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　 　 【摘要】 　 目的　 利用大肠埃希菌原核表达并纯化 ａｓｐｒｏｓｉｎ 蛋白，研究其对心功能改善的影响。 方法　 从 Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ 获取 ａｓｐｒｏｓｉｎ 编码序列，根据大肠埃希菌密码子偏好性进行密码子优化，全基因合成，连接于表达载体，进行

ＩＰＴＧ 诱导表达并纯化。 通过对冠脉左前降支结扎再放松，建立小鼠心功能损伤模型。 将 ３０ 只小鼠随机分成 ３ 组：
假手术组（ｓｈａｍ）、心功能损伤组（ＭＩ ／ Ｒ）和心功能损伤并注射重组蛋白组（ＭＩ ／ Ｒ ＋ ｒＡｓｐ）。 通过心动超声检测左室

功能，对心功能损伤程度进行评价，进而研究 Ａｓｐｒｏｓｉｎ 对心功能改善的影响。 结果　 经过原核表达并纯化，目标蛋

白纯度大于 ９５％ ，内毒素含量小于 ＜ ０􀆰 １ ＥＵ ／ μｇ 蛋白，适于进行细胞及动物研究。 成功建立了心功能损伤模型，与
单纯损伤组相比，外源给予重组 ａｓｐｒｏｓｉｎ 蛋白后，小鼠心脏心功能明显改善（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 Ａｓｐｒｏｓｉｎ 蛋白具有

抑制心功能损伤，改善心功能的作用。
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　 　 Ａｓｐｒｏｓｉｎ 是 ２０１６ 年首次在 Ｃｅｌｌ 被报道的新型

内源性小分子蛋白质［１］。 Ａｓｐｒｏｓｉｎ 是 ｐｒｏｆｉｂｒｉｌｌｉｎ 的

Ｃ 端多肽片段。 Ｐｒｏｆｉｂｒｉｌｌｉｎ 经过弗林蛋白酶（ ｆｕｒｉｎ）
在靠近 Ｃ 末端切割，形成 ｆｉｂｒｉｌｌｉｎ － １ 和 ａｓｐｒｏｓｉｎ 两

种蛋白。 即 ａｓｐｒｏｓｉｎ 实际是由 ＦＢＮ１ 基因的第 ６５ 和

６６ 个外显子编码，第 ６５ 个外显子编码 １１ 个氨基酸

残基，第 ６６ 个外显子编码 １２９ 个氨基酸残基，共计

１４０ 个氨基酸残基，实际分子量为约 ３０ × １０３ （可能

具有糖基化等翻译后修饰）。 它主要是由白色脂肪

组织分泌，其循环浓度在纳摩尔水平。 在禁食时，可
以靶向肝脏，通过激活 Ｇ 蛋白 － ｃＡＭＰ⁃ＰＫＡ 信号通

路来增加肝细胞中葡萄糖的释放［１， ２］。
Ａｓｐｒｏｓｉｎ 作为一种新发现的蛋白分子，经过检

索，作者目前只发现一篇报道，阐述了其作为一种激

素的生理功能。 但是，其在其他方面的研究完全空

白。 为了对 ａｓｐｒｏｓｉｎ 进行深入研究，本研究主要着

眼于 ａｓｐｒｏｓｉｎ 的原核表达和蛋白纯化并通过在体动

物实验，初步探索外源给予重组 ａｓｐｒｏｓｉｎ 在病理状

态下（小鼠心肌缺血再灌注模型）对心功能改善的

影响。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 原核宿主与实验动物

原核蛋白表达宿主采用 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＢＬ２１
（ＤＥ３），以感受态细胞形式购于北京鼎国昌盛生物

技术有限责任公司，保存于本研究室。
ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ４４ 只，体重约 ２０ ｇ，

８ 周龄，购买于第四军医大学动物中心【ＳＣＸＫ（陕）
２０１４ － ００２】。 小鼠手术及组织取材均于第四军医

大学心血管外科实验室实验设备内完成。 本实验所

有操作均符合中华人民共和国《实验动物管理条

例》。
１􀆰 １􀆰 ２　 仪器与试剂

表达载体 ｐＥＴ⁃３０ａ（Ｎｏｖａｇｅｎ，德国），ＩＰＴＧ（Ｓｉｇ⁃
ｍａ，美国），内毒素去除柱（Ｐｉｅｒｃｅ，美国），Ｈｉｓ Ｔｒａｐ
镍柱（ ＧＥ，美国），Ａｍｉｃｏｎ Ｕｌｔｒａ⁃１５ 超滤管 （ Ｍｉｌｌｉ⁃
ｐｏｒｅ，美 国 ）， 透 析 袋 （ Ｖｉｓｋａｓｅ， 美 国 ）， ０􀆰 ２２ μｍ
ＰＶＤＦ 膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国），超声破碎仪（新芝，中
国），电泳仪（ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国）；回旋式摇床（ ＮＢＳ，
美国），酶标仪（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ，美国）。 ＤＮＡ 合

成、测序及载体构建由北京奥科鼎盛生物科技有

限公司完成。

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 Ａｓｐｒｏｓｉｎ 基因合成及载体构建

根据 ＦＢＮ１ 所编码 ｍＲＮＡ（Ｎｒ． ０００１３８），截取

ＣＤＳ ８１９４ － ８６１６ 区域，根据 Ｅ． ｃｏｌｉ 密码子偏好性优

化后进行全基因合成。 待全基因合成后，将 ＤＮＡ 片

段连接在表达载体 ｐＥＴ３０ａ 的 ＥｃｏＲ Ｉ 与 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 限
制性酶切位点之间，形成表达质粒 ｐＥＴ３０ａ⁃Ａｓｐ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 Ａｓｐｒｏｓｉｎ 诱导表达

参照 Ｓａｍｂｒｏｏｋ 等［３］ 采用化学转化法将表达质

粒 ｐＥＴ３０ａ⁃Ａｓｐ 转化Ｅ． ｃｏｌｉ，涂布于含有卡那霉素（５０
μｇ ／ ｍＬ）的 ＬＢ 平板。 待菌落长出后，挑取菌落进行

诱导表达。
过夜培养后，按照 １％ 进行转接至 ＬＢ 培养基，

３７℃，２００ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ４ ～ ６ ｈ 至 Ａ６００ ０􀆰 ９。 加入诱导

剂 ＩＰＴＧ 使得终浓度达到 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，降低温度至

１６℃，诱导表达 ２４ ｈ。 ８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心，弃去上清，
保留沉淀部分。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ａｓｐｒｏｓｉｎ 纯化

菌体采用结合缓冲液（咪唑 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ＮａＣｌ
５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，磷酸盐 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ７􀆰 ４）进行重新

悬浮并加入终浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＰＭＳＦ，置于冰

浴超声破碎。 破碎条件：工作 ３ ｓ，停止 ５ ｓ，功率 ３００
Ｗ，总共 ２０ ｍｉｎ。 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，弃去沉

淀，保留上清进行纯化。
Ａｓｐｒｏｓｉｎ 纯化采用镍柱亲和纯化。 采用结合缓

冲液进行亲和吸附，清洗缓冲液（咪唑 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
ＮａＣｌ ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，磷酸盐 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ７􀆰 ４）洗脱

杂蛋白，洗脱缓冲液（咪唑 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ＮａＣｌ ５００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ，磷酸盐 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ７􀆰 ４）洗脱 ａｓｐｒｏｓｉｎ
蛋白。 过夜透析，将缓冲液置换为 ＰＢＳ 缓冲液。 采

用 Ｐｉｅｒｃｅ 离心式内毒素去除柱，按照说明书步骤，进
行毒素去除。 采用截留分子量为 ３ × １０３ 的 Ａｍｉｃｏ
Ｕｌｔｒａ⁃１５ 超滤管进行超滤浓缩，得到 ａｓｐｒｏｓｉｎ 蛋白。

采用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳并用考马斯亮蓝 Ｇ⁃２５０ 进

行染色，计算蛋白纯度；利用 Ａｎｔｉ⁃Ｈｉｓ 抗体对得到的

ａｓｐｒｏｓｉｎ 蛋白通过免疫印迹法进行鉴定，采用 ＬＡＬ
法测定内毒素含量。 最终将得到的蛋白分装、保存

于 － ８０℃。
１􀆰 ２􀆰 ４　 小鼠心功能损伤模型建立

用 ６ － ０ 丝线在小鼠冠脉左前降支距根部 ２ ～ ３
ｍｍ 处打一活结造成心肌缺血，３０ ｍｉｎ 后，将活结打

开再灌注。 重组蛋白按照 １ μｇ ／ ｇ 体重的剂量，在缺

血 １０ ｍｉｎ 后，通过腹腔注射给予。 再灌注 ２４ ｈ 以

９６３
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后，检测心功能。
１􀆰 ２􀆰 ５　 小鼠心功能测定

将小鼠放入小动物气体麻醉机，给予含有 ２％
异氟烷的氧气进行吸入麻醉，使用脱毛膏进行胸前

区脱毛。 脱毛后，采用 Ｖｅｖｏ 高分辨率小动物超声影

像系统检测小鼠心功能。 使用仪器自带软件通过测

量收缩及舒张期时心肌厚度，计算小鼠心脏左室射

血分数（ＬＶＥＦ％ ），左室短轴缩短率（ＬＶＦＳ％ ），左室

收缩末容积（ＬＶＥＳＶ）。
１􀆰 ３　 统计分析

实验数据，采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０ 软件包进

行统计分析，以均数 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 采用 ｔ
检验进行组间差异性检验，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显

著性的标准。

２　 结果

２􀆰 １　 Ａｓｐｒｏｓｉｎ 原核表达及初步纯化

截取 ＦＢＮ１（Ｎｒ． ０００１３８）Ｃ 末端 １４１ 个氨基酸残

基即为 Ａｓｐｒｏｓｉｎ。 根据 Ｅ． ｃｏｌｉ 密码子偏好性进行密

码子优化，避免产生 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 和 ＥｃｏＲ Ｉ 两个限制性

酶切位点，然后全基因合成，得到 ４２３ ｂｐ 的 ａｓｐｒｏｓｉｎ
编码 ＤＮＡ 片段。 将 ＤＮＡ 片段连接到表达载体

ｐＥＴ⁃３０ａ 的 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 之间，形成表达质粒

ｐＥＴ３０ａ⁃Ａｓｐ，转化 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 菌株以后，形成 ａｓ⁃
ｐｒｏｓｉｎ 表达菌株。 使用该菌株进行在 ａｓｐｒｏｓｉｎ 蛋白

表达时，Ｎ 端融合了 ｐＥＴ⁃３０ａ 所含有的 Ｈｉｓ Ｔａｇ 及 Ｓ
Ｔａｇ，而 Ｃ 端由于人为添加了终止密码子，不含有任

何冗余氨基酸残基。
对 ＢＬ２１（ＤＥ３） ／ ｐＥＴ３０ａ⁃Ａｓｐ 进行诱导表达，可

以看出有较大量的目的蛋白表达（图 １ Ｌａｎｅ １），经
过超声破碎及离心以后，对上清和沉淀进行电泳分

析。 结果显示，沉淀中大部分是目标蛋白（图 １ Ｌａｎｅ
２），上清之中亦存在部分可溶性的目的蛋白（图 １
Ｌａｎｅ ４），可以进行后续纯化。

上清液进行镍柱亲和纯化时，对流穿液及梯度

洗脱液体进行电泳分析。 结果显示，采用含有 ４０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑的缓冲液进行亲和吸附，在流穿液中，
含有较大量的 ａｓｐｒｏｓｉｎ 蛋白（图 １ Ｌａｎｅ ５）；采用咪

唑浓度为 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 及 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的缓冲液进行

洗脱时，洗脱的大部分是杂蛋白，目标蛋白也被少量

洗脱（图 １ Ｌａｎｅ ６ ＆ Ｌａｎｅ ７）；使用洗脱缓冲液（含咪

唑浓度为 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）进行洗脱时，目的蛋白被大

量洗脱，但是仍含有少量杂蛋白（图 １ Ｌａｎｅ ８）。 初

步表达显示，在 ＩＰＴＧ 终浓度为 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，诱导表

达温度为 １６℃时，可以得到一定量的可溶性目的蛋

白用于后续纯化；初步纯化显示，在前述纯化条件

下，可以得到纯度约 ７５％的蛋白。

注： Ｌａｎｅ １，细菌全蛋白；Ｌａｎｅ ２，破碎沉淀；Ｌａｎｅ ３，Ｍａｒｋｅｒ；
Ｌａｎｅ ４，破碎上清；Ｌａｎｅ ５，镍柱流穿液；Ｌａｎｅ ６，清洗缓冲液

洗脱；Ｌａｎｅ ７，１５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑溶液洗脱；Ｌａｎｅ ８，洗脱缓冲

液洗脱。

图 １　 Ａｓｐｒｏｓｉｎ 原核表达纯化

Ｎｏｔｅ． Ｌａｎｅ １． Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｌａｎｅ ２． Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅ． Ｌａｎｅ ３．
Ｍａｒｋｅｒ． Ｌａｎｅ ４． Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ． Ｌａｎｅ ５． Ｆｌｏｗ⁃ｔｈｒｏｕｇｈ． Ｌａｎｅ ６．
Ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｙ ｗａｓｈ ｂｕｆｆｅｒ． Ｌａｎｅ ７． Ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｙ ｂｕｆｆｅｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
１５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｍｉｄａｚｏｌｅ． Ｌａｎｅ ８． Ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｙ ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ．

Ｆｉｇ． １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｐｒｏｓｉｎ

２􀆰 ２　 Ａｓｐｒｏｓｉｎ 鉴定

根据初步纯化结果，进行微调优化：降低结合缓

冲液中咪唑的浓度（至 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），以使更多的目

标蛋白进行亲和吸附；增加清洗缓冲液的清洗时间，
最终得到纯度更高的目的蛋白。

对采用洗脱缓冲液洗脱得到的蛋白进行过夜透

析，按照说明书进行内毒素去除及超滤浓缩。 将得

到的蛋白进行过滤除菌，分装保存。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 后

进行考马斯亮蓝染色，纯度鉴定显示，目的蛋白纯度

大于 ９５％ （图 ２Ａ），采用标签特异性抗体 Ａｎｔｉ⁃Ｈｉｓ
进行免疫印迹分析，显示只有唯一条带，且大小与考

马斯亮蓝染色位置一致（图 ２Ｂ），说明纯化得到的

是 ａｓｐｒｏｓｉｎ 蛋白。 最终，所得蛋白纯度大于 ９５％ ，内
毒素含量小于 ＜ ０􀆰 １ ＥＵ ／ μｇ 蛋白，产量约 ４００ μｇ ／ Ｌ
菌液，蛋白浓度 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ，可以用于后续离体细胞

及在体动物研究。
２􀆰 ３　 小鼠心功能损伤模型的建立

小鼠心功能损伤模型采用冠脉左前降支结扎并

放松，造成缺血再灌注损伤实现。 首先，用 ６ － ０ 丝

线在小鼠冠脉左前降支距根部 ２ ～ ３ ｍｍ 处打一活

结造成心肌缺血，３０ ｍｉｎ 后将活结打开再灌注，即

０７３
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注：Ａ． 重组 Ａｓｐｒｏｓｉｎ 大小及纯度鉴定；Ｂ． 采用 Ａｎｔｉ⁃Ｈｉｓ
ｔａｇ 进行 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定重组蛋白。

图 ２　 重组 Ａｓｐｒｏｓｉｎ 的鉴定

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ｒｅ⁃
ｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｓｐｒｏｓｉｎ ｂｙ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ． Ｂ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅ⁃
ｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｓｐｒｏｓｉｎ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｕｓｉｎｇ Ａｎｔｉ⁃Ｈｉｓ ａｓ ｐｒｉ⁃
ｍａｒｙ ａｎｔｉｂｏｄｙ

Ｆｉｇ． ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｓｐｒｏｓｉｎ

为心功能损伤组（ＭＩ ／ Ｒ 组）。 Ｓｈａｍ 组在相同位置

穿过丝线，但不进行结扎。 再灌注 ２４ ｈ 以后，进行

心动超声检测，结果显示，心功能损伤组左心室前壁

收缩舒张能力明显下降（图 ３ Ａ），相比较于对照组，
左室射血分数降低显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） （图 ３ Ｂ）。 说

明，心功能损伤模型成功建立。

注：Ａ 超声心动图代表图，Ｂ 左室射血分数，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 与 ｓｈａｍ 组相比。

图 ３　 缺血再灌注对心脏左室功能的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ｉｍａｇｅｓ． Ｂ． ＬＶＥＦ％ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｃｏｍｐａｉｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｏｎ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ

２􀆰 ４　 外源给予 Ａｓｐｒｏｓｉｎ 能够明显改善心功能

为了研究外源给予重组 Ａｓｐｒｏｓｉｎ 对心功能改善

的作用，实验组在缺血 １０ ｍｉｎ 时，腹腔注射 ２０ μｇ
（约 １ μｇ ／ ｇ 体重） 前述纯化得到的重组 ａｓｐｒｏｓｉｎ
（ｒＡｓｐ）。 再灌注 ２４ ｈ 后，进行超声检测。 结果显

示，单纯缺血再灌注组（ＭＩ ／ Ｒ）心功能明显下降（图
４Ａ），在外源给予纯化的重组 ａｓｐｒｏｓｉｎ 后，与 ＭＩ ／ Ｒ

组相比有心功能有明显的改善（图 ４Ａ），左室射血

分数 ＬＶＥＦ％上升显著（图 ４Ｂ），短轴缩短率上升显

著（图 ４Ｃ），收缩末期，左心室容积明显下降 （图

４Ｄ）。 说明重组 ａｓｐｒｏｓｉｎ 具有抑制心功能损伤，改善

心功能的作用。

３　 讨论

缺血性心脏病、高血压、糖尿病及病毒或细菌感

染等因素都可以导致心功能损伤。 其中，缺血性心

脏病是严重危害人类健康的心血管疾病之一，具有

很高的发病率和致死率［４］。 缺血性心脏病的治疗

核心在于恢复心肌的血液供应，即再灌注。 但是，在
心脏经历缺血再灌注后，会发生分子不良适应、细胞

功能紊乱、基质重组、体积增大和心室壁畸形等一系

列病理学转变，继而发生进一步心肌损伤，即缺血再

灌注损伤（ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ， Ｉ ／ Ｒ ｉｎｊｕｒｙ），
出现心肌舒缩功能降低、再灌注心律失常、心肌能量

代谢障碍、超微结构变化及无血流等现象，易导致死

亡［５， ６］。
心肌缺血再灌注损伤机制复杂，与氧化压力、胞

内钙离子超载、ｐＨ 迅速纠正、能量代谢紊乱和炎症

等诸多因素相关［７， ８］。 采用药物刺激或者模仿机体

抗损伤能力的内源性心肌保护机制越来越受到重

视，热休克蛋白、ＮＦ⁃κＢ、Ｎａ ＋ ／ Ｈ ＋ 交换体、ＮＯ、ＣＯ、褪
黑素及脂联素等内源性保护分子均有较为深入的研

究，但是结果却并不令人满意［５，８ － １６］。 作为一种新

发现的内源性分子，本研究已经证实 ａｓｐｒｏｓｉｎ 可以

改善由于缺血再灌注带来的心功能下降，但是其具

体分子机制尚待进一步研究。
为了研究 ａｓｐｒｏｓｉｎ 在改善心功能方面的作用，

我们进行原核表达与纯化。 与大多数人源蛋白在原

核中表达所遇到的问题一样，原核表达 ａｓｐｒｏｓｉｎ 时

１７３
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注：Ａ􀆰 超声心动图代表图，Ｂ􀆰 左室射血分数，Ｃ􀆰 左室短轴缩短率，Ｄ􀆰 左室收缩末容积。∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 与 ｓｈａｍ 组相比， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 与 ＭＩ ／ Ｒ 组相比。

图 ４　 外源给予重组 ａｓｐｒｏｓｉｎ 对心脏左室功能的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ｉｍａｇｅｓ． Ｂ． ＬＶＥＦ％ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｃ． ＬＶＦＳ％ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ａ⁃

ｎａｌｙｓｉｓ． Ｄ． Ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ Ｅｎｄ⁃ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｖｏｌｕｍｅ． Ｃｏｍｐａｉｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｉｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＩ ／ Ｒ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒＡｓｐ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ

上清中目的蛋白含量较少，这与人源蛋白在 Ｅ． ｃｏｌｉ
中不能正确折叠有关。 通常，解决手段包括融合促

溶标签、降低诱导剂剂量、降低诱导温度和共表达伴

侣蛋白辅助折叠等。 在本研究中，我们采用了融合

促溶标签 Ｓ Ｔａｇ 辅助折叠，降低诱导剂剂量、降低诱

导温度，最终，上清中可溶 ａｓｐｒｏｓｉｎ 含量比例仍然较

低。 如果后续需要进行长期模型或者大鼠等需要大

剂量的研究时，还需要共表达伴侣蛋白辅助折叠，以
获得更高比例可溶性蛋白，满足研究需求。 另外，在
进行镍柱纯化时，ａｓｐｒｏｓｉｎ 亲和吸附比例较低、易与

杂蛋白一起洗脱，这可能与其本身性质有关。 后续

研究时可以考虑离子交换柱与凝胶排阻柱相组合，
提高目标蛋白的回收率。

在本研究中，我们用 Ｅ． ｃｏｌｉ 原核表达并纯化了

ａｓｐｒｏｓｉｎ，通过在体动物研究证实，Ａｓｐｒｏｓｉｎ 具有抑制

心肌缺血再灌注损伤，改善心功能的作用。 ａｓｐｒｏｓｉｎ
有望成为一个新的改善心功能的内源性保护分子，
但其具体分子机制尚需进一步深入研究。
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ｔｒｙ， ２０１３， ２７（４）： ６１ － ６９．

［１１］ 　 Ｘｕ Ｊ， Ｘｕ Ｈ， Ｌｉｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｖａｎｉｌｌｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｍｅｌｉｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｍｏｎｏａｍｉｎｅ ｎｅｕｒｏ⁃
ｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ［Ｊ］ ． Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ Ｒｅｓ，２０１５， ２２５（３）：５０９
－ ５１４．

［１２］ 　 Ｇｏｍｅｚ ＪＬ， Ｌｅｗｉｓ ＭＪ，Ｓｅｂａｓｔｉａｎ Ｖ，ｅｔ ａｌ． Ａｌｃｏｈｏｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ
ｂｌｏｃｋｓ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔｓ ｉｎ ｍｅｍｏｒｙ ａｎｄ ａｎｘｉｅｔｙ， ａｎｄ
ａｌｔｅｒｓ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍａｌｅ
ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｈｏｒｍ Ｂｅｈａｖ， ２０１３，６３（４）： ６５９ － ６６６．

［１３］ 　 Ｓｉｎｉｓｃａｌｃｏ Ｄ， Ｇｉｏｒｄａｎｏ Ｃ， Ｒｏｓｓｉ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎｓ
ｉｎ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１１，９（４）：
５２３ － ５２９．

［１４］ 　 王建平， 刘聪， 杨直堂， 等． 白藜芦醇对脑缺血小鼠 ＢＤＮＦ
及 ＮＴ － ３ 表达的影响 ［Ｊ］ ． 中国药理学通报， ２０１２，２８（４）：
５３１ － ５３５．

［１５］ 　 Ｊｉａｎｇ Ｐ， Ｄａｎｇ ＲＬ， Ｌｉ ＨＤ， ｅｔｃ． Ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔｓ ｏｆ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｅｘｅｒ⁃
ｃｉｓｅ ｏｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｅｘ⁃
ｐｏｓｅｄ ｔｏ ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ ［ Ｊ］ ． Ｅｖｉｄｅｎｃｅ⁃ｂａｓｅｄ
Ｃｏｍｐｌ Ａｌｔｅｒｎ Ｍｅｄ， ２０１４：７２９８２７．

［收稿日期］ 　 ２０１６ － １２ － ２１

（上接第 ３７２ 页）
［１１］　 Ｔａｏ Ｌ， Ｇａｏ Ｅ， Ｊｉａｏ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ ｃａｒｄｉｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ

ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｖｏｌｖｅｓ ｔｈｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｘｉｄａ⁃
ｔｉｖｅ ／ ｎｉｔｒａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ［Ｊ］ ． Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ， ２００７􀆰 １１５（１１）： １４０８ －
１４１６．

［１２］ 　 Ｋａｍｂａｒａ Ｔ， Ｏｈａｓｈｉ Ｋ， Ｓｈｉｂａｔａ Ｒ， ｅｔ ａｌ． ＣＴＲＰ９ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｔｅｃｔｓ
ａｇａｉｎｓｔ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ
ＡＭＰ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ （ＡＭＰＫ） － ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ， ２０１２􀆰 ２８７（２３）： １８９６５ － １８９７３．

［１３］ 　 Ｙｕ Ｌ， Ｓｕｎ Ｙ， Ｃｈｅｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐｒｏ⁃
ｔｅｃｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ： ｒｏｌｅ ｏｆ
ＳＩＲＴ１ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｐｉｎｅａｌ Ｒｅｓ， ２０１４􀆰 ５７（２）： ２２８ － ２３８．

［１４］ 　 Ｙｉ Ｗ． ， Ｓｕｎ Ｙ， Ｙｕａｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃ１ｑ ／ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃ｒｅｌａｔ⁃
ｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ － ３， ａ ｎｅｗｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｄｉｐｏｋｉｎｅ， ｉｓ ａ ｎｏｖｅｌ ａｎｔｉａｐｏｐ⁃

ｔｏｔｉｃ， ｐｒｏａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ， ａｎｄ ｃａｒｄｉｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅ⁃
ｍｉｃ ｍｏｕｓｅ ｈｅａｒｔ ［ Ｊ］ ． Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ， ２０１２􀆰 １２５ （２５）： ３１５９ －
３１６９．

［１５］ 　 Ｌｉａｎｇ Ｈ， Ｈｏｕ Ｈ， Ｙｉ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ａｇｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｍｐａｉｒｓ
ｔｈｅｉｒ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｆｏｒ ａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ｉｎ⁃
ｊｕｒｙ ［Ｊ］ ． Ｅｕｒ Ｈｅａｒｔ Ｊ， ２０１３􀆰 ３４（２２）： １６８１ － １６９０．

［１６］ 　 Ｙｕ Ｌ， Ｌｉａｎｇ Ｈ， Ｄｏｎｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕ⁃
ｌａｔｏｒ １ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｓ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎ⁃
ｊｕｒｙ ｉｎ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｐｉｎｅａｌ Ｒｅｓ， ２０１５􀆰 ５９（３）： ３７６ － ３９０．

［收稿日期］ 　 ２０１７ － ０５ － ３０

９７３


