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中国青岛文昌鱼硫氧还蛋白过氧化物酶表达、纯化及活性特征

廖　剑
南京军区福州总医院检验医学研究所，福州３５００２５

［摘要］　目的：将编码青岛文昌鱼硫氧还蛋白过氧化物酶（ＴＰｘ）的基因克隆于原核表达载体，并通过表达获得重组的ＴＰｘ蛋

白。方法：将已获得的ＴＰｘｃＤＮＡ片段克隆于原核表达载体ｐＥＴ３２ａ（＋）Ｍ，转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），获得重组表达质粒

ｐＥＴ３２ａ（＋）ＭＴＰｘ。３７℃下经ＩＰＴＧ诱导，该融合蛋白在大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中表达。获得的重组ＴＰｘ蛋白再经过纯化，

用ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分析重组蛋白。并对重组蛋白进行活性鉴定和结构分析。结果：构建的重组质粒

ｐＥＴ３２ａ（＋）ＭＴＰｘ在大肠杆菌中高效表达，经纯化后的重组ＴＰｘ蛋白纯度可达９０％以上，其单体相对分子质量为２４４６０。

重组ＴＰｘ蛋白是以同源二聚体和单体混合的形式存在，在二硫苏糖醇（ＤＴＴ）存在时具有还原 Ｈ２Ｏ２活性和对超螺旋ＤＮＡ或

对硫醇基敏感蛋白的保护作用。结论：本实验在大肠杆菌表达系统中高效表达了重组ＴＰｘ蛋白，并且证实其活性与其高级结

构紧密相关。
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　　过氧化物还原酶（ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎｓ，Ｐｒｘ）是生物
体内一类抗氧化蛋白酶，于１９８８年被 Ｋｉｍ等［１］在

酿酒酵母里发现，属于过氧化物酶家族，在体内主要
通过还原过氧化氢和一些过氧化氢物（ＲＯＯＨ＋２ｅ
→ＲＯＨ＋Ｈ２Ｏ）来实现抗氧化作用。过氧化物酶的
氢供体（ｈｙｄｒｏｇｅｎｄｏｎｏｒ）目前发现的主要有谷胱甘
肽、硫氧还蛋白、ＮＡＤＨ、ＮＡＤＰＨ。过氧化物还原

酶与其他过氧化物酶比较最明显的特征就是绝大部

分的过氧化物还原酶在体内是以硫氧还蛋白作为唯

一的氢供体。正因为如此，过氧化物还原酶也被称
为硫氧还蛋白过氧化物酶（ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，

ＴＰｘ）。但是并不是所有的过氧化物还原酶都是以
硫氧还蛋白作为唯一氢供体［２］。

　　过氧化物还原酶普遍存在于多数生物体内。研
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究已经证明酵母、植物、动物、原生动物、寄生虫甚至
细菌和古细菌体内都含有该酶［３］，说明过氧化物还
原酶在进化上是一个高度保守的蛋白。它的反应机
制和具体的生物功能至今仍是一个未解之谜。

　　原索动物文昌鱼是现存的最接近脊椎动物的物
种之一，是研究脊椎动物起源与进化的模式动物［４］，
研究其过氧化物还原酶的反应机制和生理功能，有助
于了解高度保守的过氧化物还原酶在生物进化过程

中如何不断完善自己的功能。本研究克隆了青岛文
昌鱼的ＴＰｘ基因，获得重组ＴＰｘ蛋白，并对重组蛋白
进行了分离纯化和生物活性及结构的研究。

１　材料和方法

１．１　质粒与菌株　原核融合表达载体ｐＥＴ３２ａ
（＋）Ｍ 由香港科技大学惠赠。大肠杆菌表达宿主
菌ＢＬ２１（ＤＥ３）购自Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司。

１．２　工具酶及主要试剂　ＴａｑＤＮＡ聚合酶、限制
性内切酶ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ及 Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自

ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂ公司；ＰＦＵ高保真ＤＮＡ聚合
酶、ｄＮＴＰ购自上海生工生物工程公司；ＧｅｌＥｘｔｒａｃ
ｔｉｏｎＫｉｔ和ＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉｐｒｅｐＫｉｔ为ＯｍｅｇａＢｉｏｔｅｋ
公司产品；低分子标准蛋白购自华美生物公司；

ＩＰＴＧ为ＡＭＲＥＳＣＯ公司产品。各种规格的层析柱
分别购自ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａ公司和上海锦华仪
器设备厂；ＣｈｅｌａｔｉｎｇＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗＲ○、Ｓｅｐｈａ
ｄｅｘＧ２５（Ｆｉｎｅ）和ＳＰＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗＲ○等填

料购自ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａ公司。谷氨酰胺合成
酶（ｇｌｕｔａｍｉｎｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＧＳ）和 ＫＨ２ＡｓＯ４ 为Ｓｉｇ
ｍａ公司产品；ＨＥＰＥＳ为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品；ＡＤＰ、

ｇｌｕｔａｍｉｎｅ、ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ（ＤＴＴ）和 ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
（ＧＳＨ）购自上海生工生物工程公司。

１．３　青岛文昌鱼ＴＰｘ基因的引物设计　针对已含
有ＴＰｘ基因的质粒ｐＢＳＫＴＰｘ和ｐＥＴ３２ａ（＋）Ｍ
的多克隆位点，利用 Ｏｌｉｇｏ６．０设计 ＴＰｘ基因的

ＰＣＲ 引物：５′ＣＧＣ ＧＧＡ ＴＣＣ ＴＣＴ ＧＣＴ ＧＧＡ
ＡＡＴＧＣＣＡＡＧ３′（引入ＢａｍＨⅠ酶切位点）；５′
ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡＴＴＡＣＴＧＣＴＴＧＧＡＧＡＡ
ＡＴＡＴＴＣＴＴＴＧ３′（引入ＸｈｏⅠ酶切位点）。由
上海生工生物工程公司合成。

１．４　原核表达质粒的构建及鉴定　用ＢａｍＨⅠ双
酶切质粒ｐＢＳＫＴＰｘ，经琼脂糖凝胶电泳回收目的
片段，插入经同样双酶切处理的ｐＥＴ３２ａ（＋）Ｍ 载
体，转化至大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），挑选单菌落，抽提
质粒酶切鉴定。

１．５　目的蛋白的诱导表达与ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定　将

重组表达质粒转化表达宿主菌ＢＬ２１（ＤＥ３）构建工
程菌株。挑取工程菌株单菌落接种于 Ａｍｐ＋的ＬＢ
液体加富培养基中，３７℃剧烈振荡培养１６ｈ，作为种
子菌。取种子菌按１１００体积比接种，３７℃培养至

Ｄ６００约为０．５～０．６时，加入ＩＰＴＧ和２０％葡萄糖至
终浓度分别为１ｍｍｏｌ／Ｌ和０．２％，于２０℃诱导表
达１０ｈ。离心收菌，超声破碎，取总菌液以及离心取
上清液进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析检测重组蛋白质的表
达情况。

１．６　目的蛋白的纯化　将总菌液离心后取上清液，
分别经过Ｎｉ２＋金属螯合柱、ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５柱和ＳＰ
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ阳离子交换柱对目的蛋白进行纯化，收集
各个蛋白质洗脱峰进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析检测重组
蛋白质的纯化情况。

１．７　重组 ＴＰｘ蛋白非还原和还原ＳＤＳＰＡＧＥ分
析　２×样品处理缓冲液与样品等体积混匀煮沸５
ｍｉｎ，而后与经还原剂ＤＴＴ处理过的样品一起进行

ＳＤＳＰＡＧＥ。

１．８　重组ＴＰｘ蛋白高效液相色谱（ＨＰＬＣ）测定　
将重组ＴＰｘ蛋白干粉溶于５０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ溶液，

４℃放置１２ｈ［５］。将未处理的重组ＴＰｘ蛋白干粉和

ＤＴＴ还原过夜的蛋白溶液进行 ＨＰＬＣ测定。

１．９　重组ＴＰｘ蛋白还原 Ｈ２Ｏ２活性实验　该活性
实验参照Ｌｉｍ等［６］的方法。反应体系为１ｍｌ，包括

５ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ或者５ｍｍｏｌ／ＬＧＳＨ，５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＨＥＰＥＳＨＣｌ（ｐＨ７．０）缓冲液和重组ＴＰｘ蛋白（０、

２０、５０、１００μｇ／ｍｌ）。室温放置 １０ ｍｉｎ后，加入

Ｈ２Ｏ２（２００μｍｏｌ／Ｌ）。分别室温放置反应０、２．５、５、

７．５ｍｉｎ，１０ｍｉｎ后加入１００μｌ质量体积分数为

１００％的ＴＣＡ，混匀后立即加入２００μｌ１０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｆｅ（ＮＨ４）２（ＳＯ４）２和１００μｌ２．５ｍｏｌ／ＬＫＳＣＮ，测定

Ｄ４７５。 根 据 反 应 剩 余 的 Ｈ２Ｏ２ 和 ＫＳＣＮ、

Ｆｅ（ＮＨ４）２ＳＯ４形成的化合物的 Ｄ４７５来判断重组

ＴＰｘ蛋白还原 Ｈ２Ｏ２的能力。

１．１０　重组ＴＰｘ蛋白保护超螺旋ＤＮＡ实验　参照

Ｌｉｍ等［６］的方法。反应体系为５０μｌ，包括１０ｍｍｏｌ／

ＬＤＴＴ，３μｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ３，５０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳＨＣｌ
（ｐＨ７．０）缓冲液，１μｇ由 ＰＥＧ 法提取的超螺旋

ＤＮＡ（ｐＧＡＰＺαＡ）和重组 ＴＰｘ蛋白（５００、２００、１００、

５０、２５μｇ／ｍｌ）３７℃温育２ｈ。反应完后分别取１０μｌ
进行０．８％琼脂糖凝胶电泳，并通过紫外分光成像
系统分析结果。

１．１１　重组ＴＰｘ蛋白保护ＧＳ蛋白活性实验　参照

Ｋｉｍ等［１］的方法。反应体系为５０μｌ，包括１０μｇ／ｍｌ
ＧＳ，１０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，３μｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ３，５０ｍｍｏｌ／Ｌ
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咪唑ＨＣｌ（ｐＨ７．０）和不同浓度的重组ＴＰｘ蛋白（２０
和１００μｇ／ｍｌ）。该体系包括两部分，一部分为３０

μｌ，含有ＧＳ、咪唑和ＴＰｘ；另一部分２０μｌ，含有ＤＴＴ
和ＦｅＣｌ３。将两部分混合后３０℃温育不同时间（０、

２、８、１５、２５ｍｉｎ），然后加入２ｍｌγＧｌｕｔａｍｙｌｔｒａｎｓ
ｆｅｒａｓｅＡｓｓａｙＭｉｘｔｕｒｅ，３０℃温育５ｍｉｎ后加入１ｍｌ
ＳｔｏｐＭｉｘｔｕｒｅ，测定Ｄ５４０。根据反应剩余的ＧＳ蛋白
转移谷氨酰和铁离子形成的γＧｌｕｔａｍｙｌｈｙｄｒｏｘａｍ
ａｔｅＦｅ３＋化合物的Ｄ５４０来判断重组 ＴＰｘ蛋白保护

ＧＳ蛋白活性的能力。

２　结　果

２．１　ｐＥＴ３２ａ（＋）ＭＴＰｘ表达载体的构建及鉴
定　以ｐＢＳＫＴＰｘ为模板ＤＮＡ，用已设计引物扩增

ＴＰｘ基因，克隆到ｐＥＴ３２ａ（＋）Ｍ 表达质粒上。小
量制备法提取重组质粒，用ＢａｍＨⅠ和ＸｈｏⅠ酶切
重组质粒，可切出与ＰＣＲ产物（６１０ｂｐ）大小一致的
片段，以及与线性载体ｐＥＴ３２ａ（＋）Ｍ（５．９ｋｂ）大
小一致的片段。用ＴＰｘ上下游特异引物扩增重组
质粒，也能获得一条与ＴＰｘ预期大小一致的特征片
段。见图１。这都表明 ＴＰｘ基因已插入质粒载体

ｐＥＴ３２ａ（＋）Ｍ 中。经 ＤＮＡ 测序证实该基因为

ＴＰｘ基因。

图１　ｐＥＴ３２ａ（＋）ＭＴＰｘ的酶切和ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ３２ａ（＋）ＭＴＰｘ

ｂｙｅｎｚｙｍａｔｉｃｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｍ：１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１：ＰＥＴ３２ａ（＋）ＭＴＰｘ／ＢａｍＨⅠ＋ＸｈｏⅠ；２：

ＰＥＴ３２ａ（＋）ＭＴＰｘＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２．２　重组ＴＰｘ蛋白的诱导表达和纯化　重组转化
菌经ＩＰＴＧ诱导后，经ＳＤＳＰＡＧＥ分析显示，工程
菌表达出明显的特异产物带，相对分子质量与用软
件ＤＮＡＴＯＯＬＳ６．０预测的理论值２４４６０相符。将
超声破碎后离心得到的上清液进行ＳＤＳＰＡＧＥ分
析，显示重组蛋白几乎全部可溶。将工程菌体的超

声上清液分别进行 Ｎｉ２＋ＣｈｅｌａｔｉｎｇＳｅｐｈａｒｏｓｅ螯合
层析和ＳＰＳｅｐｈａｒｏｓｅ阳离子交换层析，收集洗脱
峰，经ＳＤＳＰＡＧＥ分析显示最后获得的重组蛋白纯
度可达９０％以上。见图２。

图２　重组ＴＰｘ蛋白的纯化

Ｆｉｇ２　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＴＰｘｐｒｏｔｅｉｎ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１：Ｔｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ；２：Ｓｏｎｉｃａｔｉｏｎｓｕｐｅｒｎａｔｅ

ｏｆｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｌ；３：ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＴＰｘｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙＮｉ２＋ ｃｈｅｌａｔｅｃｏｌ

ｕｍｎ；４：ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＴＰｘｏｆＬａｎｅ３ｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙＳＰＳｅｐｈａｒｏｓｅｃｏｌ

ｕｍｎ

２．３　重组 ＴＰｘ蛋白的还原和非还原ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳结果的对比　将重组ＴＰｘ蛋白进行还原和非
还原ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。见图３。结果显示，１号泳
道的经过ＤＴＴ还原的重组ＴＰｘ蛋白只有一条目的
蛋白带，而未经过ＤＴＴ处理的２号泳道的蛋白则呈
现几条蛋白带。在２号泳道中，有一条大小约为

４５０００的蛋白带，推测是由两个重组ＴＰｘ蛋白单体
通过其具有的两个活性的半胱氨酸残基互相形成二

硫键而形成的同源二聚体。而在ＤＴＴ的还原下，二
硫键被打断，因而在１号泳道没有这一条蛋白带。２
号泳道在２５０００左右有两条蛋白带，应该是重组

ＴＰｘ蛋白单体的不同形式。

图３　重组ＴＰｘ蛋白的还原和非还原ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果

Ｆｉｇ３　Ｒｅｄｕｃｅｄａｎｄｎｏｎｒｅｄｕｃｅｄｓａｍｐｌｅｓｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＴＰｘａｎａｌｙｚｅｄｂｙ１２％ＳＤＳＰＡＧＥ

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１：ＲｅｄｕｃｅｄＴＰｘｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙＮｉ２＋ｃｈｅｌａｔｅｃｏｌｕｍｎ

ａｎｄＳＰＳｅｐｈａｒｏｓｅｃｏｌｕｍｎ；２：ＮｏｎｒｅｄｕｃｅｄＴＰｘｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙＮｉ２＋ｃｈｅ

ｌａｔｅｃｏｌｕｍｎａｎｄＳＰＳｅｐｈａｒｏｓｅｃｏｌｕｍｎ
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２．４　重组ＴＰｘ蛋白 ＨＰＬＣ测定　分别将用ＤＴＴ
还原前后的重组 ＴＰｘ蛋白进行 ＨＰＬＣ分析，见图

４。重组ＴＰｘ蛋白在ＤＴＴ还原前后，ＨＰＬＣ结果明
显不一致。Ｂ图是经过ＤＴＴ还原后的重组ＴＰｘ蛋
白的 ＨＰＬＣ分析结果图，可以清楚看到只有单一的
峰（４号峰）。而 Ａ 图是未经过 ＤＴＴ处理的重组

ＴＰｘ蛋白，则连续出现三个峰（１、２、３号峰）。根据
文献［７］和前面的实验结果，可以推断１号峰是重组

ＴＰｘ蛋白的同源二聚体，２号峰和３号峰是重组

ＴＰｘ蛋白单体的不同形式。这一结果与 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ的实验结果相一致。

图４　重组ＴＰｘ蛋白的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）分析结果

Ｆｉｇ４　ＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＴＰｘｂｅｆｏｒｅ（Ａ）ａｎｄ

ａｆｔｅｒ（Ｂ）ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ５０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴｆｏｒ１２ｈ
１４：Ｐｅａｋｓ

２．５　重组ＴＰｘ蛋白还原 Ｈ２Ｏ２活性实验　反应先
使用ＤＴＴ，加入不同浓度的重组ＴＰｘ蛋白，以反应
时间为横坐标，Ｈ２Ｏ２活性为纵坐标作曲线，见图５。
从图５可以看到，在加有重组 ＴＰｘ蛋白的系列中，
随着反应时间的延长，Ｈ２Ｏ２活性逐步降低，说明 Ｈ２
Ｏ２被重组ＴＰｘ蛋白还原了。而且随着重组ＴＰｘ蛋
白浓度的升高，Ｈ２Ｏ２活性下降越快，说明被还原的

Ｈ２Ｏ２量越多。而没有加入ＴＰｘ组的光密度值基本
没有变化。该实验证明了重组的 ＴＰｘ蛋白具有还
原 Ｈ２Ｏ２的能力，且还原能力与重组ＴＰｘ蛋白浓度
成正比。接着做ＤＴＴ和ＧＳＨ的对比实验（该反应
时间为１０ｍｉｎ）。以重组ＴＰｘ蛋白浓度为横坐标，

Ｈ２Ｏ２活性为纵坐标作柱形图，分别比较重组 ＴＰｘ
蛋白在有无ＤＴＴ或ＧＳＨ的情况下还原 Ｈ２Ｏ２的能
力，见图６。从图６可以清楚地看到，在含有 ＤＴＴ
的情况下，反应１０ｍｉｎ后，随着重组ＴＰｘ蛋白浓度
的不同，不同量的 Ｈ２Ｏ２被还原了。而且随着重组

ＴＰｘ蛋白浓度的升高，被还原的 Ｈ２Ｏ２的量也越多。
而在没有ＤＴＴ的情况下，Ｈ２Ｏ２几乎不被重组ＴＰｘ
还原。在含有ＧＳＨ的情况下，发现虽然在不同的重
组ＴＰｘ蛋白浓度下，Ｈ２Ｏ２的量都有所减少，但无论

重组ＴＰｘ蛋白的浓度高低，残余的 Ｈ２Ｏ２量几乎一
致。通过本研究的预实验证明，ＧＳＨ本身有一定的
还原 Ｈ２Ｏ２的能力。综合上述实验，我们可知ＧＳＨ
并不能帮助重组ＴＰｘ蛋白还原 Ｈ２Ｏ２。

图５　重组ＴＰｘ蛋白还原Ｈ２Ｏ２活性的测定

Ｆｉｇ５　ＲｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆＨ２Ｏ２ｂｙｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＴＰｘ
Ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅｓ（１ｍｌ）ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ５０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．０），

５ｍｍｏｌ／Ｌｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ（ＤＴＴ），２００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２ａｎｄｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉ

ｎａｎｔＴＰｘｐｒｏｔｅｉｎ（０，２０，５０ｏｒ１００μｇ／ｍｌ）．ＴｈｅｒｅｍａｉｎｉｎｇＨ２Ｏ２ｉｎ

ｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｆｅｒｒｉｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅｓｙｓｔｅｍ．

ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｔｈｅｒａｔｉｏｏｆＤ４７５ｒｅｃｏｒｄｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｒＴＰｘｔｏｔｈａｔｒｅｃｏｒｄｅｄｗｉｔｈｏｕｔｔｈｅｒＴＰｘ

图６　ＤＴＴ和ＧＳＨ对重组ＴＰｘ蛋白还原Ｈ２Ｏ２活性的影响

Ｆｉｇ６　ＲｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆＨ２Ｏ２ｂｙｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆ

ＴＰｘｗｉｔｈＤＴＴｏｒＧＳＨ
Ｅｆｆｅｃｔｏｆ５ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ（Ａ）ｏｒ５ｍｍｏｌ／ＬＧＳＨ（Ｂ）ｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ

ｏｆｔｈｅｒＴＰｘｐｒｏｔｅｉｎｆｏｒｒｅｄｕｃｉｎｇＨ２Ｏ２ｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄｉｎａ１ｍｌｒｅａｃ

ｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅ．ＶａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｒＴＰｘｐｒｏｔｅｉｎ（０，２０，５０，

１００μｇ／ｍｌ）ｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２（２００μｍｏｌ／Ｌ）ｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅ

ｏｒａｂｓｅｎｃｅｏｆｔｈｅｔｈｉｏｌｓｆｏｒ１０ｍｉｎ．ＴｈｅｒｅｍａｉｎｉｎｇＨ２Ｏ２ｉｎｔｈｅｒｅａｃ

ｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｆｅｒｒｉｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅｓｙｓｔｅｍ．Ｔｈｅｒｅ

ｓｕｌｔｓｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｔｈｅｒａｔｉｏｏｆＤ４７５ｒｅｃｏｒｄｅｄｗｉｔｈｔｈｅｒＰｆＰｒｘ１

ｔｏｔｈａｔｒｅｃｏｒｄｅｄｗｉｔｈｏｕｔｔｈｅｒＴＰｘｐｒｏｔｅｉｎ
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２．６　重组ＴＰｘ蛋白保护超螺旋ＤＮＡ实验　当反
应体系中含有ＲＳＨ（如ＤＴＴ）和Ｆｅ３＋时，氧化还原
反应形成的自由基ＯＨ·，会破坏ＤＮＡ的超螺旋构
象，使之形成缺口。反应后取５μｌ进行琼脂糖电泳
检测（胶浓度为０．８％），并通过紫外分光成像系统
分析结果，见图７。结果显示，作为对照的质粒ＤＮＡ
只以超螺旋（ｓｕｐｅｒｃｏｉｌｆｏｒｍ）一种构象存在（泳道

１），而当同时加入了ＤＴＴ和Ｆｅ３＋时，质粒的超螺旋
构象几乎被破坏，形成另一种构象（ｎｉｃｋｆｏｒｍ）（泳道

４）。往反应体系中加入重组ＴＰｘ蛋白后，可以看到
随着重组ＴＰｘ蛋白浓度的不同，质粒的超螺旋构象
受到了不同程度的保护（泳道５９），而且质粒的超螺
旋构象受到的保护程度与重组ＴＰｘ蛋白的浓度成
正比。

图７　重组ＴＰｘ蛋白保护超螺旋ＤＮＡ实验的电泳结果

Ｆｉｇ７　ＴＰｘｄｅｐｅｎｄｅｎｔｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＤＮＡ

ｃｌｅａｖａｇｅｉｎａｍｅｔａｌｃａｔａｌｙｚｅｄｏｘｉｄａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ
１：ｐＧＡＰＺαＡ ＤＮＡ；２：ｐＧＡＰＺαＡ ＤＮＡ ａｎｄ１０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＤＴＴ；

３：ｐＧＡＰＺαＡ ＤＮＡ ａｎｄ３μｍｏｌ／Ｌ ＦｅＣｌ３；４：ｐＧＡＰＺαＡ ＤＮＡ，１０

ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴａｎｄ３μｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ３；５９：ｐＧＡＰＺαＡＤＮＡ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＤＴＴ，３μｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ３ａｎｄ５００，２００，１００，５０，２５μｇ／ｍｌｒＴＰｘ，ｒｅｓｐｅｃ

ｔｉｖｅｌｙ．Ｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｎｉｃｋｅｄｆｏｒｍ （ＮＦ）ａｎｄｔｈｅｓｕｐｅｒｃｏｉｌｅｄｆｏｒｍ

（ＳＦ）ｏｆｔｈｅｐＧＡＰＺαＡｐｌａｓｍｉｄＤＮＡｉｎｔｈｅａｇａｒｏｓｅｇｅｌａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄ

ｏｎｔｈｅｒｉｇｈｔ

２．７　重组ＴＰｘ蛋白保护ＧＳ蛋白活性实验　当反
应体系中含有ＲＳＨ（如ＤＴＴ）和Ｆｅ３＋时，通过氧化
还原反应形成自由基ＯＨ·，会破坏ＧＳ蛋白，影响
到它的活性。根据Ｋｉｍ等［１］的方法，检测重组ＴＰｘ
蛋白是否有保护ＧＳ蛋白活性的能力。实验结果见
图８。从图８可以看到，在反应体系含 ＤＴＴ 和

Ｆｅ３＋、无重组ＴＰｘ蛋白的时候，ＧＳ蛋白的活性随着
反应时间的延长而迅速降低，当反应体系中加入了
不同浓度的重组ＴＰｘ蛋白的时候，ＧＳ蛋白的活性
得到了不同程度的保护。当重组 ＴＰｘ蛋白的浓度
为１００μｇ／ｍｌ的时候，ＧＳ蛋白的活性几乎没有下
降。该实验证明了重组ＴＰｘ蛋白对生物体内一些
对活性氧族（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）非常敏
感的蛋白如ＧＳｄａｎｂａｉ等具有保护作用。

图８　重组ＴＰｘ蛋白保护谷氨酰胺合成酶（ＧＳ）蛋白活性

Ｆｉｇ８　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｏｆｇｌｕｔａｍｉｎｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ（ＧＳ）ｂｙ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ（ＴＰｘ）ｐｒｏｔｅｉｎｖｉａＤＴＴ／Ｆｅ３＋／Ｏ２ｓｙｓｔｅｍ

Ｔｈｅｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅｃｏｎｔａｉｎｅｄ１０μｇ／ｍｌｇｌｕｔａｍｉｎｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ
（ＧＳ），１０ ｍｍｏｌ／Ｌｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ（ＤＴＴ），３μｍｏｌ／Ｌ ＦｅＣｌ３ａｎｄ５０

ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ，ｐＨ７．０，ｉｎａｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅｏｆ５０μｌ．Ａｌｌｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ｒｅａｃｔｉｏｎｓｗｅｒｅｃａｒｒｉｅｄｏｕｔａｔ３０℃．ＴｈｅｒｅｍａｉｎｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＧＳｗａｓ

ｍｅａｓｕｒｅｄ

３　讨　论

　　随着对过氧化物还原酶研究的不断深入，人们
越来越认识到它在生物体内的重要性。过氧化物还
原酶在生物体内的主要功能是细胞脱毒能力，抵抗
氧化压力和调节由过氧化氢介导的信号转导和免疫

反应，而且其活性与其高级结构紧密相关。我们构
建了ｐＥＴ３２ａ（＋）ＭＴＰｘ原核表达载体并进行了
诱导表达，进一步摸索了重组ＴＰｘ蛋白在大肠杆菌
中的表达条件，并获得了表达量高、可溶性好的的重
组蛋白。通过纯化获得了高含量高纯度的重组ＴＰｘ
蛋白，并对其活性和结构的进行了初步的研究。这
在文昌鱼的过氧化物还原酶研究中是首次报道。

　　对重组ＴＰｘ蛋白还原 Ｈ２Ｏ２活性研究中，我们
发现在含有ＤＴＴ的反应体系中，重组ＴＰｘ蛋白可
以还原 Ｈ２Ｏ２；但是在含有 ＧＳＨ 的反应体系中，重
组的ＴＰｘ蛋白却没有这个功能。研究表明，过氧化
物还原酶是通过它的半胱氨酸（Ｃｙｓ）基团来发挥它

的活性。这需要一些还原剂作为氢供体保证它的

Ｃｙｓ残基上的巯基处于还原状态（ＳＨ）。ＤＴＴ和

ＧＳＨ都是含有ＳＨ的还原剂，理论上应该都可以作
为重组ＴＰｘ蛋白还原 Ｈ２Ｏ２的氢供体。但是经过我
们的实验证明，ＧＳＨ 不能作为重组 ＴＰｘ蛋白的氢
供体。原因可能在于绝大多数的过氧化物还原酶是
属于典型的２Ｃｙｓ过氧化物还原酶，包括重组的文
昌鱼ＴＰｘ蛋白。它们单体的两个Ｃｙｓ残基自己形
成二硫键或者两个单体的Ｃｙｓ残基相互通过二硫键
连接形成同源二聚体，使得过氧化物还原酶以单体
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和同源二聚体混合形式的非活性状态存在［８］。当它
们需要发挥自身的活性时，通常需要同时具有２个
ＳＨ基团的还原剂作为其氢供体（如ＤＴＴ）把过氧化
物还原酶还原成具有ＳＨ 基团的单体的活性状态。
而只有１个ＳＨ作为氢供体的还原剂（如ＧＳＨ），则
可能会造成该酶的二硫键的短暂混乱［９］，从而无法
将酶还原为它的活性状态。在生物体内同时具有２
个ＳＨ的还原剂是硫氧还蛋白（Ｔｒｘ），所以在生物
体内这类过氧化物还原酶只能依靠Ｔｒｘ氧化还原体
系来发挥抗氧化作用。因此将这一类的“ＳＨ”基团
命名为硫氧还蛋白过氧化物酶（ＴＰｘ）。

　　通过非还原ＳＤＳＰＡＧＥ电泳和ＨＰＬＣ分析，重
组的ＴＰｘ蛋白存在多种构象，但是在ＤＴＴ的作用
下，则只含有单体一种形式。而重组ＴＰｘ蛋白在含
有ＤＴＴ的时候才具有还原 Ｈ２Ｏ２的能力说明重组

ＴＰｘ蛋白的结构与其活性息息相关。已有的研究发
现，过氧化物还原酶的活性与其结构是相互联系的。
对典型的２Ｃｙｓ过氧化物还原酶的研究表明，其单
体的具有活性的两个Ｃｙｓ残基会与另一个单体的

Ｃｙｓ残基形成二硫键，因而形成同源二聚体［８］。通
过电子显微镜观察，又发现典型的２Ｃｙｓ过氧化物
还原酶的同源二聚体利用氢键形成环状的十聚体。
而处于十聚体状态的典型的２Ｃｙｓ过氧化物还原
酶，由于其活性基团没有暴露出来，所以没有活
性［９］。在生物体内，典型的２Ｃｙｓ过氧化物还原酶
只能依靠硫氧还蛋白氧化还原体系将其还原成具有

活性的单体而发挥作用。在我们的体外还原 Ｈ２Ｏ２
的实验中，则是用ＤＴＴ来代替 Ｔｒｘ来完成还原重
组ＴＰｘ蛋白的任务，使其具有抗氧化的活性。通过
本研究，我们可以发现纯化后的重组ＴＰｘ蛋白平时
主要是以非活性的同源二聚体和单体的混合形式存

在的，当具有２个ＳＨ基团的还原剂如ＤＴＴ与其作
用后，重组ＴＰｘ蛋白被还原成具有活性ＳＨ基团的
单体状态，从而具有抗氧化的作用。值得注意的是
重组ＴＰｘ蛋白的非还原ＳＤＳＰＡＧＥ图中在单体的
位置出现２条蛋白带，根据文献［７］的推测可能是由

于重组ＴＰｘ蛋白的Ｃｙｓ残基发生半胱氨酰化造成
的，但是真实的原因有待于进一步研究。

　　由于获得的文昌鱼样品量少，无法分离到天然
的蛋白。为了进一步研究文昌鱼 ＴＰｘ蛋白的功能
活性，本文对青岛文昌鱼的重组ＴＰｘ蛋白进行了成
功的表达和纯化，并对其功能和结构进行了初步的
研究，这为下一步全面认识过氧化物酶结构与功能
的关系奠定了基础，有助于彻底阐明过氧化物酶各
种生理活性机制和具体的生理功能。
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