
书书书

·５０４　　 · 第 二 军 医 大 学 学 报

ＡｃａｄＪＳｅｃ ＭｉｌＭｅｄ Ｕｎｉｖ　２００７Ｍａｙ；２８（５）

·论　著·
血小板活化因子乙酰水解酶融合蛋白的表达、纯化及鉴定

邹　颖１，毕新岭１，顾　军１，缪明永２，王梁华２，时　多２

（１．第二军医大学长海医院皮肤科，上海２００４３３；２．第二军医大学基础部生物化学与分子生物学教研室，上海２００４３３）

［摘要］　目的：获得血小板活化因子乙酰水解酶（ＰＡＦＡＨ）全长编码基因并在ＧＳＴ原核表达系统中表达。方法：通过ＲＴ

ＰＣＲ方法，从正常人外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）中扩增出ＰＡＦＡＨ全长编码基因，将其克隆至大肠杆菌表达载体ｐＧＥＸ４Ｔ

３，转化大肠杆菌ＢＬ２１并诱导表达，采用ＧＳＴ蛋白纯化系统进行纯化。所得纯化蛋白以ＳＤＳＰＡＧＥ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹方法鉴

定，并进行酶活性测定。结果：获得了ＰＡＦＡＨ基因，序列分析与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中序列一致。ＳＤＳＰＡＧＥ及 Ｗｅｓｔｅｍ印迹

结果显示，诱导表达出可溶性的融合蛋白，其相对分子质量与预期相符。纯化蛋白经 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测能够被特异性抗体所

识别，具有免疫学活性；酶活性检测证实其具有特异的水解ＰＡＦ的活性。结论：本实验在大肠杆菌表达系统中高效表达了有

活性的ＰＡＦＡＨ蛋白。
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　　血小板活化因子（ｐｌａｔｅｌｅｔａｃｔｉｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，

ＰＡＦ）是一种具有多种生物学活性的磷脂，不仅在生
殖、胚胎发育、血压等方面具有调节功能，同时又是
强效的炎症介质，参与多种疾病的发生。血小板活
化因子乙酰水解酶（ｐｌａｔｅｌｅｔａｃｔｉｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒａｃｅｔｙｌ
ｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ，ＰＡＦＡＨ）作为ＰＡＦ的功能性拮抗剂，
通过控制ＰＡＦ的释放和降解，维持其在体内的生理
平衡［１２］。近年来的研究表明，ＰＡＦＡＨ 的编码基
因为炎症性疾病尤其是某些异位性疾病和自身免疫

性疾病的易感基因［３４］。

　　为了进一步研究ＰＡＦＡＨ 在相关疾病中的作
用机制，尤其是其基因改变对酶活性乃至疾病发生
发展的影响，我们对血浆型ＰＡＦＡＨ基因进行了克
隆，表达出特异性的融合蛋白，并纯化得到高纯度的

具有生物学活性的ＰＡＦＡＨ蛋白，为后续实验室相
关研究建立了良好的平台，也为临床中相关疾病机
制的探讨、诊断及治疗技术的新探索创造了条件。

１　材料和方法

１．１　材料　正常人外周血来自解放军上海血站。
总ＲＮＡ提取试剂盒、ＭａｒｋｅｒⅣ、ＨＲＰＤＡＢ底物显
色试剂盒购自天为时代公司。逆转录试剂盒、ＰＣＲ
试剂、限制性内切酶ＳａｌⅠ和 ＮｏｔⅠ、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
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ＤＬ２０００、ｐＭＤ１８Ｔ、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自 ＴａＫａＲａ
公司，吸附柱式质粒ＤＮＡ小量抽提试剂盒购自上
海博光生物公司。ｐＧＥＸ４Ｔ３ 质粒、Ｂｕｌｋ ＧＳＴ
ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＭｏｄｕｌｅｓ及凝血蛋白酶购自Ａｍｅｒｓｈａｍ
公司。ＰＡＦＡＨ多克隆抗体购自Ｃａｙｍａｎ公司。引
物由上海申能博彩生物公司合成。

１．２　总ＲＮＡ的提取　常规分离正常人外周血单
个核细胞（ＰＢＭＣ），提取ＲＮＡ。提取方法参照试剂
盒中的说明书。将ＲＮＡ沉淀溶于４０μｌ无ＲＮＡ酶
水中，琼脂糖凝胶电泳鉴定。

１．３　ＰＡＦＡＨ 基因的 ＲＴＰＣＲ　取含１μｇＲＮＡ
的溶液，分别加入１０×ＲＴ缓冲液２μｌ，ｄＮＴＰＭｉｘ
ｔｕｒｅ（各１０ｍｍｏｌ／Ｌ）２μｌ，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１μｌ，ＲＮａｓｅ抑
制剂０．５μｌ，ＡＭＶ逆转录酶１μｌ，室温静置１０ｍｉｎ，

４２℃ 保温１ｈ，９９℃５ｍｉｎ，冰浴冷却２ｍｉｎ。所得产
物即为ｃＤＮＡ 第一链。根据 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中

ＰＡＦＡＨ的序列，应用软件Ｐｒｉｍｅｐｒｉｍｉｅｒ５．０设计了
扩增全长编码基因的引物并合成，序列如下：Ｐ１５′
ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＡＴ ＧＡＴ ＡＣＡ ＡＧＴＡＣＴＧＡＴ
ＧＧＣ３′，Ｐ２５′ＡＡＧＧＡＡＡＡＡＡＧＣＧＧＣＣＧＣＣＴＡ
ＡＴＴＧＴＡＴＴＴＣＴＣＴＡＴ ＴＣ３′。ＰＣＲ体系：１０×
ＰＣＲ缓冲液２μｌ，ＥｘＴａｑ０．２５μｌ，ｄＮＴＰ１．５μｌ，Ｐ１、

Ｐ２各０．２５μｌ，模板２μｌ。反应条件为：９５℃５ｍｉｎ后，

９４℃３０ｓ，６０℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循环，最后７２℃
５ｍｉｎ。所得目的片段含ＳａｌⅠ和ＮｏｔⅠ酶切位点。

１．４　ＲＴＰＣＲ产物的克隆与测序　胶回收ＰＣＲ产
物，连接入克隆载体 ｐＭＤ１８Ｔ，转化大肠杆菌

ＪＭ１０９。抽取质粒，双酶切鉴定后送上海申能博彩
生物公司测序。

１．５　ＰＡＦＡＨＧＳＴ表达载体的构建　取连接了目
的基因片段的ｐＭＤ１８Ｔ及ｐＧＥＸ４Ｔ３质粒，均以

ＳａｌⅠ和ＮｏｔⅠ双酶切处理后，以Ｔ４ＤＮＡ连接酶连
接。连接产物转化大肠杆菌ＢＬ２１，经双酶切鉴定后
测序。

１．６　ＰＡＦＡＨＧＳＴ融合蛋白的表达及鉴定　取构
建的表达载体菌，按照 Ａｍｅｒｓｈａｍ 的 ＧＳＴ操作指
南，摇菌至Ｄ６００值０．６～１．０左右，以终浓度为０．１
ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ于３０℃诱导３～４ｈ，收集细菌，以

ＰＢＳ重悬后超声裂菌。分别取菌体和裂菌上清做

ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定。

１．７　ＰＡＦＡＨ 的纯化　收集１Ｌ诱导菌，按１００
ｍｇ／ｍｌ加入１×ＰＢＳ重悬，超声裂菌后，收集上清与

ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ混合后，室温轻柔搅拌３０
ｍｉｎ，过 Ａｍｅｒｓｈａｍ 一次性亲和柱，控制流速为１
ｍｌ／ｍｉｎ，以５０倍柱床体积的１×ＰＢＳ洗柱，之后以

洗脱液洗下融合蛋白，或者以凝血蛋白酶切下ＧＳＴ
融合标签，收集流出的液体，即为纯化的融合蛋白或
者ＰＡＦＡＨ蛋白。

１．８　纯化蛋白的免疫学鉴定　按照常规 Ｗｅｓｔｅｒｎ
印迹法，取纯化蛋白与ＰＡＦＡＨ 多克隆抗体杂交，
以ＤＡＢＨＲＰ法显色，参照文献［５］方法对纯化的融
合蛋白及ＰＡＦＡＨ蛋白进行鉴定。

１．９　纯化蛋白的酶活性鉴定　取纯化蛋白，以

Ｂｒａｄｆｏｒｄ法定量后，应用 ＰＡＦＡＨ 活性检测试剂
盒，采用酶水解底物显色法测定其活性。设置阴性
对照孔、阳性对照孔（试剂盒提供标准ＰＡＦＡＨ 蛋
白）和样品孔，底物均为２硫代ＰＡＦ（２ＴｈｉｏＰＡＦ），
室温放置３０ｓ，酶标仪读取不同时间各孔在４０５ｎｍ
波长下的光密度值（Ｄ４０５），并计算出各孔的光密度
变化率 ΔＤ４０５／ｍｉｎ。根据以下公式计算出纯化

ＰＡＦＡＨ的活性：

　　ＰＡＦＡＨ活性＝ ΔＤ４０５／ｍｉｎ
１０．６６（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）×

　　０．２２５
（ｍｌ）

０．０１（ｍｌ）×
样本稀释倍数

２　结　果

２．１　ＰＡＦＡＨ基因的获取　从健康人ＰＢＭＣ提取
的ＲＮＡ，经ＲＴＰＣＲ获得ＰＡＦＡＨ的全长编码基
因。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳可于１２００ｂｐ左右
见单一明亮条带（图１），与预期大小一致。基因片段
连接入克隆载体ｐＭＤ１８Ｔ后，经双酶切鉴定，琼脂糖
凝胶电泳可于相应大小见载体及目的基因片段的条

带（图２）。测序结果表明，克隆的ＰＡＦＡＨ基因序列
与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的序列一致。

图１　ＲＴＰＣＲ产物的琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ１　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ
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图２　重组克隆载体ｐＭＤ１８ＴＰＡＦＡＨ的酶切鉴定

Ｆｉｇ２　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｐＭＤ１８ＴＰＡＦＡＨ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒⅣ；１：ｐＭＤ１８ＴＰＡＦＡＨ／（ＳａｌⅠ＋ＮｏｔⅠ）

２．２　ＰＡＦＡＨＧＳＴ表达载体的构建　经ＳａｌⅠ和

ＮｏｔⅠ双酶切处理后，将目的片段与表达载体ｐＧＥＸ
４Ｔ３连接，所构建的载体即为ＰＡＦＡＨ的重组表达
载体。经酶切鉴定可于１２００ｂｐ的目的基因大小处
及４９００ｂｐ大小处各见单一明亮条带（图３）。

图３　重组表达载体ｐＧＥＸ４Ｔ３ＰＡＦＡＨ的酶切鉴定

Ｆｉｇ３　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｐＧＥＸ４Ｔ３ＰＡＦＡＨ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒⅣ；１：ｐＧＥＸ４Ｔ３ＰＡＦＡＨ／（ＳａｌⅠ＋ＮｏｔⅠ）

２．３　ＰＡＦＡＨＧＳＴ融合蛋白的表达与鉴定　对

ＰＡＦＡＨＧＳＴ融合蛋白的大批量诱导条件进行优
化，检测了不同的菌浓度、温度、ＩＰＴＧ的浓度以及
诱导时间下蛋白上清的表达量。结果表明在菌液摇
至Ｄ６００值为１．０左右，ＩＰＴＧ终浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ

时，３０℃诱导３～４ｈ，表达量较高。取诱导表达菌液
及上清做ＳＤＳＰＡＧＥ，可在相对分子质量约７２０００
处见蛋白条带，与预期大小一致（图４）。

图４　ＰＡＦＡＨＧＳＴ融合蛋白表达的ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定

Ｆｉｇ４　ＳＰＳＰＡＧＥＡＨａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎＰＡＦＡＨＧＳＴ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１：ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆＢＬ２１；２：Ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆ

ＢＬ２１ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＧＥＸ４Ｔ３；３：ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆＢＬ２１ｔｒａｎｓ

ｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＧＥＸ４Ｔ３ＰＡＦＡＨｅｘｐｒｅｓｓｅｄｃｌｏｎｅａｆｔｅｒｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；４５：ＳｕｐｅｒｔａｎｔｏｆｐＧＥＸ４Ｔ３ＰＡＦＡＨｅｘｐｒｅｓｓｅｄｃｌｏｎｅ

ａｆｔｅｒｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．４　ＰＡＦＡＨ蛋白的纯化与免疫学鉴定　经Ｇｌｕ
ｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ亲和柱纯化的蛋白，以ＳＤＳ
ＰＡＧＥ 检测纯化的 ＰＡＦＡＨＧＳＴ 融合蛋白及

ＰＡＦＡＨ蛋白，可分别于相对分子质量为７２０００及

４４０００处见目的条带。用ＰＡＦＡＨ 多克隆抗体进
行免疫学检测，也可于相应相对分子质量大小处见
蛋白印迹（图５）。

图５　纯化蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ和免疫印迹分析

Ｆｉｇ５　ＳＤＳＰＡＧＥａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１３：ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＰＡＦＡＨ

ＧＳＴ，ＰＡＦＡＨａｎｄＧＳＴ；４５：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＡＦＡＨ

ＧＳＴａｎｄＰＡＦＡＨ

２．５　纯化蛋白的酶活性鉴定　酶活性测定结果表明，
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纯化的ＰＡＦＡＨ蛋白具有特异性的水解２ＴｈｉｏＰＡＦ
的活性，活性值为３９．７８ｎｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｍｌ－１（ＰＡＦＡＨ
标准品活性为４１．３６ｎｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｍｌ－１）。

３　讨　论

　　ＰＡＦＡＨ 属于磷脂酶 Ａ２家族，特异性作用于
甘油骨架的ｓｎ２位乙酰基或短链（含氧化）脂肪酸，
水解强炎性介质ＰＡＦ及氧化的磷脂使之失活，而不
攻击正常的膜磷脂和脂蛋白［１２］。国内外研究证实

ＰＡＦＡＨ表达水平与多种具有炎症背景的疾病相
关，如哮喘、心肌梗死、多发性硬化症、败血症、炎性
肠病等［６８］。

　　对ＰＡＦＡＨ在疾病中的相关机制的研究中，证
实在ＰＡＦＡＨ的ＤＮＡ序列中存在导致酶生物学性
质改变的单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙ
ｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）， 如 Ａｒｇ９２Ｈｉｓ、Ｉｌｅ１９８Ｔｈｒ、

Ｖａｌ２７９Ｐｈｅ、Ｇｌｎ２８１Ａｒｇ及 Ｖａｌ３７９Ａｌａ等［９１０］，这些

ＳＮＰ可能与上述炎性疾病相关，但其与银屑病等免
疫性皮肤病的相关性未见系统报道。为明确ＰＡＦ
ＡＨ的ＳＮＰ与免疫性皮肤病的相关性，我们拟应用

ＧＳＴ表达系统构建其原核表达载体，以得到该蛋白
的可溶性高表达；在此基础上运用点突变技术获得
各个携带特异性ＳＮＰ的ＰＡＦＡＨ 基因并予以表
达，进一步研究不同ＳＮＰ对酶活性的影响，及其在
银屑病等皮肤病的发生发展中的作用。

　　我们用ＧＳＴ表达系统成功表达并纯化出了重
组ＰＡＦＡＨ。ＧＳＴ基因表达系统广泛用于各种融
合蛋白的表达，该系统具有表达效率高、操作简便等
特点，其表达的融合蛋白质带有ＧＳＴ标签，可利用
含有还原型谷胱甘肽的纯化柱，通过一步达到９０％
以上的纯化，并保存良好的抗原性及功能 ［１１１２］，为
后续的活性相关研究奠定良好的基础。鉴于不同的
融合蛋白诱导条件差异较大，我们在蛋白表达过程
中，从诱导时机、ＩＰＴＧ浓度、诱导时间等多方面优
化其诱导条件，发现在诱导前菌液Ｄ６００值为１．０左
右，ＩＰＴＧ终浓度０．１ｍｍｏｌ／Ｌ时，于３０℃诱导３～４
ｈ时上清中蛋白的表达量较高，形成的包涵体较少，
蛋白活性保存较好。

　　通过本研究，我们获得了高纯度的、具有免疫性
及生物学活性的重组ＰＡＦＡＨ蛋白，为进一步研究
其基因改变对酶活性的影响，探讨其在银屑病等多
种相关疾病的病因、病理中的作用机制，乃至今后的

生物学治疗奠定了基础。
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