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人的类硫氧还蛋白还原酶活性的测定及

其对细胞凋亡的影响
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摘要 在对人的类硫氧还蛋 白基因 ( h了尸尺火上 )进行 了 N or t he m 印迹法鉴定的基础上表达 了该基因

产物
,

并对 h T R X L 蛋 白的功能进行了研 究
.

h T R X L 胰 岛素还原酶活性实验显示全长 h T RX L 和其

N 端结构域 ( h T R X L
一

N )都具有胰 岛素还原酶 活性 ; C 端区域 ( h T R X L
一

C )不具有胰 岛素还原酶活

性
.

将含有 h 了
,

RX L 基因的重组质粒转染乳癌细胞 系M C F
一

7
,

该细胞对于药物引起 的细胞凋亡较未

转染 h丁尺X 毛 的 M C F
一

7 对照细胞更为敏感
.

关键词 类硫氧还蛋白 胎脑 淋巴瘤细胞 细胞凋亡

硫氧还蛋白 ( T R X )最早是作为大肠杆菌核昔酸

还原酶的电子供体被发现的
,

它对大肠杆菌的 D N A

复制起了重要作用
.

此后
,

人们相继发现了 T R x 在

大肠杆菌中的其他重要作用
,

如 T R x 是 T 7 D N A

聚合酶复合体中不可缺少的亚基 〔̀ 」
,

并在丝状噬菌

体 M 13 和 f1 的成熟过程中起作用比
3 〕等

.

在真核生

物中
,

T R X 同样具有重要的生理生化功能
.

与在原

核生物中相似
,

真核生物 T R X 也起着 电子供体的

作用 [’] ; 除此之外
,

它还能帮助和促进含有二硫键

的蛋白的折叠 5[] ; 通过修饰一些重要转录 因子
,

如

N F
一` B 和 AP

一

1 等以调节它们的活性 6[, 7

;] T Rx 还

是一种有效的抗 氧化剂
,

能保护细胞 免受氧化 压

力8l[
.

除了上述方面
,

近年来关于硫氧还蛋白在体

内外对细胞生长的促进和对细胞凋亡的抑制作用的

研究也越来越成为热点
.

据文献报道
,

将重组的人

T R X 加入无血清的合成培养基 中培养的肿瘤细胞株

中
,

几天后能观察到细胞的明显增殖 9[] ; 而稳定转

染了人的 T R X c D N A 后的 W E H 7I
.

2 细胞在细胞质

硫氧还蛋白表达量增加的同时
,

细胞生长得到明显

增强
,

且对药物诱导的细 胞凋亡具有 了 明显的抗

性 l0[ ]
.

不 仅 如此
,

人 们还 发 现 活性 中心 突变 的

T R X 能作为正常的 T RX 的竞争性抑制剂抑制 细胞

的生长并促进细胞的凋亡
.

已有的研究成果
,

使人

们有可能将硫氧还蛋白作为抗癌药物开发的靶点之

一
,

通过抑制硫氧还蛋白系统来抑制硫氧还蛋白依

赖的细胞增殖 l1[ ]
.

人的类硫氧还蛋 白基 因 ( h u m a n t h io r e do x in
一

l ik e

ge n e ,

h TR xL )是本实验室选 用不同发育 阶段的人

胎儿脑组 织
,

应用差 异显示 P c R ( D D R T
一

P C R )及

c D N A 文库筛选的方法分离 出的具有差异表达特征

的全 长
。D N A ( G e n B a n k 登 录 号 A F 05 18 9 6 )

.

该
e D N A长 1 2 3 0 b p

,

含有一个 5 6 7 b p 的开放阅读框
,

一个 一3 2 b p 的 s
’

非编码 区和一个 2 3 1 b p 的 3
’

非

编码区
,

编码一个含 2 89 个 氨基酸的蛋白质
.

该蛋

白质 N 端的 105 个氨基 酸残基与人的硫氧还 蛋白

h( T R x )有 42 % 的同源性
,

而且这个区域还包含有

硫氧还蛋 白家族进化上高度保守的活性位 点序列

( C ys
一

lG y
一

P or
一

C ys
一

)
.

然而
,

关于剩余 184 个氨基酸

的 C 端区域尚无法在 目前公共数据库中查到相关信

息
.

N or ht er n
印迹法结果显示该基 因的表达在不同

发育阶段上存在明显差异〔`“ ]
.

h TR xL 融合表达产

物的还原酶活性检测及其 N 端结构域三维晶体结构
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的测定 (结果待发表 )
,

直接有力地确证 了 h T R x L

是硫氧还蛋 白家族成员这一假设
.

目前认为哺乳动物的硫氧还蛋 白家族共包括 3

个成员 〔̀ ” 〕 :

硫氧还蛋 白
一

1 ( 12 k u) ; 位于线粒体中的

硫氧还蛋 白
一

2 ( 18 ku) 以及分子质量较大的类硫氧还

蛋白 h T R X L ( 3 2 ku)
.

在上述 3 种硫氧还蛋白中对

h T R X L 的了解最少
,

而有关其 C 端区域的特性和

功能
,

目前在国内外还未见有任何报道
.

因此值得特别指 出的是
,

无论 是 D D R T
一

P C R

的结果还是从不同发育阶段 胎脑 R N A N or t h er n 印

迹法结果来 看
,

我们的实验都明显地提 示 h T RX L

可能与胎儿大脑的发育密切相关
.

因此
,

有必要进

一步鉴定其生化特性并从其对细胞生长
、

凋亡作用

的角度来研究 h T R X L 蛋白可能的生理功能
.

1
.

3 M C -F 7 细胞转染

将 h 了汉 X无 的编码区全 长
CD N A 序列

、

N 端结

构域及 C 端区域的
。D N A 序列用 E c o R I 酶切后连

接到 cP D N A 3
.

1/ ez
。
载体上

.

鉴定插入方 向后
,

提

取质粒
,

用于转染
.

在 37 ℃
,

5 % c q 条件下
,

将

M C F
一

7 细胞 (乳腺癌细胞系 )于含有 10 % 胎牛血清

的 D M EM (高糖 )培养基中培养
.

以常规方法进行转

染
,

获得瞬时表达 的 M C F
一

7 细胞
.

转染 48 h 后
,

用

胰 蛋 白 酶 对 细 胞 进 行 消 化
.

然 后 以 浓 度 为

2 0 0 拜g / m L的 z e o e i n ( G I BOC B R L )对细胞进行筛选培

养
,

从而获得稳定转染的细胞克隆
.

方法

1
·

1 蛋白的纯化

将 h T R X L c D N A 全长编码区及其 N 端区域 (编

码 1一 105 位残基
,

h T R久王
~

N )和 C 端区域 (编码 106

一 2 8 9 位残基
,

h T RXI
J一

C )分别克隆到 pGE 芜 4 -T 3 质

粒 ( A刀 l e sr ham P h

~
a iB o et hc )中

.

将重组质粒转化

至大肠杆菌 B砚 1 中
,

并按常规方法培养和诱导表达

目的蛋白
,

超声破菌获得细胞抽提物
.

G S T 融合蛋白

采用 Am e

hsr aln hP

一
a 生物技术公司的谷胧甘肤

-

eS p h

~ 亲和层析柱及 PB S ( p H 7
.

4) 缓冲系统进行纯

化
.

用预冷的 3 倍柱床体积 PB S 缓冲液平衡谷胧甘肤
一

反 p h

~
亲和柱后

,

4℃下将细菌裂解液上柱
.

用 50

一 8 0 倍柱床体积的 PBS 缓冲液缓慢冲洗层析柱
,

并

用考马斯亮蓝 2G 50 检测流出液直至没有蛋白流出为

止
.

用 PBS 溶解凝血酶 ( t hm n l b in)
,

使其终浓度达 30

U/ m L 后
,

与层析柱内介质等体积 加入 层析柱
,

混

匀
,

4℃振荡进行柱上酶切 14 h 得纯化后的 h T R X L
,

h T RX L
~

N 和 h l
,

R刀
J 一

C 蛋白
.

1
.

4 稳定整合克隆的 S ou t he nr 印迹法鉴定

取 3 0 拼g M C F
一

7 细胞基因组 D N A 用 cE
口R l 酶

切 12 一 14 h
.

将 D N A 纯化后
,

进 行琼脂糖凝胶 电

泳
,

并按常规方法转移至 H y bon d
一

N
十

尼龙膜
.

以 ’ Z P

标记的 h 了次 X 乙 全长
。D N A 为探针

,

与经过预杂 (预

杂交液
:

5 0 % 甲酸胺
、

5 只 S S C
,

5 只 D e n h a r d t 溶液
,

30 m m ol / L 磷酸 缓 冲液
、

2 00 拜g / m L 变性 鱿 精

D N A )的尼龙膜进行杂交
,

在 42 ℃杂交 18 一 20 h( 杂

交液
:

5 0 % 甲酞胺
、

5 只 S SC
,

5 只 D e n h a r d t 溶液
,

30 m m ol / L 磷酸缓冲液
、

10 0 拜g / m L 变性鱿精 D N A

和 10 % 硫酸葡聚糖 )
.

用 2 x S S C 0/
.

1% DS S 和 0
.

5

只 S S C / 0
.

1 % S D S 在 5 5℃各洗 3 0 m i n
,
一 7 0℃ 放射

自显影 3 一 6 d
.

1
.

2 胰岛素还原活性的测定

60 0 拼L 反应体系中含有 100 m m ol / L 磷酸钾缓

冲液
,

10 0 m m ol / L 氧化型谷 胧昔 肤
,

900 mmo l/ L

还原型谷肤甘肤
,

2 m m o l / L E D T A
,

0
.

1 3 m m o l / L

牛胰岛素 ( is g m a )及 5 m m ol / L 纯化蛋白
.

其中
,

牛

胰岛素在实验前加入
.

加入 l m m ol / L D T T 混匀启

动还原 反应
,

立 即置 于紫外 分光光度计下
,

每隔

l m in 记录 6 50
n m 波长下的光吸收值

.

方法详见文

献 [ 14 ]
.

1
.

5 稳定转染细胞克隆的细胞凋亡分析

将未 转 染的 M C F
一

7 对 照 细 胞 和 稳 定 转 染

h T R X L
,

h T R X L
一

N 及 h T R X L
一

C 的细胞以 3 x 1 05

细胞 / 1 0 0 m L 密度种植于 D M E M 培养基中
,

培养

24 h
.

细胞换液后加入 s n g / m L 和 1 5 陀 / m L 的佛波

醋和离子霉素
,

于 37 ℃
,

5 % c q 条件下继续培养

4 8 h
.

离心收集 10 6
个 细胞

,

4℃ 70 % 乙醇固定过

夜
.

P B S 洗细胞后
,

加入 20 滩 / m L 的碘化丙咤 ( PI )

和 0
.

2 5 拌g / m L 的 R N a s e A
,

3 7℃作用 3 o m i n
.

用流

式细胞仪进行分析
.

2 结果和讨论

2
.

1 h T R x L 全长蛋白及其 N 端和 c 端蛋白片段的

纯化

将 h 了议欠乙 全长
CD N A

、

N 端编码 1 一 1 05 位氨

基酸 的
。 D N A 及 C 端编码 106 一 2 89 位 氨基 酸 的

c D N A 序 列 分别 克 隆至 p
GE x

一

4t
一

3 载体上
,

得 到

E
.

。

iol 原核表达产物
.

G S T 融合蛋白在经凝血酶酶
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切后得到纯化蛋白
.

结果见图 1
.

在细胞基因组内的整合
,

结果见图 3
.
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图 1 全长 h T R X L 和 h T R X L

·
N 的纯化结果

蛋白分子质量标准
; 2 一 4

,

h T R x L

5一 7
,

全长 hT R X ;L 8一 9
,

h T R X L
-

一

N ;

C

2
.

2 人的类硫氧还蛋白的胰岛素还原活性

利用 H ol m gr en 的胰岛素还原 实验仁’ 4〕来检测

h T R X L 还原活性
.

我们选用了 E
.

。01 1 和人源的硫

氧还蛋 白 ( h T R X ) 作
·

阳性对 照
,

分别测 试 了全 长

h T R X几 N 端 结 构 域 h T RX L
一

N
,

C 端 结构 域

h T R X L C 的胰岛素还原酶 活性
.

结果发现
,

全 长

h T R X L 和 h T R X L
一

N 都具有胰岛素还原酶活性
,

且

其活性高于人源的硫氧还蛋 白 ( h T R X )而低于 E
.

co il 硫氧还蛋 白 ; 而 h T R X L
一

C 不具有胰岛素还原

酶活性 (图 2 )
.

图 3 p c D N 3A
.

卜 h T RxL 重组细胞克隆的

S o u t h e r n 印迹法鉴定
,

h T R粗
J

线形 d )N A 片段
; 2

,

未转染的 M C F 7 细胞基因组 D N A ;

3
,

细胞克隆 B ;2 4
,

细胞克隆 2C
; 5

,

细胞克隆 2D
.

~ 大肠杆菌硫氧还蛋白

( 5 林m o ljL )

~
h TR X L ( 5 林m o lL/ )

一
h TR X L

一

N ( 5 衅m o lL/ )

~ h T R X ( 5 林m
o lL/ )

~
h T R X L

一

C ( 5 林m o lL/ )

~ 对照

6
J“,二

R6
J

4,4n0C
Un

昌
。的。vao

00恻跨丫粼盟努援称蒸亩茜
时间 /m i n

图 2 几种硫氧还蛋白家族成员及 h T R x L

结构域的胰岛素还原酶活性测验

实验结果表明
,

人的类硫氧还蛋白的酶活功能

区位于其 N 端结构域
,

这与我们进行序列分析的结

果完全一致
.

2
.

4 稳定转染的细胞克隆的凋亡分析

将未转染的 M C F
一

7 细胞和筛选得到的带有重

组质粒的 M C F
一

7 阳性细胞克隆 B Z 用佛波醋和离子

霉素诱导细胞凋亡
.

诱导 48 h 后
,

未诱导的 M C F
一

7

对照细胞 和未诱导的细 胞克 隆 B Z 凋 亡细 胞都为

7 % ; M C F
一

7 对照细 胞的凋 亡细胞为 32 % ; 而 B Z

克隆的凋亡细胞为 6 3 %
.

根据结果我们可以初步断

定
,

h TR X L 在细胞 内起到促进细胞凋亡的作用
.

另外
,

在获得 了 cP D N A 3
.

1/ eZ
o 一

h RT X L
一

N 和

cP D N A 3
.

1/ ez
。 一

h
RT XL

一

C 的稳 定转染 M C F
一

7 细胞

克隆后
,

我们用同样的方 法对其进行了凋亡分析
.

但未见两者与对照细胞有明显的差异
.

因此我们得

出以下结论
:

只有 h T R X L 全长蛋 白才具有促进细

胞凋亡的功能
,

无论其 N 端和 C 端都没有独立的促

进凋亡的功能
.

在生化特性基本相 同的情况下
,

本文所揭示 的

h T R x L 的细胞 生物学功能与 已 知人的硫氧还蛋 白

正好相反
.

如果上述结果得到进一步确证
,

h T RX L

所特有的尚不为人所知的 C 端结构域无疑将成为该

领域研究的新的焦点
.

2
.

3 稳定整合克隆的筛选及 S o
ut he rn 印迹法鉴定

p e D N 3A
.

1 / Z e o
真核载体含有 z e o e i n 的抗生素

筛选标记
,

便于稳定表达克隆的筛选
.

cP D N 3A
.

1/

eZ
。一 h T R X L 转染 M C F

一

7 细胞 以后
,

通过抗性基 因

的筛选
,

共得 到 3 个 阳性 细胞克隆
,

编号分别为 3

B Z
,

2C
,

D 2
.

将各细胞克隆的 D N A 与 h T RX L 全

长 C D N A 进行 oS ut he m 印迹法鉴定
,

检测 目的基 因
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“
大气环流季节变化及其年际变动的分析

”
取得突出成果

气候的年际变化是短期气候预测的主要对象之一 年际气候变动是通过大气环流季节变化的异常而表

现出来的
.

大气环流季节变化的根本原 因是到达地表面的太阳辐射量的季节变化
,

而大尺度海陆分布
、

海

洋环流
、

冰雪过程
、

陆地表面过程等因素也对大气环流的季节变化及季节内变动有显著影响
.

因此
,

大气

环流的季节及年际变化是十分重要而又非常复杂的科学问题
,

是气候可预测性研究的核心科学问题之一
由中国科学院大气物理研究所曾庆存院士主持的科学基金

“

九五
”

重点项 目
“

大气环流季节变化及其

年际变动的分析
” ,

则是通过分析大气环流季节变化及其年际变动的动力学过程和物理成因
,

并利用气候数

值模式的模拟
,

为进行季度
、

跨季度以及年际气候预测提供理论基础和方法
.

经过 4 年的努力
,

项 目在以下几个方面取得突破性进展
:

( 1) 提 出了季节度以及由季节度定义的季风区
,

研究了季节划分
、

季节突变及其年际变化
,

得到了一

系列结果
.

如
:

季节变化最早 出现在平流层
,

再由平流层逐渐下传 ; 近地面层热带和两极季节转换也较早
,

并逐渐向中纬度和向上传播 ; 在低空
,

季节变化先始于寒区
.

通过分析还发现了季节突变的三维空间结构
,

等等
.

( 2) 基于变分最优插值原理
,

设计建立了我国第一个 ( 目前也是惟一的 )可业务使用的全球海洋资料 同

化分析系统 ; 建立并改进了 E N S O 预报模式
,

并进行了系统的评估检验 ; 在此基础上
,

开展了多次实时的

热带太平洋海温预报
,

并将预报结果提供给汛期旱涝趋势的季节和年际预测使用
,

效果达到 国际水准
.

( 3) 在原攀登计划发展的 I A P N C P 一 I 模式的基础上
,

在模式本身
、

初值形成
、

集合预测和订正等方

面又作了系统的改进
,

定型为 I A P N C P 一 11
,

用于实时预测
,

成为国家短期气候预测的重要参考
.

用 IA P

N CP
一 11 基本准确地预测出从 19 9 8一 2 0 01 年每年我国的多雨区和重要干旱少雨 区的形势

,

可以较好地预报

出我国北方地区的持续性干旱
,

以及江淮地区的大范围旱涝形势
.

( 4) 发现了大气季节内振荡强度的年际变化存在着明显的全球 同步特征
,

并存在显著的年代际变动
,

而且它与 E N s O 的相互关系还存在着年代际或更长时间尺度的变动
.

( 5) 开展了东亚大气环流和气候的可预测性以及预测 因子的敏感性研究
,

发现南半球马斯克林高压 (亦称

为印度洋副高 )和澳大利亚高压的变化对东亚夏季风有显著影响 ; 我国华南地 区春季土壤湿度异常偏湿可以导

致我国长江中下游的夏季风降水异常偏多
.

提出了一种可以提高预测准确度的模式预测结果的修正方案
.

(供稿
:

罗云峰 周小刚 )


