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摘  要: 放疗是治疗肿瘤的最常用手段之一，为寻找能够保护肿瘤组织周边正常细胞的放疗保护剂，通过原

核表达质粒的构建，利用大肠杆菌 BL21 (DE3) 诱导并成功表达出人隐花色素蛋白Ⅰ (hCRY1)。采用包涵体

溶解、梯度透析复性、镍柱亲和纯化以及超滤浓缩的蛋白纯化工艺，1 L 菌液可收获 10−15 mg 纯度超过 95%

的 hCRY1。在 HaCaT 细胞中通过细胞 DNA 损伤修复中所产生的 H2A.X foci 荧光强度的定量检测，验证了纯

化所得的 hCRY1具有射线损伤防护功能；通过对经过 hCRY1以及对照蛋白处理后的细胞凋亡情况的检测排除

了 hCRY1 的毒副作用对 H2A.X foci 荧光强度的影响。这些为进一步研究 hCRY1 提供了便利条件，也为将

hCRY1 开发成为新的放疗保护剂提供了理论基础。 

关键词: 生物节律，包涵体，梯度透析，镍柱亲和纯化，DNA 损伤，HaCaT，H2A.X foci，免疫荧光 

生物技术与方法
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Abstract:  Radiotherapy is a treatment for cancer with undesired by-effects. In order to develop a new radiation protective 

agent that could reduce the by-effects, we tried to express and purify human cryptochrome 1 (hCRY1). The coding 

sequence of hCRY1 was inserted into prokaryotic expression plasmid pET28a(+), and this protein was purified from 

Escherichia coli BL21(DE3) after IPTG induction, ultrasonication, inclusion body dissolution, gradient dialysis, nickel 

column purification and ultrafiltration. The yield of hCRY1 in 1 L E. coli culture (LB medium) was about 10−15 mg. The 

radiation protective efficiency of hCRY1 was monitored by detecting X-ray-induced H2A.X foci in HaCaT cells. The 

results of immunofluorescence show that hCRY1 significantly reduces X-ray stimulated DNA damage response. The 

apoptosis of HaCaT cell was also detected, and the repression of H2A.X foci formation was not due to hCRY1’s cytotoxity. 

All these data suggest a potential application of recombinant hCRY1 as a protective agent for radiotherapy. 

Keywords:  biological rhythm, inclusion bodies, gradient dialysis, Ni-NTA, DNA damage, HaCaT, H2A.X foci, 

immunofluorescence 

癌症是人类健康的最大敌人之一。在癌症

的临床治疗中，手术、放疗及化疗是 3 种最主

要的治疗方法，其中放疗的适应症最为广泛，

70%以上的恶性肿瘤患者在其治疗的某个阶段

都需要接受放疗。放射治疗的目的是最大限度

地将放射剂量集中到病变区，杀灭肿瘤细胞，

而周围正常组织或器官则需要尽量少受不必要

的照射。然而无论是传统放疗技术还是现代精

确放疗技术，都不能做到在治疗肿瘤的同时完

全保护正常组织。因此，寻找一些尽可能地保

护正常皮肤、组织、器官的方法就成为了放疗

过程中减轻患者痛苦、提高治疗效果的关键所

在。为此我们开展了人隐花色素蛋白Ⅰ (hCRY1) 

的纯化及射线防护功能的研究，旨在寻找新的放

疗保护剂材料，希望能为肿瘤患者带来一些   

福音。 

现代时间生物学认为，在自然界中从单细

胞动物到高等生物，所有生命活动均存在着按

照一定规律运行的、周期性的生命活动现象。

经过大量的实验研究证明，这种生命活动现象

是明显的节律性活动，称为生物节律。1993 年

Ahmad 等 [1]发现的隐花色素 (CRY) 就是目前
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人们所发现的生物节律蛋白之一。隐花色素是

一种能够感受蓝光和近紫外光  (330390 nm) 

的受体，在几乎所有种类的植物中都有所发  

现[2-3]，同时在昆虫、哺乳动物中都有编码隐花

色素的同源基因[4-5]。不同种类的隐花色素都是

由接受光信号的生色团和应答光信号的脱辅基

蛋白组成。脱辅基蛋白部分共有两个结构域[4-6]，

其中位于 N端的 PHR结构域是高度保守的，该

结构域与光裂解酶十分相似，是生色团的结合

区域，但其却并不具有光裂解酶活性[7]；而 C端

的 DAS 结构域则是一个在不同物种中长度变化

较大的非保守区域，一般负责信号的输出[8-10]。 

迄今为止，动物体内所发现的隐花色素主

要有 CRY1 和 CRY2 两种[11]，它们与光裂解酶

家族共同调节生物体对于紫外线和蓝光小剂量

照射的适应性反应，参与 DNA光修复的调控，

并与动物的生长、发育、磁感知及生理节律等

均有着密切的联系[12-15]。 

CRY1 在动物体内参与多种光依赖型转录

抑制，它能够与 BamL1/CLOCK 蛋白二聚体、

Per1、Per2 等节律相关蛋白直接作用，并在节

律性生理周期中直接起负调控作用[16]。一般情

况下，动物胞质内的 CRY1 与 Per2 的稳定性及

转运密切相关，而核内的 CRY1 则通过直接抑

制 BamL1/CLOCK蛋白二聚体和 Per1的活性来

抑制 Per2的转录[17-18]。hCRY1在人体内参与转

录调控、DNA损伤修复等多种生理过程[19-23]。

最近的研究结果表明，CRY1 与动物及人类的多

种损伤、疾病以及生物节律失调均密切相关[24-28]。 

由于 hCRY1的天然状态含量低，分离获得

大量的天然产物十分困难。而多肽合成成本过

高，缺乏作为药物生产的应用前景。迄今为止，

国内外亦无文献报道过 hCRY1蛋白的原核表达

纯化方法。因此本研究探寻了一套原核表达纯

化 hCRY1的技术路线，通过构建其原核表达载

体 pET28a(+)-hCRY1，在 E. coli BL21 (DE3) 中

表达，并分离纯化出较高纯度的重组蛋白，为

进一步研究 hCRY1提供了便利条件。 

另外，我们在人永生化表皮细胞 HaCaT 细

胞株中检测了纯化后的 hCRY1的射线损伤防护

功能。紫外、X-ray等射线照射会导致细胞中的

DNA 双链断裂，进而诱导细胞产生在 DNA 双

链断裂修复过程中起重要作用的 H2A.X 

foci[29-31]。因此本研究通过对细胞内 H2A.X foci

的免疫荧光观察和荧光强度量化来检测细胞的

损伤程度，证实了纯化所得的 hCRY1在放射损

伤防护中的功能，为将 hCRY1开发成为新的放

疗保护剂提供了理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株、质粒和细胞 

大肠杆菌 Escherichia coli BL21 (DE3)、

Escherichia coli DH5α和质粒 pcDNA3.1-hCRY1

由本实验室保存；表达载体 pET28a(+) 购自美

国 Invitrogen公司；HaCaT细胞株由中国疾病预

防控制中心白雪涛老师与段招军老师馈赠。 

1.1.2  工具酶、抗体和试剂 

限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、Taq 酶等

工具酶和 DNA marker购自大连 TaKaRa生物工

程有限公司；蛋白质 marker 购自美国 Thermo

公司；兔抗 Phospho-Histone H2A.X抗体购自美

国 Cell Signaling公司；小鼠抗 His抗体、HRP

标记山羊抗鼠 IgG抗体、山羊抗兔 IgG/FITC抗

体购自北京中杉金桥生物技术有限公司；PCR

产物纯化试剂盒和质粒小提试剂盒购自北京天
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根生化科技有限公司；Bradford蛋白含量检测试

剂盒和 Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒购

自南京凯基生物发展有限公司；酵母粉和蛋白

胨购自英国 OXOID 公司；DMEM 培养基和胎

牛血清购自美国 GIBCO 公司；1 mL Ni-NTA 

His·Bind Resin纯化树脂购自上海七海复泰生物

科技有限公司；其他化学试剂均为国产或进口

分析纯。 

1.2  原核表达质粒的构建 

根 据 hCRY1 的 编 码 区 序 列  (NCBI 

Reference Sequence: NM_004075.4) 设计特异性

引物，引物由北京奥科鼎盛公司合成 (表 1)。

以 实 验 室 保 存 的 hCRY1 真 核 表 达 质 粒

pcDNA3.1-hCRY1 为模板，以 hCRY1-FW 为上

游引物，以 hCRY1-RV 为下游引物进行 PCR，

扩增出编码 hCRY1 的 DNA 片段。PCR 产物经

1%琼脂糖凝胶电泳检测后，回收目的条带。用

限制性内切酶XhoⅠ与BamHⅠ酶切目的片段与

原核表达载体 pET28a(+)，然后用 T4 DNA连接

酶连接带有粘性末端的载体与片段。将连接后

的质粒转入 E. coli DH5α，提取质粒进行酶切检

测并将质粒送至北京睿博新科公司进行核苷酸

测序，酶切检测与测序正确的重组质粒命名为

pET28a(+)-hCRY1。 

 
表 1  扩增目的基因 hCRY1 的引物 

Table 1  PCR primers for amplification of target 
gene hCRY1 

Primer name Primer sequence (5–3) Size (bp)

hCRY1-FW 
(Forward) 

ATACTCGAGGTCGGCTAT
GAGCCGGAG 

27 

hCRY1-RV 
(Reverse) 

CACGGATCCCTGATTCCT
CCTGAATGT 

27 

The base sequences underlined are the restriction sites. 

1.3  重组蛋白的诱导表达 

取 2 μL重组质粒 pET28a(+)-hCRY1转化感

受态细胞 E. coli BL21 (DE3) 并涂板。次日挑单

菌落接入 20 mL含 50 mg/L卡那霉素的 LB培养

基中摇菌过夜，后以 1∶100 的比例转接到 1 L

新鲜的含 50 mg/L卡那霉素的 LB培养基中。于

37 ℃、200 r/min摇菌至菌液 OD600约为 0.6后，

加入 1 mmol/L 诱导剂异丙基硫代半乳糖苷

(IPTG)，24 ℃、200 r/min诱导 6 h后离心收菌。 

1.4  重 组 蛋 白 的 SDS-PAGE 、 Western 

blotting 分析及质谱鉴定 

对所收菌体进行超声破碎。从未诱导对照、

破碎上清和破碎沉淀中各取 50 μL 样品进行

SDS-PAGE凝胶电泳并用考马斯亮蓝 G250进行

染色。分别取上述样品进行 Western blotting分

析，使用一抗为：小鼠抗 His 抗体；使用二抗

为：HRP 标记山羊抗鼠 IgG 抗体。用凝胶成像

系统对 Western blotting显影结果拍照并保存。

将考马斯亮蓝 G250 染色后的符合预期大小的

目标条带从凝胶中切下，由中国科学院微生物

研究所仪器中心完成质谱鉴定与比对工作。 

1.5  重组蛋白的分离纯化 

1.5.1  包涵体洗涤和溶解 

洗涤液配方：50 mmol/L Tris-base，0.5 mmol/L

乙二胺四乙酸 (EDTA)，50 mmol/L NaCl，1% 

Triton X-100，2 mol/L尿素，用 NaOH调节 pH

至 8.0。 

溶解液配方：50 mmol/L Tris-base，0.5 mmol/L 

EDTA，50 mmol/L NaCl，8 mol/L尿素，1 mmol/L

苯甲基磺酰氟  (PMSF)，用 NaOH 调节 pH    

至 8.0。 

用 20 mL 新配置的洗涤液洗涤包涵体后离
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心保留沉淀。于洗涤后的沉淀中加入 20 mL新

配置的溶解液进行超声破碎助溶，破碎时间设

置为工作 5 s，停歇 10 s，30个循环，破碎功率

200 W，破碎完毕后摇床溶解 2 h。溶解完毕后

离心并保留上清，沉淀则再用适量溶解液重复

上述步骤溶解，直至沉淀体积不再明显减少。 

1.5.2  梯度透析复性 

复性液配方： 100 mmol/L Tris-base，     

400 mmol/L 精氨酸，2 mol/L 尿素，5 mmol/L 

EDTA，5 mmol/L还原型谷胱甘肽，0.5 mmol/L

氧化型谷胱甘肽，用 NaOH调节 pH至 8.0。 

上样缓冲液配方：50 mmol/L Tris-base，   

50 mmol/L NaCl，用 NaOH调节 pH至 8.0。 

将蛋白溶液装入截流分子量为 10 kDa的透

析袋中，用 2 L 含 6 mol/L 尿素，50 mmol/L 

Tris-base，50 mmol/L NaCl的透析液透析，透析

需要在 4 ℃环境室中进行并保持磁力搅拌。次

日每隔 2 h向透析液中加入适量上样缓冲液，直

至透析液中尿素终浓度为 3 mol/L (即总体积为

4 L)，并再次于 4 ℃环境室中搅拌透析过夜。将

装有蛋白溶液的透析袋从之前的透析液移至  

4 L复性液中，于环境室中搅拌透析 24 h。此后

再将装有蛋白溶液的透析袋移入 2 L 上样缓冲

液中并在 4 ℃环境室中搅拌透析，直到透析袋

内有明显的白色絮状析出且数量不再增多 (约

24−48 h)。 

1.5.3  Ni-NTA 亲和纯化 

将透析后的蛋白液离心并保留上清。用截

流分子量为 10 kDa 的超滤管将上清液浓缩至 

20 mL。于 4 ℃环境室中上样于预先用上样缓冲

液平衡好的 1 mL Ni-NTA His·Bind Resin纯化树

脂中，分别使用 10 mL含 50 mmol/L和 300 mmol/L

咪唑的上样缓冲液洗脱杂蛋白和目标蛋白。 

1.5.4  超滤浓缩 

将Ni-NTA亲和纯化所得的 10 mL蛋白洗脱

缓冲液用上样缓冲液稀释 10倍，再用截流分子

量为 10 kDa的超滤管浓缩至原体积，重复 3次，

以去除洗脱缓冲液中咪唑，最后将蛋白溶液浓

缩至 5 mL。 

1.6  蛋白功能验证 

1.6.1  DNA损伤诱导 

取超滤浓缩后的 hCRY1 蛋白溶液稀释至 

500 μg/mL以作备用，同时用 300 mmol/L咪唑

配制 500 μg/mL 牛血清白蛋白，经 Ni-NTA 亲

和纯化树脂上样流出以及与 hCRY1样品完全相

同的超滤浓缩后作为对照 (cBSA)。用 cBSA稀

释 hCRY1溶液至不同浓度来设立浓度梯度。 

HaCaT细胞用含 10%胎牛血清的 DMEM培

养基，在 5% CO2,、37 ℃、饱和湿度下传代培

养。将生长良好的 HaCaT细胞接种于含玻片的

6孔板内，培养至约 80%−90%细胞密度时换液，

3 h后分别将不同浓度的 hCRY1与 cBSA加入细

胞培养液，使每个孔内的蛋白终浓度为     

250 μg/mL。之后立刻将每组细胞置于 X-ray照

射机内进行照射，剂量为 1.132 Gy/min，照射时

间 530 s，总剂量约为 10 Gy。照射之后立刻将

细胞培养液均换回含 10%胎牛血清的 DMEM，

继续培养 45 min后收获细胞爬片。 

1.6.2  免疫荧光检验 

对 HaCaT 细胞爬片进行免疫荧光染色，使

用一抗为：兔抗 Phospho-Histone H2A.X抗体；

使用二抗为：山羊抗兔 IgG/FITC。封片后用激

光共聚焦显微镜观察每组细胞内 H2A.X foci亮

度，在完全相同的拍摄条件下每片分别选取   

5个不同视野统计平均荧光强度。 
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1.6.3  细胞凋亡检验 

将生长良好的 HaCaT 细胞接种于 3 组 12

孔板中，向每组 12 孔板细胞中分别加入     

250 μg/mL hCRY1， 250 μg/mL cBSA 以及     

20 ng/mL凋亡诱导剂 TNF-α[32]，分别于不同时

间点与未加任何蛋白的阴性对照组细胞一起检

测细胞凋亡情况，每组细胞、每个时间点检测  

3个复孔。每组复孔细胞用细胞凋亡检测试剂盒

对细胞进行双染后用流式细胞仪进行统计分析

并根据凋亡细胞百分比绘制曲线图。 

2  结果与分析 

2.1  pET28a(+)-hCRY1 的构建 

我们对目标片段的 PCR 条件进行了探索，

其中最适宜的条件为：94 ℃预变性 3 min，32

个扩增循环 (94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，

72 ℃延伸 2 min)，72 ℃延伸 10 min。用琼脂糖

凝胶电泳对 PCR扩增产物进行检测，得到大小

约为 1 800 bp的 hCRY1条带 (图 1)，证实目的

片段已成功扩增。酶切检测连接产物，可得到

大小约为 1 800 bp的 hCRY1片段条带和大小约

为 5 300 bp的载体 pET28a(+)条带 (图 2)。构建

质粒的核苷酸测序以及 NCBI 数据库比对结果 

(表 2) 均证实原核表达质粒 pET28a(+)-hCRY1构

建成功。 

 
 

图 1  hCRY1 目的片段 PCR 产物的鉴定 

Fig. 1  AGE analysis of the PCR product. M: DNA 
marker; 1: PCR product. 

 

 
 

图 2  重组质粒 pET28a(+)-hCRY1 酶切鉴定 

Fig. 2  AGE analysis of the digested pET28a(+)- 
hCRY1 plasmid. M: DNA marker; 1: digested plasmid.  

表 2  重组质粒 pET28a(+)-hCRY1 的核苷酸测序比对结果 

Table 2  Result of nucleotide BLAST for prokaryotic expression plasmid pET28a(+)-hCRY1 

Description Features Max score
Total 
score 

Query 
cover (%)

E value 
Identities 

(%) 
Accession No.

Homo sapiens chromosome 12, 
alternate assembly CHM1_1.1 

Cryptochrome-1 346 1 788 86 5e-92 100 NC_018923.2

Homo sapiens chromosome 12, 
alternate assembly HuRef 

Cryptochrome-1 346 1 788 86 5e-92 100 AC_000144.1

Homo sapiens chromosome 12, 
GRCh38 primary assembly 

Cryptochrome-1 346 1 793 86 5e-92 100 NC_000012.12

The sequences were BLAST on http://blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. 
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2.2  重组蛋白的鉴定 

菌体破碎后上清与沉淀分别用 SDS-PAGE

分析并用考马斯亮蓝 G250染色，沉淀中出现明

显的 hCRY1 条带 (图 3A)，证明大部分目的蛋

白以包涵体的形式表达。Western blotting 结果

与考马斯亮蓝染色结果一致 (图 3B)。质谱鉴定

以及与 NCBI数据库比对结果证实该蛋白确实为

hCRY1 (NCBI Reference Sequence: NP_004066.1) 

(图 4)。 

2.3  重组蛋白的纯化结果 

将镍柱纯化前蛋白溶液样品与镍柱纯化过

程中收集的流穿液、洗杂缓冲液、洗脱缓冲液

共同进行 SDS-PAGE 电泳，经考马斯亮蓝染色

后可见杂蛋白已被显著去除 (图 5)；分别将超

滤浓缩前后样品进行 SDS-PAGE 电泳和考马斯

亮蓝染色，可见蛋白样品浓度进一步提高    

(图 6)。 

用 Bradford 蛋白含量检测试剂盒测量每个

步骤中的总蛋白含量，测量目标蛋白条带与总

条带的灰度值之比以计算目标蛋白纯度，总结

蛋白纯化表 (表 3)。最终可从 1 L 菌液中提取

12.5 mg纯度约为 95.1%的 hCRY1。 
 

 
 

 
 

图 3  破碎样品的 SDS-PAGE 电泳 (A) 和 Western 

blotting 检测 (B) 

Fig. 3  SDS-PAGE (A) and Western blotting (B) 
analysis of the E. coli lysates. M: protein marker;     
1: uninduced lysates; 2: supernatant of the induced 
lysates after ultrasonication; 3: precipitant of the 
induced lysates after ultrasonication.  

 

 

 
图 4  重组蛋白的质谱鉴定结果 

Fig. 4  The result of mass spectrometer analysis. The amino acid sequences matched with hCRY1 were shown in red.  
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图 5  Ni-NTA 亲和纯化前后样品的 SDS-PAGE 电泳

检测 

Fig. 5  SDS-PAGE analysis of hCRY1 purified using 
the Ni-NTA His·Bind Resin. M: protein marker;      
1: column load; 2: load flowthrough; 3: 50 mmol/L 
imidazole wash; 4: 300 mmol/L imidazole wash. 
 

 
 

图 6  超滤浓缩前后样品的 SDS-PAGE 电泳检测 

Fig. 6  SDS-PAGE analysis of the proteins before and 
after ultrafiltration. M: protein marker; 1: hCRY1 
before ultrafiltration; 2: hCRY1 after ultrafiltration. 

 

2.4  重组蛋白的射线防护功能检测 

将 hCRY1分别以 0、10 μg/mL、50 μg/mL、

250 μg/mL的浓度加入细胞培养基中，10 Gy总

剂量 X-ray 照射后孵育兔抗 Phospho-Histone 

H2A.X 抗体并制片观察，在完全相同的观察条

件下，可见未经 X-ray 照射的对照组细胞中的

H2A.X foci 荧光强度明显弱于经过 X-ray 照射

的实验组细胞；当细胞培养基中的 hCRY1浓度

达到 50 μg/mL 时，实验组细胞内 H2A.X foci

的荧光强度明显降低 (图 7)。在每个细胞爬片

中随机选取 5 个视野，将荧光强度量化并进行

统计学分析 (图 8)，分析结论表明该结果具有

统计学意义。 

用细胞凋亡检测试剂盒分别检测 hCRY1、

cBSA 以及阳性对照 TNF-α 在 0、8、16、24 h

等不同时间点对 HaCaT 细胞凋亡及坏死的影

响，结果表明处理 24 h之后，无论是 hCRY1还

是 cBSA都不会引起细胞凋亡，而阳性对照诱导

剂 TNF-α 则可以明显诱导细胞凋亡 (图 9)。

cBSA 的阴性结果可以排除蛋白内小分子杂质

的毒性作用对免疫荧光实验结果的影响；

hCRY1 的阴性结果则可以排除蛋白本身毒性以

及 6×His tag 的毒性对免疫荧光实验结果的   

影响。 

 
表 3  从 1 L 菌液中分离纯化 hCRY1 的蛋白纯化表 

Table 3  Summary of hCRY1 purification from 1 L 
LB culture 

Step 
Total proteina 

(mg) 
hCRY1 

(mg) 
Yieldb 

(%)
Purityc 

(%)

Gradient dialysis 123.2 57.2  46.4

Ni-NTA 
purification 

13.7 12.7 22.2 92.7

Ultrafiltration 
replacement 

12.5 11.9 93.8 95.1

a Total amount of proteins was determined by Bradford 
protein assay kit. b Yield was calculated by dividing the 
amount of hCRY1 obtained after every step by the amount 
in previous step. c Purity was estimated from the scanned 
gel by measuring the band of hCRY1 as a fraction of all 
bands. 
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图 7  HaCaT 细胞中的 hCRY1 射线损伤防护功能检测 

Fig. 7  The radiation protective efficiency of hCRY1 was monitored in HaCaT cells. Upper panel was X-ray 
untreated control correspond to indicated concentration; lower panel was 10 Gy X-ray treated sample. 

 
 

 
 

图 8  HaCaT 细胞中 H2A.X foci 的相对荧光强度 

Fig. 8  The relative fluorescence intensity of H2A.X 
foci in HaCaT cells after treatment with different dose 
of hCRY1 (** P<0.05 and *** P<0.001). 

 

 
图 9  HaCaT 细胞凋亡检测 

Fig. 9  Detection of apoptosis in HaCaT cells at 
different time points following treatment with the 
proteins as indicated. 
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3  讨论 

目前，大肠杆菌表达系统广泛用于重组蛋

白的生产，其优点是表达水平较高、操作简单。

因此本研究选用 pET28a(+) 作为表达载体，通

过上述原核表达纯化方法，1 L 菌液可收获

hCRY1 10−15 mg，产率远高于目前已知的其他

方法，而由于该原核表达纯化方法所需要的培

养基及后续纯化原料相对廉价，成本经计算远

低于真核表达纯化方法和化学合成多肽方法。

在大规模生产应用中，该方法提供了复性原料

进行重复利用的可能性，这也将极大地降低成

本。另外此方法操作过程简单，容错率高，操

作人员不需要大量的专业知识即可进行生产  

工作。 

我们在研究中曾尝试通过降低诱导温度和

转速使蛋白可溶性表达，但效果均不理想。我

们也探索了诱导时间和 IPTG 浓度对诱导效果

的影响，发现当诱导时间超过 4 h，IPTG 浓度

达到 0.5 mmol/L时，诱导效果相差甚微。因此

我们最终选择了效果相对较好且较为常用的 6 h

的诱导时间和 1 mmol/L的 IPTG浓度。从工业

生产的角度说，这提供了一个节约成本的可能性。 

在没有超声助溶的情况下，hCRY1 包涵体

的溶解过程是非常缓慢的，因此我们使用较小

功率的超声破碎来辅助包涵体的溶解。我们曾

使用传统的包涵体复性方法  (将蛋白液加入

500 mL复性液中，再用浓缩杯及超滤管浓缩至

5 mL左右的较小体积)，但是目标蛋白的损失非

常严重，1 L 菌液最终收获的目标蛋白不足    

2 mg，因此我们使用梯度透析复性法来完成包

涵体的复性。梯度透析复性中所使用的蛋白复

性液可回收使用 3−5 次，这又是一个潜在的工

业生产上节约成本的空间。在使用上样缓冲液

进行透析的过程中，会有大量絮状蛋白析出，

SDS-PAGE 分析表明这些蛋白 90%都是大小约

为 35 kDa的杂蛋白，因此这种析出对于 hCRY1

的纯化是极其有利的。超过 60%的杂蛋白会在

梯度透析的过程中被去除。 

由于目标蛋白携带有 6×His tag，因此我们

选择 Ni-NTA His·Bind Resin纯化树脂来实现杂

蛋白的去除。在多次纯化的过程中我们发现，

再生后首次使用的镍柱往往吸附蛋白的特异性

较差，而第 23 次使用时能够达到最理想的目

标蛋白特异性吸附效果。当纯化树脂重复使用

57次之后，载量则会明显下降，此时需要按照

说明书对纯化树脂进行再生。 

目前市场上常见的放疗保护剂主要以口服

类和注射类药物为主，药物成分往往是亲质子

含硫化合物类物质，其中最常见的两种是氨磷

汀和还原型谷胱甘肽[33-34]。而 hCRY1作为色素

类放疗保护剂，有可能成为一种新型的药物。

考虑到通过皮肤涂抹进行给药的可能性，我们

使用人永生化角质形成细胞 HaCaT 进行蛋白的

体外功能验证。细胞的 DNA 损伤实验表明了

hCRY1 确实能够使细胞受到的射线损伤明显减

少，由于对照蛋白 cBSA中添加了 300 mmol咪

唑并进行了与 hCRY1完全相同的处理，基本可

以排除蛋白中其他小分子杂质对实验结果的影

响；而细胞凋亡的检测结果则排除了蛋白本身

以及 6×His tag的毒副作用对实验结果的影响。

由于我们的 X-ray 照射实验是在加入蛋白溶液

后立刻进行的，也可以排除 hCRY1胞内作用的

影响。因此我们认为 hCRY1具有吸收射线并减

少细胞损伤的功能，具备开发成为放疗保护剂

的潜力。 
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