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摘 要

解析抗肿瘤药物作用祀蛋 白 的结构和功能的相互关系是开展抗肿瘤新药的筛

选的前提 。 本项研究中开展了人体内 的两个抗肿瘤药物鞭点蛋 白质 ： 二重特异性去

憐酸化酶 ２６
（
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ｓｐｅｃ姐ｃｉｔｙｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ２６
， 简称 ＤＵＳＰ２６

）和 Ｔｋｓ４ 的结构与功能研

巧 。 在本论文中 ， 第
一

篇报道 ＤＵＳＰ％ 的反应机制研巧和利用计算机辅助药物筛选

的 ＤＵＳＰ２６ 小分子抑制剂发现研巧的结果 ， 第二篇报道 Ｔｋｓ４ 的 Ｃ －端 Ｓｒｃｈｏｍｏｌｏｇｙ
３

巧Ｈ３
）结构域的 晶体学研究结果 。

ＤＵＳＰ２６ 是近期确定的抗 甲状腺未分化癌等肿瘤药物作用 的新靴标 。 作者的导

师 己经成功测定 了ＤＵＳＰ２６ 的催化结构域的晶体结构 ， 但 ＤＵＳＰ％ 的反应机理尚不

明确 。 为了获得祀向 ＤＵＳＰ２６ 的抗肿瘤新药的先导化合物 ， 本项研究首先利用对硝

基苯憐酸为底物的酶促动力学开展 ＤＵＳＰ２６ 反应机制研究 ， 从研巧结果中获得可作

为药物作用靴位后 ， 利用计算机辅助巧计技术构建了用于分子对接筛选的药效团模

型 ， 而后利用分子对接法从中 国医学科学院／北京协和医学院医药生物技术研究所微

生物来源天然化合物库和百灵威公司化合物库实施虚拟筛选 ， 获得了２３ ２ 种候选化

合物 。 Ｗ对滿基苯憐酸为底物 ， 验证这些候选化合物的对 ＤＵＳＰ２６ 的抑制活性 ， 从

中 发现 了８ 种化合物具有抑制活性 ， 其 中 的化合物 ２－ｈｙｄｒｏｘｙ
－４－
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ｚｏ ｉｃａｃｉｄ 的抑制活性高于已知唯
一

的 ＤＵＳＰ２６ 的抑制剂 ＮＳＣ －８ ７８７７ 。 研究结果证明

了本人推测的 ＤＵＳＰ２６ 反应机制的准确性 ， 化合物可Ｗ作为视向 ＤＵＳＰ２６ 的抗肿瘤

药物先导化合物开展进
一

步的研巧 。

人体内 的抗肿瘤药物祀蛋 白 Ｔｋｓ４ 的空间结构 尚不明确 ， 为了解析它的结构和

功能的相互关系 ， 开展了Ｔｋｓ４ 的 Ｃ 端 ＳＨ３ 结构域的晶体学研究 。 迄今为止 ， 完成

了这个结构域的大肠杆菌原核表达 、 纯化 、 结晶化和 Ｘ 射线衍射数据的测定 ， 获得

了Ｔｋｓ４ 的 Ｃ 端 細３ 结构域晶体的结晶学参数 。 为了获得晶体结构 ， 利用 同晶置换

法的晶体结构研巧正在开展 。
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第一篇 二重特异性去磯酸化酶结构与反应机制硏究

第一章 文献综述

１ ． １ 计算机辅助药物筛选技术简介

新药的研发至今仍然是
一

件耗费巨大且效率低下 的工作 ， 具有高投入 、 高风

险 、 高收益的缺点 ， 造成这种状况的
一

个重要原因是新药的发现还缺乏成熟的理

论依据 ， 新药的研制主要依赖反复试验
Ｗ

。 新药从发现到临床应用必经的研究流

程是 ： 範分子的确定和选择 ； 靴分子的优化 ； 先导化合物的发现 ； 先导化合物的

优化 ；
工业化制备及工艺研巧 ： 临床试验 （共 ＩＶ 期 ）

。 其中最为核必的是
＂

先导化

合物的发现
’’

， 它是
一

个随机的过程 ， 耗时长 ， 效率低
Ｐ１

。 长期 Ｗ来研究人员希

望能够应用
一

种新的技术加 改进 。 近年来在计算机科学 、 信息学 、 结构生物学

等学科的发展推动下 ， 计算机辅助药物设计 （
ｃｏｍｐｕｔｅｒ ａｉｄｅｄｄｒｕｇ

ｄｅｓ ｉｇｎ ， ＣＡＤＤ
）

技术逐渐完善并且在药物研发领域得到 了越来越广泛的应用
ｆ
ｗ

ｉ

。 它是 Ｗ化学生

物学理论为基础 ， 通过模拟小分子药物与生物大分子受体的相互作用 Ｗ及通过分

析己有药物结构与活性 内在关系 ， 发现和合理设计药物先导化合物并优化其结构

的方法Ｗ 。

计算机辅助药物设计的最初思想起源于 １ ８９４年 Ｅ ． 巧ｓｃｈｅｒ提出的药物作用 的

＂

锁钥原理
＂

， 即小分子药物和体 内 的某个鞭点 （
大部分是蛋 白质

）
作用 ， 如同钥匙

与锁那样 ， 特定的钥匙 （
药物分子 ）

只与特定的锁 （
蛋 白质

）
作用 ， 作用机理相当精

密 ［
１
】

。 基于送
一

原理的计算机辅助药物设计具体研究始于 ２０ 世纪 ６０ 年代 ， 当时

Ｃ ．Ｈａｎｓｃｈ 和 Ｔ ．Ｆｕ
ｊ
ｉｔａ 两位研究者发现了经典的定量构效关系

Ｗ
。 到 ２０ 世纪 ８０

年代中期开始 ， 定量构效关系理论应用于创新药物先导结构的发现和优化上取得

了突破性进展 ， 逐渐成为创新药物研究的核也、技术之
一

。

依据具体研巧 內容 ＣＡＤＤ 主要为两类 ， 即基于配体的药物设计方法和基于

受体的药物设计方法 ｔＷ
。 在药物设计中 ，

一

般把基于受体空 间结构对配体的分

子对接的数据库搜索方法称为计算机药物虚拟筛选 。 计算机药物虚拟筛选技术覆

盖了计算机辅助药物设计的大部分领域 ， 它利用计算机强大的计算功能 ， 从已经

建立的结构多样性丰富的化合物Ｈ维结构数据库 中搜寻与報标生物大分子活性

部位或结合部位相匹配的化合物 ， 快速地从化十到上百万个分子中 ， 发现有苗头

的化合物 ， 进行后续的研发 。 由于虚拟筛选不受实验条件的限制 ， 因此先进行虚

拟筛选 ， 然后再进行药理测试来获得先导化合物效率大于传统高通量筛选效率 。

有利于缩短研巧周期 ， 节约研巧经费 。 发现药物作用範点蛋 白质并明确药物作用

３
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硕止学位论文

祀标部位 的空 间结构是祀向抗肿瘤药物研究的前提条件之
？

， 有研究表明根据计

算模型 的不 同 ， 通过计算机药物虚拟筛选技术发现的新的先导化合物有 １ ％－２０％

在随后 的实验 中证 明有效
ｔＷ

。 由此可见计算机辅助药物筛选技术可 Ｗ大幅度提高

筛选效率 ， 无论是在提高药物研究与开发的效率 ， 还是在获得新结构活性化合物

的速度方面 ， 均具有千分重要应用前景

肿瘤严重威胁着人体健康 ， 寻找抗肿瘤新药是保障人体健康必须的研究 ｔＷ
。

近年来 ， 随着对肿瘤 的多学科交叉研究的不断深入 ，

一

些肿瘤的致病机理被不断

阐 明 ， 新的药物作用帮蛋 白不断被发现 ，

一

部分靴蛋 白 的结构和功能也被解析 ，

为发现高效 、 低毒 、 特异性强的祀向抗肿瘤新药奠定基础 ｔＷ
。 对抗肿瘤药物来

说 ， 自 从第
一

只祀向抗肿瘤用药利妥昔单抗于 １ ９ ９ ７ 年上市后 ， 全球陆续上市 了

超过 ２０ 只範向抗肿瘤用药 ， 矛峻昔单抗是 中 国首只上市 的祀 向抗肿瘤用药 ， 罗

氏于 ２０００ 年将该品 引 入 中 国 ， 至 ２ ００９ 年 ， 共有 ８ 只 国外祀向抗肿瘤药物进入

中 国 。 从 ２ ００６ 年起 ， 包括恩度在 内 的 ５ 只 具有 自 主知识产权的 国产範向制剂获

准在 中 国上市 ， 但从市场份额来看 ， 国产品种 的销售额还进进 比的上进 口 品种 ，

目 前 中 国铅 向用药市场依然被跨国企业垄断 。 在长期 来临床上 的药物治疗 中发

现 ， 中草药来源有效成分在减轻临床症状 、 防止复发转移等方面对 比化学药物而

言有 良好 的效果而备受关注 。 我国有极其丰富 的药用植物资源学上 的厚重的科研

成果积累 ， 引入鞭向用药研究方法开展天然产物的祀 向药物筛选 ， 更有利于获得

作用机理明确 、 具有 自 主知识产权的天然範向药物 ， 提升为我 国 的传统药物在全

世界范 围 内 的竞争能力 。

１ ． ２Ｄｕａ ｌ
－

ｓｐ ｅｃ ｉｆｉｃ ｉ ｔｙｐｈ
ｏ ｓｐｈａｔａｓｅ２ ６

（
ＤＵＳＰ２６

）的研究现状

１ ． ２ ． １ＤＵＳＰ２６ 功能简介

特定蛋 白 质酪氨酸残基的憐酸化与去憐酸化调控生物体 内细胞信号通路等

基本生命活动 ， 送样 的 蛋 白 质 化学修饰过程 是通过蛋 白 酪氨酸激酶
（ｐｒｏｔｅ ｉｎ

ｔｙｒｏ ｓ ｉｎｅｋ ｉｎａｓ ｅ
，ＰＴ巧和蛋 白 酪氨酸磯酸酶

（ｐｒｏｔｅ ｉｎｔｙｒｏ ｓ ｉｎｅ
ｐｈｏ ｓｐ

ｈａｔａｓｅ
，ＰＩＴ ）

的作

用下实现的
ｆ

ｉ ｓ
ｉ

。 人体 内 ＦＴＰ 成 员 己经被全部鉴定 ， 活性 中 屯、含有半脫氨酸残基

的 ＰＴＰ 可 分为
一

类 。 根据亚基的不 同 ， 逐类 ＰＴＰ 分为两类 ， 即酪氨酸特异性

蛋 白酪氨酸憐酸酶和二重特异性去磯酸化酶
（
Ｄｕａ ｌ

－

ｓｐｅｃ巧ｃ ｉ巧 ｐｈｏ ｓｐｈａｔａｓｅ
，
ＤＵ Ｓ巧 。

ＤＵＳＰ 是功能 多样 的 ＰＴＰ ， 具有使憐酸化的丝氨酸 、 苏氨酸 Ｗ及憐酸化的酪氨酸

残基去稱酸化的活性
ｔ

ｉ ６
３

。 ＤＵＳＰ２６ 是 ＤＵ ＳＰ ｓ 亚组的成 员 ， 也具有让憐酸化酪氨

酸 么憐酸化功能 。 己发现 ＤＵＳＰ％ 可 Ｗ让磯酸化的热冲击转录因子去磯酸化 ， 显

示出 调控该转录因子和 ＤＮＡ 结合活性的功能 ， 是构成细胞 内 信号传导通路的蛋

４
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白质之
一

 ｔ
ｎ

ｌ

。

１ ．２ ．２ＤＵＳＰ％ 是近期确认的抗肿瘤药物作用铅蛋白

２００７ 年著名科技期刊 《彷Ｔｃｏｇｅｎｅ》 发表了关于 ＤＵＳＰ２６ 是抗甲状腺未分化

癌药物作用靴蛋 白 的研巧论文 。 论文作者发现 ， 在未分化型甲状腺癌 （
ａｎａｐ ｌａｓ地Ｃ

ｔｈｙｒｏ ｉｄｃａｎｃｅｒ
，
ＡＴＣ

）
中 ＤＵＳＰ２６ 的表达量异常高 。 高表泣的 ＤＵＳＰ２６ 造成磯酸化

的分裂原激活的蛋 白激酶ｐ３ ８（Ｍｉｔｏｇｅｎ
－

ａｃｔｉｖａｔｅｄＰｒｏｔｅ ｉｎＫ ｉｎａｓｅ
ｐ
３ ８ ，ＭＡＰＫ ｐ３ ８ ）

去磯酸化 ， 并与之形成复合体 。 与 ＤＵＳＰ２６ 形成复合体后的 ＭＡＰＫ ｐ３ ８ 丧失 了原

本具有的启动细胞调ｔ的功能 ， ＤＵＳＰ２６ 造成的细胞调亡功能的丧失被认为是

ＡＴＣ 细胞增生异常迅速的原因 。 临床上己把 甲状腺肿瘤组织内 ＤＵＳＰ２６ 是否过

量表达作为 ＡＴＣ 发病 的诊断依据之
一 ｌ

ｉ ｓ
ｉ

。 这竖蛋 白 作用机理的发现证 明 了

ＤＵＳＰ２６ 是
一

个抗 ＡＴＣ 药物作用 的新祀点 。

甲状腺癌的临床病理类型主要分为 ４ 种类型 ： 乳头状腺癌 （ｐａｐ ｉ ｌ ｌａｒｙｔｈｙｒｏ ｉｄ

ｃａｒｃ ｉｎｏｍａ
，
ＰＴＣ

）
、 滤泡状腺癌脚 ｌ ｌ ｉｃｕｌａｒ ｔｈｙｒｏ ｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ

＾
ＦＴＣ

）
、 髓样癌 （

ｍｅｄｕｌ ｌａｒｙ

ｔｈｙｒｏｉｄ ｃａｒｃ ｉｎｏｍａ
ｊ
ＭＴＣ卿 ＡＴＣ

ｆＷ
。 各类型 甲状腺癌的发病年龄 、 生

＾
速度 、 转

移途径 、 预后都明显不同 ， ＰＴＣ 发病率约 占全部 甲状腺癌的 ６０％ ，１于低度恶

性肿瘤 ， 是 甲状腺癌中最常见的病理类型 ；
ＦＴＣ 约 占 甲状腺癌的 ２０％ ， 属于中

度恶性肿瘤 ， 特点是血行播散快 ， 多有远处转移 ， 可到骨组织及肺 ， 常常缺芝明

显的局部恶性表现 。 ＭＴＣ 又称滤泡旁细胞癌 ， 是发生 自 甲状腺滤泡旁细胞的恶

性肿癌 ， 可通过血道发生远处转移 ， 在我国 国 内平均发病率约 占 甲状腺癌总发病

率的 ４％ ， 临床上少见 未分化型 甲状腺癌发病率约 占全部甲状腺癌的 １ ５％
Ｐ ｉ

ｌ

。

这种 甲状腺癌的癌细胞増生迅速 ， 早期可发生全身转移
，
患者从发病到死亡往往

仅有几个月 的时间 ， 其 ５ 年生存率低于 １ ０％ ，６ 个月致死率为 ６８ ．４％ ， １ ２ 个月致

死率为 ８０ ． ７％
Ｐ２ ‘２４

１

。 由此可见 ， ＡＴＣ 是严重危害人体健康的恶性肿瘤之
一

。

目 前为止临床上治疗 ＡＴＣ 的方法有许多种 ， 诸如基因治疗 、 根治性切除 、

活检术 、 预防性气管切开术等的手术治巧ＰＳ
１

、 放射性线治疗、 化学治疗等 。 ＡＴＣ

常规性的临床治疗中 ， 单纯依靠手术治巧的患者术后生存率很低 。 化疗可延长部

分患者的生存时 间 ， 但整体而言对改善本病的愈后作用不大 。 ＡＴＣ 患者因失去

摄棚能为而导致常规 Ｉ 治疗无效
ｐｑ

。 诱导分化治疗在体外试验中有较好的效果 ，

但现在没有大规模的临床试验
，有待更进

一

步的研巧 。 随着近年来各国 ＡＴＣ 的发

病率呈逐年增加的趋势 若能找到有效且可靠的抑制 ＤＵＳＰ２６ 与 ＭＡＰＫ
ｐ３ ８

结合的药物 ， 将有可能减少 由 ＤＵＳＰ２６ 过表达诱导的 ＭＡＰＫｐ
３ ８ 丧失维持细胞

周期的功能 ， 从而在 甲状腺组织 内促进 ＡＴＣ 细胞的调亡 ， 达到抑制或阻止 ＡＴＣ

的病程发展 。 因此 ， ＤＵＳＰ２６ 的活性抑制剂可作为治疗 ＡＴＣ 新药的先导化合物

５
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开展更深入的研究 。

２００７ 年 Ｗ后对 ＤＵＳＰ２６ 的深入研究中发现 ＤＵ ＳＰ％ 在神经组织 内 也呈现离

表达状态 ， 大脑 外 的神经组织中表达量高于脑组织 ， 此外 ， 在骨骼肌 、 前列腺

和 卵巢 中 也能发现 ＤＵ ＳＰ２６ 呈现高表达状态 在 ＰＣ １ ２ 细胞 中 ， 高表达 的

ＤＵ ＳＰ％ 能够降低 Ａｋｔ 的 ４７ ３ 位丝氨酸的憐酸化
Ｐ９

１

， ＤＵＳＰ２６ 通过下调 Ａｋｔ 通路

和威廉姆肿瘤基因 的产生减低表皮因子受体水平 ， 降低表皮因子水平 ， 从而抑制

细胞生长 ， 这表明 ＤＵ ＳＰ２６ 参与 ＰＣ １ ２ 细胞的分化 ， 通过调控 Ｐ Ｉ３Ｋ／Ａｋｔ 信号传

递使神经生长因子和表皮生长因子水平发生变化 。 ＤＵＳＰ％ 与细胞粘连和细胞 内

转运有关
ＰＷ

。 在神经上皮癌细胞 、 成神经癌细胞和成视 网膜癌细胞 中 发现 了

ＤＵ ＳＰ２６ 过表达造成 ＭＡＰＫｐ ５
３ 丧失 了 原本具有的启动细胞调亡的功能的现象 。

如果能消除 ＤＵ ＳＰ２ ６ 和 ＭＡＰＫ
ｐ３ ８ 或 ｐ ５ ３ 形成的复合体 ， 恢复 ＭＡＰＫ

ｐ３ ８ 或

ＭＡＰＫｐ５ ３ 调控细胞调亡的功能 ， 让相关癌细胞的增殖受到抑制
，
有希望实现肿

瘤的治疗 。 因此 ， ＤＵ ＳＰ２６ 的活性抑制剂可 １
＾＾降低 ＭＡＰＫ ｐ ３ ８ 或 ＭＡＰＫ ｐ５ ３ 介导

的肿瘤细胞异常性増生 ， 可作为 ＡＴＣ 、 神经上皮癌细胞 、 成神经癌细胞和成视

网膜癌等肿瘤的治疗新药的先导化合物开展成药性研究 。

１ ． ２ ． ３ＤＵＳＰ２６ 的结构生物学研究现状

ＤＵ ＳＰ％ 基因位于第 ８ 号染色体的第 １ ２ 位 ， 其基因编码 的肤链含有 ２ １ １ 个

氨基酸 。 研究发现 ＰＴＰ 组 的去稱酸化酶含有
一

个大约 １ ５ ０ 个氨基酸残基的序列

高度保 守 的 催化结 构域 ， 其 中 的 活性 中 也 由
一

个高度保 守 的氨基酸序 列 ：

陆 ｓ
－Ｃｙｓ

－Ｘ－Ｘ－Ｇ ｌｙ
－Ｘ－Ｘ －Ａｒｇ

－ Ｓ ｅｒ构成 ， 称为ＰＴＰ －

ｌ ｏｏｐ（
Ｘ为非保守氨基酸

）

口 
１

］

。

ＤＵ ＳＰ％ 的催化结构域含有 ６ １
－

２ １ １ 残基 。 本人的导师谢勇 副研究员 成功培育 了

ＤＵＳＰ２ ６
（
６ １

－２ １ １
）
的单 晶体 ， 并成功测定 了１ ． ６７Ａ 分辨率 Ｘ 射线衍射数据 。 这种

晶体的空间群为 Ｃ２ ， 非对称单位 内含有
一

个 ＤＵＳＰ２６
（
６ １

－２ １ １
）

， 利用 多波长异常

散射法解决相位 问题后成功测定 了ＤＵＳＰ２６
（
６ １

－２ １ １
）
的 晶体结构

（
ＰＤＢＩＤ ：２Ｅ （ｒｒ

）

口３
， 它含有 ７ 条 ａ 螺旋和

一

个 ５ 条 Ｐ 折叠构成的 Ｐ
－片层 。 Ｗ （

３
－片层为 中 屯、

， ａ ｌ
－ａ６

环绕在其周 围 形成
一

个主体 区
（
图 １

－

１Ａ
）

， ａ７ 则 从主体 区 延伸 而 出 巧 另
一

个

ＤＵＳＰ２ ６ 的催化结构域的 ａ５ 形成分子 间相互作用 ， 使得 ＤＵＳＰ２ ６ 形成 ２ 聚体的

结构烟 １ 

－

１ Ｂ
）

。 聚体 中 的分子间相互作用面主要 由位于 ｃｔ ５ 的 Ｔｈｒ ｌ ６ １ ， Ｍｅ ｔ １ ６ ８ ，

Ｌｅｕ ｌ ６ ９ 和位于 ａ ７ 的 Ｐｈｅ ｌ ９ ８ ， Ｌｅｕ ｌ ９ ８ ， Ｌｅｕ２０ １ ，Ｌｅｕ２０ ５ 构成 ， 分子 间相互作用

形式 Ｗ疏水性相立作用为主 （
图 １

－

ｌ Ｂ
）

， 另外 Ｓ ｅｒ ｌ ５ ７ ， Ａ ｓｐ
ｌ ２ ０ ， Ａ ｓｎ ｌ ９ １ 形成的跨

两个分子的氨键网 ， 有稳定 ＤＵ ＳＰ２６ 的催化结构域二聚体结构 的作用 （
固 １

－

１Ｑ
Ｐ ２

１

。

美 国科学家也成功培养 了 另
一

种 ＤＵ Ｓ Ｐ２６
（
６ １

－２ １ １
）
的 晶体 ， 测巧 了２ ． １Ａ 分辨率 Ｘ

射线衍射数据后获得 了ＤＵＳＰ２ ６
（
６ １

－２ １ １
）
的 晶体结构

（
ＰＤＢ ＩＤ ；４ＨＲＦ

）

Ｐ ３
ｊ

， 这种

６
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？壤 游
Ｕ化Ｋ

图 １
－

１ ． Ａ ． 用網带模型表示的 ＤＵＳＰ２ ６
（
６ １

－２ １ １
）单体的结构 。 Ｂ 和 Ｃ 分别表示 ＤＵ ＳＰ ２ ６

（
６ １

－２Ｕ
）

二聚体中分子间的疏水相互作用和氨键相互作用 。 氨键用黑色虚线表示 。

图 １
－２ ． Ａ

，

ＤＵ ＳＰ化
（
６ １

－２ １ １辟构蛛蓝色卿 ＤＵ ＳＰ １ ３ 结构屏蓝色 ）的叠合 。Ｂ
，
ＤＵＳＰ２６

（
６ １

－２Ｕ
）

和 ＶＨＲ 结构 （绿色 ）的叠合 。 Ｃ
，ＤＵ ＳＰ２ ６（

６ １
－２ １ １

）的表面电荷 。 正电荷和负电荷分别用蓝色

和红色表示 。 红色虚线圈内标注的是 ＤＵ ＳＰ２ ６ 分子中 出现的新空巧 。

３ＡＸ ３Ｂ ３Ｃ

图 レ３ ．Ａ ．ＤＵ ＳＰ２６（
６ １

－２ １ １
） 结构赁旬和 ＶＨ民 结构傅色 ）的叠合 。 蓝色虚线框内标注的是

ＤＵ ＳＰ％ 的 记－

ｐ
３ 之间的 ｂｏｐ 环的偏移 ，

红色圆点是催化中心 。 Ｂ
．ＶＨＲ 的 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 上的

民 １ ２５ 残基与 ｌｏｏｐ 环上的 Ｆ６ ８ 和 Ｈ７０ 形成氨键作用 。 Ｃ ．ＤＵ ＳＰ２６
 （
６ １

－２ １ １
）中 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 和其周

围 ｌｏｏｐ 环无氨键作用 。

４Ａ採邮

。

：端。 ａＩ？、 ＂ ， ．＂

图１
－４ ．ＤＵ沖％

（
６ １

－２ １ １
）

、 ＶＨＲ 和ＤＵ ＳＰ １ ３ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ中甘氨酸的构型 。 Ａ ．ＤＵ ＳＰ２ ６的Ｇ ｌｙ ｌ ５ ５

是反式结构 。黑色箭头标注的是 Ｖ １ ５ ６ 和 ＳＷ 偏离活性中也、的主链 Ｎ 原子 。 Ｂ ．ＶＨＲ 的 Ｇ ｌｙＵ７

是顺式构型 。 Ｃ ． ＤＵ ＳＰ １ ３ 中 Ｇ １ ４ １ 是顺式构型 。

７
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晶体的空间群为巧 ｉ
２

ｉ

２
ｉ

， 非对称单位 内含有两个 ２ 聚体 。这样的 ＤＵ ＳＰ２６
（
６ １

－２ １ １
）

的晶体结构显示无论是单体还是 ２ 聚体的结构都和本课题纪测定 的 ＤＵ ＳＰ２６

（
６ １

＿２ １ １
） 的结构 （

ＰＤＢ ＩＤ ；２Ｅ０Ｔ
）

脚基本相 同 。

ＤＵ ＳＰ２６ 、 ＶＨＲ（
ｖａｃｃ ｉｎ ｉ ａＨ １

－

ｒｅｌａｔｅｄｐｈｏ ｓｐｈａｔａｓｅ ， 又 称 为ＤＵ ＳＰ ３
）

［
ｍ

］ 和

ＤＵ ＳＰ １ ３
Ｐ Ｓ

喻氨基酸序列相似度大于 ５ ０％ 。 将＾者 的空 间 结构进行 比对发现

ＤＵＳＰ２６ 巧 １
－

２ １ １
）与 ＶＨＲ 和 ＤＵＳＰ １ ３ 在空间结构上存在显著的结构异性 。 首先 ，

最大差异在于 ＶＨＲ ， ＤＵ ＳＰ １ ３ 的 Ｃ 末端 ａ 螺旋和相 当于 ＤＵＳＰ２６
（
６ １

－２ １ １
）
的 ａ５

螺旋部分形成分子 内相互作用 ， 而 ＤＵＳＰ２６（
６ １

－２ １ １
）
的 Ｃ 末端 （ｘ７ 螺旋和另

一

个

ＤＵ ＳＰ２６
（
６ １

－２ １ 叫的 ａ５

’

螺旋形成分子间相互作用 。 其次 ， 相较于 ＶＨＲ 和 ＤＵ ＳＰ １ ３

的相应区域 ， ＤＵＳＰ２ ６
（
６ １

－２ １ １
）
ａ３ －

｜

３ ３ 之间 的 １〇邱 远离 ＤＵＳＰ２６ 的催化中 屯、

， 形

成
一

个在其它 ＤＵ ＳＰ 中未见的新空穴
（
图 ｌ

－２
）

〇 ＤＵＳＰ％
（
６ １

－２ １ １
）
ａ３ －

｜

３ ３ 之间 的 ｌｏｏｐ

远离 ＤＵＳＰ２６ 的催化中也导致其和 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ之间形成的氨键作用被破坏调 １
－

３
）

，

不易维持 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 为活性构象 。 其次 ， 大多数 抓 ＳＰ 家族成员 的 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 中 ，

ＷＸ 表示的基本是极性氨基酸 ， 能和分子 内 的其他化键形成氨键 ， 让活性中也

保持容易和底物结合的构型 ， 测定的晶体结构显示 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 中都保留 的甘氨酸 ，

Ｇ ｌｙ ｌ ２７
（
ＶＨＲ巧日 Ｇ １ ４ １

（
ＤＵ ＳＰＤ

）的构型均为顺克 和附近氨基酸形成氨键 ， 有利

于稳定活性 中 屯、处于开放状态
，
与底物结合调 １

－４
）

口 ５
’
３ ６

］

。 而 ＤＵ ＳＰ２６ 的 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ

中 ， Ｘ 表示的氨基酸都是非极性氨基酸 ， 不能形成类似 ＶＨ民 、 ＤＵＳＰ １ ３ 等的活

性中屯、氨键网 ， 缺乏使活性中也处于开放构型 的稳定因素 ， 观测到的活性中 屯、为

关 闲状态 ， 此时 Ｇ ｌｙ ｌ ５ ５（
ＤＵ ＳＰ２６

）
的构型为反式构型 。 上述结构研究表 明 ，

ＤＵ ＳＰ２６ 的活性中 屯、及附近区域具有独特的空间结构
，
具有未知的与底物结合机

串 ！ ］ ， 它 的抑制剂的专
一

性可能很强 。

１ ． ２ ．４ 现向 ＤＵＳＰ２６ 药物筛选的硏究现状

＂

新粗标 ？ 新结构 ？ 新机制
＂

是推动创新药物研究发展的动力 。 作为近期满定的

抗肿瘤药物作用 的视点 ， 开展鞭向 ＤＵ Ｓ Ｐ２６ 抗抑瘤药物研究 已成为
一

个抗癌新药

研发 中 的重要课题 。 目 前为止 ， 高通量筛选研究仅发现
一

个 ＤＵ ＳＰ％ 的小分子抑

制剂 ＮＳＣ －

８ ７ ８ ７７
（图 ５

）
，心 〇值为 １ ６ ． ６７

／
／Ｍ

［
３ ７

’
３ ８

］

。 由于抑制 ＤＵ ＳＰ％ 的活性较弱 ，

作为视 向 ＤＵ ＳＰ２６ 的抗肿瘤药物先导化合物开展成药性研究的可行性不高 。

ＳＯ
３
Ｎ ９

Ｎ
、

、

Ｎ

ＳＯ
ｓ
Ｎ ａ
人人＾州

８
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图 １
－

５ ． ＮＳＣ －

８７８７７ 的化学结构 。

中 国医学科学院 ／北京协和医学院药用植物研究所在国家基础研究项 目
＂

重

大新药创制
＂

、 财政部专项资金的资助下正在建设中药天然化合物库 。 本课题组

的合作方中 国医学科学院 ／北京协和医学院医药生物技术研究所开发了微生物天

然产物数据库 （
ＭｉｃｒｏｂｉａｌＮａｔｕｒａｌＰｒｏｄｕｃｔｓＤａｔａｂａｓｅ ，ＭＮＰＤ

）
。 百灵威公司给本单

位提供小分子化合物库 。ＭＮＰＤ 是国 内唯
一

的微生物天然产物数据库 ， 利用 ＭＤＬ

ＩＳ ＩＳＢａｓｅ 化学信息管理系统进行构建 ， 从公开发表的文献 、 专利 中收集了包括

了１ ６０００ 多个微生物天然产物的来源 、 制备 、 理化性质 、 二维和Ｈ维化学结构 、

生物活性和原始文献等信息资料 ， 可巧于微生物天然产物的信息查询和总结性检

索 ， 还可 Ｗ与分子模拟和药物设计软件配合使用进行计算机辅助药物设计和虚拟

筛选研究 。 这些化合物库为开展靴向 ＤＵＳＰ２６ 的抗肿瘤药物先导化合筛选研巧提

供 了保障 。 从中有望发现具有更高活性的 ＤＵＳＰ２６ 小分子抑制剂 ， 因此本论文作

者开展 了 的 ＤＵＳＰ２６ 的反应机理的研巧和利用计算机辅助药物筛选等技术的

ＤＵＳＰ２６ 的小分子抑制剂的发现和活性评价研究 。

１ ． ３ 本研究的 目的及意义

鉴于 目 前对 ＤＵＳＰ２６ 研究中还没有获得明晰的 ＤＵＳＰ２６ 的反应机理和可作

为抗肿瘤新药候选品的 ＤＵＳＰ２６ 抑制剂 ， 本项研究首先开展了ＤＵＳＰ２６ 的反应

机理的研究 ， 从 ＤＵＳＰ２６ 的结构特征上提出 了存在控制酶活性分子开关的假说 ，

进
一

步利用对硝基苯磯酸 （
４－Ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ，ｐ

－ＮＰＰ
）
为底物 ， 实施蛋 白质

分段表达－酶促动力学 、 点突变 －酶促动力学 、 计算机辅助药物设计等方法 ， 从不

同的角度证实 了假说的客观真实性 ， 从而确定 了ＤＵＳＰ２６ 分子上的抑制剂作用部

位 。 而后开展 ＤＵＳＰ２６ 新抑制剂的筛选 ， 利用 ＣＡＤＤ 技术构建 了 用于分子对接

筛选的药效团模型 ， 利用分子对接法开展从 ＭＮＰＤ 、 百灵威公司化合物库中筛

选可作为 ＤＵＳＰ２６ 抑制剂的候选化合物 ， 之后建立 Ｐ
－ＮＰＰ 为底物的 ＤＵＳＰ２６ 酶

抑制活性评价方法 ， 验证从计算机辅助药物筛选中获得候选化合物的对 ＤＵＳＰ２６

的抑制活性 ， 从计算机筛选到的 ２３２ 个化合物中共计发现 ８ 种化合物具有抑制

ＤＵＳＰ２６ 的活性 ， 其中之
一

的抑制活性高于 ＮＳＣ － ８７８ ７７ ， 研究结果证 明推测的

ＤＵＳＰ２６ 反应机理符合事实 。 可Ｗ说本项研究是基于
＂

干实验
＂

和
＂

湿实验
＂

数

据确定的 ＤＵＳＰ２６ 的催化机理实施的计算机辅助药物筛选 ， 避免了抑制剂筛选的

盲 目 性 ， 为深入研究 ＤＵＳＰ２６ 的反应机制和研发具有更窩活性和特异性 的

ＤＵＳＰ２６ 小分子抑制剂奠定了基础 。

９
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第二章 ＤＵＳＰ２ ６ 的药物作用觀位研究

由 于在 ＤＵＳＰ２６ 巧 １
－２ １ １

）
的 晶体结构 中没有底物或底物的结构类似物存在 ，

Ｐ
－ＮＰＰ 为底物开展 的酶活性测试结果表明 ＤＵＳＰ２ ６

（
６ １

－２ １ １姐没有显示 出去礎

酸反应活性 ， 表 明 己测定 的 ＤＵ ＳＰ２ ６ 巧 １
－２ １ １

）
晶体结构是

一

个非活性型 的结构 ，

基于此结构直接开展计算机辅助祀向 ＤＵＳＰ２６ 药物筛选是不合适的 ， 必须先确认

小分子药物可作用 的範位的结构信息 ， 利用计算机辅助药物筛选才可能获得具有

高活性的 ＤＵ徘％ 抑制剂 。

ＤＵ ＳＰ２ ６（
６ １

－２ １ １
）
分子的表面 电荷分布 图显示 ， 活性中 也的表面是 电荷为近

中性的平滑表面 ， 込样的结构不利于 ＤＵ ＳＰ％ 与憐酸化的酪氨酸结合 。 目 前为止

还没有与 ＤＵＳＰ２６ 与底物复合体的 晶体结构被测定 。 ＶＨＲ 是与 ＤＵ ＳＰ２６ 结构最

相似的蛋 白 质之
一

， 已有 ＶＨ民 和底物结构类似物复合体 （
ＰＤＢ ＩＤ ；１ ￥ ：？１１

）

＾ ４
］

含

有憐酸化酪氨酸肤链结合复合体的 晶体结构 （
ＰＤＢＩＤ ：Ｉ Ｊ４ ；Ｘ

）被成功测定
ｔ
ｗ

ｊ

， 込

些活性型的 ＤＵＳＰ 结构可 作为参考来推测 ＤＵＳＰ２ ６ 与底物结合后发生的构型

变化 ， 解析 ＤＵ Ｓ巧６ 的反应机制 。 表面 电荷分布 图显示 ， ＶＨ民 与底物结合后 ，

ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 显示 出
一

个带正 电荷 的 凹穴状的表面 ， 正好匹配憐酸的结合 （图 ２ －

１Ａ
）

。

因此可 认为 ＤＵＳＰ２６ 在催化磯酸化酪氨酸去磯酸反应时 ， 当底物与 ＤＵ ＳＰ２６

结合形成酶 －底物复合体时 ， ＤＵＳＰ２６ 的 ＰＴＰ －

 ｌｏｏｐ 应该 由 电荷 中性的平滑表面转

变为类似 ＶＨＲ 与底物结合后 的带正 电荷 的空兴结构 ， 这时 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 应该和 ＶＨＲ

的 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 的构型相似 。

ＤＵ ＳＰ％
（
６ １

－

２ １ 〇和 ＶＨＲ 的与底物复合体的 晶体结构对 比可见 ， ＤＵＳＰ２６ 的

ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 上 的 Ｇ ｌｙ ｌ ５ ５ 形成反式构型 （
图 ２ － 化

）
， 对应其表面 电荷分布 图来看 ， 这

样的结构不利于与底物结合 。 而在 ＶＨＲ 分子 中 ， ＰＴＰ －

ｌ ｏｏｐ 与底物结合形成开放

型结构 ， 等 同于 创ｙ ｌ ５ ５ 的 Ｇ ｌ
ｙ ｌ ２７ 呈现为顺式构型 ， 此时 ， 位于 创ｙ ｌ ２７ 附近 的

Ａｒｇ ｌ ５ ８ 和 Ｇ ｌｙ
ｌ ２７ 附近的氧原子形成 ２ 个氨键 ， 位于 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 上的极性氨基酸

也和附近的主链形成氨键 ， 这些氨键的生成有利于 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 与底物结合后的稳

定化 。 由 于 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 和周 围氨基酸容易形成 多重氨键 ， 有利于活性型结构 的

ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 的稳定化 。 而对于 ＤＵＳＰ％ ， ＰＴＰ －

ｌ ｏｏｐ 上基本为非极性氨基酸 ， 不能形

成类似 ＶＨＲ 的 ＰＴＰ －

ｌ ｏｏｐ 上侧链与周 围部分的氨键 ， 容易维持低能级 的非活性型

结构 。 这些研究结果证明 了ＤＵ ＳＰ２６ 从非活性的天然结构转化为底物结合的活性

型结构之 间 的能级差大于 ＶＨＲ 。

参考 ＶＨ民 和 ＤＵＳＰ２６ 氨基酸序列相似度和空间结构的相似性 ， 我们发现当

ＤＵＳＰ２６ 和底物结合时 ， ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 结构结构应该转化为类似于 ＶＨ民 的构型 ， 此

时 Ｇ ｌ

ｙ
ｌ ５ ５ 的构型应从反式转变类似 ＶＨＲ 中 Ｇ ｌｙ ｌ ２７ 的顺式结构 ， ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 处于

高能级状态 ， 附近 Ａｒｇ ｌ ８６
（
等 同于 ＶＨ民 中 的 民 １ ５ ８

）
应 当发生构型 的改变 ， 与

ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 形成类似于 ＶＨＲ 活性型结构 中的 多重氨键 ， 让 ＰＴＰ －

ｌ ｏｏｐ 稳定为活性型

的结构 ， 只有这样 ， 才能使 ＤＵ ＳＰ２ ６ 酶与底物的结合后实现去稱酸化反应 。 因此

１０
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哪＂鷄

ＷＢＳＭ
Ｂ

图 ２ －

１ ．ＤＵＳＰ２ ６ 巧 １
－２ １ １

）和 ＶＨＲ 与底物复合体晶体结构中活性中心附近结构的比较 。

Ａ ． ＤＵＳＰ２６
（
６ １

－２ １ １＾ｎ ＶＨ民 与底物复合体的表面电荷分布图 ，
左侧为 ＤＵＳＰ２６

（
６ １

－２ １ １
） ， 右

侧为 ＶＨＲ 与底物复合体 ， 棉圆虚线圈内丸活性中心部分 。 Ｂ ． ＤＵ ＳＰ２６
（
６ １

－２ １ １
）和 ＶＨＲ 与底

物复合体晶体结构活性中也的结构对比 。 ＤＵ ＳＰ２６
（
６ １

－２ １ １
）
主链及碳原子用绿色表示 ，

ＶＨＲ

与底物复合体晶体结构主链及巧原子用灰色表示 。 两个酶的 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 和 ＶＨＲ 结合的化链用

球棍模型表示 ， 其他蛋 白质主链部分用铜带模型表示 。 巧链的碳原子用黄色表示 ，
所 结构

中 的氮原子用蓝色表示 ， 氧原子用 红色表示 。 氯键用黄色虛线表示 。 ＶＨＲ 的底物用球棍模

型表示 ， 所有原子标记为红色 。

１ １
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可Ｗ认为 Ａｒｇ
ｌ ８６ 可能是控制 ＤＵＳＰ２６ 活性的分子开关 。 即 当 Ａｒｇ ｌ ８ ６ 和 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ

形成氨键 ， ＤＵＳＰ２６ 的活性中也结构才能转变为带有正电荷的匹配憐酸结合的凹

穴 。 当 Ａｒｇ ｌ ８ ６ 构型改变 ， 恢复成测定的晶体结构 中显示的 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 构型时 ，

ＤＵＳＰ２６ 的活性中也恢复成电荷 中性的平滑表面 ， 可促进产物释放 。 ＤＵＳＰ２６ 主

链分为Ｈ个相对独立的结构域 ： Ｎ 端结构域 （
１
－６０

）
、 催化中也结构域 （

６ １
－

１ ９０
）

和 Ｃ －端结构域 （
１ ９０－２ １ １

）
。 为了验证假说是否真实 ， 在开展计算机辅助药物筛选

研究前 ， 开展了分段表达－酶促动力实验 ， 检测 ＤＵＳＰ２６ ， ＤＵＳＰ２６
ｙ

－

１ ９０
） ，

ＤＵＳＰ２６

（
３ ５

－２ １ １
） ，
ＤＵＳＰ２６

（
３ ５ －

１ ９０
） ，
ＤＵＳＰ２６（３５

－

１ ８引对 ９
－

１们》

？ 去磯酸反应的催化活性 ，

同时开展Ａｒｇ
ｌＷ 的突变体－酶促动力学研巧来巧明 Ａｒｇ ｌ ８ ６ 是否确为控制 ＤＵＳＰ２６

活性的分子开关的研究 。 本章将介绍具体的研究方法和取得的研究成果 。

第一节 ＤＵＳＰ２６ 及截断体表达质粒的构建

１ ． １ 材料与试剂

１丄 １ 菌株与表达载体

人源 ＤＵＳＰ２６ 的 ｃＤＮＡ 和蛋 白质表达用大肠杆菌 ［
妨ｃＡｅＷｃＡＢＬ２ １

（
ＤＥ３

） ］

感受态细胞由 中 国医学科学院／北京协和医学院医药生物技术研究所司书毅教授

提供 ， ｐＧＥＸ
－４Ｔ－２ 表达载体购 自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司 。

１丄２ 酶与试剂

限制性 ＤＮＡ 内切酶 公ａｍ／ｆＩ 和 ＥｃｏｉＭ 购 自 纽英伦生物技术 （
ＮＥ巧北京有限

公司 ； ＰＣＲ 试剂 ２ ｘ Ｔ ａｑ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 、 ＤＮＡ Ｍａ＾ｋｅｒ ＡＬ２０００ 、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接

酶 、 核酸染料购 自北京博奥龙免疫技术有限公司 ；
ＤＮＡ 胶回收试剂盒 、 质粒小

提试剂盒购 自北京康润诚业生物技术有限公司 ； 氨予青霉素〇４ｍｐ）
、 异两基－

Ｐ
－Ｄ －

硫代半乳糖巧、苯甲基横酷氣 、 乙二胺四 己酸 、 Ｔｒｉ ｓ 、十二爲基硫酸钢购 自 Ａｍｒｅｓｃｏ

公司 ； ＮａＣ ｌ 、 ＣａＣ ｌ２ 、 ＫＣ１ 、 ＭｇＣｂ 、 ＮａＯＨ 、 冰醋酸 、 甘油 、 石醇 、 二 甲苯青蓝 、

漠酪蓝购 自 北京化工厂 ： 引 物合成和质粒 ＤＮＡ 测序 由北京擎科生物技术有限公

司完成 。

试剂盒 ：

质粒小提试剂盒 ： 北京康润诚业生物技术有限公司 ， ５０ 次 。

ＲＮａｓｅ Ａ
（
１ Ｏｍｇ／ｍＬ

） １ ５０
ｊ
ＪＬ

细胞悬浮液 （
Ｓ Ｉ

） １ ５ｍＬ

细胞裂解液巧巧 １ ５ｍＬ

中和缓冲液 （
Ｓ３

） ２０ｍＬ

去蛋 白液
（
ＰＲ

） ３ ０ｍＬ

１２
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浓缩漂洗液 （
ＷＢ

） ２０ｍＬ

洗脱缓冲液 （
ＥＢ

） ５ｍＬ

离屯吸附柱 ５０ 套

无菌离也管 （
１ ． ５ｍＬ

） ５０ 个

２ＸＴａｑ
ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ

ＱｕｉｃｋＣ ｌｏｎｉｎｇ 系列 ： 北京博奥龙免疫技术产品 。

２ＸＴａｑ
ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ １ｍＬ

ＤＮＡ 片段快速胶回收试剂盒 ； 北京康润诚业生物技术有限公司 ， ５０ 次 。

膜结合液 （
ＭＢ

） ２０ｍＬ

膜漂洗液 （
ＭＷ

） ６ｍＬ

洗脱缓冲液 （
ＥＢ

） ５ｍＬ

１ ． ５ｍＬ 无菌离必管 ５０ 个

１丄３ 主要仪器

微量移液器 （
ＥＰＰＮＤＯＲＦ

）

聚合酶链式反应仪 （
ＥＰＰＮＤＯＲＦ

）

恒压恒流电泳仪 、 电泳槽 （
Ｂ ｉｏ

－ＲＡＤ
）

自动凝胶成像仪 （
ＳＡＧＥＣＲＥＡＴＩＯＮ ，ｃｈｅｍｐＧｅｌ６０００

）

电子天平 （
Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏ ｌｅｄｏ产ＰＢ ３ ０３ －Ｅ型

）

高速冷冻离也、机 （
湘仪

）

紫外可见分光光度计 （
ＬｅｎｇＧｕａｎｇ

ＴｅｃｈＳｐｅｃｔｒｕｍＬａｂ７５２Ｓｐ）

超低温冰箱巧ａｎｙｏ）

自动高压灭菌锅 （
合肥新华医巧设备公司产 ）

ＤＨＰ －

９０８２ 型可控温空气摇床 （
上海

一

恒解技有限公司 ）

纯水系统
（
世韩宝龙实验室专用纯水设备）

１丄４ ＰＣＲ 弓 Ｉ物

根据 ＰＣＲ 技术的 引物设计原则 ， 利用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５ ． ０ 软化 设计 ＤＵＳＰ２６

全长和不同片段长度蛋 白基因的 ＰＣＲ 引物 ， 由北京擎科生物技术有限公司合成 。

所用 引物序列如表 ２－

１ 所示 。

１ ．２ 实验方法

１ ．２ ． １ＰＣＲ 扩増ｃＤＮＡ

１ ３
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表 ２ －

１ 弓 Ｉ物及引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ


Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５
＊

－３
＊

）


Ｆｏｒｗａｒｄ ： ５
＇

－ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＧＣＣＣ了ＧＧＴＡＡＣＴＧＧＣＴＴＴＧ－

３
１

ＤＵＳＰ２６

Ｒｅｖｅｒｓｅ ： ５
ｉ

－ＧＧＡＡＴＴＧＴＧＡＴＧＣＴＴＣＣＡＧＡＣＣＣＴＧＧＣ －

３
’

ＤＵＳＰ２６Ｆｏｒｗａｒｄ ： ５
＇

－ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＧＣＣＣＴＧＧＴＡＡＣＴＧＧＣＴＴＴＧ－

３
ｉ

（
１
－

１ ９０
）Ｒｅｖｅｒｓｅｄ 

＇

－ＣＡＣＣＧＡＧＧＣＡＴＣＡＴＣＣＣＣＴＧＡＴＧＡＧＡＡＴＴＣＣ －

３
＇

ＤＵＳＰ２６Ｆｏｒｗａｒｄ ： ５
＇

－ＣＧＧＧＡＴＣＣＴＴＴＴＡＴＧＧＧＣＣＣＧＣＴＴＣＴＣＣＣＧ －

３
＇

（
３ ５ －２ １ １

）Ｒｅｖｅｒｓｅ ： ５
＇

－ＧＧＡＡＴＴＣＴＣＡＴＧＣＴＴＣＣＡＧＡＣＣＣＴＧＣＣ －

３
＇

ＤＵＳＰ２６Ｆｏｒｗａｒｄ ： ５
＇

－ＣＧＧＧＡＴＣＣＴＴＴＴＡＴＧＧＧＣＣＣＧＣＴＴＣＴＣＣＣＧ－

３
＇

（
３ ５ －

１ ９０
）Ｒｅｖｅｒｓｅｄ－

ＣＡＣＧＧＡＧＧＧＡＴＣＡＴＧＧＧＧＴＧＡＴＧＡＧＡＡＴＴＣＣ
－

３
，

ＤＵＳＰ２６Ｆｏｒｗａｒｄ ： ５
＇

－ＣＧＧＧＡＴＣＣＴＴＴＴＡＴＧＧＧＣＣＣＧＣＴＴＣＴＣＣＣＧ－

３
＇

（
３ ５

－

１ ８５
）Ｒｅｖｅｒｓｅ ： ５

＇

－ＧＧＡＡＴＴＣＴＣＡＴＧＣＴＴＣＣＡＧＡＣＣＣＴＧＣＣ－

３
＇



ＰＣＲ 反应体系 ：

ＤＮＡ
模板 （

５ ｎｇ／
／
／Ｌ

） １ ． ０
／
／Ｌ

ＰｒｉｍｅｒＦｏｒｗｏｒｄ
（

１ ０
／

／Ｍ
） １ ．０

ｆ
ｉＬ

ＰｒｉｍｅｒＲｅｖｅｒｓｅ
＂ Ｇ

／
／Ｍ

） １ ．０

２ｘＴａｑ
ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ ２５ ．０

／
／Ｌ

ｄｃｆｆｌｂＯ ２２ ．０
／

／Ｌ

Ｔｏｔａｌｖｏ ｌｕｍｅ ５０ ． ０
／

／Ｌ

ＰＣＲ 条件 ：

＇

步骤温度时间

̄

第１步 ３ ６７Ｋ ５ｍｉｎ

第２步 ３ ６７Ｋ ２０ｓ

第３步 ３ ３ ０Ｋ ２０ｓ

第４步 ３ ４５Ｋ ３ ０ｓ

第５步 ３４５Ｋ ５ｍ ｉｎ

第６步


２７７Ｋ


００

第 ４ 步完成后转为第 ２ 步 ， 重复 ３０ 次后开始第 ５ 步操作

１ ．２ ．２ＤＮＡ 胶回收纯化

将 ＰＣ民 或酶切产物通过 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ， 并切下 目 的条带 ， 参照

北京博奥龙免疫技术有限公司提供 ＳｔａｒＰｒｅｐ 快速 ＤＮＡ 胶回收试剂盒说明书 ， 回

收 目 的 ＤＮＡ 。 具体操作步骤如下 ：

（
１
）
取高压灭菌后的离必管 （

１ ． ５ｍＬ
）称重 ， 标记 ；

（巧 在凝胶成像仪的紫外下割取 目 的片段所在的琼脂糖胶块 ， 分别放入对应管

中 ， 再次称重 ， 求的琼脂糖凝胶块的质量 ；

（
３
） 按每 １ｍｇ 凝胶加入 １／

／Ｌ 膜结合液
（
Ｍ巧的 比例 （

１ ： １卿入膜结合液 （
ＭＢ

）
，

１４
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将加入膜结合液的胶块混匀后置于 ３２８ Ｋ 水浴中 ， 每间隔 １
－２ 分钟混匀

一

次 ， 直

至胶体完全溶解 ；

（
４
）
待凝胶溶液冷却至室温后 ， 转移到插入收集管的离也吸附柱 内 ， 标记 ， 室

温静置 １ｍｉｎ ， 室温下 １ ３
，
０００ｒｐｍ ， 离必 １ｍｉｎ ， 弃除收集管中 的废液 ， 再将离

也吸附柱重新放入收集管中 ；

（
５
）
向离也吸附柱中加入 ６００膜漂洗液 （

ＭＷ
） ，

１ ３
，
０００ 巧ｍ 离也 ３ ０Ｓ ， 弃去

收集替中 的废液 ， 将离也吸附柱柱重新插回收集管中 ；

（
６
） 向离也吸附柱中加入 ６００

／
／Ｌ 膜漂洗液 （

ＭＷ
）

， １ ３
，
０００ｒｐｍ ， 离也 ３ ０ｓ ， 弃

去收集管中 的废液 ， 将离也吸附柱柱重新插回收集管中 ；

（
７
） 将离也柱去盖再次 １ ３

，
０００ｒｐｍ ， 离也 ２ｍｉｎ ， 彻底除去残余漂洗液 ；

（巧 小也取出离也吸附柱 ， 将其套入
一

个 １ ．５ｍＬ 灭菌离也管中 。 室湿静置干燥

５ｍｉｎ ， 至石醇完全挥发 ， 向桂胶吸附膜的 中 间部位滴加 ３０件 的洗脱缓冲液 （
ＥＢ

）
，

室温静置 １ｍｉｎ ；

（
９
）

１ ３
，
０００ｒｐｍ 离也 １ｍｉｎ ， 收集纯化的 ＤＮＡ 片段 。 离也收集后将洗脱后的溶

液再次加入离屯、吸附柱中重复洗脱
一

次 ；

（
１ ０

） 弃除离也吸附柱 ， 将回收产物收集到无茵离也管中 ， 于－２０

‘

Ｃ保存 、 备用 。

１ ．２ ． ３ 双酶切实验

回收的 ｃＤＮＡ 和 ＰＧＥＸ
－４Ｔ －２ 利用如下条件开展双酶切反应 ：

载体／片段 ２０ ． ０
／
／Ｌ

ｌ Ｏ ｘＢｕｆｆｅｒ ５ ．０
ｆ

ｊｉＬ

ＢａｍＨ ｌ １ ．０
ｊ
ｕＬ

ＥｃｏＲＩ １ ．０
ｆ
ｉＬ

ＢＳＡ ０ ． ５０
／
／Ｌ

ｄｄＨ２〇 ２２ ． ５
片Ｌ

３ １ ０Ｋ恒温１ ２ｈ 。

反应完成后 ， 利用 １％琼脂糖凝胶 电泳纯化酶切后的 ｃＤＮＡ 和 ｐＧＥＸ
－４Ｔ －２ 。

依据 １ ．２ ．２ 部分记述的 ＤＮＡ 回收条件回收酶切后的 ｃＤＮＡ 和 ＰＧＥＸ
－４Ｔ －２ 。

１ ．２ ．４ 目 的片段与载体的连接

（
１
） 算外源片段与载体的量 ： 插入 ＤＮＡ 与载体的摩尔 比

一

般插入片段分子摩尔数 ： 载体分子摩尔数 ＝
３

－ ８ ： １

１５
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外源片段与载体的量主要根据下列公式 汁算 ：

载体的量 （ ｎ ｇ ）Ｘ 外源片段长度 （ ｂ ｐ ）



雄化 、

Ｘ 片段与载体摩尔 比 ＝ 外源片段的量 （ ｎ ｇ ）

域体长度 （ ｂ ｐ ）

巧 将回 收的 目 的片段与 Ｖｅｃｔｏ ｒ 连接 ， 连接反应体系
（
１ ０件 ）

（
３

）
连接反应 ： 将双酶切 回收的载体和 目 的片段用博奧龙公司 的 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶

按 １ ：７ 的 比例 ， ２ ８ ９Ｋ 连接过夜 。 连接反应体系如下 ：

Ｖｅｃ ｔｏ ｒＤＮＡ １ ． ０

Ｉｎ化ｒｔＤＮＡ ７ ． ０
ｊ
ｕＬ

Ｌ ｉ

ｇａｓ ｅＩ Ｑ ｘ ｂｕｆｆｅｒ １ ． ０
／

／Ｌ

Ｔ４ ＤＮＡ Ｌ ｉ
ｇａｓ ｅ １ ． ０

／
／Ｌ

１ ．２ ． ５ 大损欄 ＣａＣ ｌ２ 法感受态细胞的制备及转化

（Ｕ 取大厮杆菌 ＤＥ３１ ０ ０
／
ａＬ加入 ５ ｍＬ ＬＢ 液体培养基中 ， ３ １ ０ Ｋ振荡培养过夜 ；

（
２

）
取 ２ｍＬ 菌液转接到 １ ００ｍＬＬＢ 液体培养基中 ， ３ １ ０Ｋ ， ２００ｒ

ｐ
ｍ 振荡培养

２－

３ ｈ ， 至ＯＤ ６ ００为０ ．４ －

０ ． ５
；

（
３
） 将菌液转移到 ５ ０ｍＬ 离必管中 ， 在冰上放置 １ ０ｍ ｉｎ

；

（
４

） 将装有菌液的离屯、管放入离屯、机 ， ２７７Ｋ ，４
，
０００ 巧ｍ 离屯、

１ ０ｍ ｉｎ 收集菌体 ；

（
５
） 倾倒培养液 ， 将管 口 倒置 便将培养液流尽 ；

（巧 用 １ ０ｍＬ 冰冷的 ０ ． １ＭＣ ａＣｂ 悬浮菌体沉淀 ， 立 即冰浴 ３ ０ｍ ｉｎ
；

（
７
） 将离必管放入离屯、机 ， ２ ７７Ｋ ，４

，
０００ｒ

ｐ
ｍ 离也 １ ０ｍ ｉｎ 收集菌体 ；

巧 ）
倒 出上清液 ， 用冰冷的 ０ ． １ＭＣ ａＣ ｌ

２ （
含 １ ５％甘油 ）

２ｍＬ悬浮菌体
（
冰上操作 ）

；

巧 ）
Ｌ义每份 １ ００

／
／Ｌ 规格分装制备好 的感受态细胞 ， 放入－

８ ０

‘

Ｃ保存备用 。

（
１ ０

）
取制备好的大肠杆菌 ＤＥ ３ 感受态细胞 ， 冰上融化 ， 加入 １ ０

／
／Ｌ 连接反应

产物 ， 轻轻混匀 ， 冰浴 ３ ０ｍ ｉｎ ；

（
１ １

）
迅速 ３ １ ５Ｋ 热激 ３ ０ｓ ， 取 出后随 即冰浴 ２ｍ ｉｎ

；

（
１ ２

）
加入 ６００

／
／ＬＬＢ 液体培养基 ， 放入 ３ １ ０Ｋ 培养 ｌ ｈ

（
１ ５ ０ｒｐｍ）

；

将菌液取出 ， 室温 ２０００ｒｐｍ ，
离必 ２ｍ ｉｎ

，
弃去上清 ， 吸取下层 １ ００

／
／Ｌ 复苏

细胞 ， 涂布在含有 １ ００
／

／
ｇ
／ｍＬ 氨韦西林的 ＬＢ 平板培养基上 ；

倒置培养皿于 ３ １ ０Ｋ 培养 １ ２
－

１ ６ｈ ， 挑取单菌落进行菌落 ＰＣ民 鉴定和酶切

鉴定 。

１ ． ２ ． ６ 重组质粒菌落 ＰＣＲ 鉴定

（
１
） 从培养皿 中随机挑取单菌落 ， 接入含相应抗性 的 ＬＢ 液体培养基 中 ；

（
２

）
３ １ ０Ｋ 振荡培养过夜 ；

（
３

） 将培养过夜的菌液煮沸 ２ｍ ｉｎ
；

１ ６
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（
４

）
１ ２

，
０００ｒｐｍ 离屯、

１ｍｉｎ ， 取上清作为 ＰＣＲ 模板 ；

ＰＣＲ 反应体系 ：

裂解菌液 １ ．０
／

／Ｌ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｆｏｒｗｏｒｄ（
１ ０

／
＾Ｍ

） ０ ．５
／

／Ｌ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｒｅｖｉｓｅｄ ０ ． ５
／

＾Ｌ

２ｘＴａｑ

ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍ ｉｘ １ ２ ． ５
ｐｉＬ

ｄｄＨ２〇 １ ０ ． ５
ｆ
ｉＬ

Ｔｏｔａｌ ２ ５ ． ０
／

／Ｌ

ＰＣＲ 条件依照 １ ．２ ． １ 中记述的条件进行 。

（
５
）
ＰＣＲ 产物经 ０ ． ８％琼脂糖凝胶 电泳检测 ， 选取与 目 的条带大小相

一

致的菌液 ，

提取质粒 。

１ ．２ ．７ 质粒提取

參照 ＧｅｎＳｔａｒ 质粒小提试剂盒说明书 ， 提取质粒 ＤＮＡ 。

〇 ） 收菌 ： 将过夜培养 （
３ １ ０ 区 ， １ ２ －

１ ６ 小时 ）的菌液室温 １ ２
，
０００ 巧１１１ ， 离也 １ １１１咕

彻底弃除上清 ； 辜

巧 重悬 ： 向 留有菌体沉淀的离也管中加入 ２５ ０
／
／Ｌ含 ＲＮａｓｅＡ 的细胞悬浮液（

Ｓ １
）

，

使用移液器、 祸旋震荡器或用枪头反复吹打菌体 ， 彻底悬浮细菌沉淀 ；

（
３
）
裂解 ： 向离屯、营中加入 ２５ ０／

／Ｌ 细胞裂解液 （
Ｓ２

）
， 轻轻上下颠倒混合 ５ 次 ，

室温静置 １
－

５ｍｉｎ ， 待细菌充分裂解 ， 溶液变半透明 ； 。

（
４
）
中和 ； 再向离也管 中加入 ３ ５ ０

／
／Ｌ 中和缓冲液 （

Ｓ３
）

， 立即温和的上下翻转 ６
－

８

次 ， 充分混匀 ， 此时将出现 白色絮状沉淀 。 １ ２
，０００ｒｐｍ 离也 １ ０ｍｉｎｉ 此时在离

也管底部形成 白色沉淀 ；

（
５
）
ＤＮＡ 结合 ： 将上

一

步收集的上清液用移液器转移到离屯、吸附柱中 （
吸附柱放

入收集管 内
）

， 尽量不要吸出沉淀 。 室温 １２
，０００ｒｐｍ 离屯、

１ｍｉｎ ， 弃除收集管中

的废液 ， 将离也吸附柱重新放入收集管中 ；

（
６

）
去除蛋 白 ： 向离也吸附柱 中加入 ５ ００／

／Ｌ 去蛋 白液 （
Ｐ巧 ， 室温 １ ２

，０００ｒｐｍ

离屯、

１ｍｉｎ ， 倒掉收集管中 的废液 ， 将离也吸附柱重新放回收集管中 ；

（
７
） 清洗 ： 向离屯、吸附柱中加入 ７００

／
／Ｌ 漂洗液

（
ＷＢ

）
， 室温 １ ２

，
０００ｒｐｍ 离也 １

ｍ ｉｎ ， 倒掉收集管中 的废液 ， 将离也吸附柱重新放回收集管中 ；

佩 干巧 ： 将离屯、吸附柱重新放回收集管中 ， 去盖 ， 室温 １ ２
，
０００ ｒｐｍ离也、 ２ ｍｉｉｉ ，

目 的是将离也吸附柱中残留的漂洗液去除 ；

巧 ） 洗脱 ： 小也去除离也吸附柱 ， 将其置于
一

个干净的离也管中 ， 向桂胶吸附

膜的 中央滴加 ５ ０
－

１ ００
／

／Ｌ 洗脱缓冲液 （
ＥＢ

）
， 室温放置 ２ｍｉｎ ，１ ２

，
０００ｒｐｍ离也 １ｍｉｎ

１ ７
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将质粒溶液收集到离也管中 ；

（
１巧 储存 ： 弃除离也吸附柱 ， 纯化的质粒置于 ２５３Ｋ 保存备用 。

１ ．２ ． ８ 重组质粒双酶切鉴定

。 ）
将菌落 ＰＣＲ 鉴定正确的质粒用 公ａｍ／ｎ 和 抗０及 Ｉ ， ３ １ ０ Ｋ 酶切 化 鉴定 ；

酶切反应体系 ：

质粒 ５ ．０仲

ｌ Ｏ ｘＢｕｆｉｆｅｒ ２ ． ５
／

／Ｌ

ＢａｍＨ ｌ ０ ． ５
／

／Ｌ

ＥｃｏＲＩ ０ ．５
／

／Ｌ

ＢＳＡ ０ ．２５／／Ｌ

ｄｄＨａＯ化 ２５ ． ０
／

／Ｌ

（
２

） 产物经 １ ．０％琼脂糖凝胶电泳检测 ， 酶切鉴定正确的菌落送到擎科生物技术

有限公司测序 。

（
３

）
比对将测序结果 ， 判断表达载体是否构建成功 。

１ ．２ ．９ 基因定点突变实验

（
１
） 设计点突变引 物 。

突变引物设计的特殊原则 ：

Ａ 、 通常点突变引物长度
一

般为 ３０
￣

３５ｂｐ 。 是Ｗ要突变的碱基为中 屯、

， 加上

两边的
一

段序列 ， 两边长度至少为 １ １
－

１ ２ ｂｐ 。 若两边引物太短了 ， 很可能会造成

突变实验失败 ， 因为引物至少要 １ １
－

１ ２ 个 ｂｐ 才能与模板搭上 ， 而这种突变 ＰＣＲ

要求两边都能与 引物搭上 ， 所Ｗ两边最好各设至少 １ ２ 个 ｂｐ ， 并且合成多
一

条反

向互补的引物 。

Ｂ 、 如果设定的引物长度为 ３ ０ｂｐ ， 接下来需要计算 引物的 Ｔｍ值 ， 看是否达

到 ３ ５ １Ｋ
（
ＧＣ 含量应大于 ４０％

）
。

Ｃ 、如果 Ｔｍ值低于 ３５ １Ｋ ， 则适当改变引物的长度 使其 Ｔｍ值达到 ３ ５ １Ｋ
（
ＧＣ

含量应大于 ４０％
）

。

Ｄ 、 设计上下游引物时确保突变点在 引物的中央位置 。

Ｅ 、 最好使用经过纯化的 引 物 。

Ｔｍ值计算公式 ： Ｔｍ
＝
０ ．４ １ 

ｘ
（
％ｏｆ ＧＣ

）

￣

６７５／Ｌ＋８ １ ． ５

注 ： Ｌ ： 弓 Ｉ物碱基数 ； ％ ｏｆＧＣ ； 弓 Ｉ物 ＧＣ 含量 。

根据 Ｗ上原则 ， ＤＵＳＰ２６
（
Ｒ １ ８６Ｑ ）

、 ＤＵＳＰ２６
（
艮 １ ８６Ｌ

）
基因定点突变的 引 物设计

如表 ２ －２ 所示 ；

１８
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表 ２ －２ 基因定点突变引物及引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ


Ｓ己ｑｕｅｎｃｅ於－３
＞

）


ＤＵＳＰ２６
（
Ｒ １ ８６Ｑ）Ｆｏ ｒｗａｒｄ ： ５

，

－

ＧＡＡＡＧＴＣＡＡＡＧＡＣＣＡＣＣＡＡＧＧＣＡＴＣＡＴＣＣＣ －

３
，

Ｒｅｖｅ ｒｓｅ ：５
＾

－

ＧＧＧＡＴＧＡＴＧＣＣＴＴＧＧＴＧＧＴＣＴＴＴＧＡＣＴＴＴＣ －

３
＇

ＤＵＳＰ２６
（
Ｒ １ ８６Ｌ

）Ｆｏｒｗａｒｄ ：５
＾

－ＧＡＡＡＧＴＣＡＡＡＧＡＣＣＡＣＣＴＡＧＧＣＡＴＣＡＴＣＣＣ －

３
＇



Ｒｅｖｅｒｓｅ ：５
＾

－ＧＧＧＡＴＧＡＴＧＣＣＴＡＧＧＴＧＧＴＣＴＴＴＧＡＣＴＴＴＣ －

３
＇



（
２
）
准备模板质粒 ＤＮＡ

用 疏ｗ
＋

型菌株 （例如 ＤＨ５ａ 菌株）作为宿主菌 。在 ｃｋ／型菌株中常有克隆数低

的现象 ， 但是对突变效率没有影响 。

口 ） 样品反应体系 （
５ ０

／
／Ｌ 反应体新

ｌ ＯｘＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ ５ ．０
／

／Ｌ

Ｓａｍｐ ｌｅ
ｐｌａｓｍ ｉｄ ２ ．０

／
ｉＬ

Ｓａｍｐ ｌｅ
ｐｒｉｍｅｒ

（
Ｆ

） １ ．０
［
ｉＬ

Ｓａｍｐ ｌｅ
ｐｒｉｍｅｒ

（
Ｒ

） １ ．０
ｆ
ｉＬ

ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ ２ ．０
／
／Ｌ

ｄｄＨ２
〇 ３ ８ ．０ｆ

ｘＬ

Ｍｕｔａ－ｄ ｉｒｅｃｔ
？

Ｅｎｚｙｍｅ １ ．０／
／Ｌ

（
４
）
ＰＣＲ 反应条件

步骤温度时间

－

第１步 ３ ６ ８Ｋ ３０ｓ
—

第２步 ３６ ８Ｋ ３０ｓ

第３步 ３ ２８Ｋ Ｉ ｍｉｎ
＂

第 ４ 步


３４５Ｋ


Ｉ ｍ ｉｎ

第 ４ 步完成后转为第 ２ 步 ， 重复 ２０ 遍

（
５
）
ＰＣＲ 扩增反应完成后冰育 ５ 分钟 ， 然后置于室温

（
避免反复冻融）

。

（巧 去除模板 ：

ＰＣＲ 反应结束后使巧 Ｍｕｔａｚｙｍｅ
？酶消化 甲基化模板的质粒 ， 在 ＰＣＲ 反应产物

内加入１
／

／Ｌ
（
１ ０Ｕ／

／
／Ｌ

）
Ｍｕｔａｚｙｍｅ

？酶３ １ ０Ｋ 温育１小时 。

（
７
） 转化

反应完毕后在质粒 ＤＮＡ 上会产生缺 口 ， 当把这个质粒 ＤＮＡ 转入 Ｅ． ｃｏ ／ｚ

？

中时

选择 沁Ｗ
＋

型菌株做转化 ， 依据 １ ．２ ． ５ 中所示转化条件开展工作 。

巧 ） 序列分析

巧
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转化后 ， ３ １ ０Ｋ 培养 １ ２ 小时 ， 通常当 ＬＢ 平板上出 白色菌落则表明发生 了突

变 。 依照 １ ．２ ． ７ 中所示质粒提取条件提取点突变质粒后 ， 送交基因公司测定碱基

序列 。

１ ． ３ 实验结果与讨论

１ ． ３ ． １ＤＵＳＰ２６ 全长和片段基因的克隆

Ｗ人源 ＤＵ ＳＰ２６ 的 ｃＤＮＡ 为模板 ， 用其特异性上 、 下游 引 物进行 ＰＣ民 扩增

利用不同长度的特异性上 、 下游 引物 ， 扩増 出 目 的基因 ， 如 图 ２ －２ 所示 ， ＰＣＲ 产

物经１％琼脂糖凝胶电泳可见ＤＵＳＰ％
（

１
－２Ｕ

）
、 ＤＵＳＰ％

（
３ ５

－２Ｕ
）
、 ＤＵ ＳＰ２６

（
１
－

１ ９０
）
、

ＤＵＳＰ％
（
３ ５

－

１ ９０
）

、 ＤＵＳＰ％
（
３ ５

－

１ ８ ５
）的ｃＤＮＡ被顺利扩增 。

ａ

— ＇，
．＂

巧卵扩
—

ｕＪＨＨ １的

ｗ Ｅ ｆｒ ｗ ｉ ｒ ｇＭ ＨＳ ＳＳＳＨＨＨＳＢＳＭＢＢＭｔｆＳ

图 ２ －２ ．Ａ ．ＤＵ ＳＰ２６
（

１
－

２ １ １
）
基因扩增的巧脂糖凝胶 电泳 图谱 ： １

－Ｍ ａｋｅｒ ： １ ＫＢ
；２

－Ｍ ａｋｅｒ ：

ＤＬ２００ ０
；３

－ＤＵ ＳＰ２ ６ｙ
－２ １ １

） ；
Ｂ ．ＤＵ ＳＰ２６

（
３ ５

－２ １ １
）
基因扩增的巧脂糖凝胶电泳图谱 ： １

－Ｍａｋｅｒ ：

１ ＫＢ
；２

－ＤＵ ＳＰ２ ６
（
３ ５ －２ １ １

） ；Ｃ ．ＤＵ ＳＰ２ ６
（

１
－

１卵
）基因扩増的巧脂糖凝胶电泳图谱 ： １

－Ｍａｋｅ ｒ ：

１ ＫＢ
；
２

－

ＤＵ ＳＰ２ ６
（
１
－

１ ９ ０
） ；
Ｄ ．ＤＵＳＰ２ ６

（
３ ５

－

１ ９ ０
）

、 ＤＵ ＳＰ２６
（
３ ５

－

１ ８＾基因扩增的琼脂糖凝胶电泳

图谱 ： １
－Ｍａｋｅｒ ：１ ＫＢ

；

２ －ＤＵＳＰ％口 ５
－

１ ９ ０
）

、 ３
－ＤＵ ＳＰ％口 ５

－

１ ８ ５
） ；

１ ． ３ ． ２ＤＵＳＰ２ ６ 重组表达载体双酶切鉴定

利用 ＰＣ民 技术从质粒扩增 出 目 的基因片段并回收扩增产物 。 将表达载体和 回

收的 ＰＣ民 片段用 公ａｍ／／Ｉ 和 Ｉ 双酶切并分别 回收 目 的条带 ， 连接 、 转化 。

通过菌落 ＰＣＲ ， 筛选阳性克隆并提取质粒 。 对 ＰＣＲ 阳性克隆进行进
一

步鉴定 。

其中 化Ｗ７／／Ｉ 和 抗ｏｉ？Ｉ 酶切获得 ＤＵＳＰ２６（
１
－２ １ １

）分子量为 ６ ３ ３ｂｐ 的 目 的片段烟

２ －

３Ａ 泳道 ３ 、 ４ 巧日 ＤＵＳＰ％
（
３ ５

－２ １ １
）分子量为 ５２ ８ｂｐ 的 目 的片段调 ２ －犯 泳道 巧 。

酶切鉴定结果与预计结果
一

致 ， 经过鉴定后 的质粒送北京擎科生物技术有限公司

测序 ， 通过 ＣＬＣ － Ｓｑｕｅｎｃｅ 软件将测序结果与原始序列 比对 ， 结果显示表达载体

的 Ｂ ａｍＨＩ 和 ＥｃｏＲＩ 位点之间 的 ｃＤＮＡ 序列准确无误 ， 证 明表达载体构建成功 。

ＤＵＳＰ２６
（

１
－

１ ９０
）
、 ＤＵＳＰ２６

（
３ ５

－

１ ９０
）
、 ＤＵＳＰ２ ６

（
３ ５

－

１ ８ ５
）
的

ＰＧＥＸ
－４Ｔ－

２表达载体未

２０
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实施双酶切鉴定 ， 直接测序的结果证 明表达载体构建成功 。

２００〇４巧乏－

？

朽 Ｓｊ巧ＯＯ－

ｉｍＨＨ

麵 ！圍
图 ２

－

３ ． 部分重组质粒双酶切产物的 １ ％琼脂糖凝胶电泳图

Ａ ：１
－ＤＬ２０００ｍ ａｒｋｅｒ

；２ －

ＰＧＥＸ
－４Ｔ －２ －ＤＵ ＳＰ％

（
１
－

２ １ １
）质粒 ；

３ 、 ４ －公口ｗ／／ Ｉ和 执〇／？ １双酶切产

物 。 Ｂ ： １
－ＤＬ２０００ｍ ａｒｋｅｒ

；２
－

ＰＧＥＸ
－

４Ｔ －２ －ＤＵ ＳＰ２ ６
（
３ ５

－

２ １ １
）
质粒的 度。 片 Ｉ和 抗〇度Ｉ双酶切产

物 。

１ ．３ ．３ 点突变质粒的鉴定

根据基 因 定 点突变 的实验步骤 ， 成功完成 了ＤＵＳＰ２６（
Ｒ １ ８ ６Ｑ ）

、 ＤＵＳＰ２６

取 １ ８６Ｌ
）
基 因 的定 点 突变 ， 擎科生物技术 公 司 对提取 质 粒测 序 自Ｉ结 果证 明

ＤＵＳＰ２６ 的两个突变体表这载体制备成功 。

第二节 蛋 白质的表达与纯化
巧

２ ． １ 材料与试剂

２丄 １ 实验材料

ＭＤ３ ４透析袋
（
ＭＷ７０００

）
；Ｍ ｉ ｌ ｌ

ｐｏ
ｒｅ超滤管

（
ＭＷＣＯ ： １ ０ＫＤ

）
； 异丙基－

Ｐ
－Ｄ －硫代

半乳糖巧丙婦醜胺 （
ＩＰＴ巧 、 甲叉双丙婦醜胺 、 还原型谷脫甘肤 、 ＰＭＳＦ 、 凝血酶

均 由 Ｓ ｉｇｍａ 公司提供 ；
ＧＳＴ 琼脂糖亲和介质 由 中 国科学院过程工程研究所提供 。

２丄２ 实验试剂

ＳＤ Ｓ －ＰＡＣＥ 所需用洛液的配审 ｉ

ｊ见附录 。

２ ．２ 实验方法

２ ．２ ． １ＤＵＳＰ２６ 及其截短体蛋 白 的表达

（
１
） 将构建好的测序正确 的 ＤＵ ＳＰ％ 及其截短体的表达载体转化到表达用 菌

株 ＤＥ３ 中 ， 之后在平板培养基上 ３ １ ０Ｋ 培养过夜 ８
－

１ ２ 小时 ；

（巧 挑去平板培养基上 的单个菌落将其接种到含有 １ ００
／

／ｇ
／ｍＬ 氨节西林的 ５

ｍＬ ＬＢ 培养基中 ， ３ １ ０ Ｋ ，２００ ｒｐｍ 振荡培养 ８
－

１ ２ 小时 ；

２ １
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Ｐ ）
取 ３ｍＬ 菌液加入到 １ ００

／
／
ｇ

／ｍＬ 氨节西林的 １ＬＬＢ 培养基中 ， ３ １ ０Ｋ ，

２０ ０ｒｐｍ 继续培养 ；

（
４
）
在培养过程 中 ， 用紫外可见分光光度计测量菌液 Ａｗ ｄ

， 当 Ａｍ ｏ 约为 １ ． ０

时 ， 向菌液中加入终浓度为 ０ ． ５ｍＭ 的 ＩＰＴＧ 诱导蛋 白表达 ， 将温度降至 ２ ８ ９Ｋ ，

１ ６０ｒｐｍ 培养 １ ６ 小时 。

２ ．２ ．２ＤＵＳＰ２ ６ 及其截短体蛋 白 的纯化

（
１
）
将诱导培养后的菌液倒入离必管 ， 室温 ５ ０００ 巧ｍ 离必 ３ ０ 分钟 ， 弃除上

清 ， 加入冰冷的 ＰＢ Ｓ 缓冲液 ２０ｍＬ 悬浮菌体 ；

（
２

）
将菌体收集到

一

个小烧杯 中 ， 加入终浓度为 １ｍＭ 的 ＰＭＳＦ ， 用超声 ２０ －

３ ０

分钟破碎菌体直至菌液变澄清 ；

（
３

） 超声破碎后 ， 把菌液置于离也管 中 ， ２７７Ｋ ， １ ２０ ００巧ｍ 离也 ３ ０ 分钟 ；

（
４

） 收集上清液 ， 将样品加入 ＧＳＴ 蛋 白纯化柱 中 ， 使液体通过纯化介质 ， 废

液从下面流出 ；

（
５

） 用 ＰＢ Ｓ 清洗柱子Ｈ次 ， 每次 ５ ｍＬ ， 洗去不与柱子结合的其它杂蛋 白 ；

脚 用 与柱子相 同体积 的还原性谷脫甘肤
（
５ ０ｍＬ５ ０ｍＭ 扣 Ｓ

－ＨＣ １８ ． ０ 与

０ ． １ ５ ４
ｇ 还原性谷腕甘肤粉末配制 ）洗脱柱子 ５ 次 ， 收集洗脱液 。

２ ． ２ ． ３ＤＵＳＰ２ ６ 及其截短体蛋 白 的 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 检巧 Ｉ

Ｊ

（
１
）
固定胶板 ， 用胶布将其底部封住 ， 保证密封 良好 ；

（
２
）
配制 １ ２％的分离胶 （

双蒸水 ３ ． ３ｍＬ ，３ ０％的丙赌醜胺 ４ｍＬ ， １ ． ５Ｍ 的

Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ｌ

师
８ ． ８

）
２ ． ５ｍＬ ，！ ０

〇
／〇的ＳＤ Ｓ１ ００

心 ！ ０
〇

／〇的过硫酸倭１ ００
／

／Ｌ ，ＴＥＭＥＤ

４
／

／Ｌ
）

。 混匀后加入两玻璃板夹缝中 ， 并小必在胶面上加入约 ０ ． ５ｃｍ 蒸馈水
（
使胶

面保持平整 ）
， 约 ３ ０ｍ ｉｎ ， 等胶凝聚后倾斜倒 出 蒸馈水 ；

（
３
）
配制 ５％的浓缩胶 （

双蒸水 ２ ． １ｍＬ ，３ ０％的丙婦醜胺 ０ ． ５ｍＬ ，１ ． ５Ｍ

Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐＨ ８ ． ８
）
０ ． ３ ８ ｍＬ ， ！ ０

〇

／〇的ＳＤ Ｓ ３ ０
；

ｗＬ ， ！ ０
〇

／〇的过硫酸倭３ ０
／
／Ｌ ， ＴＥＭＥＤ ３

／
／Ｌ

）
。 混匀后加入两玻璃板夹缝中 ， 并在两玻璃板夹缝中水平插入 １ ． ５ｍｍ 的梳子

待凝固后小也拔 出梳子 ， 用 １ ０ ０／
／Ｌ 微量注射器抽取 电极缓冲液冲洗梳子拔 出后

的加样凹槽底部 ， 清除未凝的丙稀醜胺 ；

（
４

）
样品制备 ， 取纯化后 的 ＤＵＳＰ２ ６ 蛋 白及其不 同长度截短体蛋 白 ， 分别与

２ ｘ
ｐｒ〇 ｔｅ ｉｎｓａｍｐ

ｌｅｂｕｆｆｅｒ按１ ： １混匀 ， 并在３ ７３Ｋ沸水中煮１ ０ｍ ｉｎ
；

（
５

）
电泳 ， 将玻璃板凝胶放入 电泳槽中 ， 并在槽中加入 电极液 ， 依次用微量

进样器在孔 内 加入 Ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎ Ｍａｒｋｅ ｒ 和样 品 ， 接通 电源 ， 电压调制 ８ ０ Ｖ ， 当样 品进

入分离胶时 ， 调节 电压使恒定在 １ ２０Ｖ 。 当漠酷蓝移动到离底部约 ０ ． ５ｃｍ 时 ， 切

断 电源 ， 停止电泳 ；

２ ２
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（巧 将胶板从电泳槽中取出 ， 小屯、从玻璃板上取下胶 ， 切去浓缩胶 ， 用考马

斯亮蓝染色液进行染色 ， 放在平缓摇动的平台上室温染色 １ 小时后 ， 换脱色液过

夜脱色 ；

（
７

） 将脱色完成的聚丙婦醜胺凝胶置于凝胶成像系统进行扫描分析 。

２ ．２ ．４ＤＵＳＰ２６ 及其截短体蛋白的 Ｂ ＳＡ 法定量

（
１
）
标准 曲线绘制 ： 取

一

块酶标板按照下表加入相应的试剂

表 ２
－

３ 标准曲线祥品的制备

孔号


０ １２３４５６７

Ｂ ＳＡ 〇／Ｗ
＊ ０２４６８ １ ２ １ ６２０

ＰＢ Ｓ缓冲液 从Ｌ
）２０ ．０１ ８ ． ０１ ６ ． ０ １ ４ ． ０１ ２ ．０８ ．０４ ． ００

ＢＳＡ浓度 从ｇ／ｍｌｖ
）０２０ ．０４０ ．０６０ ．０８０ ．０１ ２０ ． ０ １ ６０ ．０２００ ．０

＊蛋 白质标准溶液为 ０ ．２ｍｇ／ ｍＬ

（
２
） 根据样品数量 ， 将 ５ＸＧ２５０ 工作液混勻 ， 稀释为 １ＸＧ２５ ０ 工作液 ；

（
３
） 每孔加入 ２００件 的 １ＸＧ２５０ 工作液 ；说

（
４
） 把酶标板放在振荡器上振荡 ３ ０ 秒 ；

巧 测定各个样品的 Ａ
ｓｍ 。 Ｗ蛋 白含量Ｃｗｇ／ｍＬ）为横坐标 ， 吸光值为纵坐标 ，

绘出标准 曲线 。

（巧 将待测样品按 ２ 倍 、 ４ 倍 、 ８ 倍稀释 ， 使样品稀释液总体积为 ２０
／
／Ｌ ， 力口

入 １ＸＧ２５０ 工作液 ２００
／

／Ｌ ， 充分混匀 ；

（
７
） 测定并记录样品对 巧５ｎｍ 的吸光度

（
Ａ

５ ９ ５） ；

（
８
）
根据所测样品的吸光值 ， 在标准 曲线上即可查得相应的蛋 白＾度

（／
／ｇ／ｍＬ

）
。

样品计算质量浓度在标准 曲线的浓度范围 内 （
２ ５

－２
，
０００／

ｉｇ／ｍＬ
）

， 样品结果为

可信值 ； 样品计算浓度超出标准曲线浓度范围 ， 样品浓度结果判定为不可信 。 应

按测定表观浓度进行双人平行样稀释到标准 曲线范围 内检测 ， 重测的稀释后样品

浓度在标准 曲线的浓度范围 内 ， 样品浓度结果为可信值 ； 重测浓度均在掠准 曲线

的浓度范围外 ， 样品浓度为不可信值 ， 梅 １＾ ＞１其它方法进行检测 。

２ ．２ ． ５ＤＵＳＰ２６ 及其截短体蛋白的透析

透析前进行透析袋的处理

（ １ ） 把透析袋剪成长度适当 （
１ ０

－２０ｃｍ
）
的小段 ；

（ ２ ） 将 剪 好 的 透 析 裳 放 入 大 体 积 的 ２％
（
Ｗ／Ｖ

） 碳 酸 氨 钢 和 １ｍＭ

ＥＤＴＡ
（ｐＨ８ ． ０

）中 ， 将透析袋煮沸 １ ０ 分钟 ；

（ ３ ） 取出透析袋用蒸馈水彻底清洗透析袋 ；

２３
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（ ４ ） 将透析袋放入 １ｍＭＥＤＴＡ
（ｐＨ８ ． ０

）
溶液中煮沸 １ ０ 分钟 ；

（ ５ ） 巧蒸溜水彻底清洗透析袋 ， 冷却后 ， 用蒸馈水浸没 ， 存放在 ４ 度备用 。

具体透析方法 ：

（ １ ） 把待纯化的蛋 白质溶液装在半透膜的透析袋中 ， 密封透析袋的两个端

Ｐ
；

（ ２ ） 将装有蛋 白质溶液的透析袋放入含有 ５ ０ｍＭ 扣 Ｓ
－ＨＣ化Ｈ７ ．４巧日 １ ００

ｍＭ ＮａＣ ｌ 蛋 白透析缓冲液的烧杯 中 ；

（ ３ ） 在烧杯 内放入
一

个磁力小转子 ， 并将烧杯放在磁力揽拌器上 ， 启动磁

力揽拌器使得透析缓冲液慢慢旋转揽拌 ；

（ ４ ） 整个装置放入 ４ 度冰箱 ， 透析液
一

天更换
一

次 ， 透析两天 。

２ ． ３ 实验结果与讨论

２ ． ３ ． １Ｂ ＳＡ 法定量蛋白巧度结果

根据 Ｂ ＳＡ 蛋 白浓度测定方法 ， 紫外酶标仪上测定标准品 Ｂ ＳＡ 蛋 白并制作 出

标准 曲线 ， 同时计算出线性回归系数和对应正相关公式 ， 结果
（如 图 ２－４

）
所示 。

Ａ５９５

０ ． ５－

１

０ ．４－Ｒ
２
＝０ ． ９９５３

Ｄ３Ｙ＝〇 ．〇〇２ ２ｘ
－

０ ．０ １０
＾
／
^

０ ． ２—

０ ． １－

０ Ｊ
—   －

ｒ
……＂￣— ■￣￣￣

１

０５０１００１５０２００２ ５０

化Ａ
｜

ｉｇ／ｍ ｌ

图 ２
－

４Ｂ ＳＡ 法测量蛋 白巧度标准曲线

相 同条件下测量ＤＵ ＳＰ％（
１
－２ １ １

）
、 ＤＵ ＳＰ％（

１
－

１ ９０
）

、 ＤＵ ＳＰ％（
３ ５

－２ １ １
）

、

ＤＵＳＰ２６（
３ ５

－

１ ９０
）
、 ＤＵ ＳＰ２６（

３ ５
－

１ ８＾蛋 白在 ５ ９５ｎｍ 处的吸光度值 ， 将汲曜所得

吸光度值去掉空 白对照后带入公式 Ｙ＝０ ． ０ ０２２Ｘ －０ ． ０ １ ０９ 中 ， 记算 出相应的蛋 白浓

度 （／
／ｇ／ｍＬ

）
。 结果表 ２

－

４ 所巧 ：

２４
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表 ２
－４ 获得蛋白质巧度

巧Ｂ式蛋 白


浓度Ｏｇ／ｍＬ
）


ＤＵ ＳＰ２６
（

１
－２ １ １

） １ ．巧９ ６９９ ． ９

ＤＵ ＳＰ％
（
１
－

１ ９０
） １ ．４９９ ６％ ． ３

ＤＵ ＳＰ２６
（
３ ５

－

２ １ １
） １ ． ６ １ ２ ７４ １ ． ３

ＤＵＳＰ％
（
３ ５

－

１ ９０
） １ ． ６０ １ ７３ ２ ． ７

ＤＵ ＳＰ２６
（
３ ５

－

１ ８ ５
）
 

６９２２


２ ． ３ ．２ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 验证 ＤＵＳＰ２６ 的纯化结果

ｐＧＥＸ
－４Ｔ－２

－ＤＵＳＰ２６ 在大肠杆菌 ＤＥ３ 内表达的 ＤＵ Ｓ巧 ６ 融合蛋 白质有

包含 ＤＵＳＰ２６ 自 身 ２ １ １ 个氨基酸份子量 ２３ｋＤ ａ
）外 ， 在 ＤＵ ＳＰ％ 的 Ｃ 末端含

有
一

个具有 ２４２ 个氨基酸的 Ｇ ＳＴ 标签 （分子量 ２６ｋＤａ
）

。 因此 ， 融合蛋 白共有

４ ５ ３ 个氨基酸 ， 融合蛋 白 的大小为 ４９妨 ａ 。 图 ２ －

５ 泳道 ３ 显示 ＤＵ ＳＰ２６ 。
－

２ １ １
）

作为融合蛋 白 质被成功表达 。 其他 ４ 个片段也 ＷＧＳＴ 融合蛋 白 的形式被成

功表达 ， 考虑到蛋 白片段的稳定性较 ＤＵＳＰ２６ 差 ， 未开展用凝血酶去除 ＧＳＴ

标签 。

Ｋ。，

巧‘

 ｒ
＊

 ；
＊

化 键

面
’ ’

心
ＪＬ５

－

 ；＾ｉｍ ｉ^

图 ２ －

５ ．ＤＵＳＰ２６
（

１
－２ １ １

）
表达和纯化各阶段蛋白溶液的 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 。 泳道 １

－ｍａｋｅｒ
；
泳道 ２ －

细胞裂解液上清 ； 泳道 ３
－纯化后 ＤＵ ＳＰ２ ６

ｙ
－２ １ １

）
与 Ｇ ＳＴ 的融合蛋 白

；
泳道 ４ －凝血酶酶切去

掉 Ｇ ＳＴ标签后 ＤＵ ＳＰ２６ 蛋 白 。

２ ． ３ ． ３ 讨论

ＰＧＥＸ
－

４Ｔ－２表达的 ＧＳＴ 融合蛋 白 中含有凝血酶的酶切位点 ， 此位点分割 ＧＳＴ

和 ＤＵＳＰ２６ 。 在适宜 的条件下 ， 可 Ｗ用凝血酶将 ＤＵ ＳＰ％ 与 ＧＳＴ 切开 ， 随后分

离 ＧＳＴ 得到单
一

的 ＤＵ ＳＰ２ ６ 蛋 白 。在本实验中 ， 用凝血酶酶切后得到 的 ＤＵＳＰ２６ ，

不是完整的 ２３ｋＤａ ， 多次试验 出现相 同的结果 ， 推测凝血酶酶切过程中破坏 了

２ ５
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蛋 白 的完整性 ， 得到的可能是 ＤＵＳＰ２６ 的催化结构域 。 通过查阅文献发现 ＧＳＴ

不参加实验所涉及到的酶活性反应 ， 因此保留 ＧＳＴ 标签 ， 后续的酶促动力学研

巧都 ＧＳＴ 融合蛋 白 的形式开展活性等研究 。

第三：节 ＤＵＳＰ２６ 酶动力学研究

３ ． １ 材料与试剂

ＫＪ 酶标仪 ； 恒温摇床 ；
９６ 孔板 ；

ＤＵＳＰ２６ 及其 ４ 个片段按 ＧＳＴ 融合蛋 白制

备 ； 对 Ｐ －ＮＰＰ 为 Ｍｅｒｃｋ 公司产品

３ ．２ 实验方法

３ ．２ ． １ＤＵＳＰ％ 蛋白的活性测定

酶活力测定参照文献ＰＷ３ ５
：
！

报道的条件上进
一

步优化为 ： 称取 〇 ． ９２７７ｇ 的

Ｐ －ＮＰＰ ， 将其溶解于 ｄｄＨ２〇 中 ， 在容量瓶中定容到 ５ ０ ．０ｍＬ ， 配成 ５ ０ ． ０ｍＭ 母液 。

取 １ ０ ． ０ｍＬ 母液 ， 用双蒸水稀释在 １ ００ ．０ｍＬ 容量瓶中定容 ， 配审 ｉ

ｊ成 ５ ．０ｍＭ 底物

溶液 。 定量反应酶液为 ０ ． ７ｍｇ／ｍＬ 。 每 ７０ ． ０ 片Ｌ 底物溶液加入 １ ０ ． ０ 片Ｌ 酶液 ， 并加

入 １ ００ ．０
／

／Ｌ５０ ．０ｍＭＴｒｉ ｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐＨ７ ．０
）
置于普通 ９６ 孔板中 ， 反应体系在 ３ １ ０Ｋ 解

育 ， 分别在ｌ Ｏｍｉｎ 、 ２０ｍｉｎ 、 ３ ０ｍｉｎ 、 ４０ｍｉｎ 、 ５０ｍｉｎ 、 加入１ ２０ ． ０
／
／Ｌ ０ ．２ Ｍ ＮａＯＨ

溶液终止反应 ， 混匀后置于酶标仪中测定其在 ４０５ｒｎｎ 光吸收值 。 Ｈ组平行试验 ，

在此条件下 ， 凶每分钟催化生成 １
／

／ｍｏｌ 对硝基苯齡的酶量定义为
一

个活力单位 。

（
１
）
反应体系

（
３ ００

／
／Ｌ

）
：

Ｔｒｉｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐＨ７ ．４
；
５０ｍＭ

） １ ００ ． ０／
／Ｌ

ＤＵＳＰ％
（
０ ． ７ｍｇ／ｍＬ

） １ ０ ． ０

Ｐ －ＮＰＰ
（
５ ．０ｍＭ

） ７０ ． ０／
＾Ｌ

ＮａＯＨ
（
０ ．２Ｍ

） １ ２０ ．０／
／Ｌ

（
２

）
对照组 ： 参照实验组 ， 对照组反应体系 中 同等体积的 ｄｄＨ２０ 代替酶的

体积 ， 其余成分加入体积不变 ， 总体积 ３ ００ ．０
／
／Ｌ 置于 ３ １ ０Ｋ 反应 ３ ０ 分钟后 ， 测

定其在 ４０ ５ｍｎ 光吸收值 。

３ ．２ ．２ＤＵＳＰ２６ 酶学性质研究

（
１
）
酶的最适 ｐＨ 实验

分别用 ｐＨ５ ．０ 、 ５ ． ５ 的醋酸盐缓冲溶液 ； ｐＨ６ ．０ 、 ６ ． ５ 的 ＭＥＳ 缓冲溶液 ； ｐＨ７ ．０ 、

ＰＨ７ ．４ 、 ｐＨ７ ． ５ 、 阳 ８ ．０ 的 扣 Ｓ
－ＨＣ １ 缓冲溶液作为酶反应的缓冲溶液 Ｐ －ＮＰＰ 为底

物 ， 按照酶活测定方法 ， 测定靡液在 ３ １ ０Ｋ 条件下 ， 进行反应最佳 ｐＨ 条件的检

测 。 平行试验Ｈ组 。

２ ６
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反应体系 （
３００

／
／Ｌ

）
：

不同 ｐＨ 缓冲溶液 １ ００ ．０／／Ｌ

ＤＵＳＰ２６
（
０ ．７ｍｇ／ｍＬ

） １ ０ ．０ｆ
ｉＬ

Ｐ－ＮＰＰ
巧 ．Ｏ ｍＭ

） ７０ ．０／
／Ｌ

ＮａＯＨ
（
０ ．２Ｍ

） １ ２０ ．０／
／Ｌ

空 白对照组设置 ： 在 ９６ 孔板上按照下表设置实验组与对照组

＾
且别 空 白对照组实验组

阳

５ ．０


Ａ １Ａ２Ａ３Ａ４Ａ５Ａ６Ａ７Ａ８

５ ． ５


Ｂ １Ｂ２Ｂ３Ｂ４Ｂ ５Ｂ６Ｂ７Ｂ ８

６ ． ０


Ｃ １Ｃ２Ｃ３Ｃ４Ｃ５Ｃ６Ｃ７Ｃ ８

６ ． ５


Ｄ １Ｄ２Ｄ３Ｄ４Ｄ ５Ｄ６Ｄ７Ｄ ８

７ ． ０


Ｅ １Ｅ２Ｅ３Ｅ４Ｅ５Ｅ６Ｅ７Ｅ ８

７ ．４


Ｆ １Ｆ２Ｆ３Ｆ４Ｆ５Ｆ６Ｆ７Ｆ８
＿

７ ． ５


Ｇ １Ｇ２妨Ｇ４Ｇ５Ｇ６Ｇ７Ｇ８

８ ． ０ Ｉ
Ｈ １ Ｉ

拟 Ｉ
描 Ｉ

Ｈ４ Ｉ

Ｈ５ Ｉ
齡 Ｉ

遂７Ｈ８

（
２
） 酶的最适温度实验

依照酶活测定方法 ， 在 ２９３Ｋ、 ３０３Ｋ、 ３ １ ０Ｋ
（考虑到待测蛋 白为人源蛋 白 ，

人体正常温度为 ３ １ ０Ｋ
）

、 ３ １ ３Ｋ 、 ３２３Ｋ 反应 ３ ０ 分钟后 ， 测定 ４０５ｎｍ 处的吸光值 。

３ ．２ ． ３ 米氏常数 （倫〇的测定

在之前实验测 出最适反应条件下 ， 测定酶液在不同底物浓度 （
１ ．０ 、 １ ． ５ 、 ２ ． ０ 、

２ ． ５ 、 ３ ． ０ 、 ３ ． ５ 、 ４ ． ０ 、 ４ ． ５ 、 Ｓ ． Ｏ ｍＭ
）
下的反应速度 ， 数据依据Ｍｉｃｈａｅ ｌ ｉ ｓ

－Ｍｅｎｔｅｎ公

式伶式 叫 ， １ ／Ｖ 为对 １ ／间作 Ｌ虹ｅｗｅａｖｅｒ－Ｂ＂ｒｋ 双倒数法作图 。

Ｖ
＝

Ｆｍａｘ闲 ／成ｎ
＋ 阀 （公式 〇

Ｖ 和 Ｋ １ ＞ａｘ
分别是初始速率和最大反应速率 ， 為１

是米氏常数 ， ＊５

＂

是底物浓度 。

ＤＵＳＰ２６ 及其突变体的 值测定条件如下 ；

测定分为实验组和对照組 。

实验组 ： 反应体系的配比如下 ：

Ｔｒｉｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐＨ７ ．４
；
５０ｍＭ

） １ ００ ．０／／Ｌ

ＤＵＳＰ％
（
０ ．７ｍｇ／ｍＬ

） １ ０ ．０／／Ｌ

巧－ＮＰＰ ７０ ． ０／
／Ｌ

ＮａＯＨ
（
０ ．２Ｍ

） １ ２０ ．０／
／Ｌ

巧－ＮＰＰ 的浓度从 １ ． ０ｍＭ 到 ５ ． ０ｍＭ 进行测定 ， 实验平行测定 ３ 组 。

２７
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对照组 ： 参照实验组 ， 对照组反应体系 中 Ｗ 同等体积的 ｄｄＨ２〇 代替 Ｐ －ＮＰＰ

的体积 ， 其余成分加入体积不变 ， 总体积 ３ ００ ．０
／
／Ｌ ， 置于 ３ １ ０Ｋ 反应 ３ ０ 分钟后 ，

测定其在 ４０５ｒｎｎ 光吸收值 。 反应体系的配比如下 ：

Ｔｒｉｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐＨ７ ．４
；
５０ｍＭ

） １ ００ ． ０／
／Ｌ

ＤＵＳＰ２６
（
０ ．７ｍｇ／ｍＬ

） １ ０ ． ０／
／Ｌ

ｄｄＨ２〇 ７０ ．０ｌ
ｉＬ

ＮａＯＨ
（
０ ．２Ｍ

） １ ２０ ． ０

（
２
）
ＤＵＳＰ％

（
民 １ ８６４和 ＤＵＳＰ２６

（
民 １ ８６巧定点体的 值测定

测定分为实验组和对照组 。

实验姐 ： 反应体系的配比如下 ；

Ｔｒｉｓ
－ＨＣｌ

（ｐＨ７ ．４
；
５ ０ｍＭ

） １ ００ ．０／／Ｌ

ＤＵＳＰ２６
（
民 １ ８６Ｌ

）
／
（
民 １ ８６巧 １ ０ ． ０／

／Ｌ

巧－ＮＰＰ ７０ ． ０

ＮａＯＨ
（
０ ．２Ｍ

） １ ２０ ．０／
／Ｌ

＊
Ｐ －ＮＰＰ 的浓度从 １ ． ０ｍＭ 到 ５ ．０ｍＭ 进行测定 ， 实验平行测定 ３ 组 。

对照组 ： 参照实验组 ， 对照组反应体系 中 Ｗ 同等体积的 ｄｄＨ２〇 代替 Ｐ －ＮＰＰ

的体积 ， 其余成分加入体积不变 ， 总体积 ３００ ．０ ， 畳于 ３ １ ０Ｋ 反应 ３ ０ 分钟后 ，

测定其在 ４０５ｎｍ 光吸收值 。 反应体系的配比如下 ：

Ｔｒｉ ｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐＨ７ ．４
；
５ ０ｍＭ

） １ ００ ．０／
／Ｌ

ＤＵ排％
（
Ｒ Ｉ％Ｌ

）
／
（
Ｒ １ ８ ６Ｑ ） １ ０ ． ０／

／Ｌ

ｄｄＨａＯ ７０ ． ０／
／Ｌ

ＮａＯＨ
（
０ ．２Ｍ

） １ ２０ ．０／
／Ｌ

３ ．３ 实验结果与讨论

３ ． ３ ． １ 温度和反应体系 ｐＨ 对 ＤＵＳＰ２６ 活性的影响

Ｗ ５ ｍＭ Ｐ －ＮＰＰ为底物 ， 在ｐＨ７ ．４条件下 ， 按照酶活力测定方法测定不同温度

条件下的酶活力 ， 其吸光度平均值如表２ －５所示 ， 结果表明 ， 温度范围选择２９３
－

３２３

Ｋ ， 结果表明ＤＵＳＰ２６的最适温度为 ３ １ ０ Ｋ 。

表２ －

５ 不同温度
（
Ｋ

）
下检测到的酶反应体系吸光度变化

温度 （
Ｋ

）２％３ ０３ ３ １ ０３ １ ３３２３

吸光度值０ ． １ １０ ． ：２６０ ．４５０ ． ３ ５０ ． １ ９

Ｗ５ｍＭＰ－ＮＰＰ 为底物 ， 在 ３ １ ０Ｋ 下 ， 按照酶活为测定方法测定 ＰＨ５ ． ０ －８ ． ０ 范

围不同条件下的酶活力 ， 其吸光度平均值如表 ２ －６ 所示 ， 结果表明 ＤＵＳＰ％ 的最

２８
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适 ｐＨ 为 ７ ．４ 。

表 ２－６ 不同 ｐ
Ｈ 下检测到的蘭反应体系吸光度变化

ｐＨ ５ ．０５ ．５６ ．０６ ． ５７ ．０７ ．４７ ． ５８ ．０

吸光度值０ ． １ ００ ． １ ２０ ．２ １０ ．３２０ ．４２０ ． ５００ ．４９０ ．％

Ｗ上结果证明 ， 在 ｐＨ７ ．４ 温度为 ３ １ ０ 艮 的反应环境中 ＤＵＳＰ２６ 具有 良好的

活性 ， 因此 阳７ ．４ 和 ３ １ ０Ｋ 是 ＤＵＳＰ２６ 发挥最佳活性的条件 ， 后续的试验都Ｗ这

个参数条件为基准开展 。

３ ． ３ ．２ＤＵＳＰ２６及不同长度截断体活性测试结果

＾＾＾ ５ ｍＭ Ｐ －ＮＰＰ为底物 ， 在９狀 ．４条件下 ， 分别用浓度为７００ ．０片§／１１止的０１；８？％

（
１
－２ １ １

）
、 ＤＵＳＰ２６

（
１
－

１ ９０
）

、 ＤＵＳＰ２６
（
３ ５

－２ １ １
）
、 ＤＵＳＰ２６

（
３ ５ －

１ ９０
）
、 ＤＵＳＰ２６

（
３ ５

－

１ ８０
）

为酶液３ １ ０Ｋ反应 ３ ０分钟 ， 在４０５ｍｎ处测量其吸光度值 。 其结果如表所示 ：

表 ２ －７ 不同长度蛋白质酶活性测试结果巧



蛋 白长度全长 １
－

１ ９０３ ５ －２ １ １３５ －

１ ９０ ３ ５ －

１ ８５

吸光度值０ ． ０８２０ ． ０４７０ ．０４９０ ．０４４０ ．０ １

结果显示 ， 与整体分子相 比 ， 蛋 白Ｎ端 、 Ｃ端部分化段的缺失会导致酶活性

一

定幅度降低 ， 但缺失了第 １ ８６位的精氨酸后ＤＵＳＰ２６（
３ ５

－

１ ８５
）
活性大幅度降低 ，

此项结果证明Ａｒｇ ｌ ８６是控制ＤＵＳＰ２６活性关键氨基酸 。 为 了验证推论的准确性 ，

利用点突变法将Ａｒｇ ｌ ８６突变为创ｎ和Ｌｅｕ ， 观 １量ＤＵＳＰ２６和这两个突变体对Ｐ－ＮＰＰ

的米 巧常数 （货〇
。

３ ． ３ ．４ＤＵＳＰ２６ 、 ＤＵＳＰ２６
（
民 １ ８６巧和ＤＵＳＰ２６

（
艮 １ ８６Ｌ

）
ｉ ｉＣｍ测定结果

在 ＤＵＳＰ２６ 、 ＤＵＳＰ２６ 取 １ ８６Ｑ）
和 ＤＵＳＰ２６ 取 １ ８６Ｌ

）
的活性最佳条件 ， 测定

不同底物浓度 １ ．０ 、 １ ． ５ 、 ２ ． ０ 、 ２ ．５ 、 ３ ． ０ 、 ３ ． ５ 、 ４ ．０ 、 ４ ． ５ 、 ５ ． ０
（
ｍＭ

）下的反应速度来

计算 ＆？值 ， 测定的数据汇总在下表中 ， 表中数据为测定在不同浓度底物下反应

体系的每分钟的吸光度 。 将单位时间 内吸光值的变化作为酶反应速率 Ｖ ， Ｗ ｖ 对

底物浓度 Ｓ 做双倒数图 。 双倒数图 的 曲线 Ｒ
２

值迭到 化 ９Ｗ上 ， 判断为此浓度区

间 内 的双倒数曲线有效 。

之９
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表 ２ －

８ＤＵＳＰ２６ 在不同底物巧度测定结果

毎分钟吸光度差值

浓 度

（
ｍＭ

）組 １组 ２组 ３组 ４组 ５组 ６组 ７

Ｔｏ０ ． １ ６４０ ． １ ５ ８０ ． １ ３ ７０ ． １ ３ ９０ ． １ ４６０ ． １ ４４０ ． １ ４９

１ ． ５０ ．２２２０ ．２０９０ ．２０４０ ．２０２０ ．２０９０ ．２ １ ７０ ．２２０

２ ． ００ ．２３ ００ ．２２５０ ．２０００ ．２０ １０ ．２０８０ ．２ １ ２０ ．２２８

２ ． ５０ ．２７３０ ．２６２０ ．２３２０ ．２５２０ ．２４９０ ．２６４０ ．２７４

３ ． ００ ． ３２８０ ． ３ ０５０ ． ３ ０２０ ． ３ １ ５０ ． ；２９ １０ ．巧２０ ． ３ １ ３

３ ． ５０ ．２３ ７０ ． ３ ０２０ ．３ ０５０ ． ３ １ ４０ ．３２ １０ ． ３ ２２０ ． ３巧

４ ．００ ．２５４０ ． ３ ２ １０ ． ３ １ １０ ． ３ １ ００ ． ３ ０９０ ． ３ １ ２０ ． ３ １ １

４ ． ５０ ．％７０ ． ３２７ （Ｕ２８０ ． ３２ １０ ． ３ ２ １０Ｊ ２００ ． ３ １ ７

５ ． ００ ． ３ ５００ ． ３ ５ １ （Ｕ ３４０ ． ３４００ ．％００Ｊ ６ １０ ． ３ ６０

表 ２ －９ＤＵ沖％巧 １ ８６Ｑ）在不同底物浓度测定结果

每分钟吸光度差值

浓 度

（
ｍＭ

）组 １组 ２组 ３组 ４组 ５组 ６姐 ７

１ ．００ ． １ １ ２０ ． １ ０６０ ． １ ０９０ ． １ ０５０ ． １ ０４０ ． １ １ ６０ ． １ ０７

１ ． ５０ ． １ ２６０ ． １ ２００ ． １ ２２０ ． １ ２４０ ． １ ２００ ． １ ２３０ ． １ １ ９

２ ．００ ． １ ４７０ ． １ ４８０ ． １ ４９０ ． １ ４２０ ． １ ４８０ ． １ ５ １０ ． １ ４５

２ ． ５０ ． １ ７４０ ． １ ７５０ ． １ ７ １０ ． １ ６９０ ． １ ７４０ ． １ ７ １０ ． １ ７２

３ ． ００ ． １ ８ ３０ ． １ ８２０ ． １ ８ ３０ ． １ ７９０ ． １ ８ １０ ． １ ８ １０ ． １ ８ ８

３ ． ５０ ． １ ９４０ ． １ ９５０ ． １ ９６０ ． １ ８２０ ． １ ８ ３０ ． １ ８７０ ． １ ８ ８

４ ．００ ． １ ９４０ ． １ ８４０ ． １ ９００ ． １ ８６０ ． １ ８３０ ． １ ８ ３０ ． １ ９０

３０
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４ ．５０ ．２０００ ． １ ９５０ ．２０ １０ ． １ ９３０ ． １ ８９０ ． １ ８９０ ． １ Ｓ ？２

５ ．００ ．２０９０ ．２０５０ ．２０６０ ． １ ９７０ ．２０２０ ．巧２０ ．２００

表 ２
－

１ ０ ＤＵＳＰ２６
（
１ ８６Ｒ－Ｌ

）在不同底物巧度测定结果

每分钟吸光度差值

浓 度

（
ｍＭ

）组 １组 ２组 ３组 ４组 ５组 ６组 ７

１ ．００ ．０３ ５０ ．０３ ５０ ． ０２５０ ．０２６０ ．０３ ２０ ． ０４０ ． ０ １ ３

１ ． ５０ ．０４６０ ．０４７０ ． ０３ ６０ ． ０４５０ ． ０４８０ ． ０５４０ ．０２８

２ ． ００ ．０５ ３０ ． ０５６０ ． ０４７０ ． ０５ ３０ ． ０５３０ ． ０６０ ．０３ ８

２ ． ５０ ．０６４０ ． ０６５０ ． ０５ ５０ ． ０６２０ ．０６４０ ． ０７０ ．０４４

３ ． ００ ．０７０ ．０６９０ ． ０５９０ ． ０６８０ ． ０６７０ ．０７３０ ．０５ １

３ ． ５０ ． ０７３０ ． ０７ ８０ ．０６５０ ． ０６７０ ． ０６４０ ．０７５０ ．０５２

４ ．００ ．０８ １０ ．０８ ８０ ．０７０ ． ０７８０ ．０８３０ ．０８０ ． ０６

Ｉ

４ ．５０ ．０８４０ ． ０８ ５０ ．０７０ ． ０ ８ ５０ ．０７６０ ． １ ０ ． ０６４

５ ． ００ ．０８７０ ．０８３０ ． ０７６０ ． ０ ８０ ．０８３０ ． ０８５．０ ．０６

所得结果中的速度 Ｖ 用每分钟吸光度差值来表示 ， 底物浓度用每个底物设定

的 Ｃ 来表示 。 数据依据 Ｍ ｉｃｈａｅ ｌ ｉ ｓ
－Ｍｅｎｔｅｎ 公式讼式 １

）
， 用 ＧｒａｐＨｐａｄ 软件 １ ／Ｖ

为对 １ ／
［
Ｓ

］
作 Ｌ ｉｎｅｗｅａｖｅｒ

－Ｂｕｒｋ 双倒数法作图 。 从图上读 出 －

ｌ ／＆？ 值 ， Ｗ及每个模

拟 曲线的 民
２

值 ， 在 Ｒ
２

值达到 化 ９Ｗ上时判断为数据可靠 ， 选择的底物浓度区 间

为有效范 围 。 得到 的双倒数图为图 ２ －６ 所示 ， ＤＵＳＰ２６
，ＤＵＳ巧６（

艮 １ ８６Ｑ ）
和

ＤＵＳＰ２６ 取 １ ８６Ｌ
）
对应的 Ｒ

２

值分别 化％２ 、 ０ ． ９７７３ 和 化９ ８ １ ３ 均为可信的范围 ， 从

双倒数图上测定的 ＤＵＳＰ２６
，ＤＵＳＰ２６

（
民 １ ８６Ｑ）

和 ＤＵＳＰ２６
（
民 １％１〇的 值分别

为４ ． ３
，
２６ ．２７和１ ３ ５ ． ６

（
ｍＭ

）
．

３ １
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３＾
＾

部 辦２ ＲＭ） ．９７７３＾ＲＭ） ． ９８ ！ ３

ｗｅ －

ｙ
／ ４０００ －

^

Ｉ ｜
ｗ ．

／Ｉ

－

星 ｆ
ｉｏｅ

＾ ｜

Ｓ？？

^
￥ ．

－

／
／＇


—？ １０００

－

＾

／ｖ

＇，．
’ Ｉ ｔ

■＊■＊

 ．
，Ｍ．， ｆｐ－ｎ品Ｍｗｍ

＞

＂

 Ｓ ｉＳ

－■

 ｉ ｌｓ

－

，？ Ｊ－
ｌｅｏｏ

Ｊ
ｉ＾．

＜＾｝｜
ｗｉｎ．

ｉ ）

Ｗ－

Ｗ） Ｃ
？ｉ ＞

－

？
）

图 ２－６ ． ＤＵＳＰ２６
， 
ＤＵＳＰ２６

（
Ｒ １ ８６Ｑ似及 ＤＵＳＰ２６

（
Ｒ １ ８６Ｌ

）的底物巧度与反应速度的双倒数图

３ ． ３ ． ５ 结果与讨论

Ｉ ． ＤＵＳＰ２６发挥最大催化活性反应体系 的ｐＨ为７ ．４ ， 温度为３ １ ０Ｋ 。 从测定的

数据来看 ， 人体 内 的ＤＵＳＰ２６显示出最大反应活性 。

ＩＩ ． 前期研巧发现已测定晶体结构的ＤＵＳＰ２６催化结构域几乎没有使Ｐ－ＮＰＰ

去憐酸反应活性 ， 表明Ｎ端的氨基酸残基是ＤＵＳＰ２６实现去憐酸反应不可缺少的 。

本项研究的结果证 明 ， ＤＵＳＰ％整体具有最高活性 。 ＤＵＳＰ２６（
１
－

１ ９０巧日ＤＵＳＰ２６

（
３ ５

－２ １ 。 的活性数据证 明 ＤＵＳＰ２６缺失Ｃ端分子间相互作用部分和部分Ｎ端＂４

残基后 ， 酶活性降低 ， 依然具有整体蛋 白 ６０％左右的催化活性 。 ＤＵＳＰ２６
（
３ ５

－

１ ９０
）

的活性和ＤＵＳＰ２６
（
１
－

１ ９０
）
和ＤＵＳＰ２６

（
３ ５

－２Ｕ
）
相似 ， 表明ＤＵＳＰ２６的Ｃ端不是影响酶

活性的关键因素 。 而ＤＵＳＰ２６
０ ５

－

１ ８ ５
；
）的 明显低于这４个的活性 ， 表明Ａｒｇ ｌ ８６缺失

会导致ＤＵＳＰ２６的失活 。 这堅实验数据证 明在对ＤＵＳＰ％的结构研究 中推测 的

Ａｒｇ ｌ％是控制ＤＵＳＰ２６活性的分子开关是准确的 。

阻 等于酶促反应速度达最大值
一

半时的底物浓度 ， 是表征酶和底物亲和

能力大小的参数 。 ＆？值越小 ， 则酶与底物的亲和力越大 ； 反之 ， 则越小 。 ＷＰ
－ＮＰＰ

为底物测得 ＤＵＳＰ２６
（野生型 ）

， ＤＵＳＰ２６
（
Ｒ １％Ｑ）

和 ＤＵＳＰ２６
（
Ｒ １ ８６Ｌ

）
的 值分

别为 ４ ． ３ Ｊ６ ．２７ 和 １ ３ ５ ． ６
（
ｍＭ

）
， 证明当 Ａｒｇ ｌ ８６ 分别突变为谷氨醜胺或亮氨酸后 ，

ＤＵＳＰ２６对 Ｐ －ＮＰＰ 的亲和力依次显著降低 。其原因是 ＤＵＳＰ２６ 在反应中 ， ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ

转变为开放型结构才能实现酶和底物 的结合 ， 此时 １ ８６ 位 的氨基酸残基与

ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 形成氨键可 Ｗ稳定开放型结构 ， 谷氨醜胺残基 由于侧链比精氨酸短 ， 能

给于 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 开放型结构稳定性贡献比精氨酸要小 ， 因此对 Ｐ －ＮＰＰ 的亲和力大

幅减小 ， 而亮氨酸不具备这
一

能力 ， ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 转变为开放型结构更不稳定 ， 更不

利于 Ｐ －ＮＰＰ与 ＤＵＳＰ２６ ， 所 Ｗ数值比 ＤＵＳＰ２６和 ＤＵＳＰ２６
（
Ｒ １ ８６Ｑ）

思著性増大 ，

从酶促动为学研究验证结果了Ａｒｇ ｌ ８６ 是 ＤＵＳＰ２６ 的分子开关 。

３２
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第三章 计算机辅助药物筛选和小分子抑制活性验证

本节 内 容是利用Ａｃｃｅ ｌ ｒｙ ｓ公 词 的专业生命科学分子模拟软件Ｄ ｉ ｓｃｏｖｅ ｒｙＳ ｔｕｄ ｉｏ

３ ． １ ， 通过 同源建模构建ＤＵＳＰ２６活性构象的兰维结构 ， 包含Ａｒｇ ｌ ８ ６和 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ

的 区域为靴位点构建药效 团筛选模型 ， 对化合物库 中 的各个化合物开展虚拟筛选 ，

构建帶向 ＤＵ ＳＰ２ ６的小分子抑制剂 的候选化合物库 ， 而后购买送些化合物 ， 开展

其对ＤＵ ＳＰ％抑制活性的验证 。

第
一节 ＤＵＳＰ２６抑制剂药效团模型的建立及虚拟筛选

１ ． １ ． 材料与方法

１ 丄 １ ．ＤＵ ＳＰ％活性构象的 同源建模

由于到 目 前为止仍没有 ＤＵ ＳＰ２６ 活性构象晶体结构的化逆 ， 本研究巧先利川

Ｄ ｉ ｓｃｏｖｅｒｙ
Ｓ ｔｕｄ ｉｏ３ ． ｌ

（
Ａｃ ｃｅ ｌｒ

ｙｓＩｎｃ ．

）中 的 同源建模模块构建 了ＤＵ ＳＰ２ ６ 活性构象 。

ＤＵＳＰ２６ 的 氨 基 酸 序 列 来 源 于 Ｕｎ ｉＰ ｒｏＫＢ（
ＩＤ ：Ｑ９ＢＶ４７

－

ｌ
）

Ｐｗ ｓ
ｉ

。 我 们 利 用

ＰＤＢ －ＢＬＡＳＴ 服务进行序列相似性搜索 ＾得到可 １＾提供 ＤＵＳＰ％ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 活性构

象 的最佳 晶体结构模板 。 在所有搜索到的含有 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 活性构象的 ＤＵＳＰ 家族

晶体结构 中 ， ＤＵ ＳＰ １ ３ 和 ＤＵＳＰ２７ 与 ＤＵＳＰ％ 有最高的序列 同源性 ， 分别为 ７ １％

和 ６ ８ ． ６％ ｄ ＤＵＳＰ １ ３ 是单体结构而 ＤＵ ＳＰ２７ 是二聚体结构 ， 是选择单体的 ＤＵ ＳＰ １ ３

为模板呢还是选择二聚体的 ＤＵ ＳＰ２ ７ 为模板呢 ？ 我们做 了ＤＵ ＳＰ２ ６ 的离必沉降

实验 ， 证 明 ＤＵ ＳＰ２６ 在溶液中是单体的形式存在 的 。 最终选择 ＤＵ ＳＰ １ ３ 晶体结

构心的作为模板 ， 其分辨率为 ２ ． ３ ０Ａ 。 利用 Ｄ ｉ ｓｃｏｖｅｒｙ
Ｓ ｔｕｄ ｉｏ３ ． １ 中 的序列分析模

块将选定的模板序列氨基酸和 ＤＵＳＰ２６ 进行序列 比对 ， 然后对两条氨基酸序列的

叠合结果进行手动优化 。 Ｗ优化后 的序列 比对结果做为输入 ， 我们利用 Ｄ ｉ ｓｃｏｖｅｒｙ

Ｓ ｔｕｄ ｉｏ３ ． １ 中 的 同源建模模块构建包含 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 活性构象的 ＤＵ ＳＰ２６ 催化结构域

的 晶体结构模型 。 于此同时 ， 在 同源建模过程中我们开巧 了优化 ｌｏｏｐ 的功能 ，

并将
＇

ｎｕｍｂｅ ｒｏ ｆｍｏｄｅ ｌ ｓ

＂

设为 ５ 。 最终构建了３ ０ 个模型 ， 我们从中选取具有最低

Ｐ ｒｏｂ化 ｉ ｌ ｉｔｙ
Ｄ ｅｎ ｓ ｉ ｔｙ

Ｆｕｎｃｔ ｉｏｎｓ
〇ＰＤＦ

）
总能量的模型利用 Ｐ ｒｏ ｆｉ ｌ ｅ ｓ

－犯 进行优化 。 最后

利用 Ｖｅｒ ｉｆｙ
－犯 对同源建模得到 的模型进行优化 。

１ ． １ ．２ＤＵＳＰ２ ６ 小分子抑串 Ｉ

Ｊ 巧 Ｉ

Ｊ药效团模型的构建

为 了 更准 确 的 构 建 ＤＵ ＳＰ２６ 小分子抑制 剂 的 药 效 团模 型 ， 我们首先将

ＤＵＳＰ １ ３ 与构 建 的 ＤＵＳＰ２６ 的 结构进行 了 叠 合 ， 叠合结 果发现 ＤＵ ＳＰ２６ 的

ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 及其周 围氨基酸残基 比 ＤＵＳＰ １ ３ 相应 的氨基酸残基疏水性较高 ， 且

ＤＵＳＰ２６ 底物结合位点相 比于 ＤＵＳＰ １ ３ 的底物结合位点 ， 有
一

个更深 的空穴 ， 可

利用此空穴和 ＤＵＳＰ２ ６ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 及其周 围氨基酸残基疏水性较高 的特点设计

ＤＵ ＳＰ２ ６ 特异性小分子抑制剂 。

利用Ｄ ｉ ｓ ｃｏｖｅ ｒｙＳＵｉｄｉｏ３ ． １（
Ａｃｃｅ ｌ ｉｙ ｓ

，Ｓ ａｎＤ ｉ巧０
，

ＣＡ
，ＵＳＡ

）
的

＂

Ｉｎｔｅ ｒａｃｔ ｉｏｎ

３ ３
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Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
＂

药效团构建模块 ， ＷＤＵＳＰ２６ 活性构象的Ｓ维立体结构作为输入文件 ，

产生基于受体的药效团模型 。 在本研究中产生基于受体的药效团模型而不是基于

配体产生药效团模型 ， 是因为到 目 前为止 已报道的 ＤＵＳＰ２６ 小分子抑制剂种类和

数量都非常得少 ， 无法用于构建药效 团模型 。 利用 Ｄ ｉｓｃｏｖｅｒｙＳ ｔｕｄｉｏ３ ． １ 对

ＤＵＳＰ２６ 活性构象立体结构进行加氨和加水分子的处理 。 亲脂性位点密度参数设

为 １ ５ ， 极性位点参数设为 ２０ 。 ＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎＧｅｎｅｒａｔｉｏｎ 模块可Ｗ识别活性位点 中所

有可能和配体相互作用 的作用位点 。 去除那坠离 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 及特异性深穴较远的

作用位点 ， 仅保留和关键性氨基酸残基相互作用 的作用位点 ， 然后依据和受体的

相互作用模式对所有的作用位点进行聚类 ， 最后得到可用于虚拟筛选的药效团模

型 。

１丄 ３ 基于药效团模型的虚拟筛选

把最后构建好的药效团模型作为 ３Ｄ 提问输入对大型化合物数据库进行高通

量虚拟筛选 ， Ｗ期得到帮向 ＤＵＳＰ％ 活性位点的小分子抑制剂 。 仅保留那些匹配
一

半Ｗ上药效特征元素的化合物 。 这些化合物再次通过 Ｌｉ
ｐ

ｉｎｓｋｉ 规则进行过滤 ，

化保障其具有类药性 。

１丄４ 基于好子对接的虚拟筛选

所有的对接研巧都是利用 ＧＯＬＤ４ ． 〇
Ｐ０

］进行对接的 。 ＧＯＬＤ 采取遗传算法把

柔性的小分子对接到蛋 白质 的结合位点 中 。 在对接研巧中 ， 采用 同样的 ＤＵＳＰ２６

的活性构象的Ｈ维结构 。 对接中采用的是 Ｃｈａｒｍｍ 力场 。 对接位点定义为
一

个Ｗ

活性位点为中也的半徑 １ ０Ａ 的球形 ， 运个球形足Ｗ覆盖 ＤＵＳＰ％ 底物结合位点

的关键氨基酸残基 。 为了选取打分画数和对接参数 ， 本研巧将 Ｐ－ＮＰＰ
（
ＤＵＳＰ２６

活性测试中所用 的底物）对接到 ＤＵＳＰ２６ 活性位点 ， Ｗ对接构象是否满足催化机

制为依据进行打分函数的选择和参数优化 。

１ ．２ 结果与讨论

１ ．２ ． １ 同源建模法构建 ＤＵＳＰ％ 活性型结构

已解析的 ＤＵＳＰ２６
（
６ １

－２ １ １
）形成非活性构象 ， 且其 １

－６０ 段氨基酸序列的兰维

构象未知 。 本研巧是研发範向 ＤＵＳＰ２６ 活性位点的小分子抑制剂 ， 所 Ｗ在本研究

中首先要构建 ＤＵＳＰ２６ 活性构象的三维立体结构 。 ＷＤＵＳＰ２６ 的氨基酸序列 ，

利用 ｂ ｌａｓｔ 方法对蛋 白质结构数据库 （
ＰＵＢ

）
进行广泛的搜索 ， 结果得到 ＤＵＳＰ １ ３

是 ＤＵＳＰ％ 高同源性的蛋 白结晶 。 ＤＵＳＰ １ ３ 是单体结构而 ＤＵＳＰ２７ 是二聚体结构 ，

是选择单体的 ＤＵＳＰ １ ３ 为模板呢还是选择二聚体的 ＤＵＳＰ２７ 为模板呢 ？ 依据

ＤＵＳＰ２６ 的 Ｃ 端部分是影响酶活性的关键点 ， 所 我们选择了分辨率为 ２ ． ３ ０Ａ 的

ＤＵＳＰ １ ３ 晶体结构
（
ＰＤＢｃｏｄｅ ：２ＰＱ巧作为模板进斤同源建模 。

３４
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因为 ＤＵＳＰ２６ 中 Ｎ 端 ６０ 个氨基酸的活性构象未知 ， 我们首先利用软件

ＰｓｉＰｒｅｄ 对 ＤＵＳＰ １ ３ Ｕ
－

１ ９的和 ＤＵＳＰ２６ 进行了二级结构的预测 ， 接下来 ， 我们将

预测的二级结构与已经结晶的离级结构进行了 比财 ， 比对结果见表 １
－

１ 。 从表 １
－

１

中 ，我们可 ＾看到 ？８巧心预测 ０１；８？ １ ３
（
１
－

１ ９糾 由 ７个〇１
－螺旋和 ５个 目

－折叠组成 ，

ＤＵＳＰ２６ 由 ９ 个ａ－螺旋和 ３ 个折叠姐成 ， 其中 ＤＵＳＰ２６
（
６ １

－別 。 由 ７ 个ａ－螺旋和 ３

个折叠组成 ， 预测 Ｎ 端 ６０ 个氨基酸残基由 ２ 个ａ－螺旋组成 ， 且组成二级结构的

序列和 己经解析的高级结构髙度吻合 ， 说明 ＰｓｉＰｒｅｄ预测准确度非常高 。ＤＵＳＰ２６Ｎ

端 ６０个氨基酸残基从第 ４２个氨基酸残基开始相对应的ａ－螺旋和 ＤＵＳＰ １ ３Ｎ 端第
－

个ａ－螺旋相对应 ， 所Ｗ在本研巧中我们选择 ＤＵＳＰ２６
（
４２ －２ １ １

）
这段序列进行同

源建模 。

表 ＾ １ ．ＤＵＳＰ １ ３ 和 ＤＵＳＰ２６ 二级结构预测氛基酸序列和实际结晶序列比对结果 。

ＤＵＳＰ＂ ＤＵＳＰ％

一级结构Ｐ ｓ ｉＰｒｅｄ 预测 蛋 白结晶Ｐｓ ｉＰｒｅｄ 预测蛋 白结晶

ａ ｌ Ｌ２８－Ｒ３ ８Ｌ２８ －Ｖ３７Ｎ５－Ｓ １ ８未结晶

〇２Ａ５ ｉ ８
－Ａ６ １Ａ５８－Ｒ６２Ｖ４５ －ＹＷ未结晶

ａ３Ｋ６４々的Ｋ６４＞６Ｑ９Ｑ７４－Ａ７７Ｑ７４－Ａ７７

ｏｃ４ Ｓ １ ０３ －Ｖ １ ０４Ｋ９０－Ｔ９２Ｒ８０ －Ｒ８ ５Ｒ８０－Ｒ８ ５

ａ５ Ｆ１ １ ６
－Ｌ １ ２７Ｓ １ １ ３

－Ｓ １
巧８ １ ２６＊

１ １ ２７Ｔ １ ０６－Ｌ １ ０９

ａ６民 １ ４４－Ｃ １ ５ ６Ｒ １ ４４ －Ｅ １ ５７Ｆ １ ３０ －Ｌ １ ４ １ Ｓ １ ２７
－

Ｑ １ ４３

ａ７ Ｌ １ ６ １
－Ａ １ ７０Ｌ １ ６ １

－

Ｑ １ ６９Ｒ １ ５８
－Ｙ １ ７０ Ｓ １ ５７－Ｙ １ ７０

ａ８ Ｓ １ ７８ －Ｔ １ ９５Ｓ １ ７８－Ｒ １ ９３Ｌ １ ７５ －Ｄ １ ８４Ｌ １ ７５－Ｄ １ ８４

ａ９不存在不存在Ｒ １ ９２ －Ｌ２０９Ｇ １ ９３ －

Ｑ２０７

ｐ
ｉ未预测 Ｉ４６－Ｖ４９未预测Ｈ６蕾６５

ｐ２ Ｌ５ ３ －Ｌ５５Ｌ５ ３
－Ｄ５７未预测Ｌ６９－Ｄ７３

ｐ
３ Ｈ７ ５ －Ｎ７ ８Ｈ７４－Ａ７８Ｈ９０－Ｎ９４Ｈ９０－Ｎ９４

Ｐ
４ Ｌ９７ －Ａ １ ０４Ｅ９８

－

Ｉ １ ０２Ｒ １ ０２－Ａ １ ０８Ｒ １ １ ２ －Ｖ １ １ ６

Ｐ５Ｖ １ ３４ －Ｈ １ ３ ７Ｖ １ ３４ －Ｃ １ ３ ８Ｉ １ ４ ８
－Ｈ １ ５ １ Ｉ １ ４８ －Ｃ １ ５２

依据表图 １
－

１ 显示了
ＤＵＳＰ １ ３

口５
－

１ ９＾和 ０１记？２６
（
４２ －２Ｕ

）懼化结构域氨基酸

序列的 比对结果 ， Ｗ优化后的序列 比对结果做为输入 ， 我们利用 Ｄ ｉｓｃｏｖｅｒｙ
Ｓｔｕｄｉｏ

３ ． １ 中的同源建模模块构建包含 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 活性构象的 ＤＵＳＰ２６催化结构域的晶体

结构模型调 １
－

１Ａ
）

。然后利用 Ｖｅｒｉｆｙ
－

３Ｄ 模块进行模型的验证 ， 验证结果见图 １
－２Ｂ

和 图 ＾ Ｉ Ｃ ， 从图 １
－

１ Ｂ 中我们可 Ｗ看到每个氨基酸残基的打分都高于 ０ ， 说明构

建的 ＤＵＳＰ２６（
４２ －２Ｕ

）的高级结构 中氨基酸残基的分布是合理的 。 从 ＤＵＳＰ２６

（
４２ －２ １ １

）的Ｈ维结构的拉式图中 （图 １
－

１ Ｃ
）

， 我们可 看到 ９８％Ｗ上的氨基酸残基

都处于合理二面角分布区域 。 说明通过同源建模构建的 ＤＵＳＰ２６
（
４２ －２ １ １

）的活性

型Ｈ维结构是合理的 。 最终构建的 ＤＵＳＰ２６
（
４２ －２ １ １

）的活性构象由 ７ 个ａ－螺旋组

航 ４２ －

５４ 组成
一

个 Ｎ 端ａ－螺旋 ， 此 （Ｘ
－螺旋和 ＤＵＳＰ２６

（
４２ －２Ｗ其它ａ－螺旋形成分

巧
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子间相互作用且此ａ－螺旋在保持酶的活性中是必需的 ； Ｃ 端 １ ９ １
－２ １ １ 组成的ａ－螺

旋向 内折叠形成分子间 的相互作用 ， 因为此ａ－螺旋形成分子间相互作用 ， 导致

１ ８ ６
－

１ ９０ 这段 ｌｏｏｐ 上的氨基酸残基与 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 上的氨基酸残基形成氨键作用 ，

起到稳定 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 活性构象的功能 ， 此外构建的模型还包含 ５ 个 Ｐ
－折叠和若干

个 ｌｏｏｐ 。 从活性型 ＤＵ ＳＰ２６ 的结构 中可见 Ａｒ
ｇ

ｌ ８６ 和 ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 形成 了 多重氨键。

翁
Ｂ Ｃ…

Ｉ

￣

。 、 ＼
￣ ￣￣

ｒ

‘

穿
；參

Ｗ

＼

０Ｖ Ｉ
Ｔ 

Ｉ

 Ｉ

…

 ■ Ｉ
１口 ＂

ｒ
 ＂ ＂

 ■

 ．

１巧 ？

４ｉ ？ ４ ５Ｍ ｌ？ ＩＨ

４０６０ ８ ０１ ００１ ２０１４ ０１６０１８０２００２ ２０ｍ

Ｎ ｕｍｂｅ ｒ ｏｆ ｒｅｓ ｉｄ ｕ ｅｓ

图 １
－

ｌ ． Ａ ． 同源模建的 ＤＵＳＰ２ ６ 活性构象的空间结构 。 Ｂ ． Ｖｅｒｉｆｙ
－

３Ｄ 模块对 ＤＵ ＳＰ２ ６
（
４２ －２Ｕ

）

模型的验证结果 。 Ｃ ． 同源模建的 ＤＵ ＳＰ２ ６ 活性构象的拉式图 。

１ ． ２ ． ２ 基于 ＤＵＳＰ％ 活性构象构建药效团模型

为 了 更准确 的 构建 ＤＵ ＳＰ２６ 小分子抑制剂 的药 效 团 模型 ， 我们首先将

ＤＵ ＳＰ １ ３ 与构建的 ＤＵＳＰ２６ 的结构进行 了叠合 ， 结果见图 １
－２ 。 从中可 Ｗ看到

ＤＵ ＳＰ２ ６的ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ （
Ｖａｌ ｌ ５４和ＶａＫ ６

）及其周 围氨基酸残基 （
Ｉ ｌ ｅ ｌ ８ ９

）
比ＤＵ ＳＰ １ ３相

应的氯基酸残基
（
Ｍｅ ｔ ｌ ４０ 、 Ｖａｌ４２ 和 Ｃｙｓ ｌ ７５

）
疏水性高 。

接下来我们分析 了ＤＵ ＳＰ％ 底物结合位点周 围空穴的分布情况 ， 从图 １
－

３ 中 ，

我们看到 ＤＵ ＳＰ ２６ 底物结合位点相 比于 ＤＵＳＰ １ ３ 的底物结合位点 ， 有
一

个更深

３６
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图 １
－

２ ．ＤＵ ＳＰ２６ 与 ＤＵ ＳＰ １ ３ 的叠合结果图 。 蓝色表示的是 ＤＵ ＳＰ２６
， 绿色条带表示的是

ＤＵ ＳＰＢ 。

Ａ Ｂ

图 １
－

３ ． ＤＵ ＳＰ １ ３ 和 ＤＵ ＳＰ％ 的表面电荷及表面空穴分布图 。 Ａ
，ＤＵ ＳＰ １ ３ 的表面电荷和表面

空穴分布 。 Ｂ
，ＤＵＳＰ２６ 的表面电荷和表面空穴分布 。 红色代表巧电荷分布 ， 蓝色代表正电

荷分布 ， 白色代表中性 。

覇彌
Ａ 目

图 １
－４

． 可用于虚拟筛选的药效团模型 。

ｍｍ
Ｇｏ ｌ ｄ ｓｃｏ ｒｅ Ｃ ｈｅｍｓｃｏ巧

ｍｗ
ａ ｓ

ｐ ｐ ｐ

图 １
－

５ ． 四种不同打分函数得到的对接结果 。

３ ７
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的空穴 Ａ ， 可利用此空穴和 ＤＵＳＰ２６ＰＴＰ －

ｌｏｏｐ 及其周 围氨基酸残基疏水性较高

的特点设计 ＤＵ ＳＰ％ 特异性小分子抑制剂 。

因为到 目 前为止 已报道的 ＤＵ ＳＰ２６ 小分子抑制剂种类和数量都非常得少 ， 无

法用于构建药效 团模型 。 所 ！ 在本研究 中利用利用 Ｄ ｉ ｓｃｏｖｅｒｙＳ ｔｕｄｉｏ３ ． １ 的
＂

Ｉｎ ｔｅｒａｃｔ ｉ ｏｎＧｅｎ ｅｒａｔ ｉｏｎ
＂

药效团构建模块 ， ＷＤＵ ＳＰ％ 活性构象的Ｓ维立体结构作

为输入文件 ， 产生 了基于受体的药效团模型 。 ＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎＧｅｎｅｒａｔ ｉｏｎ 模块巧 识

别活性位点 中所有可能和配体相互作用 的作用位点 ， 此模型太复杂 ， 基于前文提

到 的利用 ＤＵ ＳＰ２６Ｈ维结构表面特有的空穴和疏水性氨基酸残基对此模型进行

简化 ， 仅保留与关键氨基酸残基相对应的药效特征元素 ， 得到药效团模型 。 其 中

包含Ｈ个氨键受体 ， 分别和 Ｖａｌ ｌ ５ ４ ， Ａｒｇ ｌ ５ ８ 和 Ｌｙｓ５ ６ 相互作用 ； 与 Ｔｈｒ５ ７ 相互

作用 的
一

个氨键供体 ； 两个疏水特征元素 ， 与 Ｉ ｉ ｅ ｌ ８ ９ ， Ｖａｌ ｌ ５４ 和 Ｖａｌ ｌ ５ ６ 相互作

用 ， 此外还包含 四个排斥球 （
图 １

－４
）

。

１ ． ２ ． ３ 基于药效团模型的虚拟筛选

把最后构建好的药效团模型作为 ３Ｄ 提 问输入对 中 国医学科学院医药生物技

术研巧所微生物来源化合物库和百灵威化合物库进行高通量虚拟筛选 ， １＾期得到

禪向 ＤＵＳＰ％ 活性位点 的小分子抑制剂 。 虚拟筛选 中 ， 仅保留那些匹配
一

半 Ｗ上

药效特征元素的化合物 ， 共有 １ ６４５ ３ 个化合物通过此轮筛选 。 这些化合物再次通

过 Ｌ ｉ

ｐ
ｉ ｎ ｓｋｉ

’

ｓｒｕｌ ｅｏ ｆ ｆｉｖｅ 进行过滤 ， 保障其具有类药性 ， 最后得到个 ５ ４３ ２ 化合

物用于后续的对接研究 。

１ ． ２ ．４ 基于分子对接的虚拟筛选

所有的对接研究都是利用 ＧＯＬＤ４ ． ０
ＰＷ进行 。 ＧＯＬＤ 采取遗传算法把柔性的

小分子对接到蛋 白质 的结合位点 中 。 在对接研究 中 ， 采用 同样的 ＤＵ ＳＰ２６ 的活性

构象的Ｓ维结构 。 对接中采用 的是 Ｃｈａｒｍｍ 拓 ｒｃｅｆｉｅ ｌｄ 。 对接位点定义为
一

个 Ｗ

活性位点为 中也的半径 ｌ ＯＡ 的球形 ， 这个球形足 Ｗ覆盖 ＤＵ ＳＰ２ ６ 关键的底物结

合位点 。 为 了选取打分函数和对接参数 ， 本研究将 Ｐ －ＮＰＰ
（
ＤＵ ＳＰ％ 活性测试 中

所用 的底物
）对接到 ＤＵ ＳＰ％ 活性位点 ， Ｗ是否满足催化机制为依据进行打分函

数的选择和参数优化 。 不 同打分函数和参数组合得到 的对接效果见 图 １
－

５ 。

从 图 中我们可 Ｗ看到除 了ＣｈｅｍＳ ｃｏｒｅ 打分得到的对接结果是完全错误的 ， 其

它 的打分函数和对接结果得到 的对接结果都满足 ＤＵＳＰ２６ 催化 Ｐ －ＮＰＰ 的催化机

审 Ｉ

Ｊ ， 所 Ｗ本研究选择 了 除 Ｃｈｅｍ Ｓ ｃｏｒｅ 之外 的Ｈ种打分函数进行排序 。 共发现 ２ ３ ２

种化合物可 Ｗ作为候选品开展抑制 ＤＵ ＳＰ２６ 的研究 。

３８



北京协和医学院


硕±学位论文

第二节 候选化合物生物活性测试研巧

２ ． １ 实验材料

２丄 １ 实验试剂

二 甲基亚讽 （
ＤＭＳＯ

）
、 ５ ｍＭ Ｐ －ＮＰＰ 、 ５０ ｍＭ Ｔｒｉｓ

－ＨＣ ｌ
（ｐＨ ７ ．４

）
、 ０ ．２ Ｍ ＮａＯＨ 、 ７００

＾ｇ／ｍＬ ＤＵＳＰ２６ 、 待测定的小分子化合物

２ ． １ ．２ 实验器材

ＫＪ 酶标仪 ； 恒温摇床 ；
９６ 孔板

２ ．２ 实验方法

２ ．２ ． １ 小分子抑制剂的筛选

在第
一

轮小分子化合物抑制活性筛选测试中 ， 首先将被筛选的具有潜在抑制

作用 的小分子化合物用 ＤＭＳＯ 溶解 ， 并稀释成浓度 １ １１１公１１止待用 。在含有 ９６ ．０
／

／Ｌ

５０ｍＭＴｒｉ ｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐＨ７ ．４
）

， １ ０ ．０
处 浓度为７００ ． ０

／
／
ｇ／ｍＬＤＵＳＰ２６蛋 白液构成的反

应体系 中加入 ４ ．０Ｉｍｇ／ｍＬ 待测化合物 ， 将酶与底物在 ３ １ ０Ｋ 下解育 １ ５ 分钟

后 ， 加入 ７０ ．０
；

ｕＬ ５ ｍＭ Ｐ－ＮＰＰ ， 在 ３ １ ０ Ｋ 下反应 ３ ０ 分钟后 ， 再加入 １ ２０
／
／Ｌ ０ ．２ Ｍ

ＮａＯＨ 终止反应 。 摇匀 ９６ 孔板中 的溶液 ， 在酶标仪 ４０５ｎｍ 测定 Ａ４０５ 。 通过计算

抑制率 （
公式 ２

）
， 确定加入的化合物对 ＤＵＳＰ２６ 是否存在抑制作用 ， 进而筛选 出

具有抑制效果的化合物 。

在反应体系 中 ， Ｗ不添加酶所测的反应体系的 Ａ４０５ 值为空 白对照 ， Ｗ不添

加待筛选化合物的正常酶反应体系为阴性对照 。

祥品的 Ａ４０５ 值
一 空 白对照 １ 的 Ａ４０５ 值

抑制率
（
％

）

＝

。
一

） 
Ｘ１ ００％（公式 。

阴性对照的 Ａ４０５ 值
一

空 白对照 ２ 的 Ａ４０５值

（
１
）样品姐实验体系 ：

Ｔｒｉ ｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐＨ７ ．４
；
５０ｍＭ

）９６ ．０／
／Ｌ

ＤＵ徘％
（
７００ ．０

／
／ｇ／ｍＬ

） １ ０ ．０／
＜Ｌ

Ｐ－ＮＰＰ
口
ｍＭ

） ７０ ．０／
／Ｌ

候选化合物 （
１ｍｇ／ｍＬ

）４ ．０ｐｉＬ

ＮａＯＨ
（
０ ．２Ｍ

） １ ２０ ．０／
＜Ｌ

巧空 白对照 １组实验体系 ：

Ｔｒｉ ｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐＨ７ ．４
；
５０ｍＭ

）９６ ．０／
／Ｌ

山旧２〇 １ ０ ．０

３９
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Ｐ －ＮＰＰ
（
５ｍＭ

） ７０ ． ０／
／Ｌ

候选化合物 （
Ｉｍｇ／ｍＬ

） ４ ． ０／
／Ｌ

ＮａＯＨ
（
０ ． ２Ｍ

） １ ２０ ． ０／
／Ｌ

（
３

）阴性对照组实验体系 （无抑制剂 ）

Ｔｒｉ ｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐＨ ７ ．４
；
５ ０ｍＭ

） １ ００ ． ０／
／Ｌ

ＤＵＳＰ％
（
７００ ． ０

／
／ｇ／ｍＬ

） １ ０ ． ０／
／Ｌ

Ｐ －ＮＰＰ
（
５ｍＭ

） ７０ ． ０／／Ｌ

ＮａＯＨ
（
０ ．２Ｍ

） １ ２０ ． ０／
／Ｌ

（
４

）
空 白对照 ２组实验体系 ：

Ｔｒｉ ｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐＨ ７ ．４
；
５ ０ｍＭ

）９６ ． ０／
／Ｌ

ｄ ｅｌ战０ １ ０ ． ０ｎＬ

Ｐ －ＮＰＰ
（
５ｍＭ

） ７０ ． ０／
／Ｌ

ＮａＯＨ
（
０ ． ２Ｍ

） １ ２０ ． ０／
／Ｌ

２ ．２ ． ２ 小分子抑制剂 ＩＧ
ｓ ｏ的测定

第二轮测试对第
一

轮测试发现的具有高抑制率的小分子化合物开展 ＩＣ
ｓ ｏ值的

测试 。 整个反应是在小分子抑制剂存在的情况下 ， ＤＵ ＳＰ２６与底物Ｐ －ＮＰＰ反应 ，

反应体系为 ３ ０ ０
／
／Ｌ ， 每种抑制剂浓度 ３组平行实验 。 操作步骤如下表所示 。

表３
－

２ ． 抑制剂 ＩＣ
ｓ ｆｌ测定体系

编号ＤＵ ＳＰ２ ６０Ｌ ）抑制剂 （
ｍｇ／ｍＬ

）Ｐ
－ＮＰＰＯＬ

）反应时 间
（
ｍ的

１ １ ０ １ ． ００ ００ ７ ０ ３ ０

２ １ ０ ０ ． ８ ０ ００ ７０ ３ ０

３ １ ０ ０ ． ７０００ ７０ ３ ０

５ １ ０ ０ ． ６０ ００ ７０ ３ ０

６ １ ０ ０ ． ５０００ ７０ ３ ０

７ １ ０ ０ ． ４０００ ７０ ３ ０

８ １ ０ ０ ． ２ ５ ００ ７０ ３ ０

９ １ ０ ０ ． １ ２ ５ ０ ７０ ３ ０

１ ０ １ ０ ０ ． ０ ６２ ５ ７０ ３ ０

１ １ １ ０ ０ ． ０ ３ １ ２ ５７０ ３ ０

４０
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＊

ｐ
－ＮＰＰ初始浓度为５ ｍＭ ， 反应在 ３ １ ０ Ｋ进行

２ ． ３ 结果与讨论

２ ． ３ ． １ 小分子抑制剂筛选结果

第
一

轮筛选所用 的化合物浓度都是２２ ．２
ｚ

＾ｇ／ｍＬ ， 结果显示筛选到的２３２个化

合物中 ， ８个化合物具有抑制ＤＵＳＰ２６的活性 。 抑制率如表３
－

３所示 ， 化合物结构

式如图 ３
－

６所示 。 这些骨架的化合物之前没有作为ＤＵＳＰＷ的抑制剂被报道过 。

表 ３
－

３ ．８个化合物抑制率

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
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图 ３
－

６ ． 具有抑制ＤＵＳＰ ；２６活性的化合物的结构
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－

学位论义

２ ． ３ ． ２ 候选化合物 ＩＣ
ｓ Ｄ值测定结果

依据候选化合物的抑制率测定 了 Ｈ６ 、 Ｂ ５ 、 Ｆ６和Ｈ ５ 的 １。 〇值 。 由 于Ｈ ５ ， Ｆ ８ ，

Ｅ６和Ａ５的抑制率显著小于前 ４种化合物 ， 未开展 ＩＣ
ｓ ｏ的测定 。 测定 的数据如下 ：

Ｈ６

浓度１ ． ００ ． ８０ ． ７０ ． ６０ ． ５０ ． ４０ ． ２ ５０ ． １ ２ ５０ ． ０６ ２ ５０ ． ０ ３ １ ２５

Ｃ
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样 品 的０ ． １ ２７０ ． １ ３ ６０ ． １ ４ ００ ． １ ３ ９０ ． １ ２ ８０ ． １ ３ ９０ ． １ ６ ３０ ． ２ １ １０ ． ２ １ ２０ ． ２ ０ ７

Ａ４ ０ ５

０ ． １ １ ９０ ． １ ３ １０ ． １ ３ ４０ ． １ ２ ８０ ． １ ２ ８０ ． １ ３ ６０ ． ２２４０ ． ２ １ ２０ ． ２ １ ３０ ． ２ １ ３

０ ． １ ２ ３０ ． １ ３ ４０ ． １ ３ ７０ ． １ ３ ６０ ． １ ２ ８０ ． １ ３ ８０ ． １ ９ ４０ ． ２ １ １０ ． ２ １ ３０ ． ２ １ ０

０ ． １ ２ ８０ ． １ １ ５０ ． １ １ ２０ ． １ １ １０ ． １ ０ ８０ ． １ １ ６０ ． １ ０ ８０ ． １ ２２０ ． １ １ ８０ ． １ １ ８

空 白 对

照１的０ ． １ ２５０ ． １ ２０ ． １ １ ５０ ． １ １ １０ ． １ １０ ． １ ０ ８０ ． １ ０ ６０ ． １ ２ ３０ ． １ ２２０ ． １ ２４

Ａ４ ０ ５

０ ． ］ ２６０ ． １ １ ８０ ． ］ １ ４Ｏ ． ｎ ］０ ． １ ０９０ ． １ １ ２０ ． １ ０７ １ ． １ ２３０ ． １ ２ ００ ． 】 ２ １

阴性对照 的八４ 〇 ５ ０ ． ２ １ ２０ ． ２ １ １０ ． ２ １ ２

空 白对照 
２

的Ａ４ ０ ５ ０ ． １ １ ５０ ． １ １ ８０ ． １ １ ６

Ｂ５

银度 １ ． ００ ． ８０ ． ７０ ． ６０ ． ５０ ． ４０ ． ２ ５０ ． １ ２ ５０ ． ０ ６２ ５０ ． ０ ３ １ ２ ５
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）
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０ ． １ １ ９０ ． １ ２ １０ ． １ １ ６０ ． １ ０ ９０ ． １ ０ ９０ ． １ ０ ４０ ． １ ０４０ ． ０ ９ ８０ ． ０ ９ ５０ ． ０ ９ ５

阴性对照 的 

Ａ４ ０ ５ ０ ． １ ５ ２０ ． １ ５ ５０ ． １ ５ １

空 白 对照 
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的 

Ａ４ ０ ５ ０ ． ０ ９ ９０ ． ０ ９ ８０ ． １ ０ ０

４ ２
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浓度１ ．００ ． ８０ ．７０ ．６０ ． ５０ ．４０ ．２５０ ． １ ２５０ ．０６２５０ ．０３ １ ２５

０＜ｇ／ｍＬ
）

样 品 的０ ． １ ３ ５０ ． １ ３４０ ． １ ４４０ ． １ ４６０ ． １ ４２０ ． １ ４４０ ．Ｋ ６０ ． １ ６００ ． １ ７００ ． １ ８０

Ａ４０ ５

０ ． １ ３ ９０ ． １ ３ ５０ ． １ ４４０ ． １ ３ ５０ ． １ ４２０ ． １４４０ ． １ ５ ６０ ． １ ６３０ ． １ ７２０ ． １ ７ １

０ ．。 ８０ ． １ ３４０ ． １ ４ １０ ． １ ３６０ ． １ ４５０ ． １ ５ ３０ ． １ ５２０ ． １ ６３０ ． １ ６８０ ． １ ６９

０ ． １ １ ４０ ． １ ０８０ ． １ ０６０ ． １ ０６０ ． １ １０ ． １ １ ２０ ． １ ０４０ ． １ ０３０ ． １ ０２０ ． １ ００

空 白 对

照１的０ ． １ ０９０ ． １ ０７０ ． １ ０７０ ． １ ０４０ ． １ ０９０ ． １ ０７０ ． １ ０４０ ． １ ０２０ ． １ ０２０ ． １ ０ １

Ａ４０５

０ ． １ １ ３０ ． １ ０６０ ． １ ０７０ ． １ ０ ５０ ． １ ０９０ ． １ ０７０ ． １ ０５０ ． １ ０３０ ． １ ０２０ ． １ ０ １

阴性对照的Ａ４０ ５ ０ ． １ ６８０ ． １ ６５０ ． １傲

空 白对照２
的Ａ４０５０ ． １ ０４０ ． １ ０４０ ． １ ０３

Ｈ５

浓 度１ ． ００ ． ８０ ／７０ ． ６０ ． ５０ ．４０ ．２５０ ． １ ２５０ ．０６２５０ ． ０３ １ ２５

（／
／
ｇ／ｍＬ

）

样 品 的０ ． ３ １ ５０ ．２８ １０ ．２５ １０ ．２２５０ ．Ｗ２０ ． １ ７７０ ． １ ４２０ ． １ １ ７０ ． １ ０ １０ ． ０９４

Ａ４ＯＳ

０ ．２８４０ ．２７２０ ．２４９０ ． １ 巧０ ． １ ８９０ ． １ ７６０ ． １ ５３０ ． １ １ ２０ ． １ ０ １０ ． ０９４

０ ．２９３０ ．２７７０ ．２４７０ ．２４ １０ ． １ ８９０ ． １ ７８０ ． １ ５２０ ． １ １ ５０ ．０９９０ ． ０９２

０ ． ：２９９０ ．２５３０ ． １ １ ２０ ．２ １ ６０ ．２０００ ． １ ８４０ ． １ ７５０ ． １ ３ ８０ ． １ ２８０ ． １ ２３

空 白 对

照１的０ ． ３ １ ５０ ．２５７０ ． １ １ ５０ ．２０３０ ．２０５０ ． １ ８９０ ． １ ７６０ ． １ ４６０ ． １ ２９０ ． １ ２５

Ａ４０５

０ ． ３０６０ ．２４３０ ． １ １ ４０ ．２ １ １０ ．２ １ １０ ． １ ９３０ ． １ ７ ８０ ．Ｋ６０ ． １ ４００ ． １ 巧

阴性对照的Ａ４０ ５０ ． １ １ ５０ ． １ ３ ３０ ． １ ３ １

空 白对照 ２
的Ａ４０５ ０ ．０８７０ ．０８ ５０ ． ０８５

Ｗ抑制剂浓度对数为横坐标 ， Ｗ相应浓度下抑制率为纵坐标 ， 利用Ｇｍ
／
？／电ｆｌｄ

软件 ， 绘制化合物的抑制率
－底物浓度对数曲线 ， 从曲线图上读出各个抑制剂的

ＩＣ
ｓｏ值 。 ４种化合物的 ＩＵＰＡＣ名称如下 ：

４３
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图 １
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１ ２ 四种小分子化合物的抑制率－底物浓度对数曲线 。

２ ． ３ ． ３ 结果与讨论

通过第
一

轮对潜在抑制活性小分子化合物的筛选 ， 我们从２２４个候选化合物

中筛选到 了 ８个具有较高抑制率的小分子化合物 ， 随后测 出这 ８个小分子化合物 中

４个具有高抑制率的小分子的 ＩＣ
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即 抑 制 能 力 越 强 ， 该 数 值 越 低 。 从 酶 抑 制 动 力 学 研 究 确 定 的 化 合 物
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第一篇研究结果

１ ． 构建了 ｙ ？ ＤＵＳＰ２６ 及其四种不 同长度蛋 白 的原核表达系 ， 成功表达了相应的
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的位点 。

２ ． 利用计算机辅助药物虚拟筛选 ， 获得的候选化合物中酶抑制动力学验证发现 ４

个化合物显示较好抑制活性 。 ＩＣ５０ 值分别为 １ １ ．６２ 、 ２ １ ． ０４ 、 ２０ ． ３ 、 ２０ ． １ ９
（／

／Ｍ
）

。 最

大抑制活性的化合物的 ＩＵＰＡＣ 名称为 ２ －ｈｙｄｒｏｘｙ
－４ －

｛
６
－

［（
５９ －５

－

［（
４－ｍｅ化ｙｌｐｈｅｎｙｌ

）

ｍｅｔｈｙｌ ｉｄｅｎｅ
］ 

－４ －

ｏｘｏ －２ －

ｓｕｌｆａｎｙｌ ｉｄｅｎｅ－

１
，
３ 

－

ｔｈｉａｚｏ ｌ ｉｄｉｎ－

３
－

ｙｌ
］
ｈｅｘａｎａｍｉｄｏ

｝
ｂｅｎｚｏ ｉｃａｃ ｉｄ ？

它的 ＩＣ
ｓ ｏ低于 己报道 ＤＵＳＰ２６ 的抑制剂 ＮＳＣ －

８７ ８７７ １
（
ＩＣ

５ ０

＝

１ ６ ． ６７
／

／Ｍ
）

， 其余 ３ 个

的 ＩＣ
ｓ ｏ 值接近于 ＮＳＣ －

８７８７７ １ ， 从计算机辅肋药物筛选的结果也证 明推测 的

ＤＵＳＰ２６反应机理是准确的 。 ２ －ｈｙｄｒｏｘｙ
－４－

｛
６ －

［（
５Ｚ

）

－５ －

［（
４ －ｍｅｔｈｙｌｐｈｅｎｙｌ

）
ｍｅｔｈｙｌ ｉｄｅｎｅ

］

－４－ＯＸＯ－２－

Ｓ山ｆａｎｙｌ ｉｄｅｎｅ－

ｌ
，

３ －

ｔｈｉ犯ｏｌｉｄｉｎ－３ －

ｙｌ
］
ｈｅｘａｎａｍｉｄｏ

｝
ｂｅｎｚｏ ｉｃａｃｉｄ可 Ｗ作为鞭向

ＤＵＳＰ２６ 的抗肿瘤先导化合物开展进
一

步研究 。

４６



北京协和医学院


硕壬学位论文

参考文献

山 朱伟 ； 陈可冀 ； 徐鞭杰 ； 计算机药物虚拟筛选技术在 中 医药领域中 的应用前景 ． 中 国 中西医结合

杂志 ． ２００７
－

２７
－

３ ．

［
２

］Ｂｕｒｂａｕｍ Ｊ
，

ＴｏｂａｌＧＭ．Ｐｒｏ １ ：ｅｏｍｉｃ ｓ ｉｎｄｒｕｇ
出 ｓｃｏｖｅｒｙ．Ｃｕｒｒｅ円ｔＯｐ ｉｎ ｉｏ打 ｉｎＣｈｅｍｉｃａｌＢ ｉｏ ｌｏｇｙ．２００２

；６ ：

４２７ ．

口 ］ＦｅｒｒａｒａａＰ
，Ｇｏｈ ｌｋｅＨ

，ＰｒｉｃｅＤＪ
，Ｋ ｌｅｂｅＧ

，ＢｗｏｋｓＣＬ ．Ａｓ ｓｅｓ ｓｉｎｇｓｃｏｒ ｉｎｇ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓｆｏｒ

ｐ
ｒｏｔｅ ｉｎ－

ｌ ｉｇａｎｄ

ｉｎｔｅｒａｃｔ ｉｏｎ ｓ ． Ｊ Ｍｅｄ Ｃｈｅｍ ． ２００４
； 
４７ ：３ ０３２ －

３ ０４７ ．

［
４

］
袁身刚 ， 计算抓辅助药物设计 ， 科学 ． １ ９９５

； 
４ ： 巧－

３ １ ．

［
５

］
稽汝运 ， 唐赞 ， 戎锁宝 ， 陈凯先 ． 计算机辅助药物设计研究 ．中 国药学杂志 ． １ ９９７

，
３２

，
６４７ －

６７７ ．

拘 稽汝运 ． 漫谈药物学与计算邮辅助药物设计 ． Ｓ ｃ ｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎ ｉｑｕｅ  ｉｎ Ｅａｓｔ ｏｆ Ｃｈ ｉｎａ ． １ ９９６
，
２６ －

２ ７ ．

［
７
］
徐鞭杰 ， 候延军 ， 乔学斌 ． 计算机辅助药物分子设计 ． 北京 ； 化学工业出版社 ， ２００４ ； １２ －

１ ５ ．

巧 ］
Ｄｒａｗｓ Ｊ ． Ｄｒｕｇ 

ｄ ｉ ｓｃｏｖｅｒｙ
： Ａ ｈ ｉ ｓ ｔｏ ｒｙ ｐｅ

ｒｓ
ｐ
ｅｃｔｉｖｅ ．Ｓ ｃ ｉｅｎｃｅ ． ２００２

； 
２８７ ：１ ９６０ ．

［
９
］ＨａｎｓｃｈＣ

，
Ｆｕ

ｊ
ｉ ｔａＴ．ｐ

－矿巧ａｎａ ｌｙｓ ｉ ｓ ；ａｍｅ化ｏｄｆｔ） ｒ化 ｅｃｏ ｒｒｅ ｌａｔ ｉｏｎｏ ｆｂ ｉ ｏ ｌｏｇ ｉ ｃａ ｌａｃ ｔ ｉｖ ｉ ｔｙａ
ｎｄｃｈ ｅｍ ｉ ｃａ ｌ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ． Ｊ Ａｍ Ｃｈｅｍ Ｓｏｃ １ ９６４巧６
（
８
）

： １ ６化－

１ ６２６ ．

ｎ ｏ
］Ｔａｎｇ 

Ｚ
：Ｃｈｅｎ Ｋ－Ｘ

，
Ｊ ｉ Ｒｙ． Ｄｅ ｎｏｖｏ  ｉｎ ＣＡＤＤ ． １ ９９５

； 
２２ ： １

－６ ．

［
１ 。 ＧｏｏｄＡＣ ，ＫｒｙｓｔｅｋＳ民 ， Ｍａｓｏ打ＪＳ ．Ｈ ｉｇｈ

－

ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔａｎｄｖ ｉｒｔｕａｌｓｃｒｅｅｎ ｉｎｇ ：ｃｏｒｅ ｌｅａｄｄ ｉ ｓｃｏｖｅｒｙ

ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇ ｉｅｓ ｍｏｖｅ Ａｗａｒｄｓ  ｉｎｔｅｇｒａｔ ｉｏｎ ． Ｄｒｕｇ 
Ｄ ｉ ｓｃｏｖ Ｔｏｄａｙ． ２０００

； 
５ ： ６ １

－

６９ ．

宇

［
口

］ 廉德君 ， 许根化 蛋 白巧结构与功能 中 的结构域 ［
Ｊ
］

．生物化学与生物物理进展 ． １ ９巧

［
１ ３

］ 史宁 ， 韦林毅 ， 吴久鸿 ． 小分子抗肿瘤蛋 白激酶抑制剂的研究进展 ． 中 国药学杂志 ． ２０ １ １
； 
４６ ：２３ ．

［
１ ４

］
Ｍ ｉ ｌ ｌｅｔ

氏 
Ｄｏｍａｒｋａｓ  ］

■

， 
Ｈｏｕ ｓ ｓ ｉ打 氏 

ｅｔ ａｌ ． Ｐｏｔｅｎｔ ａｎｄ ｓｅ ｌｅｃｔ ｉｖｅ ｆａｍｃ ｓｙｉ  ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｉｎｈ ｉｂ ｉｔｏｒｓ ． Ｊ Ｍｅｄ Ｃｈｅｍ．

２００４
； 
４ ７ ：６８ １ ２ ．

［
１ ５

］
Ｈｕｎｔｅｒ Ｔ． Ｃｅ ｌＵ ９９５

； 
８０ ： ２２５ －２％ ．

［
化

］
Ａｌｏｎ ｓｏ Ａ＊Ｓａｓ ｉｎ Ｊ

， 
Ｂｏｔｔ ｉｎ ｉ Ｎ

，
Ｆｒ ｉｅｄｂｅｒｇ 

Ｉ
，
Ｏ ｓｔｅｒｍａｎ Ａ

ｓ 
Ｇｏｄｚ ｉｋ ＨＴ

， 
Ｄ ｉｘｏｎ Ｊ

， 
Ｍｕｓｔｅ ｌ ｉｎ Ｔ

＇

． Ｃｅ ｌ ｌ ．２００４
；１ １ ７ ：

６９９ －

７ １ １

［
１ ７

］
Ｈｕ义Ｍ ｉｖｅｃｈ ｉＮＦ

，Ａｓ沉 ｃ ｉａｔ ｉｏｎ姐ｄＲｅｇｕ ｌａｔ ｉｏｎｏｆＨｅａｒｔＳｈｏｃｋＴｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｉｏｎＦａｃｔｏｒ４ｂｗｉｔｈｂｏｔｈ

Ｅｘｔｒａｃｅ ｌ ｌｕ ｌ ａｒＳ ｉｇｎａｌ

－Ｒｅｇｕ
ｌ ａｔｅｄＫ ｉｎａｓｅＭ ｉｔｏｇｅｎ

－Ａｃｔ ｉｖａｔｅｄＰｒｏｔｅ ｉｎ Ｋ ｉｎａｓｅａｎｄＤｕａｌ
－Ｓｐｅｃ ｉｆｉｃ ｉｔｙ

Ｔ
ｙ
ｒｏ ｓ ｉｎｅ

ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈａｔｅ ＤＵＳＰ２６ ． Ｍｏ ｌ Ｃｅｌ ｌ Ｂ ｉｏ ｌ ． ２００６

； 
３ ２８２ －

３２９４ ．

口巧
ＹｕＷ

：Ｉｍｏ ｔｏＩ
，
虹ｏｕｅＪ

，
Ｏｎｄａ Ｍ

，
Ｅｍ ｉ ＩｎａｚａｗａＪＡ ．Ｎｏ化 １ａｍｐ

ｌ ｉ６ｃａｔ ｉｏｎｔａｒｇｅｔ ，ＤＵＳＰ２６
，ｐ

ｒｏｍｏｔｅ

ｓａｎａｐ ｌａｓｔｉ ｃｔｈｙ
ｒｏ ｉｄｃａｎｃｅｒｃｅｌ ｌｇｒｏｗｔｈｂｙ ｉｎｈ化 ｉｔ ｉｎｇｐ ３ ８ＭＡＰｆＣａｃｔ ｉｖ ｉｔ

ｙ
．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ ．２００７

；２６ ：

＂ ７８ －

１ １ ８７ ．

［
巧

］
Ｓｈｅ ｒｍａｎ 化 Ｔｈｙｒｏ ｉｄ ｃａｒｃ ｉｎｏｍａ ． Ｌａｎｅ沈 ２００３

；
％ １ ：５ （Ｕ －

５ １ １ ．

口０
］
ＴａｋｅｄａＴ

，
Ｉｎａｂ汪Ｈ

，Ｙａｍａｚａｋ ｉＭ
，ｅｔａｌ ．Ｔｕｍｏｒ

－

ｓ
ｐ
ｅｃ ｉ巧ｃｇｅ打ｅｔｈｅｒａ

ｐｙｆｏｒｕｎｄ ｉｆｆｅｒｅ打ｔ ｉａｔｅｄｔｈ
ｙ
ｒｏ ｉｄ

ｃａｒｃ ｉｎｏｍａｕｔ ｉ ｌ ｉｚ ｉｎｇ
ｔｈｅ化 ｌｏｍｅｒａｓｅｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ

ｐ
ｒｏｍｏｔｅｒ．Ｃ ｌ ｉｎＥｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌＭｅｔａｂ ．２００３

；８８ ：

３ ５ ３ １
－

３ ５３ ８ ．

口 。 Ｐｒｏｎｋｅｒ ＥＳ
，
Ｗｅｅｎｅ打 ＴＣ

，

Ｃｏｍｍａｎｄｅｕｒ ＨＲ
＾
Ｏ ｓｔｅｒｈａｕｓ ＡＤ

，
Ｃ ｌ ａａｓ ｓｅｎ ＨＪ ． Ｔｈｅ

ｇｏ ｌｄ ｉｎｄｕｓｔｒｙ 
ｓｔａｎｄａｒｄｆｏｒ

ｄｓｋ ａｎｄ ＣＯ巧 ｏｆ ｄｒｕｇ 

ａｎｄ ｖａｃｃ ｉｎｅ ｄｅｖｅ ｌｏｐ
ｍｅｎｔ ｒｅｖ ｉ ｓ ｉｔｅｄ ．Ｖａｃｃ ｉｎｅ ． ２０ １ １

； 
２９ ： ５ ８４６ －

５ ８４９ ．

［
２３ 陈国锐 ， 王深明 ． 甲状腺外科 ． 北京 ： 人们。生 出版化 ２４０－

３ １ ６ ．

［
２３

］
燕山 ， 詹维伟 ， 周建娇 。 甲状腺和 甲撕旁腺超声影像学 ． 北京 ： 科学技术文献出版礼 ． １ ７ １

－２０义

４７



北京协和医学晚


硕±学位论文

［
２４

］
ＫｅｂｅｂｅｗＥ

，ＧｒｅｅｎｓｐａｎＦＳ ？Ｃ ｌａｒｋＯＨ
，ｅｔａｌＡｎａｐ ｌａｓｔｉｃｔｈｙｒｏ ｉｄｃａｒｃ ｉｎｏｍａ ．Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｕｔｃｏｍｅａｎｄ

ｐ
ｒｏｇｎｏ ｓｔ ｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ ．Ｃａｎｃｅｒ ． ２００５

；
１ ０３ ： １ ３ ３ ０ －

１ ３ ３ ５ ．

口巧
Ｕｒｃ ｉｕｏ ｌ ｉ巧Ｇｆａｉｎａｓｓ ｉ ｓＳ

，ｌａｖａｒｏｎｅＣ
，ｅｔａｌ ．Ｔｈｙｒｏ ｉｄａｎａｐ ｌａｓｔ ｉｃｔｕｍｏｎ ｏｕｒｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅ ．Ｃｈ ｉｒｔａ＊２００３

；

公 ： ８ ３ ５
－

８４０ ．

口巧 
Ｎａ

ｇ
ａｙａｍａ义

Ｎ ｉ ｓｈｉｈａｒａＥ
，
ＮａＩｎｂ江Ｈ

，
幻ａｌ ．Ｔａｒｇｅｔ ｉｎｇ

化ｅｒｅｐ
ｌ ｉ ｃａｔｉｏｎｏｆａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ化ｐ５３

－ｄｅｆｅ幻ｉｖｅ

ｔｈ
ｙ
ｒｏ ｉ ｄ ｃａｒｃｍｏｍａ ｗ ｉｔｈ ａ

ｐ ５ ！３
－

ｒｅｇ
ｕ ｌａｔｅｄ Ｃｒｅ／ｌｏｘＰ ｓｙｓｔ

ｅｍ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｇｅｎｅ Ｔｈｅｒ． ２０ ０ １
； 
８ ： ３６ －４４ ．

［
２ ７

Ｊ
连小兰 ． 美國 《 甲状腺结节和分化型 甲状腺癌诊治指南 （

２００６
）
》 解馈 ． 中 国实用外科杂志 ． ２００７

； 
２７ ：

９巧－巧 ６ ．

口巧
Ｈｕ Ｙ

， 
Ｍ ｉｖｅｃｈ ｉ ＮＦ ．Ｍｏ ｌ Ｃｅ ｌ ｌ  ＩＢ ｉｏ ｌ ． ２００６

； 
％ ： ３２８２ －

３ ２９４

口句
Ａｄａｍｓ ＰＤ ． Ａｃｔａ Ｃｒｙｓｔ ． ２０ １ ０

； 
６６ ： ２ １ ３

－２２ １ ．

口 ０
］
ＴａｎｕｍａＮ

，
ＮｏｍｕｒａＭ

，ＫａｓｕｇａｉＩ
，
ＴｓｕｂａｋｉＹ

，
ＴａｋａｇａｋｉＫ

ｊＫａｗａｍｕｒａＴ
，
ｅｔａｌ ．Ｐｒｏｔｅ ｉｎ

ｐ
ＨｏｓｐＨａｔａｓｅ

Ｄｕｓ
ｐ２６ａｓｓｏｃ ｉａｔｅｓｗ ｉｔｈＫＩＦ３ｍｏｔｏｒａｎｄ

ｐｒｏｍｏｔｅｓＮ －

ｃａｄｈｅｒ ｉｎ－ｍｅｄ ｉａｔｅｄｃｅ ｌ ｌ
－

ｃｅ ｌ ｌａｄｈｅｓ ｉｏｎ ．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ ．

２００９
； 
２８ ：７５２ －７６ １ ．

［
３

Ｕ
Ｊｅｏｎｇ 

ＤＧ
：ＣｈｏＹＨ：ＹｏｏｎＴ

＂

，
Ｋ ｉｍ瓜

，
ＲｙｕＳＥ ，

ＫｉｍＳＪ ．Ｃｒｙｓｔａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ  ｔｈｅｃａｔａ ｌｙｔ ｉｃｄｏｍａｉｎｏｆ

ｈｕｍａｎ ＤＵＳＰ５
，
ａ ｄｕａｌ ｓｐｅ

ｃ ｉｆｉｃ ｉ ｔｙ 

ＭＡＰ ｋｉｎａｓｅ
ｐｒｏｔｅ ｉｎ

ｐＨｐ巧Ｈａｔａｓｅ ． Ｐｒｏｔｅ虹ｓ ．２００７
； 
６６ ： ２巧－

２５８ ．

口巧ＷｏｎＥＹ
＞ 
Ｘ ｉｅ

义
ｅｔ ａｌ ． Ｈ ｉ

ｇｈ
－

ｒｅｓｏ ｌｕｔｉｏ打ｃｒｙ
ｓｔａ ｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ  ｔｈｅ ｃａｔａ ｌｙｔ ｉｃ ｄｏ扭ａｉｎｏｆ ｈｕｍａｎ ｄｕａｌ

－

ｓｐ
ｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

ｐＨｏ ｓ
ｐＨａｔａｓｅ ２６

， 
Ａｃｔａ Ｃｒｙｓｔａｌ ｌｏｇ

ｒ ． ２０ １ ３
； 
６９ ：１ １

如－

１ １ ７０ ．

口叫
Ｌｏｋａｒｅｄｄｙ

ＲＫ
，
Ｂｈａｒｄｗａ

ｊ
Ａ

ｊ
Ｃ ｉｎｇｏ ｌａｎｉ Ｇ ． Ａｔｏｍｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｄｕａｌ－ ｓｐｅｃ近ｃｉｔ

ｙ ｐＨｏｓｐＨａｔａｓｅ ２６
， 
ａ ｎｏｖｅ ｌ

ｐ巧 ｐＨｏ ｓｐＨａｔａｓｅ ． Ｂ ｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ． ２０ １ ３
； 
５ ２ ：９３ ８ －９４义

ＰＷ
Ｙｕｖａｎｉ

ｙａｍａＪ
，
ＤｅｎｕＤ ｉｘｏ打ＪＥ

，
Ｓ ａｐｅｒＭＡ ．Ｃｒ

ｙｓｔａｌＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅＤｕａｌＳｐｅｃ
ｉｆｉｃ ｉｔｙＰｒｏｔｅ ｉｎ

ｐｈｏ ｓｐｈａｔｅ ＶＨＲ ．Ｓｃ ｉ谢说 ． １ ９％
； 
２７２ ： １ ３ ２ ８

－

１ ３ ３ １ ．

口 ５
］
ｈｔｔｐ ：／／ｗ＼ｖｗ ． ｒｃ ｓｂ ．ｏｒｇ／ｐｄｂ／ｅｘｐ

ｌｏｒｅ／ｅｘｐｌｏｒｅ ． ｄｏ？ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｌｄ
＝
２ｐｑ５ ．

［
３巧

ＣｈｅｎＬ
，
Ｓｕｎｇ

ＳＳ
，
Ｙ ｉｐ

ＭＬ
，
ｅｔａｌ ．Ｄ ｉ ｓｃｏｖｅｒｙ

ｏｆ ａ 打ｏｖｅ ｌｓｈｐ２ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏ ｓ ｉｎｅ
ｐｈｏ ｓｐ

ｈａｔａｓｅ ｉｎｈ化 ｉｔｏｒＭｏ Ｉ

Ｐｈａｒｍａｃｏ ｌ ． ２００６
； ７０ ： ％２ －７０ ．

口 ７
］
Ｓｏｎｇ 

Ｍ
； 
Ｐａｒｋ ＪＥ

，
ＰａｒｋＳＧ

，
Ｌｅｅ ＤＨ

，
Ｃｈｏ ｉ ＨＫ

＾ 
Ｐａｒｋ ＤＣ

， 
ＲｙｕＳＥ

，
Ｋ ｉｍ ＪＨ

： 
ＣｈｏＳ ． ＮＳＣ －

８７８ ７７
，

ｉｎｈｉｂ ｉｔｏｒ

ｏｆＳＨＰ －

１。 ＰＴＰ ｓ
： ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｓｄｕａｌ

－

ｓｐ
ｅｃ放ｃ ｉｔｙｐ

ｈｏ ｓｐｈａｔａｓｅ２６ （
ＤＵＳＰ２６

）
．Ｂ ｉｏ ｃｈｅｍ ｉｃａｌ孤ｄＢ ｉｏｐ

Ｈ
ｙｓ

ｉｃａｌ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｍｍｕｎ ｉｃａｔ ｉｏｎｓ ． ２００９
； 
３ ８ １ ： ４９ １

－４％ ．

口巧
Ｓ ｃｈｕｍａｃｈｅｒＭＡ

＾
ＴｏｄｄＪＬ

，
ＲｉｃｅＡＥ

，
ＴａｎｎｅｒＫＧ

：
口ｅｎｕＪＭ ．ＳｔｒｕｃｔｕｒａｌＢａｓ ｉ ｓｆｏｒ ｔｈｅＲｅｃｏｇｎ ｉ ｔ ｉｏｎｏｆ ａ

Ｂ ｉ ｓｐ
ｈｏ ｓｐ

ｈｏ ｒｙ ｌａｔｅｄ ＭＡＰＫ ｉｎａｓｅＰｅ
ｐ
ｔ ｉｄｅ ｂｙ 

ＨｕｍａｎＶＨＲ Ｐ ｒｏｔｅ ｉ打 巧ｌｏ ｓｐ
ｈａｔａｓｅ ？ 巧 ｉｏｃｈｅｍｉ ｓｔｉｙ ．２００２

；
４ １ ：

３ ００９
－

３刖 ７ ．

４８



第二篇 人体内Ｔｋｓ４蛋白质的Ｃ端 Ｓ拟结构域初期蛋白质结晶

学研究

第…章 文献综述

人类脂肪分化细胞因子 （
ｆａｄ４９

）编码
一

个含有 ９ １ １个氨基酸残基的蛋 白质 ，
包

含 了
一

个ｐｈｏｘ同源 （
ＰＸ

）结构域和４个 Ｓｒｃ同源 ３
（
Ｓ描

）结构娩
＂

。 此蛋 白也被称为

Ｔｋｓ４
Ｐｌ

。 Ｔｋｓ４的缺乏会造成伪足小体的形成并且抑制细胞外基质降解３
。 Ｔｋｓ４也

參与肿瘤细胞产生活性氧的过程Ｐ
’

ｓ
ｉ和 白色脂肪组织的分化 １９

。 人体Ｔｋｓ４缺芝是

Ｆｒａｎｋ－

ｔｅｒＨａａｒ 综合症的主要原因 在上皮生长因子
（
ＥＧ巧治巧中 ， Ｔｋｓ发生络

氨酸稱酸化同时与ＥＧＦ受体相联 ， 这是细胞迂移的调控的新机制 。 Ｔｋｓ４在肿瘤细

胞转移调控中可Ｗ作为
一

个範点Ｗ 。

在静止细胞中 ， Ｔｋｓ４几乎都存在于细胞质 中 。 在生长因子治疗应激中 ， Ｔｋｓ４

至少通过两种途径转移到质膜上 ： Ｓｒｃ结合位点和油脂结合ＰＸ结构域 。 ＰＸ结构域

可识别膜上的袖脂产物磯酸肌醇３
－激酶 （

ＰＩ３ －ｋｉｎａｓｅ
）

。 ＰＩ３
－ｋｉｎａｓｅ催化细胞生存途

径中縣酸醜肌醇 －

３
，
４

，
５的去磯酸化 。 ＰＩ３ －激酶影响了细胞生长 、 存活積细胞迁移

等环节的下游生物信号 。 因此 ， ＰＩ ３
－激酶在包含糖尿病和肿瘤在 内 的人体疾病中

巧有作巧Ｐ１

。 在质膜上 ， Ｔｋｓ４是被Ｓｒｃ 激酶通过络氨酸磯酸化磯酸化的行为被磯

酸化的 。 然而 ， Ｔｋｓ４中酪氨酸磯酸化的作用还未知 。 总的来讲 ， Ｔｋｓ４对伪足小体

的形成和肌动蛋 白细胞骨架有作用 。 ＳＨ３结构域是由 ６０个氨基酸残基与富含脯氨

酸的多肤形成的蛋 白复合物 ， 是
…

个小的无催化作用 的结构域 。 ＳＨ３结构域参与

细胞间交流队及细胞核内核外的信号传导 ， 同样也调节蛋 白 间的相＃作用
ＵＷＳ

。

ＳＨ３的氮基和證基端相互临近 ， 说明此结构域可 在不破坏临近结构的情况

下从蛋 白 的表面延伸 出去 在人体Ｔｋ４中 ， ＰＸ结构域位于Ｎ端 ， 而第四个細３

的结构域 （
８ ５３

－９ １ １的氨基酸位置）
位于Ｃ端 。 ＰＸ结构域与細３的第Ｈ个结构域相结

合 Ｗ便位于Ｔｋｓ４Ｃ端的第四个ＳＨ３的结构域与ＰＸ结构域 、 另外Ｈ个Ｓ拟结构域保

持足够远跑离 ， 同时还能延伸到Ｔｋｓ４的表面Ｗ 。

一

般来讲 ， ＳＨ３结构域有
一

个由

５
（
或巧个Ｐ

－折叠紧密包裹的 两条反平行 Ｐ
－折叠组成的 Ｐ

－桶状折叠 。 然而 ， 少量

巧 Ｓ拟结构域有不同的结构 。 比如 ， 人体 ｐ４７ｐｈｏｘ 的 ＳＨ３结构域 Ａ可形成
一

个

第四和第五条 Ｐ
－折叠相互交叉的二聚体结构 ｆ

ｎ
’Ｗ

。 人体Ｔｋｓ４的 ＳＨ３结构域与ｐ４７

ｐｈｏｘ 的細 ３结构域饱含残基 １ ５９－２ １ ３度现 出 ４３％的氨基酸序列相似性 。 但是 ，

人体Ｔｋｓ４的Ｃ端 ＳＨ３结构域是否与人体 ｐ４７ｐｈｏｘ 的 ＳＨ３结构域
一

样形成
一

个二

聚体仍然是宋知的 。 为 了 了解Ｔｋｓ４的Ｃ－端结构域的结构与功能相互关系 ， 本项研

巧开展了人体 内 Ｔｋｓ４的Ｃ端Ｓ拟结构域的晶体学研究 。

４９
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第二章 ＳＨ３结构域的表达 、 纯化 、 结晶化与Ｘ射线衍射数据

收集

２ ． １ 蛋白表达与纯化

２丄 １ 实验材料

Ｈｅ ｌａ细胞 、 ＴＲＩｚｏｌ反转录试剂盒 （
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司 ）

、 内切酶ＢａｍＨ Ｉ 、 ＥｃｏＲＩ

（
ＮＥＢ公司 ）

、 ｐＧＥＸ
－４Ｔ－２质粒 （

Ａｍｅｒｓｈａｉｎ
，

Ｅｎｇｌａｎｄ
）
、 ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ （

Ｔａｋａｒａ
）

。

２ ． １ ．２ 实验方法

（
１
） 按照ＴＲＩｚｏｌ反转录试剂盒说明对培养好的Ｈｅｌａ细胞进行反转录 。

巧 将反转录获得的ｃＤＮＡ进行分子克隆 ， 实验中巧到的ｆｏｒｗａｒｄ
ｐｒｉｍｅｒ序列为 ；

５ 

’

－ＣＧＧＧＡＴＣＣＴＴＧＴＡＴＧＴＧＧＣＣＧＴＧＧＣＣＧＡＣ －３ 

’

（
ＢａｍＨＩ

的酶切位点

用下划线标记 ）
， ｒｅｖｅｒｓｅ

ｐｒｉｍｅｒ序列为 ：

５ 

’

－ＱＱＭｌ￡￡Ｃｒ^ ＣＧＧＣＴＴＣＴＴＴＣＴＧＡＴＡＧＴＴＣＧ－

３ 

’

（
ＥｃｏＲＩ酶切位点用下

划线标记 ， 终止子用斜体字标记
）

。 ｌ＾＾如下ＰＣ民条件开展ｃＤＮＡ扩增 。

ＰＣＲ 条件 ：



步骤温度时间

第１步 ３６７Ｋ ５ｍｉｎ

第２步 ３６７Ｋ ３ ０ｓ

第３步 ３ ３ ０Ｋ ３０ｓ

第４步 ３４５Ｋ ３ ０ｓ

第５步 ３４５Ｋ ５ｍｉｎ

第６步


２７７Ｋ


００

第 ４ 步完成后转为第 ２ 步 ， 重复 ３０ 次后开始第 ５ 步操作

ＰＣ民产物利用 １％琼脂糖电泳检测 ， 利用胶回收试剂盒回收ｃＤＮＡ 。

（
３
） 用 ＢａｍＨＩ和 ＥｃｏＲＩ对 ｃＤＮＡ和ＰＧＥＸ

－４Ｔ－２载体进行酶切 ， 然后用连接酶ＤＮＡ

Ｌ ｉｇａｓｅ将克隆好的ＤＮＡ片段与ＰＥＧＸ
－４Ｔ －２表达载体相连接组成重组质粒 ， 相

关反应依照第二章第
一

节 １ ．２所述条件实施 。

（
４

） 蛋 白质表达依照第二章第二节２ ．２ ． １所述条件实施 。

（
５
） 蛋 白质纯化

４０００ｒｐｍ ， １ ５ｍｉｎ收集菌体 ， ２０ｍＬＰＢ Ｓ 。 ４０ｍＭ ＮａＣＬ ２ ． ７ｍＭＫＣ １ ， １ ０ｍＭ

Ｎａ２ＨＰ〇４ ，
１ ． ８ｍＭＫＨ２ＰＯ４ ，ｐＨ７却溶液重悬 ， 加入０ ．２ｍＬ ＰＭＳＦ

ｙ ＯＯｍＭ
）

，

５０



超声 ３０ｍｉｎ
，
３ ５０００

ｇ ，
２０ｍｉｎ离也 ， 收集上清 。

将创ｕｔａｔｈｉｏｎｅ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ柱用ＰＢ Ｓ缓冲溶液平衡化后 ， 将收集的上清液

加入到柱予中 ， 待上清液全部流过切ｕｔａｔｈｉｏｎｅ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ填料层后 ， 用 ＰＢＳ

溶液洗去不与剧ｕｔａｔｈｉｏｎｅ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ结合的蛋 白质后 ， 用 ２ｍＬＰＢＳ溶液悬

浮切ｕｔａｔｈｉｏｎｅ－Ｓｅｐ
Ｈａｒｏｓｅ 他 ， 加入 １ ０ｕｎｉｔ的凝血酶在 ２９３Ｋ反应 １ ２小时使得

ＧＳＴ标签分离 ， 而后回收上层ＰＢＳ缓冲溶液 。 ：２７７Ｋ下使用ＡＫＴＡ 蛋 白纯化

系统
（
ＧＥ医疗冲使用曲Ｌｏａｄ１ ６／６０Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５

ｐｒｅｐｇｒａｄｅ往进行纯也 洗脱液

成分为２０ｍＭｐ
Ｈ８ ．０的Ｔｒｉｓ

－ＨＣ ｌ ， １ ５０ｍＭＮａＣ ｌ ，２ｍＭ二硫代苏糖醇

（
ＤＴＴ

）
〇

２ ．２ 蛋白质晶体的制备与Ｘ射线衍射数据的收集

２ ．２ ． １ 实验材料

ＡｍｉｃｏｎＹ１仕ａ－

１ ５
（
ＭＷＣＯ３０００ ；Ｍｉ ｌｌｉｐｏｒｅ） 、 ＭｇＳＯＫ北京化工厂 ）

、 ＰＥＧ３ ３ ５０

（
Ｍｅｒｃｋ

） ；ＣｒｙｓｔａｌＳｅｒｅ畑ＨＴｋｉｔ
ｊＰＥＧ／ＩｏｎＳｃｒｅｅｎｋｉｔ和 Ｉｎｄ紛Ｓｃｒｅｅｎｋｉｔ（美 国

Ｈａｍｐ化ｎ 及ｅｓｅ谢
＂

ｃｈ公司 ） 寒

２ ．２ ．２ 实髓方法

２ ．２ ．２ ． １ 蛋 白质结晶化

（
１
） 将纯化的人体Ｔｋｓ４Ｃ端ＳＨ３结构域蛋 白用Ａｍｉｃｏｎｕｌｔｒａ

－

１ ５
（
ＭＷＣＯ３０００

）

浓缩到近 １ ０ｍｇ／ｍＬ 。

巧 在巧３Ｋ时 ， 采用坐滴 －蒸气扩散法迸行蛋 白结晶 。 每个坐滴宙 １／
ｄ蛋 白

和 １ 如结晶化试剂溶液组成 。 美国片
＇

ａｗ ｉ

ｉｐｔｏｗ 及Ｍｅｗ础公司生产的蛋白质结晶条件

筛选试剂盒 ； ＣｒｙｓｔａｌＳｃｒｅｅｎＨＴ ｋｉｔ
，
ＰＥＧ／ＩｏｎＳｃｒｅｅｎ姑和 ＩｎｄｅｘＳｃｒｅｅｎｋｉ佣来寻找

Ｔｋｓ４的Ｃ －端ＳＨ３结构域的结晶条件 。

２ ．２ ．２ ．２ 巧舶数据收集

用微晶分离工具 （
ＨａｍｐｔｏｎＲｅｓｅａｒｃｈ

，
ｃａｔａｌｏｇｕｅＮＯ ．ＨＲ４－

８ １ ７
）从获得的晶簇中分

离
一

个维度约为 ０ ． １ ５ ｘ０ ．レ ０ ．０５ ｍｍ的单晶 ， 将单晶体浸入到Ｐａｒａｔｏｎｅ和石蜡油等

体积源合后的低温防护剂 内 ， 去除晶体表面的结晶化试剂溶液后 ， 安装上海光源

（
ＳｈａｎｇｈａｉＳｙｎｃｈｒｏｔｒｏｎＲａｄｉａｔｉｏｎＦａｃｉｌ ｉｔｙ）的生物大分子光束线站ＢＬ １ ７Ｕ上测定Ｘ

射线巧射数据 。 Ｘ射线波长 、 相化距离 、振幅和曝光时间分别为 １ ．０００Ａ 、 ２００ｍｍ、

１ ．０
°

和 ８ｓ 。 衍射图用ＡＤＳＣ
Ｑｕａｎｔｕｍ 別知 ＣＣＤ相机记录。

一

套完整的Ｘ射线衍射

数媚包含了震动角 ０
￣２００

°

范国产生的衍射数据 。

５ １
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２ ．２ ．２ ． ３ ． 衍射数据 的处理

测定的衍射密度数据用 ＨＫＬ２ ０００软件进行处理 。 获得 了 人体 内 Ｔｋｓ４蛋 白 质 的

Ｃ端 ＳＨ３结构域晶体的 晶系 、 空间群等晶体学参数 。

２ ． ３ 结果和讨论

２ ． ３ ． １ 人体内Ｔｋ ｓ４蛋 白质的Ｃ端 ＳＨ３结构域的结晶条件

利用 ＰＥＧ／ ＩｏｎＳ ｃｒｅｅｎｋ ｉ ｔ在Ｎｏ ． ３ ２号溶液ｐＯＯｍＭＭｇＳ〇４ ，
２０％

（
ｖ／ｖ

）ＰＥＧ

３ ３ ５０
］
与纯化后的蛋 白质溶液等体巧锻合的坐滴 内 ， ２９３Ｋ环境中

一

星期 内获得

了人体Ｔｋｓ４Ｃ端 ＳＨ３结构域的结晶簇 ， 内含多个其维度大于 ０ ． １ ５ ｘ ０ ． １
ｘ ０ ． ０５ｍｍ单

结晶 调 Ｉ
）

。

０ ． １ｍｍ＼

图 Ｉ ． 人体Ｔｋｓ４ Ｃ端Ｓ拟结构域的结蟲 。

２ ．３ ．２ 人体内Ｔｋｓ４蛋 白质的Ｃ端細３结构域的晶体的结晶学常数

Ｘ 射线衍射数据经？：
－２０饥？ 处理后见有效最大分辨率为 ２ ． ３ ０Ａ 。 Ｃ－端 ＳＨ３

结构域的晶体属于立方晶系 ， 选取空 间群 尸３ ２ １ 和 Ｐ３ １ ２ 计算的 Ｘ 射线衍射数据

／Ｕ ｒ
ｇ
ｅ值分别为 ７ ．２％和 ４６ ． ５％ 。 用 化ｆｆｉＡ邸 软件包 中 的如加Ｘ ．加口 程

序展示的 （化 ｉｔ
，

／
）
面的 Ｘ 射线衍射 图证明允许的反射条件是 化 ０

，
／
＝

３ｎ 。 因此 ，

人体 化 ｓ４ 的 Ｃ 端 細 ３ 结构域结晶的空间群为 巧
ｉ
２ １

（
或 户３

２
２ １

）
。 纯化后的人体

Ｔｋ ｓ４ 的 Ｃ 端的細３ 结构域分子量为 ６７７５ ．４９Ｄ ａ 。 用 ＣＣＰ４软件包ＰＷ
的始４ ７Ｔ備眠Ｓ

ＣＯＥＦ 程序 计算的蛋 白 晶体的 Ｍａｔｔｅｗｓ 系数和溶剂含量表明 ， 在
一

个不对称

的单元中可能存在 ６ 、 ７ 或 ８ 个蛋 白分子 （
图 ＩＩ

）
。 巧 ＣＣＰ４ 软件包 内 的 Ｍ饼：化Ｅ户

软件计算 的 自转 函数图显示晶体的非对称单位不存在与结 晶学的对称轴非平行

的二重旋转轴和 重旋转轴 。 戶／溫Ｖ化 软件包 Ｕ ９

喻 ／
？沁加ＣＪＣ化的ｇｅ 软件计算显示

在天然帕持逊函数中最大的峰高度仅相 当于原点峰的 ４ ． ６％ 。 这个结果也表明 ，

晶体的非对称单位不存在与结晶学的对称轴非平行的二重旋转轴和Ｈ重旋转轴 。

因此 ， 晶体的非对称单位 内可能存在 ６ 、 ７ 或 ８ 个 Ｃ 端 細 ３ 结构域 。 蛋 白质 晶体

５２
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的非对称单位 内 分子的排列直接反应细胞 内存在相互作用模式 ， 本项研究中获得

的结果证明人体 内 Ｔｋｓ４ 蛋 白质 的 Ｃ －端具有未知的相互作用模式 ， 这种相互作用

的结构生物学证据和对应的生物学功能是今后的研究课题 。 人体 内 Ｔｋｓ４ 蛋 白 质

的 Ｃ －端的 ＳＨ３ 结构域的晶体的晶体学参数总结在表 Ｉ 中 。

暴垂
Ｘ Ｘ

蠢

图 ｎ ．
ｒ ＝ １ ２０

°

（左 ） 和Ｋ
＝
１ ８ ０

°

（右 ） 断面上的 自我回转函数图 。

表 Ｉ ． 化 ５４ 蛋 白质的 Ｃ －端的 細 ３ 结构域的晶体的晶体学参数ｆ

Ｓｐａｃｅｇ
ｒｏｕｐ巧

 １
２ １

（
０ １

？

尸３ ２２ １
）

Ｃｅ ｌ ｌ
－

ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
（
Ａ

 ；
ｃｋｇｒｅｅ

） 幻
＝

８ ３ ． ８ ７
，
占
＝

８ ３ ． ８ ７
，．

ｃ
＝

１ ０ ８ ．４４
；

ａ
＝

ｙ

６
＝

９ ０
， 尸

＝
１ ２０

Ｎｏ ．ｏｆ ｍｏ ｌｅｃｕｌｅ ｓ
ｐｅｒａｓｙｍｍｅｔｒｉ ｃｕｎ ｉｔ６

（
ｏｒ７

，
ｏｒ８

）

Ｆｍ（
Ａ

３

〇 ａ

－

ｉ

） ２ ． ７ １
（
ｏｒ２ ． ３ ２

，
ｏ ｒ２ ． ０３

）

Ｓｏ ｌｖｅｎｔｃｏｎｔｅｎｔ
（
％

） ５ ５
（
ｏｒ４７

，
ｏ ｒ ；３ ９

）

民ｅ ｓｏ ｌｕ ｔ ｉｏｎｒａｎｇｅ（Ａ） ５ ０
－２ ． ３ ０

Ｔｏ ｔａ ｌｒｅｆｌｅｃｔ ｉｏｎ ｓ １ ６２
，
３ ３ １

Ｔｏ ｔａｌｕｎ ｉ

ｑｕｅｒｅｆｌ ｅｃｔ ｉｏｎｓ ２０
，

１ ８７
（
９７４

）

＊

Ｃｏｍｐ ｌ ｅ ｔｅｎｅ ｓ ｓ
（
％

） １ ００
（

１ ０ ０
）

＊

欠
巧ｍ

＊

（
％

） ７ ． ２
（
３ ５ ．４

）

＊

Ａｖｅ ｒａｇｅ民ｅｄｕｎｄａｎｃｙ ８ ． ０
巧 ？ ０

）

Ｖａ
ｉ
ｌ
）


３ １ ． ８
（
４ ． ３

）

＊



＊

括号古６ 数^值为最大分辨率范围 （
２ ． ３ ４

－２ ． ３ ０ 入
） 内 的衍射数据的计貴结果 。

由于非对称单位 内 的蛋 白 质分子数较多 ， 利用分子置换法未能成功解决相位

问题 。 非对称单位 内 的Ｃ －端 ＳＨ ３结构域的相互作用方式是细胞 内 Ｔｋｓ４蛋 白 质相互

５ ３



作用方式的
一

种 ， 为了获得晶体结构 ， 利用同晶置换法的晶体结构硏究立在开展 。

５４



北京协和医学院


硕±学位论文

参考文献

［
Ｉ
］
出浊 ｉｄａＴ

，Ｅｇｕｃｈ ｉＴ
，
ＯｓａｄａＳ

，
巧ａｌ ．Ａｎｏｖｅ ｌ

ｇ
ｅ口ｅ ，

ｆａｄ４９
， ｐ ｌａｙｓａｃｒｕｃ

ｉａｌｒｏ ｌｅ ｉｎ出 ｅ ｉｍｍｅｄ ｉａｔｅｅａｒｌ

ｙｓ ｔａｇｅｏ
ｆａｄｉ

ｐ
ｏｃ

ｙ
ｔｅｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔ ｉａｔ ｉｏｎＷａ ｉｎｖｏ ｌｖｅｍｅｎｔｋｉｍ ｉｔｏｔ ｉｃｃ ｌｏｎａｌｅｘ

ｐ
ａｎｓ ｉｏｎ［

Ｊ
］

．ＴｈｅＦ巨Ｂ Ｓ
ｊ
ｏｕｒｎａｌ

，
２

００８
；２巧 （

２２
）

：５巧６
－

５ ５８ ８ ．

巧 目ｕｓｃｈｍａｎＭＤ
，ＢｒｏｍａｎｎＰＡ

＊Ｃｅ
ｊ
ｕｄｏ －Ｍ ａｒｔｉｎ巧ｅｔａｌ ．Ｔｈｅｎｏｖｅ ｌａｄａ

ｐ
ｔｏｒ

ｐ
ｒｏｔｅ ｉｎＴｋｓ４（

ＳＨ３ＰＸＤ２Ｂ
） ｉ ｓ

ｒｅｑｕ
ｉｒｅｄｆｏｒｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐｏ

ｄｏ ｓｏｍｅｆｏｒｍａｔ ｉｏｎ［
Ｊ
］

．Ｍｏ ｌｅ叩Ｌａｒｂ ｉｏ ｌｏｇｙｏ
ｆ化 ｅｃｅ ｌ ｌ

，２００９ ；２０口 ）
：１ ３０２ －

１ ３ １ １ ．

口 ］Ｇ ｉａｎｎ ｉＤ
，Ｄ ｉａｚＢ

，Ｔａ ＾
ｉＬｅｔＮ

，ｅｔａｌ ．Ｎｏｖｅ ｌ

ｐ４７ （ｐｈｏｘ）

－

ｒｅ Ｉａｔｅｄ〇巧抑技舟５ｒｅｇ＾ａｔｅ ｌｏｃａｌ ｉ ｚｅｄＮＡＤＰＨ０

ｘ ｉｄａｓｅ１（
Ｎｏｘ ｌ

）ａｃｔｉｖｉ ｔｙ［
Ｊ
］

．Ｓｃ ｉｅｎｃｅｓ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ ，２００９ ；２（
８８

）
：ｒａ５４ ．

… ＧｉａｎｎｉＤ
，
Ｔａ曲ＬｅｔＮ

，ＤｅｒＭａｒｄ ｉｒｏｓｓ ｉａｎ 。 ｅｔａｌ ．ｃ －

Ｓｒｃ－ｍｅｄ ｉａｔｅｄｐＨｏ ｓｐＨｏ ｉｙｌａｔｉｏｎｏｆＮｏｘＡ ｌａｎｄＴｋｓ４

ｉｎｄｕｃｅｓｔｈｅｒｅａｃｔ ｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃ
ｉｅ ｓ（

ＲＯＳ
）

－

ｄｅ
ｐ ｅｎｄｅｎｔｆｏｒｍａｔ ｉｏｎｏｆｆｕｎｃｔ ｉ ｏｎａｌ ｉｎｖａｄｏｐｏｄ

ｉａ ｉｎｈｕｍａｎｃｏ ｌｏｎ

ｃａｎｃｅｒ ｃ ｊｅ ｌ ｌ ｓ［
Ｊ
］

．Ｍｏｋ叩Ｌａｒｂ ｉｏ ｌｏ
ｇｙｏｆ化 ｃ化 １ １ ．２０ １ ０

；２ １口３
）

：４２８７－

４２９８ ．

口 ］Ｇｉａｎｎ ｉＤ
，ＤｅｒＭａｒｄ ｉｒｏ巧 ｉａｎＣ

，ＢｏｋｏｃｈＧＭＤ ｉｒｅｃｔ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＴｋｓ
ｐ

ｒｏｔｅ ｉｎｓａｎｄ化 ｅＮ －

ｔｅｒｍ ｉｎａ

１

ｐ
ｒｏ ｌ ｉｎｅ

－ｒｉｃｈｒｅｇ
ｉｏｎ（

ＰＲＲ
）ｏｆＮｏｘＡ ｌｍｅｄ ｉａｔｅ ｓＮｏｘ ｌ

－ｄｅｐｅｎ
ｄｅｎｔＲＯＳｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［

Ｊ
］

，Ｅｕｒｏｐｅａｎｊ
ｏｕｒｎａｌｏｆ

ｃｅ ｌ ｌｂｉｏ ｌｏｇｙ，２０ １ １
；９０ （

２ －

３
）

：１ ６４－

１ ７ １ ．

［
６
］Ｈｉ ｓｈ ｉｄａＴ

，Ｅｇｕｃｈ ｉＴ
：Ｏ ｓａｄａ８

，
ｅｔａｌ ．Ａｎｏｖｅ ｌｇ

ｅｎｅ
，
ｆａｄ４９

，ｐ ｌａｙｓａｃ
ｒｕｃ ｉａｌｎ） ｌｅ ｉｎｔｈｅ ｉｍｍｅｄ ｉａｔｅｅａｒｌ

ｙｓ ｔａｇｅｏｆａｄ ｉ

ｐ
ｏｃｙｔｅｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉａｔｉｏｎｖ ｉ ａ ｉｎｖｏ ｌｖｅｍｅｎｔ ｉｎｍ ｉｔｏｔｉ ｃｃ ｌｏｎａｌｅｘｐａｎｓ ｉｏｎ［

Ｊ
］

．ＴｈｅＦＥＢＳ
ｊ
ｏｕｒｎａｌ

，２

００８
；２７５ （

２２
）

： 巧７６
－

５ ５ ８８ ．

［
７

］Ｉｑ
ｂａｌＺ

，Ｃｅ
ｊ
ｕｄｏ －Ｍａｒｔ ｉｎ巧ｄｅＢｒｏｕｗｅｒＡ幻ａｌＤ ｉｓｒｕｐｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐ ｏｄｏｓｏｍｅａｄａｐｔｏｒｐｒｏｔｅ ｉｎＴＫＳ４（

Ｓ

Ｈ３ ＰＸＤ２Ｂ
）ｃａｕ化 ５ｔｈｅｓｋｅ ｌ ｅｔａｌｄｙｓｐ

ｌａｓ ｉａ
＾ｅｙｅ ，

孤ｄｃａｒｄ ｉａｃ浊ｎｏｒｍａＫｔ ｉ ｅｓｏｆＦｒａｎｋ－ＴｅｒＨａａｒＳｙｎｄｒｏｍｅ［
Ｊ
］

．

Ａｍｅｒｉ ｃａｎ
 ｊ
ｏｕｒｎａｌｏｆｈｕｍａｎｇｅｎｅ ｔ ｉｃ ｓ

，２０ １ ０
；８６ （

２
）

：２５４ －２６ １ ．

［
８

］Ｂｏｇｅ
ｌＧ

，Ｇｕ
ｊ
ｄａｒＡ

，Ｇｅ ｉｓｚｔＭ
，ｅｔａｌ ．Ｆｒａｎｋ－

ｔｅｒＨａａｒｓｙｎ
ｄｒｏｍｅｐｒｏｔｅ ｉｎＴｋｓ４ｒｅｇ ｆ

ｉＬａｔｅｓｅｐ
ｉｄｅｒｍａｌｇｒｏ

ｗｔｈｆａｃｔｏ ｒ
－

ｄｅｐｅｎ
ｄｅｎｔｃｅ ｌ ｌｍｉ

ｇｒａｔｉｏｎｐ］
．ＪＢ ｉｏ ｌＣｈｅｍ

，
２０ １ ２

；２８７。 ７
）

：３。２ １
－

３。巧．

例Ｃａｎｔ ｌｅｙＬＣ ．ＴｈｅｐＨｏ ｓｐＨｏ ｉｎｏｓ ｉｔ ｉｄｅ３ －ｋｉｎａｓｅｐａｔｈ
ｗａｙ巧 ． Ｓ ｃ ｉｅｎｃｅ

，２００２ ；
巧６

（
５５７３

）
：１ ６５ ５

－

１ ６巧 ．

［
１ ０

］
Ｃ ｉｃｃｈｅｔｔｉＰ

，ＭａｙｅｒＢＪ
，
Ｔｈ ｉ ｅ ｌＧ

，ｅｔａｌ ．Ｉｄｅｎｔ ｉ ｆｉｃａｔ ｉｏｎｏｆａ
ｐｒｏｔｅ ｉｎｔｈ汹ｂ ｉｎｄｓ化 化 ｅＳＨ３拍ｇｉｏｎｏｆＡ

ｂ ｌ如ｄ ｉ ｓｓ ｉｍ ｉ ｌａｒ化Ｂ ｃｒａｎｄＧＡＰ －

ｒｈｏ化Ｓｃ ｉｅｎｃｅ
，１ ９９２

；２ ５７（
５０７ １

）
：８０３ －８０６ ．

［
Ｉ Ｉ

］ＲｅｎＲ
ｊＭａ

ｙ
ｅｒＯ ｃｃｈｅｔｔ ｉＰ

，Ｂａ ｌ ｔ ｉｍｏｒｅＤ ．Ｉｄｅｎｔ ｉ ｆｉ ｃａｔ ｉｏｎｏｆａｔｅｎａｍ ｉｎｏａｃ ｉｄ
ｐｒｏ

ｌ ｉｎｅｒ ｉｃｈＳＨ３ｂ ｉｎｄ ｉ

ｎｇｓｋｅ机 ． Ｓｃ ｉｅｎｃｅ
，
巧９３

；２巧 （
５ ０９８

）
： １ １ 巧－

１ 化 １ ．

［
１

巧ＭａｙｅｒＢＪ ．Ｓ拟ｄｏｍａｉｎｓ ：ｃｏｍｐ ｌｅｘ ｉｔｙ ｉｎｍｏｄｅｒａｔ ｉｏｎ
［
Ｊ
］

．ＪＣｅ ｌｌＳｃ ｉ
，
２００ １

；Ｕ ４
（
Ｐｔ７

）
：１ ２５ ３ － 口６３ ．

＂引ＹｕＨ
ｊＲｏ ｓｅｎＭＫ

ｊＳｈ ｉｎＴＢ
，
巧ａｌ ．Ｓｏ ｌｕｔ ｉ加ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅＳ战ｄｏｍａｉｎｏｆＳｒｃａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏ打０

ｆ ｉｔｓ ｌ ｉｇａｎｄ
＾ｂ ｉｎｄ ｉｎｇｓ ｉｔｅ

［
Ｊ
］

．Ｓｃ ｉｅｎｃｅ
． １ ９９２

；２５８ （
５０ ８ ８

）
：１ ６６５ －

１ ６６８ ．

Ｗｈ ｉ ｓｓｔｏｃｋＪＣ
，ＬｅｓｋＡＭ ．Ｓ拟ｄｏｍａｉｎ ｓ ｉｎ

ｐｒｏｋａｒ
ｙ
ｏｔｅ ｓｔｎ ．Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎｂ ｉｏｃｈｅｍ ｉｃａｌｓｃ ｉｅｎｃｅ ｓ

，
１ ９９９

；２４

（
４
）

：１ ３ ２
－

１ ３ ３ ．

［

１ ５
］Ｍａｒｔ ｉ打－Ｇａｒｃ ｉａＪＭ

，ＬｕｑｕｅＩ
，
民ｕ ｉｚ

－Ｓ ａｎｚＪ
，

ｅｔａｌ ．Ｔｈｅｐ ｒｏｍ ｉ ｓｃｕｏｕ ｓｂ ｉｎｄ ｉ打ｇｏｆｔｈｅＦｙｎＳＨ３ｄｏｍａ ｉｎ化

ａ
ｐｅｐｔ ｉｄｅｆｒｏｍ ｔｈｅＮＳ５Ａｐｒｏｔｅ ｉｎ［

Ｊ
］

，Ａｃｔａｃｒｙｓｔａｌ ｌｏｇｒａｐＨｉｃａＳｅｃｔｉｏｎＤ
，Ｂ ｉｏ ｌｏｇ

ｉｃａｌｃｒｙｓｔａｌ ｌｏｇｒａｐＨｙ，２０ １ ２
；

５５



说
（
Ｐｔ８

）
：１化０－

１ ０４０ ．

［
１巧Ｘ ｉ泌 氏５Ｃ ｉＸＤ

，
Ｃｈｅ打Ｚ

，
巧ａｌ ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｆｒａｍｅｗｏｒｋｏｆｃ －Ｓｒｃａｃｔ ｉｖａｔｉｏｎｂｙｉｎｔｅｇｒｉｎｂｅｔａｓ

的 ． Ｂｌｏｏｄ
，

２０ １ ３
；１ ２ １

（
４
）

：７００ －７０６ ．

［
１ ７

］ＹｕｚａｗａＳ ，
ＳｕｚｕｋｉＮＮ

，Ｆｕｊ ｉｏｋａＹ
，
巧ａｌ ．Ａｍｏ ｌｅｃ的＾ａｒｍｅ ｃｈａｎ ｉｓｍｆｏｒａｕｔｏ ｉｎｈ化 ｉｔ ｉｏｎｏｆｔｈｅｔａｎｄｅｍ

ＳＨ３ｄｏｍａｉｎｓｏｆ
ｐ

４７ｐｈｏＸｊ ｒｅｇ ｆ
ｉＬａｔｏｒｙｓｕｂｕｎｉｔｏｆｔｈｅｐ

ＨａｇｏｃｙｔｅＮＡＤＰＨｏｘｉｄａｓｅ［
Ｊ
］

．Ｇｅｎ＾化ｃｅｌ ｌ ｓ ：

ｄｅｖｏｔｅｄ化ｍｏ ｌ说山Ｌａｒ友ｃｅｌ叫ＬａｒＭｅ沈 ａｎ ｉ ｓｍｓ
，２００４ ；％５

）
：４４３ －４５６ ．

［
１

巧Ｇｒｏｅｍｐｉｎ呂Ｙ ，
ＬａｐｏｕｇｅＫ ，

ＳｍｅｒｄｏｎＳＪ
，
巧ａｌ ．Ｍｏ Ｊｅｃ

ｊ

ｉＬａｒｂａｓ ｉ ｓｏｆ
ｐＨｏｓｐ

Ｈｏｒｙ ｌａｔｉｏ打－

ｉｎｄｕｃｅｄａｃｔｉｖａｔｉｏ

ｎｏｆｔｈｅＮＡＤ现 ［ ｏｘｉｄａｓｅ阴 ． Ｃｅ ｌ ｌ
，
２００３

；Ｉ 巧
（
３
）

：３４３ －

３巧 ．

［
巧

］
ＡｄａｍｓＰＤ

，
ＡｆｏｎｉｎｅＰＶ

，
Ｂｕｎｋｏｃｚ ｉＧ

，ｅｔａｌ －ＰＨＥＮ议 ： ａｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓ ｉｖｅＰｙｔｈｏ打－ｂａｓｅｄｓｙｓｔｅｍｆｏｒｍａ

ｃｒａｍｏ ｌｅｃ
ｊ

ｉＬａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｈｉｔｉｏ打
［
Ｊ
］

．Ａｃ拉ｃｒｙｓｔａＨｏｇｒａｐＨｉｃａＳｅｃｔ ｉｏｎＤ
，
技 ｉｏ ｌｏｇ ｉｃａｌｃｒｙｓｔａｌ ｌｏｇｒａｐＨｙ２０ １

化６６

口）
：２ 口－２２ １ ．

口巧Ｗ ｉ ｉｍＭＤ
，
Ｂａｌ ｌａｒｄＣＣ

，ＣｏｗｔａｎＫＤ
：ｅｔａｌＯｖｅｒｖｉｅｗｏｆ化ｅＣＣＰ４ｓｕ ｉ化 孤ｄｃｕｒｒｅ円ｔｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔｓ

饥 ？Ａｃｔａｃｘｙｓｔａｌ ｌｏｇｒａｐＨ ｉｃａＳ ｅｃｔｉｏｎＤ
，Ｂ ｉｏｌｏｇｉ ｃａｌｃｒｙｓｔａＵｏｇｒ雌Ｈｙ２０ １ １

；６７（
４
）

： 巧 ５
－２４２ ．

口。 ＶａｇｉｎＡ
ｆｌＴｅｐｌｙａｋｏｖＡＭｏ ｌ说

｜

ｉＬａｒｒｅｐ ｌ ａｃｅｍｅｎｔｗ脯ＭＯＬＲＥＰ的 ？Ａｃｔａｃｒｙｓｔａｌ ｌｏｇｒａｐ战ｃａＳｅｃｔｉｏ打Ｄ
，

Ｂ ｉｏ ｌｏｇｉｃａｌｃｒｙｓｔａＵｏｇｒａｐＨｙ２０ １ ０
；６６。 ）

：２２ －２５ ．

５６



附录

１ ． 常用培养基的配制

ＬＢ 液体培养基（
１Ｌ

）
： 配制每升培养基 ， 应在 ９５〇 １１１１ 去离子水中加入赎化蛋 白踪（挪１〇的 １ ０

ｇ ： 酵母提取物 （ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ
）
５
ｇ ， 氯化钢 ｌ Ｏ ｇ ， 摇动容器直至完全溶解 ， 调节 ｐ

Ｈ 至 ７化 定

容至总体积为 １Ｌ ，３９４Ｋ 高压灭菌 ２０ ｍｉｎ 。

ＬＢ 固体培养巧 １Ｌ
）

： 每升 ＬＢ 液体培养基中加入 １ ５
ｇ琼脂粉 ， ３９４Ｋ 高压灭菌 ２０ｍｉｎ 。

３ ． 抗生巧的配制

氮葦青毎索（
／Ｉ巧巧５０ｍｇ／ｍＬ ：５００溶于 １ ０ｍＬ （１舶２

〇 中 ， 用 ０ ．２２滤器过滤除菌

后 ， ２５３Ｋ 保存 。

４ ． 常用溶巧的庶制

０ ．５Ｍ Ｔｒｉｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐＨ ８ ．０
）

： ３０ ．３
ｇ扣Ｓ 碱溶于 ４００ｍＬ 无菌水中 ， 加入浓盐酸调节溶液至 脚 ８ ．０ ，

贿 ０ ． ５ ＭＴｒｉｓ
－ＨＣ ｌ 约需浓盐酸 ２ １ ｍＬ ， 使溶液冷却到室温后方可最后调定 脚 值 ）

， 然后定容

至 ５００ｍＬ ， 分装后在 巧４ Ｋ 髙压灭菌 ２０ｍ ｉｎ ， ２７７ Ｋ 妹箱保存 。

５０ Ｘ ＴＡＥ 把存液 ： ２４２ ｇ扣 Ｓ 碱 ， ５ １ ． ７ ｍＬ 冰乙酸 ， １ ００ ｍＬ０ ．５ ＭＥＤＴＡ
（脚 ８ ．０

）
， 加水定容

至 化 ， 室湿保存 ， 使用时 ｜＾
］
１ （１脏２〇 稀釋 。

１￡ 缓冲液皮旦 ８ ．０
）

： 含 １ 〇 １１１］＾１ 扣打祗： １妍１ 山０
）

， １ １１１１４６０了乂
（口《 ［ ８斯 ， 在 ３９输 高压灭菌

２０ｍ ｉｎ ， ２７７Ｋ 冰箱保存 。

１ Ｍ ＩＰＴＧ ：ＩＰＴＧ２Ｊ ８
ｇ 溶于 １ ０ｍＬ ｄｄＨｂＯ 中 ， 用 ０ ．２２

／
？ｎ 滤器过滤除茵后 ， 分装 １ ．５ｍＬ 离

也管中 ， ２５３Ｋ 保存 。

０ ， １Ｍ ＣａＣｂ洛液 ： 称取 ０ ．２８
ｇ 无水 ＣａＣｋ（分析純）

， 溶于 ５０ｍＬ （１妨
２
〇 中 ， 定容至 １ ００ｍＬ ，

在１ ５
ｐｓ ｉ

（
１ ．０５ｋｇ／ｃｍ

２

）
高压灭菌１ ５ｍ ｉｎ ．２７７ Ｋ 冰箱保存 。

１５％
（
Ｖ／Ｖ

）甘袖的 ０ ． １ＭＣａＣｋ ： 祿取 ０ ．２８
ｇ 无水 ＣａＣ ｌ２汾析纯 ）

， 溶于 ５０ｍＬ４組泪 中 ， 加入

１ ５ｍＬ 甘油 ， 定容至 １ ００ｍＬ ， 在 １ ５
ｐｓ

ｉ
（
Ｌ０５ｋｇ／ｃｍ

２

）高压灭菌 １ ５ｍｉｎ ， ２７７Ｋ 冰箱保奋 。

５．ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳所用溶液

１ ．５ Ｍ Ｔｒｉｓ
－ＨＣ师朋 ． ８

）
： Ｔｒｉｓ 碱 １ ８ ． １ ７ ｇ ， 加入 （１航

２
〇 撕 ｍＬ ， 溶解后用浓盐酸调节至 阳８ ．８ ，

定溶到 １ ００ｍＬ ， ２７７ 艮 冰箱俱巧 。

１ ．０Ｍ Ｔｒｉｓ
－ＨＣ ｌ

ｐＨ６ ．８ ：Ｔｒｉｓ 碱 １ ２ ．Ｕ
ｇ ， 加入 （１她２〇８０ｍＬ ， 溶解后用浓盐酸调节至 阳６ ． ８ ，

定溶到 １ ００ｍＬ ， 巧７Ｋ 冰箱保存 。

１０％过硫唆按 ： １
ｇ过硫酸倭加入 １ ０祉加＆〇 ，２７７Ｋ 冰箱保存 ， 用 ２－３ 周应更换 。

１０％ＳＤＳ ：ｌ Ｏ ｇ ＳＤＳ 加入 抓 ｍＬ ｄｄＨｓＯ ， 溢浴溶解 ， 定溶到 ｌ ＯＯ ｍＬ ， 室温保存 。

３０％巧两巧放族落液 ：丙婦醜胺 （
Ａｒｃ

） ２９ ．０
ｇ

＾［

，

■

＾
，

－亚甲双丙締醜胺 卿句 １ ．０
ｇ

ｄｄＨａＯ １ ００ｍＬ

５Ｘ Ｔｒｉｓ
－甘氨酸缓冲游Ｔｒｉｓ 碱 １ ５ ． １

ｇ

甘氨酸（
电泳级 ） （ｐＨ８ ．３

） ９４ ． ０
ｇ

１ ０％ ＳＤＳ ５０ｍＬ

５７



ｄｄＨ
ａ
Ｏ １ ０００ｍＬ

表 １ 配制 扣ｓ
－甘萄酸 ＳＤＳ 聚巧巧酷胺為眩电泳 １ ２％分离胶所用落液


配制不同体巧和浓巧凝肢所需各成分的体砍／ｍＬ

成分
？ ■抽…＂止 １一血 ■吃 ，山 ， ，化 倫…Ｗ■…ｉＷ山品山 山 ）



５ １ ０１ ５２０２５３ ０４０５０

１２％ 胶

Ｈ
ｊＯ １ ．６３ ． ３４ ．９６乂８ ．２９ ．９ １ ３ ．２ １ ６ ． ５

３ ０
〇
／〇丙娩酷胺２ ．０４ ．０６ ．０８ ．０ １ ０ ．０口 ．０化 ．０２０ ．０

Ｔｒｉｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐＨ８ ．８
） １ ．３２ ． ５３ 乂５ ．０６ ．３７ ． ５ １ ０ ．０ １ ２ ．５

１ ０％ＳＤＳ ０ ．０５０ ． １０ ． １ ５０ ．２０ ．２５０ ．３０ ．４０ ．５

！０
〇
／〇过硫酸较０ ．０５０ ． １０ ． １ ５０ ．２０ ．２５０ ．３０ ．４０ ． ５

ＴＥＭＥＤ


０ ．００２０ ． ００４０ ．００６０ ．００８０ ．０ １０ ．０ １ ２０ ．０ １ ６Ｑ ．０２

表２ 配制Ｔｒｉｓ
－巧氣酸孤Ｓ聚丙炼朗胺窝胶电泳巧缩胺所用溶液


成分


配制不同体极和浓度凝胶所需各成分的体砍 ／ｍＬ

１２３４５６８ １ ０

ｄｄＨ
ａ
Ｏ ０ ．６８ １ ．４２ ． １２ ．７３ ．４４ ． １５ ． ５６ ． ８

３０％丙婦醜胺０ ， １ ７０ ．巧０ ． ５０ ．６７０ ．的 １ ．０１ ．３ １ ． ７

Ｔｒｉｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐＨ６ ．８
）０ ． １ ３０ ．２５０ ．３ ８０ ．５００ ．的０ ．７５ １ ． ０ １ ．２５

１ ０％ＳＤＳ ０ ． ０ １０ ．０２０ ．０３０ ，０４０ ．０５０ ．０６０ ．０８０ ． １

１ ０％过硫酸按０ ．０ １０ ．０２０ ．０３０ ． ０４０ ．０５０ ．０６０ ． ０８０ ． １

ＴＥＭＥＤ ０ ．００ １０ ．００２０ ． ００３０ ． ００４０ ．００５０ ．００６０ ．００８０ ．０ １

考马斯亮蓝染运巧 ： 考马斯亮篮 Ｇ－２５０ １ ．０
ｇ

甲薛 ４５０ｍＬ

冰醋酸 １ ００ｍＬ

ｄｄＨａＯ ４５０ｍＬ

考马斯亮望爸巧 ：甲薛 １ ００ｍＬ

冰酸 １ ００ｍＬ

ｄｄＨ
ｚ
Ｏ ８００ｍＬ

２ＸＳＤＳ
期獻Ｋ禅巧沖巧 ： Ｔｒｉ ｓ

－ＨＣ ｌ
（ｐ
Ｈ ６＾

） １ ００ｍＭ

Ｐ
－琉基玄醇 ２００ｍＭ

ＳＤＳ
（
电泳级

） ４ ．０％

漠献渡 ０ ．２ ％

甘油 ２０ ．０仲

５８
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致 谢

在本论文完成之际 ， 谨向 曾给予我指导和帮助的人们表示最诚挈的感谢 ！

感谢国家 自然科学基金面上项 目
（
Ｎｏ ．８ １２７３４３巧和 中华人民共和 国教育部

＂

新世纪优秀人才支持计划
＂

项 目给予的资金支持 。

衷也感谢导师谢勇老师 。 师者 ， 传道授业解惑也 。 Ｈ年来 ， 在课题设计 、 实

验操作 、结果分析等各个方面 ， 导师给予 了我悉也和无私的帮助 ： 从论文的主题 、
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