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要"目的
!

研究多种中药对于脑淀粉样血管病相关蛋白胱抑素聚集的影响&方法
!

通过在胱抑素酵母表达系统的诱导

培养基中添加亚适量浓度中药成分的方式!应用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳"

'(')*+,-

%技术结合蛋白质免疫印迹

"
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%技术!在胞外和胞内检测中药对鸡胱抑素蛋白聚集的影响&结果
!

胞外的药物筛选实验表明远志对于胱抑素

的聚集有明显的抑制作用!而且远志的浓度在
9$$

!

8

'

:;

以下时!药物剂量与抑制胱抑素聚集效果呈现较好的正相关性$胞内实

验表明远志对细胞内胱抑素聚集没有影响&结论
!

远志对于分泌至胞外的胱抑素聚集有明显的抑制作用&

关键词"脑淀粉样血管病$远志$胱抑素$蛋白聚集
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脑淀粉样血管病$
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K++

&是

一种常发生于老年人的微血管疾病#临床以血管壁弹力下降#

最终引起颅内反复出血为主要表现#病理特征为在脑小血管的

内壁出现严重的淀粉样蛋白沉积'

!

(

)引发
K++

的重要原因

之一就是编码人胱抑素
K

$

CH:E3J

F

01E173K

#

LKK

&的基因发

生突变$

;&@Q

&#改变了蛋白的稳定结构#进一步形成类淀粉样

纤维沉淀而导致疾病)

LKK

突变体
;&@Q

在致病机制上与引

发疯牛病*老年痴呆症等神经退行性疾病的病原蛋白相似#即

通过蛋白质的构象改变#发生分子间交联形成二聚体#进一步

形成类淀粉样纤维沉淀而导致疾病'

"

(

)目前对于这些蛋白质

淀粉样沉积疾病尚无有效的治疗手段)

近年来#国外研究团队在多种淀粉样疾病的研究中筛选到

一些具有抑制病原蛋白聚集的天然药物化学组成成分#如芳香

性生物碱菲啶和菲啶类衍生物具有明显的抗朊病毒聚集作

用'

%

(

#多酚类物质没食子儿茶素和没食子酸酯具有一定的抗朊

病毒和阿尔茨海默病的治疗效果'

A

(

)另一方面#国内王学美'

9

(

也报道了补肾类中药对早发性老年痴呆症具有一定的功效)

迄今为止#发现的可以治疗这两种淀粉样蛋白病的中药配方包

括菖蒲*远志*人参*甘草*黄芪*柑桔*半夏*天麻*日本芎草穷*

红牡丹*枣*地黄*枸杞果实*当归*肉苁蓉*巴戟天*乌头*薯蓣*

茯苓*银杏*川芎*绞股蓝*五味子*烟草*蛇床*芍药*吴茱萸*姜

黄*首乌*三七*大黄等'

&)?

(

)然而#有关中药对由胱抑素蛋白聚

集引起的脑淀粉样血管病影响的研究目前国内*外尚无报道)

此外#以上研究主要局限在临床的治疗效果上#中药对于淀粉

样蛋白聚集的影响迄今也鲜有报道#这也成为中药临床使用的

相关药理学研究方面的一大缺陷)

因此#本研究利用分子生物学结合生物化学的方法#用毕

赤酵母中表达的重组鸡胱抑素$

JC7JM/3J

F

01E173

#

JK

&突变体

P&&Q

作为模型#选取银杏叶*大黄*烟草*五味子*当归*甘草*

川穹*茯苓*绞股蓝*吴茱萸*蛇床*姜黄*首乌*芍药*远志和三

七等
!@

种中药材作为研究材料#采取向毕赤酵母培养基中直

接添加中药生药并灭菌处理的方式$该处理方法与中药的清蒸

炮制方法相似&#通过研究中药对胱抑素聚集特性的影响#以期

筛选出具有抑制胱抑素淀粉样聚集的药物)这对于寻找由

LKK

引起的
K++

的治疗药物及为中药治疗蛋白淀粉样聚集

疾病的药理学研究具有重要的推动作用)
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材料与方法
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材料
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菌株
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转入
D

*PKR

"

+)JK)P&&Q

质粒的酵母菌株
?$:1$%
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%*4./$*S)%%

%毕赤酵母购自
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/

公司#胱抑素酵母表达菌

株为本实验室构建)
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&!蛋白胨
"U

#酵母浸粉
!U

#葡萄糖
"U

#

T*(

固体培养基

加入
"U

的琼脂粉#在
!!9V

高压蒸汽灭菌
"$:73

)液体培养

=$$"

重庆医学
"$!"

年
?

月第
A!

卷第
"$

期

"

基金项目"国家自然科学基金资助项目$

%$=?$!9"

&%辽宁省教育厅优秀人才项目$

"$$=W"&

&%教育部留学回国人员科研启动基金资助项目

$教外司留'

"$!$

(

!9&!

号&)

!

#

!

通讯作者#

B/5

!$

$"A

&

&""$A@!@

%

-):E75

!

F

063

8#

53H#/<H#J3

)



基室温保存#蛋白胨*酵母浸粉#葡萄糖均购自上海奥博星生物

科技有限公司)
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163/:/<7)

H:

&!蛋白胨
"U

#酵母浸粉
!U

#在
!"! V

高压蒸汽灭菌

"9:73

)加入
$#9U

甲醇诱导表达)

@#@#B

!

中药生药
!

银杏*川芎*甘草*当归*绞股蓝*五味子*烟

草*蛇床*芍药*吴茱萸*姜黄*远志*茯苓*首乌*三七*大黄等均

购于沈阳市东北大药房#两面针购于安徽省亳州市真源堂药业

有限公司)
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!

方法

@#A#@

!

胱抑素的诱导表达及收集
!

毕赤酵母在
9:;T*(

培

养基中小量培养
!"C

#

"$$:;T*(

培养基中
%$V

扩大培养

"AC

至
Y(

为
%#@

$

A#"

#

AV9$$$

8

离心
!$:73

收集菌体#

转入加有浓度为
9$$

!

8

"

:;

的不同中药原料的
!$$:;T*X

培养基中'

@

(

#调整各培养液
Y(

值在
!#&

$

!#@

之间#诱导表达

%<

#

!

"AC

补加
!

次甲醇)中药按
9$$

!

8

"

:;

直接加到

T*X

培养基中#灭菌)诱导表达结束#

A V 9$$$

8

离心

!$:73

除去菌体#实验方法参照文献'

=

()

@#A#A

!

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳$

'(')*+,-

&检

测
!

'('

电泳实验方法参照文献'

=

()结果用全自动图像分析

系统
(65

D

L73)(YK

进行扫描*分析)电泳仪购自
ZPY)W+(

公司#

(65

D

L73)(YK

凝胶成像系统购自
./E51/J

公司)

@#A#B

!

微生物血细胞计数板直接计数法
!

把菌体在加有浓度

为
9$$

!

8

"

:;

不同中药的
T*(

培养基中培养
"AC

)取稀释

到
!$$

倍的菌液#从盖片边缘滴一小滴#使菌液自行渗入#本实

验用的是
"9[!&

计数板#计数
A

个角上中方格的菌数和中央

中格的菌数#之后用公式计算)

@#A#C

!

破碎细胞
!

将
"A

*

A@

*

?"C

诱导表达后的菌体
A V

A$$$

8

离心
!$:73

收集#试验方法参照文献'

!%

()

@#A#D

!
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'
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(

!

将提取细胞内总蛋白进行
!"U

'(')*+,-

电泳后转膜$

*\(]

膜&#恒压
!$$\

#

9$:73

)

9U

脱脂奶粉液封膜
!C

#一抗兔抗
JK

$实验室自制&采用
!̂ "$$$

稀释#缓和震荡
!C

#二抗羊抗兔
P

8

,

采用
!̂ 9$$$

稀释#缓和

震荡
!C

#显影)显影用增强化学发光法试剂购自碧云天生物

有限公司#兔抗
P

8

,

抗体及兔抗绵羊
P

8

,

二抗购自金斯特生物

科技有限公司)

A

!

结
!!

果

A#@

!

初筛
!@

种中药对胱抑素聚集的影响
!

本实验用盐析结

合
'(')*+,-

的方法检测中药对于胞外分泌
JK

蛋白聚集情

况的作用效果)

!$U

硫酸铵盐析所得为胱抑素不溶物及多聚

体部分#

A9U

盐析为寡聚体部分#

&$U

盐析为单倍体部分'

=

(

)

药物筛选的结果大致分为
%

种情况!$

!

&蛋白多聚体和寡聚体

的含量较未加中药的胱抑素突变体
P&&Q

样品$以下简称对照

组&明显减少的!远志*芍药*姜黄*吴茱萸*大黄%$

"

&实验组和

对照组的多聚体和寡聚体的蛋白含量相差不显著的!蛇床*甘

草*三七*茯苓*银杏*绞股蓝*首乌*五味子*川芎*烟草%$

%

&实

验组多聚体和寡聚体的蛋白含量明显较对照组多的!两面针*

当归)图
!

具体显示了其中代表性的中药$如远志*三七和当

归&的作用效果#结果表明远志对于胱抑素生成多聚体和寡聚

体有明显的抑制作用)此外#对于加药后的菌液用微生物血细

胞计数板直接计数法统计培养基中的细胞数#结果表明除了烟

草和芍药对细胞生长有一定的抑制作用之外#其他中药对细胞

数没有显著的影响#见表
!

)

A#A

!

远志对胱抑素聚集影响的剂量效应
!

为了研究不同浓度

远志对胱抑素聚集的影响#笔者检测了
!$$

*

"9$

*

9$$

*

!$$$

*

9$$$

!

8

"

:;

的远志对胱抑素单倍体*寡聚体和多聚体形成的

影响)如图
"

所示#远志的浓度在
9$$

!

8

"

:;

以下时#药物剂

量与抑制胱抑素聚集效果呈现较好的正相关性%而远志的浓度

大于
9$$

!

8

"

:;

时#虽然单倍体含量有一定程度的下降#但寡

聚体含量呈逐渐上升的趋势#表明药物剂量与抑制胱抑素聚集

效果呈现负相关性)这说明远志抑制胱抑素聚集的最佳浓度

为
9$$

!

8

"

:;

)

表
!

!!

初筛
!@

种中药对胱抑素聚集的影响

组别
!$U

盐析蛋白

占总蛋白百分比

A9U

盐析蛋白

占总蛋白百分比

&$U

盐析蛋白

占总蛋白百分比

酵母细胞数

"

:;

$

[!$

&

&

对照组
!A#?U 99#?U "=#&U @#%"$

芍药
?#%U 9?#AU %9#%U A#%&@

姜黄
@#=U A9#&U A9#AU =#$A@

吴茱萸
!"#@U A?#?U %=#9U ?#$?"

大黄
!!#9U %=#!U A=#AU ?#9="

远志
!%#AU !9#9U ?!#$U ?#%%"

蛇床
=#?U A?#?U A"#&U ?#"@$

甘草
!$#?U A!#$U A@#"U =#%&$

三七
!!#%U A%#?U A9#$U ?#@$$

茯苓
!$#=U A&#9U A"#&U ?#9="

银杏
!A#AU A%#&U A"#$U @#9@$

绞股蓝
!A#$U A$#=U A9#!U ?#@$$

首乌
@#!U 99#?U %&#"U =#&"$

五味子
!=#=U A$#"U %=#=U ?#9A$

川芎
A#9U A=#@U A9#?U ?#@9"

烟草
9#!U 9?#AU %?#9U A#=="

两面针
!"#9U A&#9U A!#$U ?#9="

当归
!?#?U A=#"U %%#!U ?#@9"

!!

+

!

!$U

盐析后
'(')*+,-

的结果%

Z

!

A9U

盐析后
'(')*+,-

的

结果%

K

!

&$U

盐析后
'(')*+,-

的结果%

(

!基于以上
'(')*+,-

结

果#应用密度梯度检测仪检测培养液中的不同组分含量)

图
!

!!

远志#三七和当归对
JK

蛋白突变体
P&&Q

聚集的影响

$!$"

重庆医学
"$!"

年
?

月第
A!

卷第
"$

期



A#B

!

远志对胱抑素胞内聚集的影响
!

为了全面地分析远志对

胱抑素聚集的作用效果#笔者利用蛋白质免疫印迹技术

$

./01/234561173
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&检测了远志对细胞内胱抑素聚集的影响)

加有远志的酵母细胞内胱抑素的单倍体*二倍体的比例与对照

组相比没有明显区别)这说明远志可能直接作用于分泌到细

胞外的胱抑素#而对于胞内的蛋白没有作用)由于相对分子质

量大小的原因#中药成分可能较难进入由溶酶体等亚细胞器形

成的胞内区间'

!$

(

#见图
%

)

!!

+

!

!$U

盐析后
'(')*+,-

的结果%

Z

!

A9U

盐析后
'(')*+,-

的

结果%

K

!

&$U

盐析后
'(')*+,-

的结果%

(

!基于
'(')*+,-

结果#应

用密度梯度检测仪检测培养液中的不同组分含量)

图
"

!!

不同浓度的远志对胱抑素聚集的影响

图
%

!!

./01/234561173

8

分析胞内水平远志对
JK

蛋白

聚集的影响

B

!

讨
!!

论

LKK

由于在生理条件下也非常容易聚集#且大部分形成

二聚体'

!!

(

#这为该领域的研究带来了诸多困难)在其替代模

型寻找过程中研究者发现#

JK

与
LKK

同属于
K

F

01E173

超家族

%

型#二者具有高度同源性'

!"

(

)

JK

与
LKK

相比有更高的热

力学稳定性#与
LKK

易于形成二聚体不同#

JK

在生理条件下

主要以单体形式存在'

!%

(

#这为相关蛋白质生化实验提供了便

利可操作的优势#也成为本实验构建的药物筛选模型的理论

基础)

本研究利用毕赤酵母表达的
JK

的突变体
P&&Q

菌株#采

用
'(')*+,-

结合密度梯度蛋白测定技术以及免疫印迹法在

胞内和胞外定量分析了多种单方中药对
JK

突变体
P&&Q

的聚

集的影响)研究结果表明#远志*芍药*姜黄*吴茱萸*大黄在胞

外水平上对
JK

突变体
P&&Q

的聚集有明显的抑制作用#而远

志的作用最为明显#接下来更深一步地研究远志对
JK

突变体

P&&Q

的聚集情况的影响#通过剂量效应分析显示#远志对
JK

淀粉样聚集的抑制浓度区间为小于等于
9$$

!

8

"

:;

#在高于此

浓度时#远志的剂量与
JK

淀粉样聚集呈负相关)

本研究所使用的表达体系为基于毕赤酵母的外源蛋白表

达体系#由于在构建重组质粒时将
JK

的
J(_+

直接与前端的

毕赤酵母自身的分泌信号肽序列连接#因此经翻译*折叠*修饰

的外源蛋白直接分泌至胞外#毕赤酵母的自身蛋白分泌量极

小#加上毕赤酵母生长培养基中只有少量的蛋白'

!A

(

#这意味着

分泌的外源蛋白是培养基中蛋白的主要组成成分#可作为蛋白

纯化的第一步#因此#在研究中采取的在培养基中直接加入的

中药成分应主要作用于外源分泌蛋白#即
JK

的单体及二聚体)

由
LKK

引起的
KK+

的致病原因是由于
LKK

的突变体
;&@Q

通过结构域交换形成二聚体#二聚体进一步聚集在血管内形成

淀粉样纤维沉淀#进而引发
KK+

#本实验结果显示#亚适量浓

度的远志在一定程度上能有效抑制
JK

的二聚体及多聚体的形

成#由此可以推测#有抑制寡聚体形成的中药成分将可作为潜

在的
LKK

关联
KK+

的候选治疗药物)

基于
LKK

的一级蛋白质结构#

LKK

在哺乳动物细胞中表

达的绝大部分为分泌蛋白#少部分存留于细胞区间的溶酶体系

统#为深入分析中药成分对胱抑素的聚集影响#进一步通过细

胞裂解#应用免疫印迹法检测了远志对胞内
LKK

的影响#结

果显示在胞内水平上并没有明显的影响#提示由于相对分子量

大小的原因#中药成分可能较难进入由溶酶体等亚细胞器形成

的胞内区间)

对中药成分抑制
LKK

寡聚体形成的深入研究将有助于

理解小分子化合物抑制淀粉样聚集的抑制机制#从而有利于开

发出潜在的基于中草药物的
LKK

关联
KK+

的新疗法)
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性#是个体及家族识别的理想遗传标记%并初步提示这些基因

座在新疆维吾尔族人群中具有较高的识别力)本次调查中在

一些基因座未观察到相应的等位基因%同时也未发现检测出的

等位基因超出了标准等位基因阶梯范围的现象#与汉族群体的

研究报道结果明显不同'

?)=

(

#进一步表明
T)'BW

基因座基因频

率分布具有明显的地域和种族差异)

T

染色体
'BW

基因座多态性研究可为法医学个体识别和

亲权鉴定提供新的手段#在诸如父系家族的亲权鉴定*混合斑

男性成分的检测*不同男性个体混合物的分析*无名男尸的身

份确定*追溯父系迁移历史及重构同一父系家族等方向都具有

独特的应用价值'

!$)!!

(

)维吾尔族是新疆的主要民族#研究该

少数民族男性
T)'BW

的多态信息#可以对其起源*迁徙*交流*

民族基因特点等法医学和遗传学方面的信息有一定的掌握)

本调查结果初步获得了新疆昌吉维吾尔族男性群体
!?

个
T)

'BW

基因座的基因频率及基因变异度值#以及各基因座在该

群体中个体识别率的差异#可为新疆维吾尔族群体
!?

个
T)

'BW

的单倍型频率与累积个体识别率提供基础数据资料'

!"

(

)

目前研究显示#不同地域与不同人群之间
T)'BW

单倍型分布

的变异度较大'

!%)!9

(

)因此#建立新疆地区维吾尔族人群的
T)

'BW

等位基因频率*单倍型数据资料必不可少#可为进一步开

展法医学亲子鉴定和个体识别*人类起源和进化研究与应用奠

定基础)
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