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化和骨质疏松的发生、发展过程中起重要作用，为黄韧带骨化和骨质疏松等老年骨骼系统疾病的治疗提供新的

思路。
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构建一种新型穿膜活性犺犕狊狉犃的酵母表达体系
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　　【目的】　当机体代谢生成的活性氧簇超过了抗氧化系统的清除能力，可引起氧化应激而与心血管疾病、炎症、

肿瘤等发生密切相关。甲硫氨酸亚砜还原酶Ａ（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｓｕｌｆｏｘｉｄｅｒｅｄｕｃｔａｓｅＡ，ＭｓｒＡ）能够特异还原被氧化的

甲硫氨酸，是细胞内一道重要的蛋白抗氧化防御屏障。导师课题组曾构建大肠杆菌表达系统并获得人源性 ＭｓｒＡ

（ｈＭｓｒＡ），证实其在体外的抗氧化作用。本课题试图利用酵母表达体系表达一种具有细胞穿膜活性的分泌型

Ｐｅｐ１ｈＭｓｒＡ，为进一步研究 ＭｓｒＡ对细胞的抗氧化保护机制奠定基础。

【方法】　利用基因克隆技术，合成含有细胞穿膜肽的ｐＵＣ１９／ｐｅｐ１载体，双酶切将 Ｐｅｐ１序列连接到

ｐＥＴ２８ａ／ｈＭｓｒＡ质粒上，构建ｐＵＣ１９／ｐｅｐ１ｈＭｓｒＡ，再双酶切亚克隆到酵母表达载体获得ｐＰＩＣＺ９ｋ／ｐｅｐ１ｈＭｓｒＡ

重组质粒。经线性化的质粒电转化导入毕赤酵母ＧＳ１１５，通过Ｇ４１８抗性筛选、ＰＣＲ鉴定拷贝数，构建新的ｈＭｓｒＡ

酵母表达体系。经甲醇（０．５％犞／犞）诱导表达，ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定发酵液中Ｐｅｐ１ｈＭｓｒＡ融合蛋白的产量，利用Ｎｉ

ＮＴＡＡｇａｒｏｓｅ亲和层析分离纯化目的蛋白，蛋白质印迹法鉴定融合蛋白的细胞穿膜效率，利用特异荧光底物鉴定

融合蛋白的催化活性。

【结果】　成功构建ｐＰＩＣ９ｋ／Ｐｅｐ１ｈＭｓｒＡ重组质粒，并筛选出１７株表达Ｐｅｐ１ｈＭｓｒＡ的ＧＳ１１５工程株。诱

导表达并纯化的目的蛋白产量约为３０～４０ｍｇ／Ｌ，ＳＤＳＰＡＧＥ显示 ＭＷ为约５０ｋＤ的单一条带，糖染色表明目的

蛋白糖基化。蛋白质印迹法鉴定纯化蛋白有免疫原性，并具有特异还原活性。

【结论】　建立了Ｐｅｐ１ｈＭｓｒＡ重组蛋白的酵母表达体系，纯化的Ｐｅｐ１ｈＭｓｒＡ存在高度糖基化可能影响其

催化活性，有待进一步研究此 ＭｓｒＡ融入蛋白的结构与功能。
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一个中国犡性连锁少汗型外胚层发育不良家系的遗传变异分
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　　【目的】　前期，课题组在临床工作中发现了一个Ｘ性连锁少汗型外胚层发育不良（ＸＬＨＥＤ）疑似患者家系。

该家系共四代２４例，男性１５例，女性９例，患者４例。鉴此，课题组拟通过分子水平的研究，分析鉴定该家系的致

病基因和遗传突变，探讨可能的分子致病机制，为疾病的预防与治疗奠定一定的基础。

【方法】　课题组对该家系资料进行了收集和整理，绘制出了遗传图谱。本课题对疾病家系中所有患病及未患

病个体进行了详细的临床检查，并获得患者口腔的临床和Ｘ线照片。遗传分析中课题组运用直接测序的方法对
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