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[摘　 要] 　 目的　 检测原核表达 Ｌｕｎａｓｉｎ(露那辛)的抗炎生物学活性ꎬ为 Ｌｕｎａｓｉｎ 今后在生物医药领域的开发奠定

基础ꎮ 方法　 利用基因工程技术将 ＰＣＲ 扩增得到的 Ｌｕｎａｓｉｎ ＤＮＡ 片段定向克隆至表达载体 ｐＥＴ２８ꎬ酶切及测序鉴

定后对其诱导表达ꎬ利用镍离子亲和层析法对其进行纯化ꎻＧｒｉｅｓｓ 法和 ＥＬＩＳＡ 法检测小鼠 Ｊ７７４Ａ.１ 细胞培养液中

Ｌｕｎａｓｉｎ 对一氧化氮和肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 ６ 等炎症因子含量的影响ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｌｕｎａｓｉｎ 对核因子

κＢ(ＮＦ￣κＢ)ｐ６５ 磷酸化以及组织因子(ＴＦ)表达的影响ꎮ 结果　 成功构建了 Ｌｕｎａｓｉｎ 的原核表达载体ꎬ获得纯度达

９０％的 Ｌｕｎａｓｉｎ 多肽ꎮ Ｌｕｎａｓｉｎ 能通过抑制脂多糖(ＬＰＳ)诱导小鼠 Ｊ７７４Ａ.１ 细胞 ＮＦ￣κＢ 的活化而抑制一氧化氮合成

以及下游基因肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 ６ 的表达ꎮ Ｌｕｎａｓｉｎ 对 ＬＰＳ 诱导的 Ｊ７７４Ａ.１ 细胞 ＴＦ 的表达也具有显著

抑制作用ꎮ 结论　 原核表达的 Ｌｕｎａｓｉｎ 表现出显著的抗炎生物学活性ꎬ明显抑制 ＬＰＳ 诱导的 Ｊ７７４Ａ.１ 细胞 ＴＦ 表

达ꎬ其机制可能是通过抑制 ＮＦ￣κＢ 的活化而实现的ꎮ
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　 　 Ｌｕｎａｓｉｎ(露那辛)是来源于大豆的含有 ４３ 个氨

基酸的生物活性肽ꎬ由 ２Ｓ 白蛋白(ＧＭ２Ｓ￣１)基因编

码ꎬ分子量为 ５.５ ｋＤａ[１]ꎬ最早由日本新泻大学医学

部小组成员于 １９８７ 年从大豆种子中分离鉴定而

来[２]ꎮ 近年来研究表明该活性肽具有抑制炎症的

发生[３]、抑制细胞增殖[４]、抗氧化[５]、抗癌[６]、调节

体内胆固醇生物合成[７] 等作用而广受研究者关注ꎮ
研究认为 Ｌｕｎａｓｉｎ 的抗炎反应是通过抑制核因子 κＢ
(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣ｋａｐｐａ ＢꎬＮＦ￣κＢ)的活性而实现的[８]ꎮ

脂多糖( ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＬＰＳ)是促炎细胞因

子ꎬ它可通过活化 ＮＦ￣κＢ 而上调表达白细胞介素 ６
( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬ ＩＬ￣６ )、 肿 瘤 坏 死 因 子 α ( ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)以及一氧化氮(ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎬ
ＮＯ)等多种细胞炎症因子ꎬ在炎症疾病中起到促炎

作用ꎮ 因此 ＬＰＳ 也是目前公认的体外制备炎症细

胞模型的刺激物[９]ꎮ 动脉粥样硬化血栓形成的主

要危险因素包括了慢性炎症反应ꎮ 组织因子( ｔｉｓｓｕｅ
ｆａｃｔｏｒꎬＴＦ)是凝血过程的启动子ꎬ是决定斑块形成血

栓的重要因素之一[１０]ꎮ 当动脉粥样硬化发生时ꎬ斑
块内部的炎症反应、炎症介质(如 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β 和

ＩＬ￣６)会导致 ＴＦ 的表达上调ꎬ而表达上调的 ＴＦ 又正

反馈调节炎症反应ꎬ进而削弱了动脉斑块的稳定

性ꎬ从而加快了斑块破裂和血栓形成的进程[１１]ꎮ 抑

制炎症介质诱导的巨噬细胞 ＴＦ 的表达ꎬ对于最终

抑制 ＴＦ 的促凝活性以及今后临床动脉血栓治疗具

有重要意义ꎮ Ｃａｍ 等[１２] 研究发现ꎬＬｕｎａｓｉｎ 与动脉

粥样硬化相关ꎬＬｕｎａｓｉｎ 抑制炎症相关通路ꎮ
本研究拟利用基因工程手段构建 Ｌｕｎａｓｉｎ 的原

核表达载体并对其诱导表达和亲和层析纯化ꎬ以
ＬＰＳ 诱导巨噬细胞产生 ＮＯ、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣αꎬ鉴定原核

表达的 Ｌｕｎａｓｉｎ 抗炎生物学活性ꎬ在此基础上ꎬ进一

步探讨原核表达的 Ｌｕｎａｓｉｎ 对 ＬＰＳ 诱导巨噬细胞 ＴＦ
表达的抑制作用ꎬ为动脉血栓的预防和治疗、今后

Ｌｕｎａｓｉｎ 在食品、生物医药领域的开发应用奠定

基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料与试剂

Ｊ７７４Ａ.１ 细胞株购自 ＡＴＣＣ 库ꎻ大肠埃希菌

ＢＬ２１(ＤＥ３)、原核表达载体 ｐＥＴ￣２８ａ( ＋)、ｐＭＤ１９￣
Ｌｕｎａｓｉｎ 质粒均为本室保存ꎻＯｐｔｉ￣ＤＭＥＭ Ｉ Ｒｅｄｕｃｅｄ
Ｓｅｒｕｍ Ｍｅｄｉｕｍ(无血清)培养基、脂质体转染试剂 Ｌｉ￣
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ限制性内切

酶 ＮｃｏＩ、ＸｈｏＩ、ＰｖｕⅡ及 Ｔ 载体(ｐＭＤ１９￣Ｔ ｓｉｍｐｌｅ ｖｅｃ￣

ｔｏｒ)均购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎻＴｒａｎｓ２Ｋ Ｐｌｕｓ Ⅱ、Ｔｒａｎｓ８Ｋ
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购于全式金生物公司ꎻ ＮＦ￣κＢ ｐ６５￣
ｓｉＲＮＡ 由吉玛基因公司合成ꎻ胎牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司ꎻ引物由上海生工公司合成ꎻ质粒提取试剂盒、
凝胶回收试剂盒、卡那霉素、氨苄青霉素购自上海

生工 公 司ꎻ ＢＣＡ 蛋 白 检 测 试 剂 盒 购 自 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎻＮＯ 检测试剂盒、青霉素 / 链霉素双

抗、二抗购于碧云天公司ꎻＥＬＩＳＡ 检测试剂盒购自

Ｃｌｏｕｄ￣Ｃｌｏｎｅ 公司ꎻＴＦ、ｐ￣ｐ６５ 抗体购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公

司ꎻｐ６５ 抗体购自 ＡＢＣｌｏｎｅ 公司ꎻ增强型化学发光

ＥＣＬ 液购自 Ｐｉｅｒｃｅ 公司ꎮ
１.２　 ｐＥＴ￣２８ａ(＋) ￣Ｌｕｎａｓｉｎ 表达载体构建及鉴定

以实验室保存的 ｐＭＤ１９￣Ｌｕｎａｓｉｎ 载体上 Ｌｕｎａｓｉｎ
核酸序列为模板ꎬ应用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 设计扩增引物ꎬ信
息如下: Ｌｕｎａｓｉｎ￣Ｆ: ５′￣ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＣＡＴＣＴＡＡＡＴＧ￣
ＧＣＡＧＣＡＣＣＡＧＣＡ￣３′ꎻ Ｌｕｎａｓｉｎ￣Ｒ: ５′￣ＣＣＧＣＴＣＧＡＧ
ＴＣＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＣＡＴＣＧＴＣＡＴＣＧＴＣＡ
ＴＣＧＴＣＡＴＣＧ￣３′ꎮ 其中 Ｌｕｎａｓｉｎ￣Ｆ 引物中 ５′端含有

保护碱基、ＮｃｏⅠ酶切位点(下划线)以及 Ｌｕｎａｓｉｎ ５′
端部分氨基酸编码基因序列ꎻＬｕｎａｓｉｎ￣Ｒ 中 ５′端含有

保护碱基、ＸｈｏⅠ酶切位点(下划线)、Ｈｉｓ 标签(斜
体)以及 Ｌｕｎａｓｉｎ ３′端部分氨基酸编码基因的互补

序列以及终止密码子ꎮ 用 Ｌｕｎａｓｉｎ￣Ｆ、Ｌｕｎａｓｉｎ￣Ｒ 引

物ꎬ以 ｐＭＤ１９￣Ｌｕｎａｓｉｎ 质粒为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ
ＰＣＲ 反应条件为:９５℃ 预变性 １０ ｍｉｎꎻ ９５℃ 变性

３０ ｓꎬ５５℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃延伸１ ｍｉｎꎬ共 ３０ 个循环ꎻ
７２℃终延伸 １０ ｍｉｎꎮ 取 ５ μＬ ＰＣＲ 产物进行 ２％琼

脂糖凝胶电泳鉴定ꎬ并胶ꎬ回收目的片段ꎬ与 ｐＭＤ１９￣
Ｔ ｓｉｍｐｌｅ ｖｅｃｔｏｒ 连接ꎬ将连接产物转化 ＤＨ５α 感受态

细胞ꎬ氨苄青霉素(５０ ｍｇ / Ｌ)抗性筛选后进行 ＰＣＲ
鉴定ꎬ并挑选阳性克隆扩大培养后提取质粒ꎬ送至

上海生工公司测序ꎮ 测序结果与实验室保存的

ｐＭＤ１９￣Ｌｕｎａｓｉｎ 序列进行比对ꎬ结果正确后提取质

粒并命名为 Ｌｕｎａｓｉｎ￣Ｔꎮ
将 Ｌｕｎａｓｉｎ￣Ｔ 重组质粒和原核表达质粒载体

ｐＥＴ￣２８ａ(＋)分别用 ＮｃｏⅠ、ＸｈｏⅠ进行双酶切ꎮ 回

收酶切产物 Ｌｕｎａｓｉｎ 片段和 ｐＥＴ￣２８ａ(＋)载体片段ꎬ
用 ＤＮＡ 连接试剂盒 １６℃过夜连接ꎮ 将连接产物转

化 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ涂布到卡那霉素(５０ ｇ / Ｌ)抗
性固体培养板上ꎬ３７℃ 过夜培养ꎬ挑选菌落进行

ＰＣＲ 鉴定ꎬ选取鉴定正确的菌落扩大培养并提取质

粒ꎬ然后将重组质粒 ＰｖｕⅡ酶进行单酶切鉴定ꎬ将鉴

定正确的质粒送公司测序再次鉴定ꎬ从而获得

Ｌｕｎａｓｉｎ 重组表达载体 ｐＥＴ￣２８ａ(＋) ￣Ｌｕｎａｓｉｎꎮ

４９０１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １１ꎬ２０１７



１.３　 Ｌｕｎａｓｉｎ 原核表达及纯化

将重组质粒 ｐＥＴ￣２８ａ( ＋) ￣Ｌｕｎａｓｉｎ 转化 Ｅ Ｃｏｌｉ
ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞ꎬ挑取单菌落接种于 ＬＢ 培

养基中(含 １００ ｍｇ / Ｌ 卡那霉素)ꎬ过夜培养后以 １ ∶
１００ 扩大培养ꎬ待 ＯＤ６００ ｎｍ值为 ０.６ 时加入异丙基￣β￣
Ｄ￣硫代吡喃半乳糖苷( ＩＰＴＧ)至终浓度 ０.５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
３７℃继续培养 ４ ｈꎬ诱导 Ｌｕｎａｓｉｎ 蛋白表达ꎮ ４℃ 离

心收集细菌ꎬ重悬于 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液ꎬ冰浴超声裂

菌ꎬ于 ４℃条件下 ６０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ收集上清

液和沉淀ꎬ分别用 Ｔｒｉｃｉｎｅ / ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测 Ｌｕｎａｓｉｎ
蛋白的分布ꎮ 在证实 Ｌｕｎａｓｉｎ 蛋白主要分布在上清

液后ꎬ用镍离子亲和层析柱纯化 Ｌｕｎａｓｉｎ 蛋白ꎬ上清

用 ０.４５ μｍ 滤器过滤后ꎬ过镍离子亲和层析柱ꎬ分别

用含有不同咪唑浓度的洗脱液 ( ２０、５０、２００、５００
ｍｍｏｌ / Ｌ)冲液洗脱ꎮ 收集洗脱液ꎬ利用 Ｔｒｉｃｉｎｅ / ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 检测蛋白纯化情况ꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 对纯化产

物进行检测ꎬ并用 １ ｋＤａ 超滤管对纯化后的 Ｌｕｎａｓｉｎ
蛋白进行浓缩和脱盐以及 ＢＣＡ 法测定 Ｌｕｎａｓｉｎ 蛋白

的浓度ꎮ
１.４　 细胞培养及药物处理

小鼠巨噬细胞 Ｊ７７４Ａ.１ 细胞在 ５％ＣＯ２、３７℃条

件下培养ꎬ于含 １０％胎牛血清、０.５％双抗的 ＤＭＥＭ
高糖培养基中ꎬ待细胞长至 ８０％ ~９０％的密度时ꎬ以
０.２５％胰蛋白酶和 ０.２％ＥＤＴＡ 混合液消化约 ５ ｍｉｎ
后传代ꎬ第 ３ ~ ５ 代细胞进行实验ꎮ 实验分为 ５ 组:
(１)空白对照组:单纯完全培养基孵育ꎻ(２)ＬＰＳ 对

照组:ＬＰＳ 终浓度为 １ ｇ / Ｌ 的完全培养基孵育ꎻ(３)
ＬＰＳ＋１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｌｕｎａｓｉｎ 组:ＬＰＳ 对照组基础上加

Ｌｕｎａｓｉｎ(终浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ)孵育ꎻ(４) ＬＰＳ ＋ ２５
μｍｏｌ / Ｌ Ｌｕｎａｓｉｎ 组:ＬＰＳ 对照组基础上加 Ｌｕｎａｓｉｎ
(终浓度为 ２５ μｍｏｌ / Ｌ)孵育ꎻ(５) ＬＰＳ＋ ５０ μｍｏｌ / Ｌ
Ｌｕｎａｓｉｎ 组:ＬＰＳ 对照组基础上加 Ｌｕｎａｓｉｎ(终浓度为

５０ μｍｏｌ / Ｌ)孵育ꎮ
１.５　 细胞因子 ＮＯ、ＩＬ￣６ 以及 ＴＮＦ￣α 的检测

取对数生长期细胞ꎬ以 ２×１０５ 个 / 孔接种于 ２４
孔板ꎬ稳定培养 ２４ ｈ 后分别更换同时含有 ＬＰＳ(１ ｇ /
Ｌ)和 Ｌｕｎａｓｉｎ 蛋白(０、１０、２５、５０ μｍｏｌ / Ｌ)的完全培

养基ꎬ以不含有 ＬＰＳ 和 Ｌｕｎａｓｉｎ 蛋白组为对照ꎬ连续

培养 ２４ ｈꎬ收集细胞培养液ꎮ 用一氧化氮检测试剂

盒(Ｇｒｉｅｓｓ 分析法)测定细胞培养液中 ＮＯ 含量ꎬ按
照 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 的 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒使用说明ꎬ测定

细胞培养液中 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 的含量ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐ６５ 磷酸化程度及 ＴＦ

用细胞刮板收获细胞ꎬ加入适量含有复合蛋白

酶抑制剂与复合磷酸酶抑制剂的蛋白裂解缓冲液ꎬ
冰浴孵育 ３０ ｍｉｎꎬ加以间断性漩涡震荡ꎬ４℃离心后ꎬ
吸取上清为细胞总蛋白提取物ꎮ ＢＣＡ 法定量蛋白ꎬ
每个样品取 ３０ μｇ 蛋白进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥꎮ 电泳结束

后ꎬ经电转ꎬ蛋白从凝胶转印到 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ并用 ５％
脱脂奶粉(ＴＢＳ￣Ｔ 稀释)在室温封闭膜 １ ｈꎮ 然后分

别加入磷酸化 ｐ６５ (１ ∶ １０００)、ＴＦ (１ ∶ ５００)、 ｐ６５
(１ ∶ ２０００)、ＧＡＰＤＨ(１ ∶ ２０００)一抗ꎬ４℃孵育过夜ꎬ
洗膜ꎬ并将膜与 １ ∶ １０００ 稀释的辣根过氧化物酶标

记的相应二抗室温孵育 １ ｈꎮ 用 ＥＣＬ 试剂和化学发

光凝胶成像系统显影ꎬ然后经 Ｇｅｌ￣ｐｒｏ 软件进行灰度

测定及分析ꎮ
１.７　 靶向 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 的 ｓｉＲＮＡ 沉默

特 异 性 靶 向 ｐ６５ 的 小 干 扰 ＲＮＡ ( ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡꎬｓｉＲＮＡ)序列[１３]和阴性对照(插入打

乱基因序列 Ｓｃｒａｍｂｌｅ)由苏州吉玛基因股份有限公

司合成ꎬｐ６５￣ｓｉＲＮＡ 序列为:正义链:５′￣ＧＧＡＧＵＡＣ￣
ＣＵＧＡＡＧＣＵＡＵＡＴＴ￣３′ꎬ 反 义 链: ５′￣ＵＡＵＡＧＣＵＵ￣
ＣＡＧＧＧＵＡＣＵＣＣＴＴ￣３′ꎮ 选取第 ３ ~ １５ 代细胞ꎬ用不

含双抗的 ＤＭＥＭ 培养基接种于 ６０ ｍｍ 培养皿中ꎬ细
胞增殖至 ７０％ 左右时用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染

ｐ６５￣ｓｉＲＮＡ 或 Ｓｃｒａｍｂｌｅ￣ｃｏｎｔｒｏｌꎬ转染 ２４ ｈ 后ꎬＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 ｐ６５、ＴＦ 沉默情况ꎮ
１.８　 统计分析

所有实验均重复 ３ 次ꎬ采用 ＳＰＳＳ １９.０ 进行统计

分析ꎬ数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ采用 Ｓｔｕｄｅｎｔｓ ｔ￣ｔｅｓｔ 检验和单

因素方差分析ꎬＰ<０.０５ 被认为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 Ｌｕｎａｓｉｎ 表达载体的构建及鉴定

以 ｐＭＤ１９￣Ｌｕｎａｓｉｎ 质粒为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ
ＰＣＲ 产物经过 ２％琼脂糖凝胶电泳ꎬＰＣＲ 产物为

１７５ ｂｐ左右ꎬ大小与预期一致ꎮ 将 ＰＣＲ 产物克隆至

Ｔ 载体ꎬ测序正确后亚克隆至表达载体ꎬ对构建好的

重组表达质粒 ｐＥＴ￣２８ａ(＋)￣Ｌｕｎａｓｉｎ 利用 ＰｖｕⅡ进行

单酶切鉴定ꎬ由于目的片段和质粒本身含有 ＰｖｕⅡ
的酶切位点ꎬ因此重组质粒可以切出 ３ 条片段ꎬ而空

质粒可以切出 ２ 条片段ꎬ酶切产物经过 １％琼脂糖

凝胶电泳ꎬ显示酶切片段数与大小预期一致ꎬ说明

ｐＥＴ￣２８ａ(＋)￣Ｌｕｎａｓｉｎ 表达载体构建成功ꎮ 将酶切鉴

定正确的质粒送上海生工公司测序ꎬ测序结果显示

与目的片段序列完全吻合(图 １)ꎮ
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图 １. 重组质粒的构建及鉴定　 　 Ａ 为 Ｌｕｎａｓｉｎ ＰＣＲ 琼脂糖电泳

结果(其中 Ｍ 为 Ｔｒａｎｓ２Ｋ Ｐｌｕｓ Ⅱ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎬ１ 为 Ｌｕｎａｓｉｎ 基因的

ＰＣＲ 产物)ꎮ Ｂ 为转化后质粒酶切鉴定(其中 Ｍ 为 Ｔｒａｎｓ８Ｋ ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒꎬ１ 为 ＰｖｕⅡ酶切后的空质粒ꎬ２ 为 ＰｖｕⅡ酶切后的重组质粒)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｌａｓｍｉｄ

２.２　 蛋白表达及纯化产物的鉴定

对重组质粒转化菌用 ＩＰＴＧ 进行诱导ꎬ３７℃ 诱

导表达 ４ ｈꎬ利用 Ｔｒｉｃｉｎｅ / ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测诱导表达

情况ꎬ重组质粒在 ５.５ ｋＤａ 处出现目的条带ꎬ表明诱

导表达成功(图 ２Ａ)ꎻ收集诱导表达菌体ꎬ对其进行

超声破碎ꎬ离心后将上清过镍离子亲和层析柱ꎬ用
含有不同浓度的咪唑洗脱缓冲液洗脱ꎬ收集各洗脱

液进行 Ｔｒｉｃｉｎｅ / ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ在 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ 咪

唑洗脱液中可见较单一的 ５.５ ｋＤａ Ｌｕｎａｓｉｎ 蛋白出

现ꎬ其纯度在 ９０％左右(图 ２Ｂ)ꎻ以 Ａｎｔｉ￣ＨｉｓＡｎｔｉｂｏｄｙ
对 Ｌｕｎａｓｉｎ 重组蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎬ在 ５.５
ｋＤａ 处出现杂交条带ꎬ表明成功获得 Ｌｕｎａｓｉｎ 重组蛋

白(ｒ￣Ｌｕｎａｓｉｎ)(图 ２Ｃ)ꎮ
２.３　 重组 Ｌｕｎａｓｉｎ 对 ＬＰＳ 诱导小鼠 Ｊ７７４Ａ.１ 细胞炎

症因子分泌及 ＮＦ￣κＢ 活化的影响

为检测 Ｌｕｎａｓｉｎ 是否具有抗炎的生物学活性ꎬ
我们利用 Ｇｒｉｅｓｓ 分析法以及 ＥＬＩＳＡ 方法检测其对

ＬＰＳ 诱导小鼠 Ｊ７７４Ａ.１ 细胞炎症因子分泌的影响ꎮ
与空白对照组比较ꎬＬＰＳ 能提高小鼠 Ｊ７７４Ａ.１ 巨噬

细胞炎症因子 ＮＯ、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 的分泌ꎬＬｕｎａｓｉｎ 呈

浓度依赖性降低小鼠巨噬细胞上清液中 ＮＯ、ＴＮＦ￣
α、ＩＬ￣６ 的含量ꎬ其中当 Ｌｕｎａｓｉｎ 浓度为 ５０ μｍｏｌ / Ｌ
时抑制作用最强(Ｐ<０.０１ꎻ图 ３Ａ、Ｂ、Ｃ)ꎮ 由于上述

细胞炎症因子均由 ＮＦ￣κＢ 所调控ꎬ推测 Ｌｕｎａｓｉｎ 对

其的抑制作用是通过抑制 ＮＦ￣κＢ 的活化而实现ꎬ于
是我们用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｌｕｎａｓｉｎ 对 ｐ６５ 磷酸化的

影响ꎮ 与空白对照组比ꎬＬＰＳ 处理 ２ ｈ 后ꎬｐ￣ｐ６５ 的

表达量明显增加ꎬ而总蛋白 ｐ６５ 的表达基本保持不

变(图 ３Ｄ)ꎻ与 ＬＰＳ 对照组相比ꎬＬｕｎａｓｉｎ 呈时间依

赖性抑制 ＬＰＳ 诱导的小鼠 Ｊ７７４Ａ.１ 巨噬细胞 ｐ￣ｐ６５

图 ２. Ｌｕｎａｓｉｎ 重组蛋白的表达、纯化和鉴定 　 　 Ａ 为

Ｔｒｉｃｉｎｅ / ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测重组质粒的表达[其中 Ｍ 为蛋白分

子量标准ꎬ１ 为 ｐＥＴ￣２８ａ( ＋)空质粒诱导前ꎬ２ 为 ｐＥＴ２８ａ( ＋)
空质粒诱导后ꎬ３ 为重组质粒诱导前ꎬ４ 为重组质粒诱导后]ꎮ
Ｂ 为 Ｔｒｉｃｉｎｅ / ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测纯化后蛋白(其中 Ｍ 为蛋白分

子量标准ꎬ１ 为 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 咪唑洗脱液ꎬ２ 为 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 洗脱

液ꎬ３ 为 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ 洗脱液)ꎮ Ｃ 为纯化产物的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
分析(１、２ 为经 Ｎｉ￣ＮＴＡ 亲和层析柱纯化的重组蛋白)ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅ￣
ｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｌｕｎａｓｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

的表达ꎬ当 Ｌｕｎａｓｉｎ 处理时间为 ２ ｈ 时ꎬ抑制 ｐ６５ 磷

酸化的作用最强(图 ３Ｅ)ꎮ 上述结果表明 Ｌｕｎａｓｉｎ
抑制了 ＮＦ￣κＢ 的活化ꎬ其对细胞因子的抑制作用是

通过抑制 ＮＦ￣κＢ 的活化而实现的ꎮ
２.４　 重组 Ｌｕｎａｓｉｎ 对 ＬＰＳ 诱导 Ｊ７７４Ａ.１ 细胞 ＴＦ 表

达的影响

为证明 ＬＰＳ 能够经由 ＮＦ￣κＢ 上调 Ｊ７７４Ａ.１ 细

胞 ＴＦ 的表达ꎬ我们首先利用 ＬＰＳ 处理 Ｊ７７４Ａ.１ 细胞

不同时间ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＰＳ 对 ＴＦ 表达的影响ꎬ
随着 ＬＰＳ 处理时间的增加ꎬＴＦ 的表达量也在增加

(图 ４Ａ)ꎮ 利用 ｓｉＲＮＡ 沉默 ｐ￣６５ꎬ与 Ｓｃｒａｍｂｌｅ 对照

组相比ꎬｐ６５￣ｓｉＲＮＡ 沉默率达到 ９０％左右(Ｐ<０.０１ꎻ
图 ４Ｂ)ꎻ沉默 ｐ￣６５ 后ꎬＬＰＳ 再刺激细胞ꎬＴＦ 表达量显

著降低达 ５７％(Ｐ<０.０１ꎻ图 ４Ｃ)ꎮ 表明 ＬＰＳ 经由 ＮＦ￣
κＢ 上调 Ｊ７７４Ａ.１ 细胞 ＴＦ 的表达ꎮ

前述研究证明了 Ｌｕｎａｓｉｎ 具有抑制 ＬＰＳ 诱导的

Ｊ７７４Ａ.１ 细胞 ＮＦ￣κＢ 活化ꎬ进而抑制其下游炎症因

子表达的抗炎生物学活性ꎬ既然 ＬＰＳ 诱导的 ＴＦ 表

达同样经由 ＮＦ￣κＢꎬ我们进一步检测 Ｌｕｎａｓｉｎ 对 ＬＰＳ
诱导 ＴＦ 表达的影响ꎮ 与 ＬＰＳ 对照组相比ꎬＬｕｎａｓｉｎ
呈浓度依赖性下调 ＬＰＳ 诱导的 Ｊ７７４Ａ.１ 细胞 ＴＦ 的

表达 ꎬ且当Ｌｕｎａｓｉｎ浓度为５０μｍｏｌ / Ｌ时ꎬ其抑制率

６９０１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １１ꎬ２０１７



图 ３. Ｌｕｎａｓｉｎ 对 ＬＰＳ 诱导 Ｊ７７４Ａ.１ 细胞 ＮＯ、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α分泌及 ＮＦ￣κＢ 活化的影响(ｎ＝ ３)　 　 Ａ、Ｂ、Ｃ 分别为 Ｌｕｎａｓｉｎ 对 Ｊ７７４Ａ.１
细胞上清液中 ＮＯ、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 含量的影响(其中 １ 为空白对照组ꎬ２ 为 ＬＰＳ 对照组ꎬ３ 为 ＬＰＳ＋１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｌｕｎａｓｉｎ 组ꎬ４ 为 ＬＰＳ＋２５ μｍｏｌ / Ｌ Ｌｕｎａｓｉｎ
组ꎬ５ 为 ＬＰＳ＋５０ μｍｏｌ / Ｌ Ｌｕｎａｓｉｎ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＬＰＳ 对照组比较)ꎮ Ｄ 为 ＬＰＳ 对 Ｊ７７４Ａ.１ 细胞

ＮＦ￣κＢ 活化的影响(其中 １ 为空白对照组ꎬ２ 为 ＬＰＳ 对照组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较)ꎮ Ｅ 为 Ｌｕｎａｓｉｎ 处理不同时间对 ＬＰＳ 诱导 Ｊ７７４Ａ.１ 细

胞 ｐ６５ 磷酸化的影响(其中 １ 为 ＬＰＳ 对照组ꎬ２、３、４ 分别为 Ｌｕｎａｓｉｎ 处理 ０.５、１、２ ｈ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＬＰＳ 对照组比较)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｕｎａｓｉｎ ｏｎ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ＮＯꎬ ＩＬ￣６ꎬ ＴＮＦ￣α ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＬＰＳ ｉｎ Ｊ７７４Ａ.１ ｃｅｌｌｓ (ｎ＝３)

图 ４. Ｌｕｎａｓｉｎ 对 ＬＰＳ 诱导 Ｊ７７４Ａ.１ 细胞 ＴＦ 蛋白表达的影响(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为 ＬＰＳ 对 Ｊ７７４Ａ.１ 细胞不同时间点 ＴＦ 表达的影响(其中 １
为空白对照组ꎬ２、３、４、５ 分别为 ＬＰＳ 处理 ４、１６、２０、２４ ｈ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较)ꎮ Ｂ、Ｃ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐ６５￣
ｓｉＲＮＡ 沉默 ｐ６５ 情况及 ｐ６５ 沉默后 ＴＦ 蛋白表达(其中 １ 为 Ｓｃｒａｍｂｌｅ 对照组ꎬ２ 为 ｐ６５￣ｓｉＲＮＡ 处理组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｓｃｒａｍｂｌｅ 对照组比较)ꎮ Ｄ
为 Ｌｕｎａｓｉｎ 对 ＬＰＳ 诱导 Ｊ７７４Ａ.１ 细胞 ＴＦ 表达的影响(其中 １ 为空白对照组ꎬ２ 为 ＬＰＳ 对照组ꎬ３ 为 ＬＰＳ＋１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｌｕｎａｓｉｎ 组ꎬ４ 为 ＬＰＳ＋２５
μｍｏｌ / Ｌ Ｌｕｎａｓｉｎ 组ꎬ５ 为 ＬＰＳ＋５０ μｍｏｌ / Ｌ Ｌｕｎａｓｉｎ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＬＰＳ 对照组比较)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｕｎａｓｉｎ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＬＰＳ ｉｎ Ｊ７７４Ａ.１ ｃｅｌｌｓ (ｎ＝ ３)
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最大ꎬ达到 ６６％(Ｐ<０.０１ꎻ图 ４Ｄ)ꎮ 证实了 Ｌｕｎａｓｉｎ
能够抑制 ＬＰＳ 诱导的 Ｊ７７４Ａ.１ 细胞 ＴＦ 的表达ꎬ其作

用机理可能同样是通过抑制 ＮＦ￣κＢ 活化而实现的ꎮ

３　 讨　 论

本研究利用基因工程手段成功构建了 Ｌｕｎａｓｉｎ
的原核表达载体ꎬ并利用亲和层析获得纯度达 ９０％
的 Ｌｕｎａｓｉｎ 多肽ꎮ 生物学活性检测结果显示ꎬ其能

通过抑制 ＮＦ￣κＢ 的活化而抑制下游基因 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣
α 以及 ＮＯ 的表达ꎮ 在证明原核表达的 Ｌｕｎａｓｉｎ 具

有抗炎生物学活性基础上ꎬ检测其对 ＬＰＳ 诱导巨噬

细胞 ＴＦ 表达的影响ꎬ实验结果首次证明了其对 ＬＰＳ
诱导巨噬细胞 ＴＦ 表达的抑制作用ꎮ 该项研究为动

脉血栓的治疗和预防提供了实验依据ꎬ也为今后在

食品和生物医药领域开发 Ｌｕｎａｓｉｎ 奠定了基础ꎮ
作为食源性的大豆生物活性肽 Ｌｕｎａｓｉｎꎬ不仅可

为机体提供生长发育所需的蛋白质营养ꎬ而且由于

具备特殊的生物学功能将来可在功能食品、保健

品、生物医药等领域具有很好的开发前景ꎮ 然而目

前 Ｌｕｎａｓｉｎ 的获取通常利用分离手段从大豆中获

得ꎬ这种方法操作繁琐ꎬ纯度不高[１４]ꎮ 另外一种方

法为化学合成ꎬ化学合成手段虽然增加了产物的纯

度ꎬ但成本昂贵[１５]ꎮ 探索一种简易快捷且成本较低

的方法获取 Ｌｕｎａｓｉｎ 对于其开发利用具有重要意

义ꎮ 利用基因工程手段ꎬ采用原核表达体系获得的

重组蛋白ꎬ如干扰素、胰岛素等ꎬ由于其制备工艺纯

熟、成本低廉等原因ꎬ现已广泛应用于生物医药领

域ꎮ 因此本研究尝试用基因工程手段原核表达 Ｌｕ￣
ｎａｓｉｎꎮ Ｌｕｎａｓｉｎ 分子量较小ꎬ仅有 ５.５ ｋＤａꎬ我们知道

小分子量蛋白在表达体系中很容易被降解ꎬ但是如

果添加大的标签可增加产物的稳定性ꎮ 由于

Ｌｕｎａｓｉｎ 本身分子量并不大ꎬ我们又担心会影响 Ｌｕ￣
ｎａｓｉｎ 本身的生物学活性ꎬ因此决定利用带有小分子

量标签 Ｈｉｓ 的 ｐＥＴ２８ 构建 Ｌｕｎａｓｉｎ 表达载体ꎬ为在尽

量不影响活性前提下ꎬ通过抑制蛋白降解而获得重

组 Ｌｕｎａｓｉｎꎮ 实验结果表明ꎬ通过添加蛋白酶抑制

剂ꎬＬｕｎａｓｉｎ 在原核表达系统中的产率达到 ９０％ꎬ后
期的细胞生物学实验表明ꎬＨｉｓ 标签并没有影响其

抗炎的生物学活性ꎮ
有文献表明ꎬＬｕｎａｓｉｎ 抑制炎症反应是通过抑制

ＮＦ￣κＢ 活性来实现的[３]ꎮ 在炎症相关疾病致病过

程中ꎬ均可发现 ＮＦ￣κＢ 呈过度激活ꎬ大量胞浆内的

ＮＦ￣κＢ 复合物易位进入细胞核内ꎬ诱导前炎症介质、
炎症介质和免疫相关因子等至少 ２７ 种基因的转录

与表达[１６￣１８]ꎮ 本研究证明了原核表达的 Ｌｕｎａｓｉｎ 能

够通过抑制 ＮＦ￣κＢ 的活化进而抑制下游基因如 ＩＬ￣
６、ＴＮＦ￣α 表达以及 ＮＯ 的合成ꎬ初步显示了其抗炎

症的生物学活性ꎮ
查询文献获悉ꎬＬＰＳ 可以通过 ＮＦ￣κＢ 而上调 ＴＦ

的表达[１９]ꎮ 由于 ＴＦ 的表达也是由 ＮＦ￣κＢ 所调控ꎬ
因此我们推测 Ｌｕｎａｓｉｎ 也可以抑制 ＴＦ 的表达ꎬ但关

于 Ｌｕｎａｓｉｎ 对 ＬＰＳ 上调巨噬细胞 ＴＦ 表达的抑制作

用未有报道ꎮ 为证明我们的推测ꎬ我们在证明原核

表达的 Ｌｕｎａｓｉｎ 具有抗炎生物活性基础上ꎬ检测其

对 ＴＦ 表达的影响ꎬ实验结果与预期一致ꎬ即 Ｌｕｎａｓｉｎ
同样也可以通过抑制 ＮＦ￣κＢ 活化而抑制 ＬＰＳ 诱导

的巨噬细胞 ＴＦ 的表达ꎮ
我们关于原核表达 Ｌｕｎａｓｉｎ 的抗炎生物学活性

及抑制 ＴＦ 表达的研究均为体外实验ꎬ今后还需进

一步开展其在体内的抗炎活性及对 ＴＦ 表达抑制作

用的研究ꎬ为动脉血栓的预防和治疗及 Ｌｕｎａｓｉｎ 在

生物医药领域的开发利用提供依据ꎮ
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