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摘 要 金属硫蛋白.#（+3.#），又称神经生长抑制因子，是一种脑特异性金属硫蛋白。人细胞核 BK3H 焦磷酸酶

（BK3H @-<’@I’M@I,F,M4，BK3H,M4）是最近在脑中研究发现的能与人金属硫蛋白.#（I=:,D :4F,((’FI;’D4;D.#，I+3.#）相互

作用的一个蛋白，两者共同作用具有神经元生长抑制活性。为了探讨 I+3.# 对 BK3H,M4 调节 BK3H 引起的细胞毒性

作用的影响，通过基因转染 Q9R!0# 细胞观察细胞在 BK3H 中的生长情况，发现共转染 I+3.# 和 BK3H,M4 基因的细胞

比单转染 BK3H,M4 或 I+3.# 基因的细胞具有更强的对 BK3H 细胞毒性的耐受能力；同时在大肠杆菌 ST!/ 中表达重

组蛋白，测定 I+3.# 在 BK3H,M4 水解 BK3H 中的作用，结果显示重组蛋白 I+3.# 可以促进 BK3H,M4 对 BK3H 的水解。

结果均初步证实了 I+3.# 对 BK3H,M4 抵抗 BK3H 引起的正常细胞死亡有一定的协同作用，为进一步研究 BK3H,M4 及

其相互作用蛋白 I+3.# 在化疗中的应用提供理论依据。

关键词 I+3.#，BK3H,M4，基因转染，BK3H，细胞毒性
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BK3H 可以通过 E*N 聚合酶错误掺入到 E*N
中，最终导致产生 E*N 碎片及细胞死亡，叶酸兴奋

剂和胸苷酸合成酶（3O）抑制剂的抗肿瘤活性就是依

靠 BK3H 的错误掺入，来对肿瘤组织产生化疗作用

的［/，!］。但是 BK3H 对正常组织细胞也有杀伤作用，

所以需要在化疗过程中对正常组织进行保护，减少

BK3H 对其的损伤。BK3H,M4 作为细胞内 BK3H 水平

的主要调节者，它的表达对 3O 抑制剂产生的细胞毒

性起关键调节作用［#，$］。如果在化疗时增加正常组

织中 BK3H,M4 的表达，而同时注射 BK3H,M4 拮抗剂于

肿瘤组织中，有望提高化疗药物的作用效果和特异

性，并可减少病人化疗时由于 BK3H 对正常细胞的

杀伤而产生的痛苦。这就首先要求寻找 BK3H,M4 的

影响因子并对 BK3H,M4 清除 BK3H 产生的细胞毒性

的具体情形进行研究。

金属硫蛋白.#（:4F,((’FI;’D4;D.#，+3.#）又称神经

生长抑制因子（D4=<’D,( J<’VFI ;DI;>;F’<- G,CF’<，WX7），

是由 KCI;B, 等人［%］于 /00/ 年首次从人脑中分离出

来，它是一类特异分布于中枢神经系统（2*O）的低

分子量、富含半胱氨酸和不含芳香族氨基酸的金属

结合蛋白。研究发现 +3.# 可能与阿尔茨海默氏症

（N(YI4;:4<ZM B;M4,M4，NE）病理相关，在 NE 病人脑提

取物存在下，对神经细胞具有特异的生长抑制活性。

本实验室最近通过酵母双杂交系统研究证实

I+3.# 与 BK3H,M4 具有很强的相互作用，BK3H,M4 表

现了预期中的与 I+3.# 共同抑制神经元生长的作

用［1］。反过来，+3.# 对 BK3H,M4 调节 BK3H 的细胞

毒性作用是否有影响，这对将来研究 BK3H,M4 及其

作用因子在化疗中的作用机制及应用很有必要。

本文在 BK3H 引起正常细胞发生死亡后，观察

BK3H,M4 和 I+3.# 基因转染对 BK3H 引起的细胞死

亡是否具有缓解作用，以及缓解作用的差异；同时体

外观察 I+3.# 重组表达蛋白对 BK3H,M4 水解 BK3H
的影响，旨在初步探讨 I+3.# 对 BK3H,M4 调节 BK3H
引起的细胞毒性是否有协同作用。

* 材料与方法

*+* 材料

*+*+* 菌种和质粒：EQ%!、ST!/ 大肠杆菌为我室

保存。带 7(,J 标签（小肽 +E[REEEER）的真核表达



载体 !"#$%&’()&* 和带 +,（-./$%%#012323）标签（小肽

(4546)564,）的真核表达载体 !7)&+, 由军事医

学科学院生物工程研究所马清钧教授及杨淑静博士

惠赠。含人 89:5$;. 及 -(:&< 全 长 =6>, 的 !7)&
+,&89:5$;. 和 !"#$%&’()&*&-(:&< 质粒系本实验室

克隆获得。

!"!"# 细胞株及培养试剂：+?@*A< 细胞（人胚胎

肾细胞）来源于协和医科大学细胞中心处，其完全培

养基为 B5(C DEFG 细胞培养基（H2I=J），其中含 DGK
小牛血清（浙江杭州四季青生物材料厂生产）；*L
=/* 细胞培养瓶为 ’JM;1$M 公司产品；硫酸庆大霉素

（FG 0N/O 使用浓度），青霉素（DGG 0N/O 使用浓度）均

为国产注射用产品；胰蛋白酶（GP*LK使用浓度）为

’#J31.=- 公司产品。

!"!"$ 转染及其它试剂：脂质体转染试剂 O2!J&
Q.=1$/23.:( B.%.31 为美国 O2Q. :.=-3J#J%2.; 公司产品；

抗 "#$% 标签的小鼠单抗购自 72%/$ 公司，抗 +, 标签

的大鼠单 抗 购 自 BJ=-. 公 司；谷 胱 甘 肽&7&转 移 酶

（H7:）融合表达系统和 7.!-$=MR# 7&DGG 分子筛层析

介质为瑞典 5-$M/$=2$ 公司产品；四甲基偶氮唑盐

（(::）、89:5、6(7S 均购自 72%/$ 公司。

!"# 方法

!"#"! 89:5 引起细胞死亡的浓度：用 GP*LK胰蛋

白酶消化 *A< 细胞，将细胞制成悬液（* T DGF N/O），

按 DGG!O 悬液N孔接种到 AE 孔细胞培养板中，<UV、

LK’S* 细胞培养箱中培养过夜。吸去培养液，每孔

加入最终浓度为 GP* W *G/J#NO 不同梯度的 89:5，补

充 DEFG 培养基至总体积为 DGG!O。培养箱中培养

*F - 后，吸去培养液，用 GPGD /J#NO 的 5X7 洗 < 次。

加入 DGG!O (:: 溶液（浓度为 GPL /%N/O），细胞培

养箱中培养 F -。吸去上清液，5X7 洗 D 次，每孔加

入 6(7S DGG!O，振荡 */23。酶标仪 LLG 3/ 波长测

定吸收值，计算细胞存活率。

!"#"# 基因转染观察 -(:&< 对 89:5$;. 调节 89:5
细胞毒性作用的影响：*A< 细胞培养于含有 DGK小

牛血清的 B5(C DEFG 完全培养基内，培养基中补充

DGG Y0NO 青霉素和 DGG/%NO 链霉素，细胞置于 <UV
含有 LK ’S* 的培养箱内培养。采用 O2!JQ.=1$/23.
基因 转 染 方 法 将 真 核 表 达 质 粒 !7)+,&89:5$;.

（DG!%）和 !"O$%&-(:&<（DG!%）导入生长达到 <GK浓

度的上述细胞中，培养 FZ- 后，[.;1.M3 I#J1 方法验证

转染质粒在细胞中的表达，并按 D \DG 传代培养于 AE
孔培养板中，加入最终浓度为 ! 的 89:5（! 为上面

已证实的 89:5 完全能够杀死细胞的最小浓度），继

续培养 *F -，用 (:: 方法测定细胞存活率。

!"#"$ 重组蛋白体外观察 -(:&< 对 89:5$;. 水解

89:5 反应的影响：

（D）重组蛋白的诱导表达及纯化：参考文献［U］

的方法进行重组质粒 !H?]&F:&*&89:5$;. 及 !H?]&
F:&*&-(:&< 的表达、纯化。对冻干得到的蛋白用 6’
5MJ1.23 ,;;$R 测定浓度，巯基含量用 6:>X 巯基试剂

进行测定［Z］。

（*）-(:&< 在 89:5$;. 水解 89:5 反应中的作

用：称取 <P< /% 制得的重组 89:5$;. 蛋白样品，溶于

<GG!O GPGL/J#NO :M2;&+’#（!+ ZPG）缓冲液中，稀释

DGG 倍，得到的样品蛋白溶液浓度为 GPDD /%N/O；称

取 <PZ /% 制得的 -(:&< 重组蛋白样品，溶于 *GG!O
GPGL/J#NO :M2;&+’#（!+ZPG）缓冲液中，稀释 LG 倍，得

到的样品蛋白溶液浓度为 GP<Z /%N/O。第一实验组

DG 个 ?!!.38JMQ 管平均分为 * 个小组，每小组分别加

入配制的 89:5$;. 蛋白溶液 G、*、F、E、Z!O，同时加

入配制的 -(:&< 蛋白溶液 F!O，其中一小组各管加

D!O 底物，另一小组不加底物作为对照；第二实验

组 Z 个 ?!!.38JMQ 管，每管分别加入配制的 -(:&< 蛋

白溶液 GPL、D、*、F、E 、Z、DG、*G!O，各管加配制的

89:5$;. 蛋白溶液 F!O 和 D!O 底物。用 GPGL/J#NO
的 :M2;&+’# 缓冲液补充至 EG!O，<U^’ 水浴中反应

DG/23，加 双 蒸 水 至 ZGG !O，其 它 步 骤 参 照 文 献

［A，DG］进行测定。

# 结果

#"! %&’( 引起细胞死亡的浓度

进行不同浓度 89:5 致 *A< 细胞死亡的研究。

"2% _D 结果表明，89:5 终浓度在大于 </J#NO 时细胞

死亡开始明显，而在小于 < /J#NO 时细胞死亡不明

显，DF /J#NO 为最小完全杀死细胞的浓度。

图 D 不同浓度 89:5 致细胞死亡的结果

"2%_D B.;0#1 JQ =.##0#$M 8.$1- =$0;.8 IR
82QQ.M.31 =J3=.31M$12J3; JQ 89:5
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图 ! !"# 细胞中 $%&’()* 与 +,&-# 表达的 .*)/*01 234/ 结果

5678! &+* 0*)93/) 4: .*)/*01 234//617 (249/ /+* *;<0*))641
4: $%&’()* (1$ +,&-# 61 !"# =*33!"# =*33) /0(1):*=/*$

>6/+ $%&’()* (1$ +,&-# 7*1*)
,：<04/*61 ?43*=93(0 >*67+/ ?(0@*0（"ABC，DDB!，C#，#E，!FBE，ECBC）；E：

0(/ (1/6-GH >() 9)*$ () /+* (1/624$I :40 .*)/*01 234//617 61 140?(3 !"#
=*33)；!：0(/ (1/6-GH >() 9)*$ () /+* (1/624$I :40 .*)/*01 234//617 61 !"#
=*33) /0(1):*=/*$ >6/+ <JKGH-$%&’()* (1$ <5L(7-+,&-#；#：?49)* (1/6-
53(7 >() 9)*$ () /+* (1/624$I :40 .*)/*01 234//617 61 !"# =*33) /0(1):*=/*$
>6/+ <JKGH-$%&’()* (1$ <5L(7-+,&-#；C：?49)* (1/6-53(7 >() 9)*$ ()
/+* (1/624$I :40 .*)/*01 234//617 61 140?(3 !"# =*33)

!"! 基因转染细胞生长结果

!"!"# 转染质粒在细胞中的表达：转染了 <JKGH-
$%&’()*（EF!7）和 <5L(7-+,&-#（EF!7）的 !"# 细胞裂

解后，分别用抗 5LHM 抗体和抗 GH 抗体进行免疫印

迹，.*)/*01 234/ 结果显示可检测到 GH-$%&’()* 和

5LHM-+,&-# 蛋白，而未转染的细胞则没有对应的条

带（见 567 8!）。

!"!"! 基因转染对细胞生长的影响：显微镜下观

察，结果发现在培养基中加入 EC?43NL $%&’ 的细胞

与没有加入 $%&’ 的正常细胞（见 567 8#(）相比，细胞

几乎全部失去突起，皱缩成球形，细胞透光率下降，

部分细胞破裂（见 567 8#2）；转染了外源基因 <JKGH-
$%&’()*后对细胞形态有所改善，部分细胞保留突

起，破碎细胞减少（见 567 8 #=）；共转染 <JKGH-$%&’-
()* 和 <5L(7-+,&-# 的细胞形态改善更明显，细胞突

起保留增多，破碎细胞更为减少（见 567 8#$）；而转染

<JK-GH 和 <5L(7-+,&-# 的细胞在 EC?43NL $%&’ 的

培养下都失去了突起，皱缩成球形（见 567 8 #*）。结

果初步证明 +,&-# 可以协同 $%&’()* 使细胞产生一

定的对 $%&’ 毒性的调节。

图 # 转染 $%&’()* 与 +,&-# 基因的 !"# 细胞在 $%&’ 中的生长结果

5678# &+* 704>/+ 0*)93/ 4: /+* !"# =*33) /0(1):*=/*$ >6/+ $%&’()* (1$ +,&-# 7*1*)
（(）O40?(3 704>/+ ?(< 4: !"# =*33；（2）P*(/+ ?(< 4: !"# =*33 =(9)*$ 2I $%&’；（=）M04>/+ 4: !"# =*33 /0(1:*=/*$ >6/+ <JKGH-$%&’()* 7*1* 61 $%&’ =93-
/90*；（$）M04>/+ 4: !"# =*33 /0(1:*=/*$ >6/+ <JKGH-$%&’()* (1$ <5L(7-+,&-# 7*1*) 61 $%&’ =93/90*；（*）M04>/+ 4: !"# =*33 /0(1:*=/*$ >6/+ <JK-GH (1$
<5L(7-+,&-# 7*1*) 61 $%&’ =93/90*

,&& 还原测定法测定基因转染后细胞在 $%&’
中的生长抑制情况如 567 8C 所示。

图 C 不同基因转染组细胞存活结果

5678C &+* 704>/+ 0*)93/ 4: =*33) /0(1):*=/*$ >6/+ $6::*0*1/ 7*1*)
(：140?(3 =*33 >6/+ =93/90* ?*$69?；2：140?(3 =*33 =93/90*$ 61 EC ??43N
L $%&’；=：=*33 /0(1):*0*$ >6/+ <JK-GH (1$ <5L(7-+,&-# (1$ =93/90*$
61 EC ??43NL $%&’；$：=*33 /0(1):*0*$ >6/+ <JKGH-$%&’()* (1$ =93-
/90*$ 61 EC ??43NL $%&’；*：=*33 /0(1):*0*$ >6/+ <JKGH-$%&’()* (1$

<5L(7-+,&-# (1$ =93/90*$ 61 EC ??43NL $%&’

!"$ 人 %&’()*+ 与 ,-’.$ 的表达及重组蛋白纯化

Q’&M 诱导表达产物经谷胱甘肽-J*<+(04)* CR 亲

和层析、凝血酶酶切和 J*<+(=0I3 JEFF 纯化后，得到

纯度 "ST以上的人 $%&’()* 和人 ,&-# 蛋白，分子量

分别为 EU@P 和 A@P（567 8S）。

!"/ 重组 ,-’.$蛋白对 %&’()*+ 水解 %&’( 的影响

EF 组样品进行酶反应后所测 !SAS值见表 E、!。

根据表 E 中的数据，计算得到在重组蛋白 +,&-
# 加入反应后，E!L 重组 $%&’()* 在 EF?61（#AVW <G
UBF）内催化 $%&’ 水解产生 "B"A1?43 的焦磷酸，因

此酶的比活为："B"A1?43N（EF?61 X FBEE7NL X E!L）Y
"FDC（1?43·?61Z E·?7Z E ）。与同一批未加入 +,&-#
蛋白 $%&’()* 的酶比活（A"U!1?43·?61Z E·?7Z E ）相

比［EE］，发现 $%&’()* 的比活有所上升，表明 +,&-# 对

$%&’()* 水解 $%&’ 的活性有一定的增强作用。

E"## 期 陈巧林等：金属硫蛋白-# 对 $%&’()* 调节 $%&’ 细胞毒性作用的影响



图 ! "#$%&’( 和 )*$+, 纯化蛋白的 -.-+%/01 电泳图

2345! -.-+%/01（6!7）’)893:4 ;<=3>3?&@38:
8> "#$%&’( &:" )<A&: *$+,

6：;=8@(3: A8B(?<B&= 9(34)@ A&=C(=（DEFG，HHFI，G,，,6，IJF6，6GFGC.）；

I：;<=3>3(" "#$%&’( ;=8@(3:；,：;<=3>3(" )<A&: *$+, ;=8@(3:

表 ! 重组蛋白 "#$%& 与 ’($)*+, 加入

酶反应中 -.-/0 下测得的吸收值

$*12, ! 31+451,/67 48 9", 5,*69:;:97 <:9"

5,6401:/,’ "#$%& */’ ’($)*+, *9 -.- /0

$<K( :<AK(= "#$%&’(L!4 )*$+,L!4 !!E! %%3 L:A8B
6 J 6F!I J J
I JFII 6F!I JFJE! IJFJ6
, JFGG 6F!I JF6GM ,DFDH
G JFHH 6F!I JFII6 !DFME
! JFMM 6F!I JFID! EMFE!

表 = 不同浓度重组蛋白 "#$%& 加入 ’($)*+,
酶反应中 -.-/0 下测得的吸收值

$*12, = 31+451,/67 48 9", ’($)*+, <:9" ’:88,5,/9

64/6,/95*9:4/ 5,6401:/,’ "#$%& *9 -.- /0

$<K( :<AKB( "#$%&’(L!4 )*$+,L!4 !!E! %%3 L:A8B
6 JFGG JF6D JF6IM ,GF6J
I JFGG JF,M JF6,6 ,!FJ!
, JFGG JFEH JF6,H ,HF,G
G JFGG 6F!I JF6GM ,DFDH
! JFGG IFIM JF6!6 GJF6D
H JFGG ,FJG JF6!I GJFG!
E JFGG ,FMJ JF6!I GJFGH
M JFGG EFHJ JF6!, GJFGM

根据表 I 中的数据，可以计算得到不同重组蛋

白 )*$+, 浓度加入反应后，重组 "#$%&’( 的酶比活

数值。可 以 看 出 在 重 组 蛋 白 )*$+, 加 入 量 小 于

6F!I!4 时，"#$%&’( 的酶活性随着 )*$+, 加入量的

增多而上升，但当加入量大于 6F!I!4 时酶比活基

本没 有 影 响。表 明 在 一 定 范 围 内，"#$%&’( 水 解

"#$% 的活性对 )*$+, 的加入浓度有一定的依赖性。

& 讨论

在通过 $- 抑制剂和二氢叶酸还原酶（.N2O）介

入的致细胞死亡的分子机制中，不正常的 "#$% 代

谢起着很重要的作用［6］，同时大量的研究表明，化疗

中 "#$% 对正常组织细胞产生的损伤也很大，这一

直是困扰肿瘤治疗的难题。"#$%&’( 作为 "#$% 浓

度调节的关键因素，许多事实显示该酶的表达对 $-
抑制剂产生的细胞毒性起关键调节作用。P&:A&:
和其合作者证明在人的某些组织细胞中，提高 "#$%+
&’(的水平能增加对癌症化疗药物 !Q+氟脱氧尿苷

（2#"O，一 种 $- 抑 制 剂）的 抵 抗 力［6I］。R(’B3( /5
%&=’(B’ 等人［6,］首先报道了大肠杆菌 "#$%&’(（"<@1）

的表达可以使 N$ID 细胞免受 !Q+2"#=" 引起的 .S/
碎片 和 细 胞 毒 性，进 一 步 又 研 究 了 "<@1 在 一 个

N$ID 纯系中的表达能力会影响 2"#=" 和其它 $- 抑

制剂对正常细胞的作用。

已经证明［6G］"#$%&’( 可以调节 "#$% 对细胞的

毒性作用，"#$%&’( 就成为肿瘤化疗中的靶子。对

于肿瘤细胞，希望减少 "#$%&’( 的表达来提高化疗

药物的肿瘤杀伤作用；而对正常细胞而言，则需要增

加 "#$%&’( 的表达来提高对 "#$% 毒性的耐受。在

同一机体中，这是一个矛盾的过程，于是只有寻找

"#$%&’( 的拮抗剂和其它成分，通过对这些成分的

制约来影响 "#$%&’( 在不同组织中发挥不同的作

用。

*$+, 是金属硫蛋白家族的一员，它在氨基酸序

列、高级结构、金属结合性质上都类似于哺乳动物组

织中的其它 *$’。同时，*$’ 家族中只有 *$+, 具有

明确的神经生长抑制作用，但体外神经细胞培养实

验表明 *$+, 神经生长抑制活性的发挥，必须依赖

培养体系中加入一定量的脑提取物；如果不存在脑

提取物，*$+, 将与其它 *$’ 一样表现对神经元存活

的刺激效应［6!］。因此，*$+, 并不具有直接的神经元

生长抑制活性，而是绝对依赖于脑提取物。推测脑

提取物中存在某种因子，*$+, 通过蛋白相互作用，

或者激活某种未知抑制因子，或者抑制某些神经营

养因子的活性，从而抑制神经细胞轴突的生长。在

/. 病中，由于 *$+, 水平显著下降，影响了分子相

互作用，从而影响了大脑的正常生理功能，造成 /.
病变。如果能够筛选出这种未知因子，将有可能探

明 /. 病的分子机理。

我们的实验已经证明 "#$%&’( 可以与 )*$+, 特

异性相互作用，并且在脑中协同 )*$+, 对神经细胞
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生长产生抑制作用。本文则通过基因转染和体外生

化实验等手段，初步证明了 !"#$% 可以协同 &’#()*+
减弱 &’#( 对正常细胞的损伤，为进一步加强化疗

药物针对肿瘤组织的特定作用以及减少对正常组织

的损伤这一医学问题提供了有效思路。
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