化效果理想)
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*

!蛋白分子标记物%

#

!融合蛋白诱导粗提物%

!

!纯化蛋白)

图
$
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纯化蛋白
U/U,3"90

#

"

$%

@A<BAC>=DEBB;>

F

#

-

$分析

A

"

讨
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论

自
#H&K

年
:7CP7>

提出衰老自由基理论以来#越来越多

的研究从分子水平证实了自由基引起衰老的生理变化)衰老

过程分为正常生理过程与病理病变过程两类#但二者又难以严

格区别)生理性衰老最终以疾病形式表现出来#而许多疾病又

会加速衰老进程#所以老年性疾病和衰老互为因果#而预防老

年性疾病则取决于减慢衰老速率'

H

(

)在人体新陈代谢过程中#

组织*细胞不断产生自由基#而自由基对细胞具有毒害作用#其

不断产生是引起衰老的主要原因#并决定了人的寿命)因此#

抗氧化剂也就是自由基清除剂#是哺乳动物寿命决定因子)

人体内有一套抗氧化系统#

*+

就是其中的一种)

*+

清

除自由基的能力非常强#其调节作用主要体现为发育过程中的

组织定位以及含量变化)

@EE

等'

#(

(报道在胎鼠和新生鼠的肝

细胞核中
*+

含量比较高#随后逐渐降低#出生
!

周后
*+

则

主要集中在胞质中)

4RAC;7>

和
"

6

E<BEDET7

'

##

(认为细胞核中

*+

含量升高与转录因子对锌的需求相关#核
*+

可能具有保

护细胞
/2"

和防止细胞凋亡的作用)

*+

表达量升高能诱导

细胞抗凋亡#而缺乏
*+

表达的细胞$如
*+

基因敲除&对细

胞凋亡敏感#其作用机制是通过阻止氧化性细胞损伤达到抑制

细胞凋亡的作用)研究发现#

*+

含量较低的肝癌细胞中#其

凋亡细胞的数目较多'

##

(

)

*+

在细胞核与细胞质之间的转运

还受到细胞周期的控制#在乳腺癌和结肠癌细胞中#都只能在

U

期而不是
9#

期细胞核中检测到
*+

'

##

(

)

*+

分子上并不存

在定位信号#而
*+

向核转移主要受细胞能量驱动#但具体机

制仍不明确'

G

#

'

(

)

*+,!"

是
*+,!

中惟一具有生物学功能的

蛋白质'

$

(

#但它在衰老的发生过程中究竟具有什么作用还不明

确)最近
Y7

N

77DB;

等'

#!

(报道#

*+,!",&"

"

9

核心启动子区域

的多态性与土耳其人的寿命相关)

大肠埃希菌表达系统是较为常用的蛋白表达系统#其优点

是遗传背景比较清楚#表达水平较稳定#易操作#有许多菌株突
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表
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""

各组小鼠血清
8.,G

%

8.,'

检测结果#

Pe<

$

组别
8.,G

$

6F

"

P.

&

8.,'

$

6F

"

P.

&

对照组
$)%&(e$%&( G!%&(e&%K$

模型组
#('%)&eG%$&

#

!&(%((eG%)'

#

黄芪组
G)%&Ge)%'(

&

'&%((e)%'G

&

赤芍组
)#%!&e&%G$

&%

'G%((eH%G&

&%

合剂组
&G%!&e'%#$

&%

!

G'%((e#%!$

&%

!

""

#

!与对照组比较#

G

$

(%(&

%

&

!与模型组比较#

G

$

(%(&

%

%

!与黄

芪组比较#

G

$

(%(&

%

!

!与赤芍组比较#

G

$

(%(&

)

A

"

讨
""

论

8.,'

水平升高与肝脏炎性损害密切相关#在一定程度上

反映了肝损伤程度'

&

(

)
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联合
.3U

诱导的小鼠免疫性肝损

伤模型类似于人病毒性肝炎的急性或亚急性损伤过程#是研究

病毒性肝炎的理想模型'

G

(

)本研究结果显示#与正常组比较#

模型组血清
".+

*

"U+

水平升高$

G

$

(%(&

&#表明造模成功)

黄芪中的黄芪多糖是黄芪主要有效成分#对细胞*体液及非特

异性免疫和细胞因子活性均有调节作用'

)

(

)有研究显示#赤芍

可抑制抑制性
+

细胞的功能#对体液和细胞免疫有较强抑制

作用#可作为免疫抑制剂用于肝脏移植术或治疗自身免疫性肝

病等'

',#!

(

)

$

个给药组小鼠血清
8.,G

*

8.,'

水平低于模型组

$

G

$

(%(&

&#说明黄芪*赤芍及黄芪赤芍合剂均能有效降低免

疫性肝损伤模型小鼠血清
8.,G

*

8.,'

水平)与黄芪*赤芍组比

较#黄芪赤芍合剂组血清
8.,G

*

8.,'

水平更低$

G

$

(%(&

&#说明

黄芪赤芍合剂比黄芪或赤芍单一用药更能显著降低模型小鼠

血清
8.,G

*

8.,'

水平)

综上所述#黄芪*赤芍*黄芪赤芍合剂均能降低免疫性肝损

伤模型小鼠血清
8.,G

和
8.,'

水平#黄芪赤芍合剂优于黄芪*赤

芍单独用药%监测接受黄芪或赤芍治疗的肝脏疾病患者血清

8.,G

*

8.,'

水平有助于合理用药*疗效观察及预后判断)
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得的包含
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序列的
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质粒为模板#成功扩增
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片段#并构建重组表达质粒
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)在诱导

表达中#最主要的是诱导剂
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的浓度和菌液的细菌浓度)

当大肠埃希菌
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时#加
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#可获得高表达量的重组蛋白)细菌

裂解后分别取其上清液和沉淀物进行
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电泳#发现

重组蛋白以可溶形式存在#这在很大程度上提高了下一步蛋白

纯化的效率)

:;<,=;>?

树脂亲和层析柱纯化步骤简单快捷#回

收率高#特异性较高#通过纯化后获得纯度很高的重组蛋白$见

图
$

&#为进一步研究其在细胞衰老发生中的作用奠定了基础)
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