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摘　要　为获得纯度较高的葡萄球菌核酸酶（ＳＮａｓｅ）以研究其与糖尿病的关系，构建基因工程表达菌ＥｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＥＴ２８ａ
ＨｉｓＳＮａｓｅ，诱导其表达可溶性胞外蛋白，并对纯化的 ＳＮａｓｅ进行初步性质研究。采用分子生物学方法设计和构建含有
ＳＮａｓｅ基因的表达载体ｐＥＴ２８ａＨｉｓＳＮａｓｅ，再转入ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞。经过乳糖诱导表达、超声破碎及镍柱亲和
色谱等纯化步骤后，以ＳＤＳＰＡＧＥ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定ＨｉｓＳＮａｓｅ，并对其性质进行了初步研究。结果表明，乳糖诱导后Ｈｉｓ
ＳＮａｓｅ能高效表达，亲和色谱后纯度高达８５％以上，且其具备较高的核酸酶活性，作用 ｐＨ范围较广，有很好的耐热性。本
研究为进一步探究葡萄球菌核酸酶与糖尿病的关系奠定了基础。
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　　１型糖尿病（ｔｙｐｅ１ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ１ＤＭ）是
一种自身免疫性疾病，是由于胰腺中分泌胰岛素的

胰岛β细胞遭到了自身免疫性 Ｔ细胞的靶向性破
坏，导致胰岛素的绝对缺乏而产生［１－２］。目前临床

主要采用注射胰岛素治疗［３］，但无法从根本上阻

止１型糖尿病发生。胰岛移植、干细胞治疗方案虽
取得一定效果，但尚未发展成熟，还处于摸索阶段，

有待科研人员进一步开发［４－５］。因此，寻求更加安

全有效、易于临床应用的糖尿病治疗方法是科研人

员迫切需要重点解决的重点课题。
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中性粒细胞是先天免疫系统的重要组成部分，

属于炎症反应的一线细胞，在抵抗微生物入侵中发

挥着重要作用［６－７］。活化的中性粒细胞会释放自

身线粒体和核内染色质 ＤＮＡ到胞外，包裹各种颗
粒蛋白酶形成纤维网样结构，称为中性粒细胞胞外

诱捕网［８］（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）。研
究发现，ＮＥＴｓ中８４％的蛋白质是自身免疫病、肿
瘤或者两者共有的自身抗原，并且 ＮＥＴｓ中的修饰
酶也可以对自身和外来的蛋白质进行修饰，导致两

者转变为自身抗原［９］。ＮＥＴｓ过分强盛或清除受阻
与自身免疫病的发生发展有很大关系，如系统性红

斑狼疮（ＳＬＥ）、类风湿性关节炎（ＲＡ）、自身免疫性
小血管炎、糖尿病等［１０－１２］。研究发现，糖尿病患者

体内ＮＥＴｓ标志物的水平显著升高，ＮＯＤ小鼠胰腺
在２周龄时就已经出现了ＮＥＴｓ升高异常［１３－１４］，体

外实验也表明：高血糖会上调中性粒细胞脱亚胺酶

４（ＰＡＤ４）基因的表达，ＰＡＤ４催化组蛋白的瓜氨酸
化加剧染色质解聚，最终促进 ＮＥＴｓ的形成［１５－１６］。

基于以上研究，本课题组设想降解体内过分强盛的

ＮＥＴｓ有可能对糖尿病的发病进程产生影响。
ＮＥＴｓ的主要结构成分是ＤＮＡ，所以破坏ＮＥＴｓ

的ＤＮＡ骨架就能降解 ＮＥＴｓ［１７］。葡萄球菌核酸酶
（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｎｕｃｌｅａｓｅ，ＳＮａｓｅ）是由金黄色葡萄
球菌分泌的一种单链蛋白，具有磷酸二脂酶活性。

在Ｃａ２＋的存在下，对单链或双链 ＤＮＡ有较强的降
解能力。该酶结构简单，仅由１条单肽链组成，不
含半胱氨酸和二硫键，能够可逆地去折叠和重折

叠［１８－１９］。本课题组前期已经发现表达 ＳＮａｓｅ的重
组乳酸乳球菌口服灌胃ＮＯＤ小鼠能有效降低糖尿
病的发病率（数据待发表）。

为进一步深入研究ＳＮａｓｅ与糖尿病的关系，本
实验成功构建了原核表达质粒 ｐＥＴ２８ａＨｉｓＳＮａｓｅ，
转化ＥＣｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）中，建立了纯化 ＨｉｓＳＮａｓｅ
的简要工艺，并且初步研究了 ｐＨ和温度对 ＳＮａｓｅ
活性的影响。

!

　材　料

１１　菌种、质粒及实验动物
载体ｐＥＴ２８ａＨｓｐ６５６Ｐ２７７、ｐＣＹＴ：ＳＮａｓｅ质粒以

及菌种ＥｃｏｌｉＢＬ２１均为中国药科大学微基因实验
室保存。清洁级ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠（４～６周龄），购
自扬州大学，合格证号：ＳＣＸＫ（苏）２０１２０００４。

１２　试　剂
各种限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶（美国赛默

飞世尔公司）；ＮｉＳｅｐｈａｒｏｓｅ６ＦａｓｔＦｌｏｗ（美国通用医
疗公司）；质粒小量制备试剂盒、ＰＣＲ产物纯化试剂
盒、琼脂糖凝胶切胶回收试剂盒（北京天根生物科技

有限公司）；引物（南京金斯瑞生物科技有限公司）；

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、蛋白预染 Ｍａｒｋｅｒ（北京全式金生物科
技有限公司）；辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记羊抗小
鼠ＩｇＧ抗体和ＤＡＢ显色液（武汉博士德生物工程有
限公司）；其他试剂均为国产分析纯。

'

　方　法

２１　ＨｉｓＳＮａｓｅ融合蛋白表达载体的构建
２１１　ＳＮａｓｅ基因的获得　利用引物设计软件
Ｏｌｉｇｏ分别设计上游引物Ｐ１和下游引物Ｐ２，Ｐ１：５′
ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＧＣＡＧＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＡ
ＣＡＧＣＡＧＣＧＧＣＡＡＴＧＣＡＴＣＡＣＡＡＡＣ３′；Ｐ２：５′ＣＣＧ
ＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＴＧＡＣＣＴＧＡＡＴＣＡＧＣＧ３′。上游引物
Ｐ１引入ＮｃｏⅠ酶切位点以及组氨酸标签基因，下
游引物Ｐ２引入ＸｈｏⅠ酶切位点。采用ＰＣＲ技术，
从ｐＣＹＴ：ＳＮａｓｅ质粒中克隆获得 ＳＮａｓｅ基因序列。
扩增条件为９４℃预变性１０ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，
５５℃退火３０ｓ，６８℃延伸 １ｍｉｎ，共 ３０个循环；
６８℃延伸１０ｍｉｎ。
２１２　重组表达载体的构建与鉴定　将 ＰＣＲ产
物与 ｐＥＴ２８ａＨｓｐ６５６Ｐ２７７载体质粒分别由 Ｎｃｏ
Ⅰ、ＸｈｏⅠ双酶切，纯化后加 Ｔ４ＤＮＡ连接酶４℃
连接过夜，将过夜产物转化至 ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）
感受态细胞，抽提质粒，ＰＣＲ方法验证，并将核酸
序列送至南京金斯瑞生物科技有限公司测定。

２２　融合蛋白的诱导表达
将鉴定成功的重组菌培养 ４ｈ后，加入乳糖

（终浓度５ｍｍｏｌ／Ｌ）进行诱导，３７℃继续培养，分
别在０，２，３，４，５，６ｈ取样，测Ａ６００，离心收取菌体沉
淀，进行１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ分析，观察目的蛋白条带
位置和表达量，确定最佳诱导时间。

２３　融合蛋白的分离纯化
大规模培养重组菌，在融合蛋白表达量达最大

值时离心收集菌体，超声破碎，低温离心收集上清

液，弃沉淀。取上清液进行 ＮｉＮＴＡ柱纯化，分别
用５０，７５，１００，１ｍｏｌ／Ｌ咪唑对融合蛋白 ＨｉｓＳＮａｓｅ
进行洗脱，收集每个峰的洗脱液，１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ
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分析。最后将样品透析除盐、冻干保存。

２４　抗ＳＮａｓｅ鼠多克隆抗体的制备
将４～６周龄 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分成２组：蛋

白免疫组和空白对照组，每组６只。蛋白免疫组：
免疫３次。首次免疫，将融合蛋白 ＨｉｓＳＮａｓｅ冻干
粉用弗氏完全佐剂配制成２ｍｇ／ｍＬ质量浓度（蛋
白定量采用考马斯亮蓝 Ｇ２５０法），皮下注射，每
只０１ｍＬ。２ｗ和４ｗ时，用弗氏不完全佐剂与蛋
白溶液按照同样的方法进行乳化，皮下注射，每只

０１ｍＬ，共免疫２次。免疫结束后，眼眶取血，离心
获得含有抗 ＳＮａｓｅ鼠多克隆抗体的血清。空白对
照组：１ｍＬ的生理盐水与等体积的弗氏佐剂以同
样的方法进行乳化，给药方式同上。

２５　融合蛋白的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定
用“２４”中获得的抗 ＳＮａｓｅ鼠多克隆抗体作

为一抗对融合蛋白 ＨｉｓＳＮａｓｅ进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴
定分析。

２６　不同反应ｐＨ对ＳＮａｓｅ活性的影响
分别取不同ｐＨ的 ＤＮＡ酶裂解缓冲液，ｐＨ分

别设置如下：ｐＨ ３６、４８（３ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，
３ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２，２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＡＣ／ＨＡＣ），ｐＨ
６０、６８、７２、７６、８０（３ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，３ｍｍｏｌ／Ｌ
ＣａＣｌ２，２００ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４／ＮａＨ２ＰＯ４）的，共７个
梯度。加入质粒 ＤＮＡ（ｐＥＴ２８ａ：ＨＳＰ６５６Ｐ２７７，
０５μｇ／μＬ）２０μＬ，再加入纯化的 ＳＮａｓｅ样品
（０１ｍｇ／ｍＬ）５μＬ于 ＥＰ管中混匀，总体积控制
在３７５μＬ。在 ３７℃水浴裂解 １０ｍｉｎ后，加入
０３３ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８０）溶液１２５μＬ终止反
应。取所得溶液５μＬ用于琼脂糖凝胶电泳检测。
同上操作，只加入纯化的ＳＮａｓｅ样品（０１ｍｇ／ｍＬ）
２μＬ，在３７℃水浴中裂解１０ｍｉｎ后进行琼脂糖凝
胶电泳。

２７　不同反应温度对ＳＮａｓｅ活性的影响
取 ＤＮＡ酶裂解缓冲液（３ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣＬ２，

３ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２，２００ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４／ＮａＨ２ＰＯ４，
ｐＨ７２）１０μＬ，加入质粒 ＤＮＡ（ｐＥＴ２８ａ：ＨＳＰ６５
６Ｐ２７７，０５μｇ／μＬ）２０μＬ。再加入纯化的 ＳＮａｓｅ
样品（０１ｍｇ／ｍＬ）５μＬ在ＥＰ管中混匀。取５管，
分别置于４，２５，３７，５５，１００℃的水浴中孵育１０ｍｉｎ，
加入０３３ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８０）溶液１２５μＬ终
止，取所得溶液５μＬ加入６×ｌｏａｄｉｎｇｄｙｅ１μＬ用于

０８％的琼脂糖凝胶电泳，观察条带荧光强度强弱。

(

　结　果

３１　ｐＥＴ２８ａＨｉｓＳＮａｓｅ的构建
构建 ｐＥＴ２８ａＨｉｓＳＮａｓｅ质 粒，如 图 １，得

ｐＥＴ２８ａＨｉｓＳＮａｓｅ质粒载体含有质粒的阳性克隆
培养于含卡那霉素的 ＬＢ培养基中，培养１４ｈ，采
用质粒小量制备试剂盒提取质粒琼脂糖凝胶电泳，

紫外光下观察电泳结果，与预计大小基本一致，如

图２。将挑选的阳性克隆进行测序验证，经比对后
所有碱基均与设计的相一致，证实构建的克隆是正

确的。即成功的构建了包含重组质粒 ｐＥＴ２８ａＨｉｓ
ＳＮａｓｅ的基因工程菌。
３２　ＨｉｓＳＮａｓｅ融合蛋白的诱导表达

乳糖诱导表达融合蛋白，经１５％ＳＤＳＰＡＧＥ分
析，在２０ｋＤ附近出现目的蛋白条带，与预测相对
分子质量相符；且在诱导４ｈ时表达量最高，通过
Ｂａｎｄｓｃａｎ软件分析融合蛋白的表达量可达菌体总
蛋白量的４８１％，如图３。
３３　融合蛋白的分离纯化

经乳糖诱导４ｈ后，收集菌体并超声破碎，离
心后对上清液和沉淀取样，１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ分析
发现目的蛋白存在于菌体裂解液上清液中为可溶

性表达。镍柱亲和色谱结果表明融合蛋白在咪唑

浓度为７５ｍｍｏｌ／Ｌ时被洗脱，如图４和图５。
３４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定融合蛋白

融合蛋白 ＨｉｓＳＮａｓｅ经过镍柱纯化后，使用抗
ＳＮａｓｅ鼠多克隆抗体对其进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定分
析，如图 ６。经乳糖诱导后的转化菌产生能与抗
ＳＮａｓｅ鼠多克隆抗体特异识别的蛋白，约２０ｋＤ；而
未转化的 ＥｃｏｌｉＢＬ２１工程菌未出现特异反应的
条带。

３５　不同反应ｐＨ对ＳＮａｓｅ活性的影响
控制酶浓度、反应温度和反应时间相同的条件

下，比较ｐＨ对 ＳＮａｓｅ活性的影响。图７（Ａ）琼脂
糖电泳结果显示从ｐＨ４８至ｐＨ９２之间，体系中
的质粒ＤＮＡ被完全降解，ｐＨ３６时显示大部分降
解，因此其作用ｐＨ范围较广，酸性、中性及碱性环
境都可以发挥酶解作用。当减少加入 ＳＮａｓｅ的量
时，结果如７（Ｂ）显示，碱性条件下ＳＮａｓｅ的活性较
中性及酸性条件更高。

６１２



第４８卷第２期 洪　流，等：葡萄球菌核酸酶的制备及性质研究

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｐｌａｓｍｉｄｏｆｐＥＴ２８ａＨｉｓＳＮａｓｅ

Ｆｉｇｕｒｅ２　０８％ ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓ
ｍｉｄｐＥＴ２８ａＨｉｓＳＮａｓｅ
Ｍ：ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄｓ；Ｌａｎｅ１：Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ
ｐＥＴ２８ａＨｉｓＳＮａｓｅｆｒｏｍｔｈｅｃｌｏｎｅ

Ｆｉｇｕｒｅ３　１５％ ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｆｕｓｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎＨｉｓＳＮａｓｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙｌａｃｔｏｓｅｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ１：ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ｔｒａｎｓ
ｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＥＴ２８ａＨｉｓＳＮａｓｅｗｉｔｈｏｕｔｌａｃｔｏｓｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；Ｌａｎｅ２６：
ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＥＴ２８ａＨｉｓ
ＳＮａｓｅｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈｌａｃｔｏｓｅｆｏｒ２，３，４，５，６ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

Ｆｉｇｕｒｅ４　１５％ ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔａｉｎＨｉｓＳＮａｓｅａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｍｉｄ
ａｚｏｌｅ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ１：ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ｔｒａｎｓ
ｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＥＴ２８ａＨｉｓＳＮａｓｅｗｉｔｈｏｕｔｌａｃｔｏｓｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；Ｌａｎｅ２：Ｔｏｔａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎｏｆＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＥＴ２８ａＨｉｓＳＮａｓｅ
ｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈｌａｃｔｏｓｅｆｏｒ４ｈ；Ｌａｎｅ３：ＰｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｏｆｔｈｅｌｙｓａｔｅｏｆＥｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＥＴ２８ａＨｉｓＳＮａｓｅ；Ｌａｎｅ４：Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
ｏｆｔｈｅｌｙｓａｔｅｏｆＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＥＴ２８ａＨｉｓ
ＳＮａｓｅ；Ｌａｎｅ５：ＰｒｏｔａｉｎｓｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈｆｒｏｍＮｉＳｅｐｈａｒｏｓｅ；Ｌａｎｅ６９：Ｇｒａ
ｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈ５０，７５，１００，１ｍｏｌ／Ｌｏｆｉｍｉｄａｚｏｌｅ

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＡｆｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｗｉｔｈＮｉＳｅｐｈａｒｏｓｅ
Ｐｅａｋ１：Ｐｒｏｔｅｉｎｓｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈ；Ｐｅａｋ２５：Ｅｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈ５０，７５，１００，
１ｍｏｌ／Ｌｏｆｉｍｉｄａｚｏｌｅ
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Ｆｉｇｕｒｅ６　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎＨｉｓＳＮａｓｅ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ１：ＴｏｔａｌｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＥｃｏｌｉＢＬ２１；Ｌａｎｅ２：
ＰｕｒｉｆｉｅｄＨｉｓＳＮａｓｅ

Ｆｉｇｕｒｅ７　０８％ ＡｇａｒｏｓｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ
Ｌａｎｅ１：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ２：Ｐｌａｓｍｉｄ；Ｌａｎｅ３１１：ｐＨ３６，４８，６０，
６８，７２，７６，８０，８６，９２
Ａ：ＳＮａｓｅ（０５μｇ）＋ＤＮＡ（１０μｇ）；Ｂ：ＳＮａｓｅ（０２μｇ）＋ＤＮＡ（１０μｇ）

３６　不同反应温度对ＳＮａｓｅ活性的影响
控制酶浓度、反应ｐＨ和反应时间相同的条件

下，比较不同温度下酶活情况，图８琼脂糖电泳结
果显示，从 ２５～１００℃之间，体系中的质粒 ＤＮＡ
（０５μｇ／μＬ）被完全降解，且４℃时 ＳＮａｓｅ也有一
定的活性。因此 ＳＮａｓｅ具有较宽的作用温度和很
高的耐热活性。

Ｆｉｇｕｒｅ８　０８％ Ａａｇａｒｏｓｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍ
ｐｅｒａｔｕｒｅｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ
Ｌａｎｅ１：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ２：Ｐｌａｓｍｉｄ；Ｌａｎｅ３７：４°Ｃ，２５°Ｃ，３７°Ｃ，
５５°Ｃ，１００°Ｃ

)

　讨　论

关于中性粒细胞胞外诱捕网（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ
ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）与自身免疫性疾病的关
系在近几年才获得人们的重视。ＮＥＴｓ内含有的
多种蛋白质是自身免疫疾病、肿瘤或两者共同的

自身抗原。目前已有研究表明，系统性红斑狼疮

（ＳＬＥ）患者体内ＮＥＴｓ的含量过高，同时在１型糖
尿病患者和２周龄 ＮＯＤ小鼠体内异常增多的弹
性蛋白酶也主要来源于ＮＥＴｓ。因此推测，通过早
期干预降解 ＮＥＴｓ或许能延缓甚至阻止１型糖尿
病的发生。而 ＳＮａｓｅ具有磷酸二脂酶活性，对单
链或双链 ＤＮＡ有较强的降解能力。本课题组早
期研究也证明了肠道黏膜给药 ＳＮａｓｅ能在一定程
度上减轻 ＮＯＤ小鼠糖尿病的发病率，因此，本研
究尝试通过原核表达的方式获得纯度较高的

ＳＮａｓｅ，为进一步深入探讨其与糖尿病的关系奠定
基础。

在蛋白纯化工艺中，利用基因工程手段将经

过改造优化的标签与目的蛋白融合表达，通过简

单快速的亲和色谱获得高纯度的重组融合蛋白

已被广泛运用于蛋白质结构和功能的探讨及重

组蛋白分离纯化工艺中［２０－２１］。研究表明，选用

Ｈｉｓ标签一般不会对目的蛋白的理化性质造成影
响，也不会改变目的蛋白的可溶性，并使操作步

骤方便高效［２２］。

本实验通过基因工程的方法，以质粒 ｐＣＹＴ：
ＳＮａｓｅ中的 ＳＮａｓｅ基因序列为模板，同时在 ＳＮａｓｅ
的基因序列 Ｎ端添加组氨酸标签（ＨｉｓＴａｇ）基
因，采用 ＰＣＲ方法，将获得基因序列定向克隆到
ｐＥＴ２８ａ原核表达载体中，再转入 ＥｃｏｌｉＢＬ２１感
受态细胞，筛选获得含有重组质粒 ｐＥＴ２８ａＨｉｓ
ＳＮａｓｅ的工程菌，该重组菌经乳糖诱导后表达较
高。由于添加 Ｈｉｓ标签，通过一步镍柱亲和色谱
能获得纯度 ８５％的目的蛋白，并经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
验证了其特异性。最后评估了不同反应 ｐＨ和温
度对 ＳＮａｓｅ活性的影响，证明其作用 ｐＨ范围很
广，且有很好的耐热性，１００℃仍然有较高活性。
而ＤＮａｓｅ１在高温和酸性条件下容易失活［２３］。因

此相比 ＤＮａｓｅ１，ＳＮａｓｅ具有更高的稳定性和耐
热性。
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