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#摘要$

!

目的
!

探究丹参凝集素蛋白"

A_\G

$对大鼠血管平滑肌细胞"

Â_H+

$增殖的影响机制%

方法
!

通过蛋白分离纯化技术从中药丹参中分离得到具有活性的凝集素蛋白!噻唑蓝"

_>>

$法检测
A_\G

对

大鼠
Â_H+

的增殖作用!蛋白质印迹法"

?7+37<,O:"3

$检测相关增殖基因的表达水平%构建
4

73.1/9.+8:

原核

表达载体!利用蛋白质亲和层析等技术纯化体外表达的
A_\G

!并通过红细胞凝集实验确认纯化的
A_\G

的活

性%结果
!

丹参中分离的
A_\G

能够促进大鼠
Â_H+

增殖!增殖相关基因蛋白激酶
Q

"

@a>

$基因与哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白"

8>MK

$的磷酸化水平明显增加!而凋亡相关基因
Ỳa$

和
Q9V

表达水平明显降低%成功

构建了
4

73.1/9.+8:

4

原核表达载体!并在体外表达纯化了
A_\G

#红细胞凝集实验表明!体外表达纯化的
A_\G

具有活性%结论
!

A_\G

能够促进大鼠
Â_H+

的增殖#成功建立
A_\G

的体外表达纯化方法!为进一步研究

其功能奠定了基础%
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血管平滑肌细胞#

N9+6C:9<+8""328C+6:767::+

%

Â_H+

$位于血管中膜%是构成血管壁组织结构及维

持血管张力的主要细胞%并且在多种生理过程中发挥

重要作用'

Â_H+

的增殖分化与血管发育&血管损

伤修复和血管重塑等密切相关+

$

,

'而异常的
Â_H+

增殖可造成许多病理性损伤%如动脉粥样硬化&血管

成形术后再狭窄和高血压血管重塑等心血管疾

病+

1.0

,

'中草药在治疗心血管疾病方面具有独特的优

势%如益气活血化瘀的中药丹参+

;

,

'丹参的主要提取

物包括脂溶性的丹参酮和水溶性的丹酚酸类+

)

,

'以

往研究表明%丹参酮能够抑制
Â_H+

增殖%具有抗动

脉粥样硬化的作用%而丹酚酸对
Â_H+

及内皮细胞

具有保护作用+

-./

,

'除此之外%中草药活性蛋白在心

血管疾病方面的作用也得到了重视%但是如何保证分

离纯化蛋白的纯度及活性至关重要+

(

,

'利用蛋白质

纯化及质谱鉴定技术笔者得到了具有生物活性的丹

参凝集素蛋白#

A_\G

$%并研究了其对大鼠
Â_H+

增殖的影响%以及利用丹参基因组已经测序这一优

势%获得丹参凝集素基因%并利用蛋白质原核表达系

统在体外表达纯化有功能的
A_\G

%为进一步研究丹

((%$
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1%$(

年
0

月第
0/

卷第
-

期
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参凝集素的功能&其促进
Â_H+

增殖的机制及在其

他领域的应用提供基础'

!

!

材料与方法

!&!

!

材料
!

中药丹参购自药店%并经湖北医药学院

鉴定'大鼠
Â_H+@-<;

购自上海慧颖生物科技有

限公司%抗体购自武汉三鹰生物技术公司'分子克隆

相关试剂!

RY@

聚合酶&限制性内切酶及
>0RY@

连

接酶购自日本
>9a9K9

公司%感受态细胞
><9,+I.>I

&

Q\1$

购自全式金生物技术公司'蛋白表达相关试

剂!

\Q

培养基&卡那霉素&诱导剂异丙基硫代半乳糖

苷#

IG>[

$购自上海生工'蛋白纯化相关试剂!镍柱

#

Y#Y>@O79!+

$&阴离子交换柱及分子筛购自美国

[W

公司'

!&"

!

方法

!&"&!

!

丹参蛋白的提取分离
!

丹参药材经粉碎后%

按照
$e;

#

D

"

8\

$加入磷酸盐缓冲液#

GQA

$%

0h

浸泡

102

后%

0h

%

;%%%c

D

离心
$%8#,

后将上清液转移

到浓缩管%浓缩后%经分子筛
+C

4

7<!7V1%%

分离%并利

用阴离子交换柱进一步分离得到目的蛋白%十二烷基

硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳#

ARA.G@[W

$检测分离

纯化后的蛋白%并用于后续的质谱鉴定'

!&"&"

!

噻唑蓝#

_>>

$实验
!

以
'%%%

个"孔的细胞

密度将
@-<;

细胞接种于
()

孔板%设置
'

个复孔'培

养箱培养
$12

%使细胞贴壁'实验组每孔加入不同浓

度的丹参凝集素蛋白%继续培养
102

%每孔加
$%

+

\

的
_>>

#

;

D

"

\

$继续培养
02

%弃上清液%加
$;%

+

\

的二甲基亚砜#

R_AM

$%振荡
;8#,

%使
_>>

结晶完

全溶解%以空白对照孔调零%酶联免疫检测分析仪测

定
0(%88

处的吸光度值#

3

值$%各复孔
3

值的平均

值作为统计数据%所检测的
3

值的大小可反映活细胞

数量'

_>>

实验至少重复
'

次'

!&"&#

!

免疫印迹法#

?7+37<,O:"3

$

!

对照组和

A_\G

处理组细胞用
K@G@

裂解液裂解后%二喹啉甲

酸#

QH@

$法测蛋白浓度%利用
ARA.G@[W

分离蛋白%

并将蛋白转移到聚偏氟乙烯#

Ĝ RZ

$膜%

;L

奶粉封闭

$2

后%加入一抗
0h

孵育过夜%

><#+

缓冲盐
.

吐温溶

液#

>QA>

$洗膜后%二抗孵育
12

%显色'

!&"&$

!4

73.1/9.+8:

原核表达载体构建
!

以丹参为材

料%抽提其叶片总
KY@

%利用反转录
GHK

#

K>.GHK

$

的方法得到其
6RY@

第一链'以
6RY@

为模板%通过

GHK

的方法体外扩增出丹参凝集素基因
+8:

%通过

Y27I

和
U2"I

限制性内切酶及
>0RY@

连接酶将
+8:

基因插入到原核表达载体
4

73.1/9

%转化感受态细胞

RJ;

%

%提质粒送武汉擎科生物公司测序%确认序列正

确%引物合成及质粒测序由武汉擎科生物公司完成'

所用上下游引物中正向!

;f.H>@ [H>@[H@>[ [HH

@@HH>>HHHH@@@H.'f

(反向!

;f.HH[H>H[@[

>H@@@>H>[H>>@@[[H>[@H.'f

'

!&"&%

!

蛋白表达及纯化
!

取测序正确的
4

73.1/9.+8:

质粒转化表达蛋白的感受态细胞
Q\1$

%将菌接种到

\Q

培养基%并加入卡那霉素#

;%

+

D

"

8\

$%

'-h

振荡

培养至
3

值达到
%&/

%加入终浓度为
%&;88":

"

\

的

诱导剂异丙基
.

,

.R.

硫代半乳糖苷#

IG>[

$%

10h

诱导
$1

2

后%

;%%%<

"

8#,

离心
$;8#,

收集菌体%超声破碎后

$1%%%c

D

离心
'%8#,

%收集上清液与镍柱结合%

?9+2

OCEE7<

#

;% 88":

"

\ ><#+.JH:

4

J /&%

%

1%% 88":

"

\

Y9H:

%

1%88":

"

\

咪唑$洗掉非特异结合的蛋白%

W:C.

3#", OCEE7<

#

;% 88":

"

\ ><#+.JH:

4

J /&%

%

1%%

88":

"

\Y9H:

%

;%%88":

"

\

咪唑$将凝集素蛋白从镍

柱上洗脱下来%经离子交换柱进一步纯化后%浓缩到

;8

D

"

8\

%并过滤除菌%用于后续细胞实验或冷冻

于
=/%h

保存'

!&"&F

!

红细胞凝集实验
!

制备
1L

小鼠红细胞悬液%

吸取少许滴两滴到干净的玻片上%分别加入
GQA

和

%&)

+

8":

"

\A_\G

%

18#,

后观察红细胞凝集的结果'

!&#

!

统计学处理
!

采用
AGAA$%&%

统计软件进行统

计学分析'计量资料以
)gH

表示%多组间比较用单

因素方差分析%以
!

&

%&%;

为差异有统计学意义'

"

!

结
!!

果

"&!

!

丹参活性蛋白的分离
!

将中药丹参粉碎后%用

GQA

浸提丹参蛋白后%将总蛋白经过分子筛分离%得

到
'

个主要的组分
G$

&

G1

和
G'

'将这
'

个组分经

ARA.G@[W

分离后%得到了一个相对分子质量
1;c

$%

' 左右%并且含量较多的蛋白%见图
$@

'为进一步

纯化该蛋白%将
G$

组分继续通过阴离子交换柱%得到

了纯化的丹参蛋白%见图
$Q

'

!!

@

!分子筛分离丹参蛋白电泳分析(

Q

!阴离子交换柱分离蛋白电泳

分析

图
$

!!

丹参蛋白的分离纯化及电泳分析

"&"

!

丹参活性蛋白的鉴定
!

采用质谱鉴定纯化的丹

参活性蛋白%并与丹参基因组数据库比对得到该蛋白

的氨基酸序列%见图
1@

'使用美国国立生物技术信

息中心#

YHQI

$数据库的
Q:9+3

功能进行蛋白质序列

比对%得出该蛋白是一种
\

型的植物凝集素%将该蛋

白称为
A_\G

'

"&#

!

A_\G

素促进
Â_H+

增殖
!

为检测
A_\G

对

Â_H+

的增殖作用%将从丹参中分离纯化的
A_\G

加入到
@-<;

细胞培养液中%处理
102

后%利用
_>>

实验检测细胞的增殖率'结果表明%

A_\G

能够明显

促进
Â_H+

的增殖%见图
'@

'为进一步确认
A_\G

对
@-<;

细胞的促增殖作用%利用
?7+37<,O:"3

检测

增殖相关基因蛋白激酶
Q

#

@a>

$基因与哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白#

8>MK

$总蛋白表达水平%以及二者的

磷酸化水平%见图
'Q

(同时%检测凋亡相关基因
Ỳa$

和
Q9V

%见图
'H

'结果表明%

A_\G

能够促进
@>a

及

8>MK

的磷酸化%磷酸化
@a>

#

4

.@a>

$和磷酸化

%%$$

重庆医学
1%$(

年
0

月第
0/

卷第
-

期



8>MK

#

4

.8>MK

$水平升高%总
@>a

及
8>MK

未发

生明显变化%而相关凋亡基因的表达水平被抑制'

!!

@

!丹参活性蛋白的氨基酸序列(

Q

!蛋白质序列比对

图
1

!!

丹参活性蛋白质谱鉴定

!!

@

!

_>>

实验检测
A_\G

对
@-<;

细胞的增殖作用(

Q

!不同浓度

A_\G

处理细胞后
@a>

&

8>MK

及其磷酸化水平(不同浓度
A_\G

处

理细胞后凋亡相关基因
Ỳa$

和
Q9V

的变化水平(

#

!

!

&

%&%;

%

-

!

!

&

%&%$

图
'

!!

A_\G

促进
Â_H+

增殖

!!

@

!

GHK

扩增丹参凝集素基因
+8:

(

Q

!双酶切验证
+8:

基因插入到

原核表达载体
4

73.1/9

(泳道
$

!未经酶切的重组质粒(泳道
1

!酶切之后

的重组质粒(

H

!体外表达纯化
A_\G

(

_

!蛋白标志物

图
0

!!

A_\G

的原核表达载体构建及蛋白表达纯化

"&$

!

A_\G

的原核载体构建及蛋白表达纯化
!

丹参

是首个基因组测序的中草药%利用这一优势%构建了

丹参凝集素基因的原核表达载体'通过
GHK

的方法

体外扩增出丹参凝集素基因
+8:

%见图
0@

(通过酶切

连接的方法将
+8:

基因插入到原核表达载体
4

731/9

%

经双酶切验证%成功构建了
4

731/9.+8:

载体%见图

0Q

(经测序确认序列正确后%将其转化至感受态细胞

Q\1$

%诱导表达带有
J#+

标签的
A_\G

%纯化后得到

了高纯度的
A_\G

%见图
0H

'

"&%

!

A_\G

活性检测
!

为分析体外表达纯化的丹参

凝集素蛋白是否具有功能%检测其凝集红细胞的功

能'结果显示%左侧红细胞悬液加入
GQA

%红细胞均

匀分散%并无凝集(右侧红细胞悬液加入纯化的凝集

素蛋白
A_\G

%红细胞凝集成块%颜色加深%见图
;

'

图
;

!!

A_\G

血细胞凝集实验

#

!

讨
!!

论

!!

目前%中草药小分子化合物的分离鉴定取得了很

大的进展%多种小分子被应用于抗肿瘤及心血管疾病

的治疗%包括生物碱类&甙类&酮类&萜类和挥发油类

等+

$%

,

'但是%中草药中除了这些重要的次生代谢产物

外%还存在很多活性蛋白%它们的重要性往往被忽视'

主要原因是从中草药中提纯蛋白质有一定的难度'

如何在提取过程中保证蛋白质的纯度及活性非常关

键'并且%由于大多数中草药基因组尚未测序%很难

得到确切的蛋白序列并了解其功能%也很难利用一些

基因工程技术手段大量地表达这些蛋白%影响了其应

用价值'

丹参作为常用的活血化瘀药物%在治疗心血管疾

病方面具有重要的作用'丹参含有多种化学成分%具

有多种药理活性'目前%从丹参中分离的化学成分达

$%%

多种%有效成分主要包括脂溶性的丹参酮类和水

溶性的酚酸类'多项研究表明%丹参酮类具有改善缺

血&抑制心肌肥厚&抗动脉粥样硬化及抑制血小板聚

集等功能'而丹酚酸类则具有活血通络的作用%常用

于心脑血管疾病的治疗+

$$

,

'丹参小分子的分离鉴定

及药理作用研究取得了很大的进展%但在活性蛋白研

究方面仍存在不足'丹参作为第一个基因组测序的

中草药%研究其活性蛋白有很大的优势'因此%笔者

选择丹参作为研究对象%分离纯化及鉴定其有功能的

蛋白'本研究分离并纯化得到一个相对分子质量约

为
1;c$%

' 的蛋白%通过
_>>

实验及
?7+37<,O:"3

检测发现%该蛋白能够明显促进大鼠
Â_H+

增殖'

通过质谱鉴定得到其氨基酸序列%经蛋白
Q\@A>

比

对证明%该蛋白是
\

型的植物凝集素'根据丹参基因

组序列%得到了丹参凝集素基因
+8:

的
RY@

序列%利

用分子克隆及蛋白表达纯化技术%得到大量高纯度的

A_\G

%并利用红细胞凝集实验证明体外表达纯化的

A_\G

具有红细胞凝集的功能'

通过本研究证明%

A_\G

能够促进大鼠
Â_H+

增殖%其可能通过激活
GI'a.@a>.8>MK

信号通路'

Â_H+

的增殖受多种生长刺激因子和抑制因子的双

$%$$
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重调节'它们通过多种信号转导通路参与
Â_H+

的

!

殖及凋亡%其中
GI'a.@a>

信号通路被证明是非常

重要的一条通路+

$1.$0

,

'

@a>

蛋白在各种组织中广泛

表达%如在心脏&肝脏&肾脏和骨骼肌等组织中表达%

主要通过上游的
GI'a

磷酸化被激活%并调节下游的

多个靶基因%如
8>MK

&核因子
.

.

Q

#

YZ.

.

Q

$&糖原合

酶激酶
.'

,

#

[Aa.'

,

$和
ZaJK

等%进而调节细胞的增

殖&分化&调亡及迁移等+

$;

,

'本研究结果表明%

A_\G

能够促进
Â_H+@a>

和
8>MK

蛋白的磷酸化%并

且能够抑制相关凋亡蛋白水平%从而促进其增殖'但

A_\G

能否促进其他细胞的增殖%以及是否还会通过

其他信号通路%仍需进一步研究'

Â_H+

是唯一能通过迁移&增殖和合成细胞外

基质来修复受损血管壁的血管细胞%是构成血管中膜

并执行相应生理功能的物质基础%具有保持血管完整

性和维持血管张力的作用'

A_\G

能够促进其增殖%

这对于
Â_H+

发挥正常生理功能具有重要意义'但

在病理过程中%

Â_H+

功能障碍与疾病的发生&发展

密切相关'

Â_H+

通过自身增殖&迁移及合成细胞

外基质参与高血压&动脉粥样硬化&血管成形术后再

狭窄等多种血管疾病的病理过程+

$).$/

,

'因此%阐明

Â_H+

增殖的调节机制%对于理解心血管疾病的发

病过程及临床治疗非常关键'本研究初步发现

A_\G

能够促进
Â_H+

增殖%下一步通过体外蛋白

质相互作用方法
4

C::.!"P,

等%可以找到与
A_\G

相

互作用的细胞表面受体%以及其激活的增殖相关的信

号通路%将进一步揭示
Â_H+

增殖的机制%对于理解

心血管疾病的发病机制有重要意义'除此之外%植物

凝集素具有多种重要的功能%如凝集红细胞&参与植

物的防御反应及促进淋巴细胞的分裂等%而且植物凝

集素被广泛地应用于靶向性药物载体+

$(.1%

,

'目前多

种植物凝集素被分离鉴定%但是只能利用传统的蛋白

质分离办法%其纯度及活性都很难得到保证'丹参的

全基因组已经测序%这对于研究其功能蛋白就简单了

很多%利用基因工程技术%可以很容易地获得高纯度

并且具有活性的
A_\G

%这对于后续研究其功能&药

物开发及应用于多个领域都非常重要'
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