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人硫氧还蛋白１多克隆抗体制备及
对内毒素血症新生大鼠的保护作用

赵海燕１　陈红武１　钱新华１　胡旭初２

（１．南方医科大学南方医院新生儿科，广东 广州　５１０５１５；
２．中山大学中山医学院寄生虫学教研室，广东 广州　５１００８０）

　　［摘　要］　目的　克隆人硫氧还蛋白１（ｈＴｒｘ１）基因并在大肠杆菌表达体系中进行有效表达，制备其多克隆
抗体。初步探讨ｈＴｒｘ１对内毒素血症新生ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠的保护作用。方法　 从人胎肝细胞中用 ＲＴ
ＰＣＲ的方法得到了ｈＴｒｘ１全长基因，将它克隆到原核表达载体上，在大肠杆菌诱导表达并纯化，纯化的蛋白免疫
ＳＤ大鼠，制备多克隆抗体。将新生ＳＤ大鼠分为正常组、脂多糖 （ＬＰＳ）组和ｈＴｒｘ１组（ｎ＝１２）。正常组、ＬＰＳ组分
别予以腹腔注射生理盐水、ＬＰＳ（５ｍｇ／ｋｇ）；ｈＴｒｘ１组于ＬＰＳ注射前３０ｍｉｎ腹腔注射ｈＴｒｘ１（１０ｍｇ／ｋｇ）。观察正常
组、ＬＰＳ组与ｈＴｒｘ１组新生大鼠２４ｈ死亡率。结果　 成功构建ＰＥＴ２８ａｈＴｒｘ１原核表达载体，表达纯化了ｈＴｒｘ１，
获得高效价多克隆抗体。正常组、ＬＰＳ组与 ｈＴｒｘ１组大鼠 ２４ｈ的死亡率分别是 ０、６７％、１７％（χ２＝１４．４００，
Ｐ＜０．０１）。结论　成功制备了ｈＴｒｘ１多克隆抗体；初步证明了该蛋白对内毒素血症新生ＳＤ大鼠具有保护作用。

［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（１０）：８３７－８４１］
［关　键　词］　人硫氧还蛋白１；原核表达；重组蛋白；多克隆抗体；内毒素血症；大鼠
［中图分类号］　Ｒ－３３　　［文献标识码］　Ａ　　［文章编号］　１００８－８８３０（２０１１）１０－０８３７－０５

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ１ａｎｄｉｔｓｐｒｏ
ｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｎｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓｗｉｔｈｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａ
ＺＨＡＯＨａｉＹａｎ，ＣＨＥＮＨｏｎｇＷｕ，ＱＩＡＮＸｉｎＨｕａ，ＨＵＸｕＣｈｕ．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｏｎａｔｏｌｏｇｙ，ＮａｎｆａｎｇＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＳｏｕｔｈｅｒｎ
ＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１０５１５，Ｃｈｉｎａ（ＣｈｅｎＨＷ，Ｅｍａｉｌ：ｄｒｃｈｅｎｈｏｎｇｗｕ＠１６３．ｃｏｍ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｃｌｏｎｅｔｈｅｇｅｎｅｈｕｍａｎｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ１（ｈＴｒｘ１）ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｉｔｓｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅＥ．ｃｏｌｉｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍａｎｄｔｏｏｂｔａｉｎｉｔｓｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ，ａｎｄｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈＴｒｘ１ｏｎｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓｗｉｔｈｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｃＤＮＡｅｎｃｏｄｉｎｇｈＴｒｘ１ｆｒｏｍｆｅｔａｌｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓｗａｓｉｓｏｌａｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ．ＴｈｅｈＴｒｘ１ｗａｓｃｌｏｎｅｄｔｏｔｈｅｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄＰＥＴ２８ａｔｏｉｎｄｕｃｅｉｔｓｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＥ．ｃｏｌｉｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍ．ＴｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｈＴｒｘ１ｗａｓ
ｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｏｒａｔｓｔｏｐｒｅｐａｒｅｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ．ＮｅｗｂｏｒｎＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙａｓｓｉｇｎｅｄｔｏｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ：
ｃｏｎｔｒｏｌ，ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＬＰＳ）ａｎｄｈＴｒｘ１（ｎ＝１２ｅａｃｈ）．ＴｈｅｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｔｈｅＬＰＳｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ
ｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅａｎｄＬＰＳ（５ｍｇ／ｋｇ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｈＴｒｘ１ｇｒｏｕｐｒｅｃｅｉｖｅｄａｎｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ
ｈＴｒｘ１（１０ｍｇ／ｋｇ）３０ｍｉｎｕｔｅｓｂｅｆｏｒｅＬＰＳｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅ２４ｈｒｓａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｗａｓｃｏｍｐａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ
ｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄＰＥＴ２８ａｈＴｒｘ１ｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．ＴｈｅｈＴｒｘ１ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｎｄｐｕｒｉｆｉｅｄ．ＴｈｅｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｏｆｈＴｒｘ１ｗｉｔｈｔｈｅｔｉｔｅｒｏｆ１∶５１２００ｗａｓｐｒｅｐａｒｅｄ．Ｔｈｅｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅｏｆｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ，ＬＰＳａｎｄｈＴｒｘ１ｇｒｏｕｐｓｗａｓ０，６７％ ａｎｄ１７％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（χ２＝１４．４００，Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｔｈｅ
ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｏｆｈＴｒｘ１ｉｓｐｒｅｐａｒｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ．ＴｈｅｈＴｒｘ１ｐｒｏｔｅｉｎｈａｓｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｎｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓｗｉｔｈ
ｅｎｄｏｔｏｘｉａｍｉａ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１１，１３（１０）：８３７－８４１］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｈｕｍａｎｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ１；Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ；Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ；Ｅｎｄｏｔｏｘ
ｅｍｉａ；Ｒａｔｓ

　　硫氧还蛋白（ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ，Ｔｒｘ）是普遍存在于不
同有机体的具有氧化还原活性的小分子蛋白，又称

白细胞介素１样细胞因子、成人 Ｔ细胞白血病衍化

因子、早孕因子等，根据存在位置不同分为Ｔｒｘ１（存
在于细胞质和细胞核）和 Ｔｒｘ２（存在于线粒体）［１］。
Ｔｒｘ１与硫氧还蛋白还原酶（ＴｒｘＲＩ）和还原型辅酶Ⅱ
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（ＮＡＤＰＨ）共同构成一个重要的氧化还原调节系统
（Ｔｒｘ系统），除了基本的氧化还原调节功能外，还有
许多其他生物学活性，如促进细胞生长［２］、参与炎

症应答、抑制细胞凋亡［３］等。内毒素血症中进入血

液的内毒素激活机体免疫细胞，诱导释放出炎症分

子，导致机体组织器官的损伤，除应用抗生素以及激

素外，尚没有其他有效的治疗方法。因此从内毒素

血症的发病机制寻找治疗的靶点已成为目前研究的

重点。本研究拟通过构建ＰＥＴ２８ａｈＴｒｘ１原核表达
载体，表达、纯化 ｈＴｒｘ１，免疫大鼠获得高效价的多
克隆抗体，对其特异性以及效价进行鉴定。并进一

步探讨该纯化蛋白对内毒素新生 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
（ＳＤ）大鼠的保护作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　载体与菌株　　原核表达质粒 ＰＥＴ２８ａ、大
肠埃希菌ＤＨ５α和ＢＬ２１、胎肝细胞由中山大学热带
病重点实验室惠赠。

１．１．２　主要试剂与工具酶　　ＴａＫａＲａＥｘＴａｑＴＭ酶
（含ｄＮＴＰ）、ＳａｌＩ、ＳａｃＩ、ＤＮＡ标准（ＤＬ２０００）（大连
宝生物工程公司）；Ｔ４ＤＮＡ连接酶、异丙基硫代
βＤ半乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｈｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）（美国
Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；ＮｉＮＴＡＡｇａｒｏｓｅ（Ｃａｔ．Ｎｏ．３０２１０）（德
国ＮＯＶＥＧＮ公司）；质粒提取试剂盒、蛋白质分子标
准（广州东盛科技公司）；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒（广
州铂尔生物科技公司）；３，３二氨基联苯胺显色试剂
盒（武汉博士德生物工程有限公司）；十二烷基磺酸

钠（ＳＤＳ）、丙烯酰胺、过硫酸胺等试剂（上海申友生
物技术公司）；弗氏完全、不完全佐剂为 Ｇｉｂｃｏ公司
产品。

１．１．３　实验动物　　实验用大鼠均购于中山大学
北校区动物实验中心，年龄为８～１２周的 ＳＰＦ级别
雄性ＳＤ大鼠用于制备多克隆抗体；新生７ｄＳＤ大
鼠用于蛋白保护作用研究。

１．２　方法
１．２．１　ｈＴｒｘ１ｃＤＮＡ的获取及引物设计　　用含
１０％胎牛血清常规培养人胎肝细胞，提取总ｍＲＮＡ，
反转录成ｃＤＮＡ。从人的ｃＤＮＡ文库中筛选出ｈＴｒｘ
１基因，根据其编码序列，利用 ＤＮＡＣｌｕｂ和 ＰＣＲｄｅ
ｓｉｇｎ软件设计引物。上游引物：５′ＡＧＡＧＡＧＣＴＣＡＴ
ＧＴＣＴＴＣＡＧＧＡＡＡＴＧＣＴＡＡＡ３′，带 ＳａｃＩ酶切位点并
加入 ＡＧＡ保护性碱基；下游引物：５′ＴＴＴＧＴＣＧＡＣ
ＣＴＴＣＴＧＣＴＴＧＧＡＧＡＡＡＴＡＴＴＣ３′，带 ＳａｌＩ酶切位点

和ＴＴＴ保护性碱基（引物由北京六合华大基因科技
股份有限公司合成）。以ｃＤＮＡ为模板，应用上述设
计的特异引物，利用高保真的 ＤＮＡ聚合酶进行扩
增，反应程序为：９４℃ ３０ｓ，５０℃ ６０ｓ，９４℃ ４５ｓ，循
环３５次，ＰＣＲ产物利用琼脂糖凝胶电泳鉴定回收。
１．２．２　重组原核表达载体的构建以及鉴定　　ＰＣＲ
鉴定回收产物和 ＰＥＴ２８ａ载体分别用 ＳａｌＩ和 ＳａｃＩ
双酶切、回收、连接后转入大肠埃希菌ＤＨ５α感受态
细胞，卡那霉素筛选阳性克隆，提取的重组质粒进行

双酶切和ＰＣＲ鉴定，并进行重组质粒 ＤＮＡ测序鉴
定（测序由英俊科技股份有限公司完成）。

１．２．３　重组蛋白的诱导表达　　提取 ＰＥＴ２８ａ
ｈＴｒｘ１重组质粒转化入大肠埃希菌ＢＬ２１工程菌，卡
那霉素筛选阳性克隆，挑取单菌落接种于含 Ｋａｎ的
ＬＢ液体培养基中（空质粒 ＰＥＴ２８ａ的 ＢＬ２１作为阴
性对照），放入摇床振荡培养过夜，１％转接后继续
培养至Ａ６００约为０．４～０．６，加入ＩＰＴＧ至终浓度为
１．０ｍｍｏｌ／Ｌ后继续诱导。诱导前和诱导后的样品
离心收集菌体沉淀，处理样品后取上清进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳分析。
１．２．４　重组质粒的大量诱导和纯化　　依据上述
诱导表达方法确定最佳诱导时间，然后对阳性克隆

进行大量的诱导表达，离心收集菌体，１×结合Ｂｕｆｆｅｒ
重悬后４℃过夜，次日解冻后于冰上超声裂解，分别
取上清和沉淀样品处理后行ＳＤＳＰＡＧＥ判断重组蛋
白的可溶性。因为蛋白在上清表达，参照 ＮｉＩＤＡ
Ａｇａｒｏｓｅ说明书进行过柱，收集洗脱液，ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳分析何种浓度下洗脱下目的蛋白，再将洗脱的

目的蛋白在ＰＢＳ透析液（ｐＨ７．４）中４℃缓慢振摇透
析２４ｈ，用考马斯亮兰Ｇ２５０测蛋白浓度，并于８０℃
保存备用。

１．２．５　多克隆抗体的制备与鉴定　　将制备好的
抗原（即纯化的 ｈＴｒｘ１）２００μｇ与等体积的弗式完
全佐剂充分乳化后，对 ＳＰＦ级别８～１２周 ＳＤ大鼠
进行背部以及腹部皮下多点注射。第２周和第４周
予以抗原１００μｇ与等体积的弗式不完全佐剂充分
乳化后进行皮下多点注射。每次免疫前后均断尾取

血清，用间接ＥＬＩＳＡ法测定抗体滴度。当抗体滴度
达到１∶２５６００以上时处死，眼球取血制备纯化的
ｈＴｒｘ１多克隆抗体后以 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测其可
用性。

１．２．６　间接 ＥＬＩＳＡ法检测抗血清效价　　抗原用
包被液稀释，在酶标板上各孔分别加１００μＬ，４℃过
夜，洗涤后，脱脂奶粉３７℃封闭２ｈ，洗涤后，免疫前
血清和免疫后抗血清用０．１％ ＢＳＡ溶液按梯度稀释
·８３８·
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（１∶４００～１∶５１２００），３７℃孵育２ｈ，ＰＢＳＴ洗涤后，加
辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记羊抗鼠 ＩｇＧ抗体
（１∶２００００稀释），３７℃孵育 １ｈ后，用 ＰＢＳＴ洗涤。
再分别加入底物显色液四甲基联苯胺室温避光放置

２０ｍｉｎ，２Ｍ Ｈ２ＳＯ４终止酶促反应，用酶标仪在
４５０ｎｍ波长下行比色测定。ＯＤ值大于等于阴性对
照的２．１倍为阳性。
１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析多克隆抗体的可用性　　用
ｈＴｒｘ１免疫ＳＤ大鼠血清以及正常大鼠血清与辣根过
氧化物酶（ＨＲＰ）标记的兔抗鼠ｌｇＧ进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，
鉴定证明多克隆抗体的可用性。

１．２．８　对内毒素新生大鼠保护作用的初步观察
　　新生 ＳＤ大鼠内毒素血症模型制作参照国外
学者的方法［４］。３６只新生７ｄ大鼠随机分为正常
组、脂多糖组（ＬＰＳ组）和 ｈＴｒｘ１组（ｎ＝１２）。对照
组腹腔注射０．９％生理盐水０．１ｍＬ；ＬＰＳ组腹腔注射
ＬＰＳ５ｍｇ／ｋｇ（Ｅ．ＣｏｌｉＯ５５：Ｂ５，Ｓｉｇｍａ公司产品）；ｈＴｒｘ１
组于ＬＰＳ注射前３０ｍｉｎ腹腔注射ｈＴｒｘ１（１０ｍｇ／ｋｇ）。
观察注射后２４ｈ新生ＳＤ大鼠的死亡率。

２　结果

２．１　原核重组质粒的鉴定
将原核重组质粒进行ＰＣＲ和双酶切鉴定，产物

行琼脂糖凝胶电泳。结果显示在５９７ｂｐ左右有一
清晰条带，与目的基因大小基本相符。此外，重组质

粒的测序报告表明插入序列与理论序列一致，证明

重组质粒构建成功（图１）。
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　　图１　重组质粒的 ＰＣＲ和双酶切鉴定 　Ｍ：ＤＮＡ标准
（ＤＬ２０００）；１：ＰＣＲ产物；２：ＰＥＴ２８ａｈＴｒｘ１重组质粒双酶切；３：ＰＥＴ

２８ａ质粒双酶切。重组质粒 ＰＥＴ２８ａｈＴｒｘ１酶切后两片段分别与

ＰＣＲ产物及ＰＥＴ２８ａ分子量相等，证实重组质粒构建成功。

２．２　最佳诱导时间的确定
加入ＩＰＴＧ诱导剂后，目的蛋白表达增加，且随

着时间的延长，蛋白表达量增多，但４～５ｈ未有明

显变化。从图２可以看出，目的蛋白的最佳表达时
间为４ｈ。
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　　图２　不同诱导时间蛋白表达　Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１：ＰＥＴ
２８ａｈＴｒｘ１ＩＰＴＧ未诱导；２～６：分别为 ＰＥＴ２８ａｈＴｒｘ１ＩＰＴＧ诱导

１ｈ、２ｈ、３ｈ、４ｈ及５ｈ。

２．３　蛋白表达以及纯化结果
将构建好的重组质粒转化到大肠埃希菌 ＢＬ２１

中，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析结果见图２中第５泳道所
示，在大约２７．９ｋＤａ处出现高效表达条带，与目的
蛋白基本相符。蛋白主要存在于上清，经过柱后得

到纯化蛋白，结果如图３中第７泳道所示，其位置与
目的蛋白相符，证明目的蛋白纯化成功。
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　　图３　ＳＤＳＰＡＧＥ分析 ＰＥＴ２８ａｈＴｒｘ１在大肠埃希菌
中的表达产物及其纯化产物　Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１：ＰＥＴ２８ａＩＰＴＧ
未诱导；２：ＰＥＴ２８ａＩＰＴＧ诱导；３：ＰＥＴ２８ａｈＴｒｘ１ＩＰＴＧ未诱导；４：

ＰＥＴ２８ａｈＴｒｘ１ＩＰＴＧ诱导；５：ＰＥＴ２８ａｈＴｒｘ１上清；６：ＰＥＴ２８ａｈＴｒｘ１

沉淀；７：ＰＥＴ２８ａｈＴｒｘ１纯化蛋白。ＰＥＴ２８ａ诱导前后都不表达

ｈＴｒｘ１，重组载体 ＰＥＴ２８ａｈＴｒｘ１经诱导后表达 ｈＴｒｘ１，且在上清中

可溶性表达。

２．４　间接ＥＬＩＳＡ法检测多克隆抗体效价
间接ＥＬＩＳＡ法检测结果表明，蛋白免疫 ３次

后，第６周时效价达１∶５１２００（图４）。同时检测到
ＩｇＧ亚类ＩｇＧ１和ＩｇＧ２ａ的存在。

·９３８·
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图４　抗体效价图

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测抗原抗体特异性结合
多克隆抗体对纯化蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显

示在２７．９ｋＤａ处呈现单一清晰条带，而正常大鼠血
清对纯化蛋白未识别出条带，证明抗体特异性良好。

见图５。
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　　图５　多克隆抗体对纯化蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结
果　Ｍ：预染Ｍａｒｋｅｒ；１：多克隆抗体对纯化蛋白的反应结果；２：正常
大鼠血清对纯化蛋白的反应结果。

２．６　新生ＳＤ大鼠２４ｈ死亡率
对照组活动、饮食一切正常，没有死亡发生。

ＬＰＳ组动物注入ＬＰＳ１ｈ后，表现出活动减少，离群，
嗜睡，口周发绀，呼吸急促等全身炎症反应症状，濒

死状态时表现为毛色青灰，呼吸浅表，２４ｈ死亡率
为６７％（８／１２）。ｈＴｒｘ１组动物症状不明显，２４ｈ死
亡率为１７％（２／１２）。３组间死亡率差异有统计学
意义（χ２＝１４．４００，Ｐ＝０．００１）。

３　讨论

Ｔｒｘ是目前逐渐被认识的具有非常重要而独特

功能的、在进化上相当保守的氧化还原蛋白，其中

Ｔｒｘ１由１０５个氨基酸组成，分子量约为１２ｋＤａ，为
胞内胞外均存在的多功能蛋白。某些刺激（如缺

氧、病毒、氧气、过氧化氢、炎症等）都可上调 Ｔｒｘ的
表达［５６］。本研究将ｈＴｒｘ１蛋白免疫大鼠后获得抗
体，检测发现同时有 ＩｇＧ１和 ＩｇＧ２ａ亚类的存在，这
提示此蛋白具有免疫原性，可对大鼠的免疫功能造

成影响。

内毒素血症多因为机体革兰阴性细菌繁殖并释

放内毒素引起，可进一步促发全身炎症反应综合征

（ＳＩＲＳ）以及多器官功能不全综合征（ＭＯＤＳ），甚至
导致死亡。本研究发现，对内毒素血症新生大鼠腹

腔注射ｈＴｒｘ１后，死亡率明显降低，提示 Ｔｒｘ１对内
毒素血症新生大鼠具有明显的保护作用。推测该重

组蛋白可能是通过参与调控各种炎性介质的生成、

影响炎性／抗炎介质间的平衡来实现其对 ＬＰＳ诱导
的内毒素血症的保护作用。从细胞水平分析，其抗

炎机制主要有：抑制中性粒细胞等的趋化、抑制趋化

细胞在内皮的粘附、抑制补体活化、抑制 ＭＩＦ（巨噬
细胞游走抑制因子）等［７］。从分子水平分析，在细

胞内，Ｔｒｘ１主要定位于细胞质［８］，维持着细胞氧化

还原内环境稳定和调节凋亡信号通路中某些重要的

信号分子如凋亡信号调节激酶１（ＡＳＫ１）［９１１］。而
在某些特殊环境下，可以进入细胞核。细胞核内的

Ｔｒｘ１可与多种转录因子作用，如 ＮＦκＢ，ＡＰ１和
ｐ５３［１２１５］，从而调节基因表达，二者与多种炎症因子
如ＴＮＦ、ＩＬ１、ＩＬ６、ＩＬ８等表达相关。在应激状态下
细胞可将 Ｔｒｘ１分泌到胞外［１６］，外源性 Ｔｒｘ１也能
进入细胞，但对于胞内 Ｔｒｘ１分泌至胞外，及胞外
Ｔｒｘ１将其信号传递到胞内的机制都尚不清楚，有待
于进一步研究。

本研究成功构建了原核表达载体 ＰＥＴ２８ａ
ｈＴｒｘ１，获得了高效表达，并且证明了 ｈＴｒｘ１蛋白具
有生物活性，为以后更深层次地了解该蛋白功能的

研究奠定了基础。
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ｏｎｔｈｅｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｋａｐｐａＢａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏ

ｔｅｉｎ１［Ｊ］．ＥｕｒＪＢｉｏｃｈｅｒｍ，１９９４，２２１（２）：６３９６４８．
［１１］ＡｂａｔｅＣ，ＰａｔｅｌＬ，ＲａｕｓｃｈｅｒＦＪ３ｒｄ，ＣｕｒｒａｎＴ．Ｒｅｄｏｘｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ

ｆｏｓａｎｄｊｕｎＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９０，２４９
（４９７３）：１１５７１１６１．

［１２］ＭｅｙｅｒＭ，ＳｃｈｒｅｃｋＲ，ＢａｅｕｅｒｌｅＰＡ．Ｈ２Ｏ２ａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓｈａｖｅ
ｏｐｐｏｓｉｔｅｅｆｆｅｃｔｓｏｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＮＦｋａｐｐａＢａｎｄＡＰ１ｉｎｉｎｔａｃｔ
ｃｅｌｌｓ：ＡＰ１ａｓｓｅｃｏｎｄａｒｙａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｆａｃｔｏｒ［Ｊ］．ＥＭＢＯ
Ｊ，１９９３，１２（５）：２００５２０１５．

［１３］ＲｏｏｓＷＰ，ＫａｉｎａＢ．ＤＮＡｄａｍａｇｅｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｂｙａｐｏｐｔｏｓｉｓ
［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＭｏｌＭｅｄ，２００６，１２（９）：４４０４５０．

［１４］ＨｉｒｏｔａＫ，ＮａｋａｍｕｒａＨ，ＭａｓｕｔａｎｉＨ，ＹｏｄｏｉＪ．Ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｓｕｐｅｒ
ｆａｍｉｌｙａｎｄｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｉｎｄｕｃｉｎｇａｇｅｎｔｓ［Ｊ］．ＡｎｎＮＹＡｃａｄＳｃｉ，
２００２，９５７：１８９１９９．

［１５］陈燕，常立文，刘伟，李文斌，汪鸿，黄光焰，等．硫氧还蛋白在
早产鼠高氧肺损伤中的动态表达及其临床意义［Ｊ］．实用儿科
临床杂志，２００７，２２（６）：４１０４１１．

［１６］ＸｕＳＺ，ＳｕｋｕｍａｒＰ，ＺｅｎｇＦ，ＬｉＪ，ＪａｉｒａｍａｎＡ，ＥｎｇｌｉｓｈＡ，ｅｔａｌ．
ＴＲＣＰｃｈａｎｎｅｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｂｙｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，
２００８，４５１（７１７４）：６９７２．

（本文编辑：王庆红）

·消息·

中国医师协会新生儿专业委员会第二次

全国新生儿科学术会议征文通知（首轮）

经中国工程师协会新生儿专业委员会研究决定，并报中国工程师协会学术会员部批准，第二次全国新生儿科学术

会议定于２０１２年３月在北京召开。现开始征文，与新生儿各专业有关的论文（基础研究、临床研究、护理及管理等）可
投稿。请将论文电子版全文及８００字以内的结构式摘要发至新生儿专业委员会学会办公定电子信箱：ｘｉｎｓｈｅｎｇｅｒｗｙｈ＠
１２６．ｃｏｍ。

联系人：张倩，电话：０１０－８４０２４７１６。

中国医师协会新生儿专业委员会

２０１１年７月５日

·１４８·




