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摘要　 目的　 应用生物信息学方法对人胃内因子进行理化性质分析，并对该蛋白进行真核表达与纯化。 方法　 利用蛋白质

在线分析软件预测胃内因子理化性质并分析其亲水性和疏水性；利用在线工具预测分析人胃内因子信号肽及其亚细胞定位。
构建真核表达重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １（ ＋ ）⁃ｈｕｍａｎ ＧＩＦ⁃Ｈｉｓ ｔａｇ，在 ＨＥＫ２９３Ｆ 细胞表达后经镍柱纯化获得胃内因子；采用 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 与间接 ＥＬＩＳＡ 分别验证纯化的胃内因子纯度及活性。 结果　 胃内因子含有 ４１７ 个氨基酸，是亲水性酸性

稳定蛋白，属于分泌蛋白且具有 Ｓｅｃ 原始信号肽；成功构建 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １（ ＋ ）⁃ｈｕｍａｎ ＧＩＦ⁃Ｈｉｓ ｔａｇ 重组质粒，并在 ＨＥＫ２９３Ｆ 细胞

表达系统中获得可溶性表达。 结论　 成功制得真核来源的人胃内因子，生物信息学结果显示该蛋白为亲水酸性稳定分泌蛋

白，为后续使用该蛋白作为免疫原及蛋白校准品以构建胃内因子免疫检测方法奠定了基础。
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　 　 维生素 Ｂ１２［钴胺素（ ｃｏｂａｌａｍｉｎ，Ｃｂｌ）］是人体

所需的特殊的微量营养元素，是参与细胞代谢的甲

基丙二酰 ＣｏＡ 异构酶和蛋氨酸合酶两种酶的酶辅

因子［１］，Ｃｂｌ 缺乏会阻断四氢叶酸的生成进而影响

ＤＮＡ 生物合成，使人体表现为巨幼细胞性贫血，持
续而严重的 Ｃｂｌ 缺乏会导致周围神经病变、认知障

碍和心理变化［２ － ３］。 胃内因子（ ｇａｓｔｒｉｃ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ｆａｃ⁃
ｔｏｒ，ＧＩＦ）是由位于胃体和胃底的壁细胞产生的糖蛋

白，具有两个活性部位，一个活性部位用于结合 Ｃｂｌ
防止其被小肠内水解酶破坏，另一个活性部位用于

回肠末端在上皮细胞膜上的 ｃｕｂａｍ 受体介导下促

使 ＧＩＦ⁃Ｃｂｌ 复合物的摄取［４］。 ＧＩＦ 一旦减少，将直

接导致人体不能正常吸收 Ｃｂｌ 从而引起恶性贫

血［５］，进而影响血液系统甚至全身发育。
　 　 正常情况下，大部分已合成的 ＧＩＦ 从胃腔分泌，
少量可能会透过胃黏膜毛细血管进入血液循环［６］，
ＧＩＦ 的准确测定对于胃部萎缩性病变程度的评估、
恶性贫血与巨幼细胞性贫血之间的鉴别诊断具有重

要的临床意义［４， ６］。 检测胃液中的 ＧＩＦ 常用放射免

疫法［７］，是以钴的同位素（５７Ｃｏ、５８Ｃｏ、６０Ｃｏ）标记

Ｃｂｌ，通过测定放射性强度评估 ＧＩＦ 与 Ｃｂｌ 反应的强

度从而实现 ＧＩＦ 的定量（或定性）分析，但该检测方

法所需样本量较大，具有放射性，常规实验室开展难

度大，课题组试图寻求一种更简单有效的免疫检测

方法来定量检测人血清中的 ＧＩＦ 含量，构建免疫检

测方法需要良好的蛋白抗原作为免疫原及蛋白校准

品作为研究基础，利用真核表达蛋白抗原因增加了

糖基化修饰更接近天然状态，具有更好的免疫原性

和蛋白稳定性［８］。 因此，该研究旨在利用生物信息

学方法对 ＧＩＦ 的特性及功能进行预测和分析，构建

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １（ ＋ ）⁃ｈｕｍａｎ ＧＩＦ⁃Ｈｉｓ ｔａｇ 重组质粒，真核

表达 ＧＩＦ 蛋白并鉴定免疫活性，旨在为后续构建

ＧＩＦ 免疫检测方法奠定研究基础。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 ＪＭ１０８ 感受态购自南京德泰生物公司；
Ｈｉｎｄ Ⅲ ／ Ｂａｍ ＨⅠ限制性内切酶和 Ｔ４ 连接酶等购

自大连宝生物公司；细胞转染试剂盒购自美国 Ｋｙｆｏ⁃
ｒａ Ｂｉｏ ｂｙ Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司；ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒购

自北京天根生物公司；质粒提取试剂盒购自德国

Ｑｉａｇｅｎ 公司；ＨＲＰ 标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ 二抗购自上

海碧云天生物公司；ＨＥＫ２９３Ｆ 细胞、小鼠抗人 Ｈｉｓ
ｔａｇ 单克隆抗 体、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ Ｍａｒｋｅｒ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
Ｍａｒｋｅｒ、ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 预制胶、ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳缓冲液、
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 上样缓冲液、ＥＣＬ 试剂盒和 Ｎｉ⁃ＩＤＡ 琼脂
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糖凝胶均来源于南京德泰公司；ＨＲＰ 标记山羊抗兔

ＩｇＧ 二抗购自武汉华美生物公司；兔抗人 ＧＩＦ 单克

隆抗体购自美国赛默飞公司；牛血清白蛋白购自美

国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司。 ＰＣＲ 仪购自美国 ＡＢＩ 公司；
核酸电泳仪购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；酶标仪购自美

国赛默飞公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 ＧＩＦ 基本理化特性与亲水性和疏水性分析

　 利用蛋白质在线分析软件 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 和 Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ
分析人 ＧＩＦ 的理化特性与亲水性和疏水性。
１． ２． ２　 ＧＩＦ 的信号肽预测及亚细胞定位分析　 通

过 ＳｉｇｎａｌＰ６􀆰 ０ 在线工具预测分析 ＧＩＦ 信号肽和使用

ＰＳＯＲＴⅡ ｓｅｒｖｅｒ 工具对亚细胞定位进行分析。
１． ２． ３ 　 ｈｕｍａｎ ＧＩＦ 真核表达载体的构建 　 登陆

ＧｅｎＢａｎｋ 获 取 ｈｕｍａｎ ＧＩＦ 参 考 序 列 （ 登 录 号：
Ｐ２７３５２），利用 ＤＮＡ 合成仪全基因合成法获得目的

ＤＮＡ。 基因合成由南京德泰公司完成。 将合成后的

目的基因（含 Ｋｏｚａｋ 序列、信号肽序列和 Ｃ 端 Ｈｉｓ
ｔａｇ 序列）质粒与真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １（ ＋ ）分别

通过 Ｈｉｎｄ Ⅲ ／ Ｂａｍ ＨⅠ进行酶切。 酶切体系配置完

成后充分混匀瞬离，３７ ℃酶切 １ ｈ。 酶切产物进行

１％琼脂糖凝胶电泳，并利用胶回收试剂盒进行目的

片段的回收，在 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶的作用下，将 ｈｕｍａｎ
ＧＩＦ 与真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １（ ＋ ）相连，将连接

产物转化于 ＪＭ１０８ 感受态中，选取阳性克隆扩大培

养，小提质粒经双酶切验证同时送测序。
１． ２． ４　 ｈｕｍａｎ ＧＩＦ⁃Ｈｉｓ ｔａｇ 转染、蛋白表达与纯化　
将测序成功的 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １（ ＋ ）⁃ｈｕｍａｎ ＧＩＦ⁃Ｈｉｓ ｔａｇ 质

粒按照 Ｋｙｆｏｒａ Ｂｉｏ ｂｙ Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司细胞转染试

剂盒的使用说明转染入 ＨＥＫ２９３Ｆ 细胞中。 在转染

４ ～ ６ ｄ 后将培养细胞悬液离心并收集上清液，经
０􀆰 ２２ μｍ 滤器过滤后在 ４ ℃下 ｐＨ７􀆰 ４０，１ × ＰＢＳ 缓

冲液中透析。 收集纯化过程中的上样液、流穿液和

不同浓度咪唑（１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 和 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）下的洗

脱液进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ，经考马斯亮蓝染液染色后凝

胶成像，以检测蛋白纯化效果。 收集浓度和纯度较

高的蛋白，装入截留分子量 １０ ｋｕ 的透析膜于预冷

的 １ × ＰＢＳ，ｐＨ７􀆰 ４０ 缓冲液中透析 ３ ～ ４ 次，每次至

少 ４ ｈ 以去除纯化残留的咪唑，透析结束后用 ０􀆰 ２２
μｍ 滤器过滤，使用 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒测定

蛋白浓度，根据标准曲线计算出目的蛋白浓度。
１． ２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＧＩＦ 的表达　 取纯化后

的蛋白进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳并电转移至 ＰＶＤＦ 膜，
５％ （ｗ ／ ｖ）脱脂奶粉封闭 ２ ｈ 后，１ ∶ ５ ０００ 稀释小鼠

抗 Ｈｉｓ ｔａｇ 单克隆抗体后室温孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ 充分洗

涤。 １ ∶ １ ０００ 稀释 ＨＲＰ 标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ 二抗

后室温孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ 充分洗涤；再加入 １ ∶ １ ０００
稀释的 ＨＲＰ 标记山羊抗鼠 ＩｇＧ 二抗，室温振荡孵育

１ ｈ；加入 ＥＣＬ 显色液避光显色 ２ ｍｉｎ，化学发光显影

检测 ＧＩＦ 的表达。
１． ２． ６　 间接 ＥＬＩＳＡ 检测 ＧＩＦ 的免疫活性　 用包被

液稀释已纯化的 ＧＩＦ 抗原至一定浓度后包被酶标

板，阴性对照组用牛血清白蛋白包被，空白对照组用

ＰＢＳ 包被。 用 ３％ ＢＳＡ 封闭 ２ ｈ，加入 １ ∶ １０ ０００ 稀

释的兔抗 ＧＩＦ 单克隆抗体，置于 ３７ ℃孵育 １ ｈ，用
ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次，３ ｍｉｎ ／次，末次倒扣酶标板拍干板

孔液体。 于板孔中加入 １ ∶ ２０ ０００ 稀释的 ＨＲＰ 标记

山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗，３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，洗涤拍干后

加入显色液避光显色，酶标仪测定 Ａ４５０ ｎｍ值。
１． ３　 统计学处理　 用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件进

行统计作图和分析，以 􀭰ｘ ± ｓ 表示计量资料，采用独

立样本 ｔ 检验比较两组数据差异，单因素方差分析

比较多组数据差异，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １　 ＧＩＦ 基本理化特性与亲水性和疏水性　 预先

分析预测 ＧＩＦ 的理化性质有助于后续蛋白表达与纯

化鉴定工作的展开。 使用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具分析 ＧＩＦ
的理化性质。 ＧＩＦ 由 ４１７ 个氨基酸组成，分子式为

Ｃ２０２３Ｈ３２０８Ｎ５２４Ｏ６１９Ｓ２０，分子量为 ４５ ｋｕ，原子总

数为 ６ ３９４ 个，各氨基酸组成见表 １，在 ＧＩＦ 中，亮氨

酸（ Ｌｅｕ） 和丝氨酸 （ Ｓｅｒ） 的比例最高，而组氨酸

（Ｈｉｓ）的比例最低。 ＧＩＦ 带有 ２８ 个正电荷残基和 ３２
个负电荷残基，亲水指数 － ０􀆰 ０３７，脂肪指数 ９２􀆰 １６，
不稳定指数 ３４􀆰 ６０，理论等电点为 ５􀆰 ８０，估计半衰期

为 ３０ ｈ。 当蛋白不稳定指数小于 ４０、亲水指数小于

０、理论等电点小于 ７ 时，初步认为 ＧＩＦ 为亲水酸性

稳定蛋白。 进一步分析 ＧＩＦ 的亲水性和疏水性，在
第 ２４１ 位氨基酸处存在最小疏水点为 － ２􀆰 ５７８，而在

第 ３４３ 位氨基酸处存在最大疏水点为 ２􀆰 ４４４，ＧＩＦ 的

亲水性氨基酸残基数量多于疏水性氨基酸，因此认

为 ＧＩＦ 整体上是亲水性的。 见图 １。
２． ２　 ＧＩＦ 的信号肽预测及亚细胞定位分析　 通过

对 ＧＩＦ 进行信号肽分析，发现其具有 Ｓｅｃ 信号肽

（Ｓｅｃ ／ ＳＰＩ）且原始信号肽位于 １ － １７ 位氨基酸，氨基

酸序列为 ＭＡＷＦＡＬＹＬＬＳＬＬＷＡＴＡＧ，信号肽剪切位

点位于第 １７ 和 １８ 位氨基酸之间，其疏水性较强，能
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表 １　 ＧＩＦ 氨基酸组成情况

Ｔａｂ． １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ
ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｂｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ

Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｒａｔｉｏ（％ ）
Ａｌａ（Ａ） ３２ ７． ７
Ａｒｇ（Ｒ） ６ １． ４
Ａｓｎ（Ｎ） ３１ ７． ４
Ａｓｐ（Ｄ） １２ ２． ９
Ｃｙｓ（Ｃ） ６ １． ４
Ｇｌｎ（Ｑ） ２０ ４． ８
Ｇｌｕ（Ｅ） ２０ ４． ８
Ｇｌｙ（Ｇ） ２３ ５． ５
Ｈｉｓ（Ｈ） ５ １． ２
Ｉｌｅ（Ｉ） ２７ ６． ５
Ｌｅｕ（Ｌ） ４４ １０． ６
Ｌｙｓ（Ｋ） ２２ ５． ３
Ｍｅｔ（Ｍ） １４ ３． ４
Ｐｈｅ（Ｆ） １２ ２． ９
Ｐｒｏ（Ｐ） ２５ ６． ０
Ｓｅｒ（Ｓ） ４１ ９． ８
Ｔｈｒ（Ｔ） ３２ ７． ７
Ｔｒｐ（Ｗ） ６ １． ４
Ｔｙｒ（Ｙ） １３ ３． １
Ｖａｌ（Ｖ） ２６ ６． ２

图 １　 ＧＩＦ 的亲水性和疏水性分析结果

Ｆｉｇ． １　 Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ｆａｃｔｏｒ

促进重组蛋白分泌，见图 ２。 因此，在后续载体构建

过程中保留本段信号肽以增加分泌蛋白的表达量。
使用 ＰＳＯＲＴⅡｓｅｒｖｅｒ 工具对亚细胞定位进行分析，
结果显示， ＧＩＦ 主要分布于细胞外，概率占比为

６６􀆰 ７％ ，分布于细胞核与线粒体的概率分别为

２２􀆰 ２％ 、１１􀆰 １％ 。 研究表明，ＧＩＦ 主要为胞外分泌蛋

白。
２． ３ 　 重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （ ＋ ） ⁃ｈｕｍａｎ ＧＩＦ⁃Ｈｉｓ
ｔａｇ 的鉴定 　 将 ｈｕｍａｎ ＧＩＦ⁃Ｈｉｓ ＤＮＡ 片段与载体

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １（ ＋ ）利用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶相连接，转化至

ＪＭ１０８ 大肠埃希菌扩增提取质粒，通过 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ ／
Ｂａｍ ＨＩ 双酶切后经 １％ 琼脂糖凝胶电泳分析结果

显示，在约 １ ２８４ ｂｐ 和 ５ ４１０ ｂｐ 处分别出现了特异

性条带，条带完整清晰，且大小与预期设计相符，表
明实验成功地扩增出目标片段，其纯度较高且无明

显的非特异性扩增现象，见图 ３。 序列比对结果证

实，测序结果与参考序列一致，表明成功构建了

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １（ ＋ ）⁃ｈｕｍａｎ ＧＩＦ⁃Ｈｉｓ ｔａｇ 重组质粒。

图 ２　 ＧＩＦ 的信号肽分析预测结果

Ｆｉｇ． ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ｆａｃｔｏｒ

图 ３　 ｐｃＤＮＡ３． １（ ＋ ） ⁃ｈｕｍａｎ ＧＩＦ⁃Ｈｉｓ ｔａｇ
重组质粒及双酶切产物电泳

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ
ｐｃＤＮＡ３􀆰 １（ ＋ ） ⁃ｈｕｍａｎ ＧＩＦ⁃Ｈｉｓ ｔａｇ ａｎｄ

ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
　 　 １： ｐｌａｓｍｉｄ ＤＮＡ； ２： ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ； Ｍ：ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ．

２． ４ 　 ＧＩＦ 表达与纯化 　 将重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １
（ ＋ ）⁃ｈｕｍａｎ ＧＩＦ⁃Ｈｉｓ ｔａｇ 转染 ＨＥＫ２９３Ｆ 细胞后培养

５ ｄ，收集细胞上清液用 ０􀆰 ２２ μｍ 无菌滤器过滤与 １
× ＰＢＳ 透析后，经过镍柱纯化得到含量为 １􀆰 ０９ ｍｇ ／
ｍＬ 的 ＧＩＦ。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析分子量在 ５０ ｋｕ 与 ６５
ｋｕ 之间有单一清晰的蛋白条带表达，与预测分子量

大小相符。 见图 ４。
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图 ４　 转染后细胞上清液及洗脱产物 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
Ｆｉｇ． ４　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌ

ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｎｄ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ
　 　 １： Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ； ２： Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｆｌｏｗ⁃ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｏ⁃
ｌｕｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｎｉ⁃ＩＤＡ； ３ － ７： １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｅｌｕｔｉｏｎ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ； ８ － ９： ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ； Ｍ：ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ．

２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和间接 ＥＬＩＳＡ 鉴定 ＧＩＦ　 通过

小鼠抗 Ｈｉｓ 标签单克隆抗体对纯化的 ＧＩＦ 进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析，在 ５０ ～ ６５ ｋｕ 之间观察到特异性

条带，见图 ５，与 ＧＩＦ 蛋白的预期分子量相符；另外，
利用兔抗人 ＧＩＦ 单克隆抗体进行间接 ＥＬＩＳＡ，显示

ＧＩＦ 组的 Ａ４５０ｎｍ 值显著高于阴性对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００
１），见图 ６。 表明纯化的 ＧＩＦ 蛋白具有免疫活性，能
够与兔抗人 ＧＩＦ 单克隆抗体发生特异性结合。 以上

两种实验表明，本次纯化的目标蛋白就是 ｈｕｍａｎ
ＧＩＦ。

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定纯化 ＧＩＦ
Ｆｉｇ． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ｆａｃｔｏｒ

２：ＧＩＦ ｐｒｏｔｅｉｎ（０． ５６ μｇ）；Ｍ２：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｍａｒｋｅｒ．

图 ６　 间接 ＥＬＩＳＡ 检测 ＧＩＦ
Ｆｉｇ． ６　 Ｇａｓｔｒｉｃ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ

∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００ １ ｖｓ ＧＩＦ ｇｒｏｕｐ．

３　 讨论

　 　 ＧＩＦ 在人体健康中发挥着关键作用，膳食摄入

的维生素 Ｂ１２ 首先在胃部酸性条件下与触角蛋白

结合，随后十二指肠胰蛋白酶降解触角蛋白，通过

ＧＩＦ 吸收维生素 Ｂ１２。 ＧＩＦ 的缺失会导致维生素

Ｂ１２ 的吸收障碍进而引起恶性贫血，持续而严重的

ＧＩＦ 缺乏甚至会引发神经精神系统异常［３ － ４］。 原核

表达产物在人源蛋白方面仍面临诸多挑战。 以大肠

埃希菌为例，其在发酵过程中往往会生成内毒素，这
对蛋白的纯化和应用构成了限制。 原核表达产物不

稳定易降解，缺少翻译后修饰，免疫原性差［９ － １０］。
真核表达产物更接近天然状态，翻译后的蛋白增加

了糖基化修饰，免疫原性良好且抗体维持时间长，同
时具有良好的蛋白稳定性。 尽管真菌、昆虫和植物

细胞等真核表达系统有糖基化修饰，但其聚糖结构

与人类明显不同［１１］，ＨＥＫ２９３Ｆ 细胞因其蛋白表达

水平更高且细胞操作简易而受到越来越多的青

睐［１２ － １４］。
　 　 基于此，课题组成功构建了 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １（ ＋ ）⁃ｈｕ⁃
ｍａｎ ＧＩＦ⁃Ｈｉｓ ｔａｇ 重组质粒，并利用 ＨＥＫ２９３Ｆ 细胞的

真核表达从细胞上清液中纯化获得了毫克级别的人

ＧＩＦ（１􀆰 ０９ ｍｇ ／ ｍＬ）；通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析发现 ＧＩＦ
在 ＨＥＫ２９３Ｆ 细胞中正确表达且纯化的 ＧＩＦ 展现了

较高的纯度，与董贵彬 等［１５］ 在谷氨酸棒杆菌中表

达出的原核重组 ＧＩＦ（浓度为 ４７􀆰 １５ μｇ ／ ｍＬ）相比，
采用 ＨＥＫ２９３Ｆ 细胞真核表达系统所得到的 ＧＩＦ 在

浓度和纯度上均表现出显著优势，对于后续研究及
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应用具有较大潜力。 细胞上清表达纯化的重组 ＧＩＦ
分子量在 ５０ ～ ６５ ｋｕ 间，高于使用在线蛋白质软件

分析氨基酸序列的分子量 ４５ ｋｕ，推测与 ＨＥＫ２９３Ｆ
真核细胞表达增加了糖基化修饰有关，能更大程度

上接近天然的糖基化修饰。 通过间接 ＥＬＩＳＡ 方法

鉴定兔抗人 ＧＩＦ 单克隆抗体与 ＧＩＦ 的作用，具有免

疫活性。 在后续研究中，课题组将使用该蛋白作为

免疫原及真核重组 ＧＩＦ 校准品构建 ＧＩＦ 免疫检测

法，为进一步实现与维生素 Ｂ１２、抗 ＧＩＦ 抗体等检测

指标联合应用于临床体检筛查与疾病诊断及鉴别诊

断提供新的思路与策略。
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本维莫德调控 ＮＲＦ２ ／ ＲＯＳ ／ ＮＬＲＰ３ 通路减轻特应性皮炎
陆　 芸１，２，董丽萍１，２，黄茂欣１，２，王　 宇１，２，邓婷月１，２，肖风丽１，２，３

（ １ 安徽医科大学第一附属医院皮肤科，合肥　 ２３００２２；２ 安徽医科大学皮肤病研究所

皮肤病学教育部重点实验室，合肥　 ２３００３２；３ 炎症免疫疾病安徽省实验室，合肥　 ２３００３２）

摘要　 目的　 探讨本维莫德（ＢＶＭ）治疗特应性皮炎（ＡＤ）的作用机制。 方法　 利用 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＦＮ⁃γ 刺激 ＨａＣａＴ 细胞，将细胞

分为 ＮＣ 组，ＴＮＦ⁃α ／ ＩＦＮ⁃γ 组，ＴＮＦ⁃α ／ ＩＦＮ⁃γ、ＢＶＭ 组，ＴＮＦ⁃α ／ ＩＦＮ⁃γ、ＢＶＭ、ＭＬ３８５ 组；ＤＮＣＢ 诱导 Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠的 ＡＤ 模型，动物

分为 ＣＯＮ 组、ＤＮＣＢ 组、ＤＮＣＢ ＋ ＢＶＭ 组、ＤＮＣＢ ＋他克莫司（ＴＡＣ）组，评估 ＢＶＭ 效果，及其在抗氧化及焦亡调节中的作用。 结

果　 与对照组相比，ＢＶＭ 抑制了 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＦＮ⁃γ 刺激的 ＨａＣａＴ 细胞炎症反应，改善了 ＤＮＣＢ 诱导的 ＡＤ 小鼠模型皮损和炎

症；同时，使核因子 Ｅ２ 相关因子 ２（ＮＲＦ２）相关抗氧化应激蛋白表达显著增加，细胞活性氧（ＲＯＳ）水平及焦亡蛋白表达显著降

低。 结论　 ＢＶＭ 可通过激活 ＮＲＦ２ ／ ＲＯＳ ／ ＮＬＲＰ３ 通路抑制焦亡，从而减轻 ＡＤ 中的炎症反应。
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　 　 特应性皮炎（ａｔｏｐｉｃ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ，ＡＤ）是常见的慢

性炎症性皮肤病，已有研究［１］ 表明焦亡与 ＡＤ 的发

病存在密切关系。 焦亡通常由炎症小体 ＮＯＤ 样受

体热蛋白结构域相关蛋白 ３ （ ＮＯＤ ⁃ ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｆａｍｉｌｙ，ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ⁃ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ３，ＮＬＲＰ３）触发并由

Ｇａｓｄｅｒｍｉｎ 蛋白家族成员执行，导致细胞内容物的释
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放［２］。 活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）被认为

是 ＮＬＲＰ３ 炎症小体激活的关键介质之一［３］。 炎症

小体的激活和随后的焦亡导致促炎细胞因子释放，
放大皮肤中的炎症反应并导致 ＡＤ 的发生发展［４］。
本维莫德（ｂｅｎｖｉｔｉｍｏｄ，ＢＶＭ）是一种小分子治疗药

物，可激活核因子 Ｅ２ 相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈ⁃
ｒｏｉｄ ⁃２⁃ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ ２，ＮＲＦ２）通路，参与 ＲＯＳ 的细胞

防御［５］。 目前尚不清楚 ＢＶＭ 是否能通过抑制 ＲＯＳ
的生成干扰焦亡而减轻 ＡＤ。 该研究通过细胞和动

物实验探索 ＢＶＭ 的抗氧化应激及抑制焦亡的作用。
结果表明 ＢＶＭ 可激活 ＮＲＦ２ ／ ＲＯＳ ／ ＮＬＲＰ３ 通路，抑
制焦亡，从而减轻 ＡＤ 中的炎症反应。 该研究为治
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