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ＴＡＴＦＧＦ２１融合蛋白的构建表达纯化及神经保护活性
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（中国药科大学生命科学与技术学院 江苏省生物药物成药性研究重点实验室，南京 ２１０００９）

摘　要　为了提高成纤维细胞生长因子２１（ＦＧＦ２１）的脑内分布而设计 ＴＡＴＦＧＦ２１融合蛋白并探讨其神经保护活性。通
过构建ｐＥＴ２８ａＴＡＴＦＧＦ２１重组质粒，并转化至ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细菌，经异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导表达后
通过镍离子金属鳌合亲和层析介质（ＮｉＮＴＡ）亲和色谱柱分离纯化获得 ＴＡＴＦＧＦ２１融合蛋白。随后利用 Ａβ２５３５诱导 ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞损伤模型，并以ＴＡＴＦＧＦ２１融合蛋白进行干预。ＭＴＴ法检测ＴＡＴＦＧＦ２１对Ａβ２５３５致ＳＨＳＹ５Ｙ细胞活性下降的
干预作用；ＤＣＦＨＤＡ荧光探针法检测ＴＡＴＦＧＦ２１对Ａβ２５３５致ＳＨＳＹ５Ｙ细胞内活性氧生成增加的干预作用；ＪＣ１荧光探针
法检测ＴＡＴＦＧＦ２１对Ａβ２５３５致ＳＨＳＹ５Ｙ细胞线粒体膜电位异常下降的干预作用。结果显示，ＴＡＴＦＧＦ２１能够提高 ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞活性、降低ＳＨＳＹ５Ｙ细胞内ＲＯＳ生成水平、提高ＳＨＳＹ５Ｙ细胞线粒体膜电位，提示ＴＡＴＦＧＦ２１可以通过缓解氧
化损伤发挥神经保护作用。

关键词　ＴＡＴＦＧＦ２１；表达；纯化；神经保护活性；活性氧；线粒体膜电位
中图分类号　Ｑ７８６　　文献标志码　Ａ　　文章编号　１０００－５０４８（２０１８）０４－０４９６－０６

ｄｏｉ：１０．１１６６５／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００－５０４８．２０１８０４１７

引用本文　陈苏婷，陈松，高向东ＴＡＴＦＧＦ２１融合蛋白的构建表达纯化及神经保护活性［Ｊ］．中国药科大学学报，２０１８，４９（４）：４９６－５０１
Ｃｉｔｅｔｈｉｓａｒｔｉｃｌｅａｓ：，ＣＨＥＮＳｕｔｉｎｇ，ＣＨＥＮＳｏｎｇ，ＧＡＯＸｉａｎｇｄｏｎｇＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＴＡＴＦＧＦ２１
ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．ＪＣｈｉｎａＰｈａｒｍＵｎｉｖ，２０１８，４９（４）：４９６－５０１

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ牞ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ牞ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＴＡＴ
ＦＧＦ２１ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ
ＣＨＥＮＳｕｔｉｎｇ牞ＣＨＥＮＳｏｎｇ牞ＧＡＯＸｉａｎｇｄｏｎｇ

ＪｉａｎｇｓｕＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＢｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ牞ＳｃｈｏｏｌｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ牞ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ牞
Ｎａｎｊｉｎｇ２１０００９牞Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｂｒａｉｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ２１牗ＦＧＦ２１牘牞ＴＡＴＦＧＦ２１ｆｕｓｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｄｅｓｉｇｎｅｄａｎｄｉｔｓｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｏｆｐＥＴ２８ａＴＡＴ
ＦＧＦ２１ｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｉｎｔｏＥｃｏｌｉＢＬ２１牗ＤＥ３牘ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａＴｈｅＴＡＴＦＧＦ２１ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ
ｗａｓｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙＮｉＮＴＡａｆｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｏｌｕｍｎａｆｔｅｒＩＰＴＧｉｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎＴｈｅＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌｄａｍａｇｅ
ｍｏｄｅｌｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡβ２５３５牞ａｎｄｔｈｅＴＡＴＦＧＦ２１ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｕｓｅｄｔｏｉｎｔｅｒｖｅｎｅＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＡβ２５３５ａｎｄ
ＴＡＴＦＧＦ２１ｉｎｄｕｃｅｄｏｎＳＨＳＹ５ＹｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｕｓｉｎｇＭＴＴｍｅｔｈｏｄ牷ＤＣＦＨＤＡｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｂｅ
ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔＴＡＴＦＧＦ２１ｏｎｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ牗ＲＯＳ牘ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙ
Ａβ２５３５ｉｎＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ牷ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＡβ２５３５ａｎｄＴＡＴＦＧＦ２１ｏｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎＳＨＳＹ５Ｙ
ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈＪＣ１ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｂｅＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＴＡＴＦＧＦ２１ｃｏｕｌｄｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆ
ＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ牞ｒｅｄｕｃｅｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＲＯＳｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ牞ａｎｄｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ牞ｗｈｉｃｈｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔＴＡＴＦＧＦ２１ｃｏｕｌｄｐｒｏｔｅｃｔｎｅｕｒｏｎｓｏｎＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌ
ｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡβ２５３５ｔｈｒｏｕｇｈａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇｏｘｉｄａｔｉｖｅｄａｍａｇｅ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ＴＡＴＦＧＦ２１牷ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ牷ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ牷ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙ牷ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ牷ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ

６９４



第４９卷第４期 陈苏婷，等：ＴＡＴＦＧＦ２１融合蛋白的构建表达纯化及神经保护活性

ＴｈｉｓｓｔｕｄｙｗａｓｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ牗Ｎｏ８１６７３４３５牞Ｎｏ．８１４７３２１６牘

　　成纤维细胞生长因子 ２１（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ２１，ＦＧＦ２１）是由ＦＧＦ基因家族编码的一种蛋
白质，主要在肝脏、胰腺及脂肪组织中表达［１］。一直

以来，以ＦＧＦ２１为代表的ＦＧＦ亚家族成员都是糖脂
代谢研究的热点［２］。近年来，ＦＧＦ２１在中枢神经系
统中发挥的生物学作用逐渐受到人们的关注［３］。研

究显示，ＦＧＦ２１及其受体在脑内广泛表达，为ＦＧＦ２１
在神经系统中发挥作用提供了可能［４］。

作为一种中枢神经系统疾病治疗药物，提高脑

内分布是发挥药效的一个重要前提。虽然 ＦＧＦ２１
可以通过简单扩散的方式进入血脑脊液屏障，但
速率较低，仅为白蛋白的 ４倍［５］。细胞穿透肽

（ｃｅｌｌｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅｓ，ＣＰＰｓ）常常作为递药载
体，将药物输送至细胞内，甚至是血脑脊液屏障
内［６］。对于那些本身能够进入血脑脊液屏障的分
子（如胰岛素、ＧＬＰ１、ｅｘｅｎｄｉｎ４等），利用 ＣＰＰｓ作
为递药载体，除了能增加目的分子穿过血脑脊液
屏障的速率，还可以增加其进入细胞的能力及其在

某些器官、组织中的吸收及分布［７］。目前已有文

献报道，ＣＰＰｓ可以引导蛋白质药物治疗中枢神经
系统疾病［８］。细胞穿透肽 ＴＡＴ是最常用的 ＣＰＰｓ
之一，富含碱性氨基酸，可以携带核酸、多肽、蛋白、

脂质体、纳米颗粒等分子进入细胞，且具有较低的

细胞毒性［９－１０］。这种穿膜方式不依赖经典的胞吞

作用，不需要受体介导，不消耗能量，而是依赖于

ＴＡＴ所带正电荷与细胞膜之间的静电作用［１１］。

ＴＡＴ与蛋白药物连接后，可以介导大分子进入脑内
从而发挥神经保护作用。例如，Ｙｉｎ等［１２］发现，静

脉注射ＴＡＴＢｃｌｘＬ能明显抑制由脑缺血引起的神
经细胞凋亡及坏死。作为一种有效的转运工具，

ＴＡＴ在药物转运、基因转染及细胞融合等方面具有
广阔的发展前景［１３］。

本实验通过构建含 ｐＥＴ２８ａＴＡＴＦＧＦ２１的工
程菌，经诱导表达和 ＮｉＮＴＡ亲和色谱柱分离纯化
得到 ＴＡＴＦＧＦ２１融合蛋白。随后建立 Ａβ２５３５致

ＳＨＳＹ５Ｙ细胞损伤模型［１４］，考察该模型下 ＴＡＴ
ＦＧＦ２１对细胞活性、ＲＯＳ生成水平、线粒体膜电位
的影响，从细胞水平上初步验证 ＴＡＴＦＧＦ２１的神
经保护活性。
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　材　料

１１　试　剂
ｐＥＴ２８ａＴＡＴＦＧＦ２１质粒（中国苏州金唯智生

物科技有限公司）；ＮｉＮＴＡ纯化介质、质粒测序（中
国金斯瑞生物科技有限公司）；ＢＣＡ蛋白浓度测定
试剂盒、活性氧（ＲＯＳ）检测试剂盒、粒体膜电位检测
试剂盒（ＪＣ１）（中国碧云天生物技术研究所）；蛋白
标准Ｍａｒｋｅｒ（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＲＰＭＩ１６４０培养
基、胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；卡那霉素、胰蛋白
酶、ＭＴＴ（中国 Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司）；Ａβ２５３５［中国吉尔生
化（上海）有限公司］；其他试剂均为国产分析纯。

１２　仪　器
电泳仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；电子分析天平

（北京赛多利斯天平有限公司）；细胞培养箱、高速

冷冻离心机、全波长酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；
倒置荧光显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。
１３　菌株与细胞

ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）、神经母细胞瘤 ＳＨＳＹ５Ｙ
细胞株购自美国菌种保藏中心（ＡＴＣＣ）。

"

　方　法

２１　ＴＡＴＦＧＦ２１表达菌株的构建
将Ｈｉｓ标签（ＨＨＨＨＨＨ）与细胞穿透肽 ＴＡＴ

（ＹＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲ）添加到 ＦＧＦ２１的 Ｎ端，构建
ｐＥＴ２８ａＴＡＴＦＧＦ２１重组质粒，转化至ＥｃｏｌｉＢＬ２１
（ＤＥ３）感受态细菌，接种于含５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素的
ＬＢ平板上，３７℃培养 １４ｈ，挑取阳性单克隆，于
ＬＢ液体培养基中扩大培养，制成甘油菌保存并
测序。

２２　ＴＡＴＦＧＦ２１融合蛋白的表达
ＴＡＴＦＧＦ２１的重组菌经测序鉴定正确后，取

甘油菌２００μＬ接种于含５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素的 ＬＢ
液体培养基２０ｍＬ中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培养过夜。
取过夜培养物２ｍＬ接种于含５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素的
ＬＢ液体培养基２００ｍＬ中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培养。
待 Ａ６００达 ０６～０８时，加入 ＩＰＴＧ至终浓度为
１ｍｍｏｌ／Ｌ诱导蛋白表达，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培养
５ｈ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集菌体。以洗涤缓
冲液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ８０）洗涤菌体１次，
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称量湿菌重。

２３　ＴＡＴＦＧＦ２１融合蛋白的纯化
ＴＡＴＦＧＦ２１融合蛋白在３７℃下以包涵体形式

表达。按１０ｍＬ／ｇ湿菌加入破菌缓冲液（２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ，５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ
８０）重悬菌体。功率５０％，超声３ｓ，间隔５ｓ，冰浴
超声３０ｍｉｎ。超声破碎后４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ收集沉淀。沉淀（含包涵体）用洗涤缓冲液
洗涤１次，之后用梯度缓冲液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，
２ｍｏｌ／Ｌ尿素，５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，
１０ｍｍｏｌ／Ｌβ巯基乙醇，ｐＨ８０）洗涤２次。沉淀
称重，按 １０ｍＬ／ｇ加入变性液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ，８ｍｏｌ／Ｌ尿素，５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌβ
巯基乙醇，ｐＨ８０），４℃搅拌过夜。将变性液
４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ收集上清液，并量
取体积，使用ＮｉＮＴＡ亲和色谱柱进行纯化。过柱
时预先用平衡液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，８ｍｏｌ／Ｌ尿
素，５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ８０）平衡，随后上样，上
样结束后以平衡液充分平衡色谱柱，以洗杂缓冲液

（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，８ｍｏｌ／Ｌ尿素，５００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，ｐＨ８０）去除杂蛋白，以洗脱
液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，８ｍｏｌ／Ｌ尿素，５００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，ｐＨ８０）洗脱目的蛋白，收
集洗脱组分。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测洗脱组分，将目
的蛋白含量高的组分在４℃搅拌下缓慢滴加至１０
倍体积的复性缓冲液 （２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，
０１ｍｍｏｌ／ＬＧＳＳＧ，１ｍｍｏｌ／ＬＧＳＨ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，
８ｍｏｌ／Ｌ尿素，ｐＨ８０）中，滴加完毕后继续搅拌２ｈ。
复性完成后，将复性的蛋白溶液４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ除去不溶物，上清液透析至 ＰＢＳ中。
经超滤浓缩后，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测纯化的目的蛋
白，并利用ＢＣＡ法测定蛋白浓度。
２４　Ａβ２５３５寡聚体的制备

准确称取 Ａβ２５３５１０ｍｇ，加入双蒸水１０ｍＬ，
充分溶解；在超净台中使用孔径为０２２μｍ的微
孔滤器过滤除菌，置于 ３７℃培养箱中进行寡聚
化。４ｄ后从培养箱中取出，取少量用于 ＢＣＡ法
测定蛋白浓度，其余 －２０℃保存待用。
２５　细胞培养

ＳＨＳＹ５Ｙ细胞于含 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ
１６４０培养基中，在含 ５％ ＣＯ２的细胞培养箱中
３７℃培养，根据生长情况，２～３ｄ传代１次。

２６　ＭＴＴ法检测 ＴＡＴＦＧＦ２１对 Ａβ２５３５致 ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞损伤的干预作用

收集生长状态良好的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，以每毫升
５×１０４个细胞的密度接种于９６孔板，每孔１００μＬ，
在含５％ ＣＯ２的细胞培养箱中３７℃培养过夜。选
择０１２５μｍｏｌ／ＬＡβ２５３５作为造模使用浓度，损伤
ＳＨＳＹ５Ｙ细胞８ｈ后，给药组加入浓度为１μｍｏｌ／Ｌ
的ＴＡＴＦＧＦ２１进行干预，共孵育４８ｈ后 ＭＴＴ法检
测各实验组细胞活性。同时设置空白组，每组设置

６个复孔。具体步骤为：每孔加入ＭＴＴ溶液２０μＬ，
３７℃孵育 ４ｈ，吸去各孔中的培养基，分别加入
ＤＭＳＯ１５０μＬ，置于摇床上振荡１０ｍｉｎ使结晶物溶
解完全，使用酶标仪测定各孔的吸收度（以５７０ｎｍ
为检测波长，６３０ｎｍ为参比波长）。
２７　ＤＣＦＨＤＡ探针法检测 Ａβ２５３５及 ＴＡＴＦＧＦ２１
对ＳＨＳＹ５Ｙ细胞内ＲＯＳ生成水平的影响

收集生长状态良好的 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，以每毫
升５×１０４个细胞的密度接种于６孔板，每孔１ｍＬ，
在含５％ ＣＯ２的细胞培养箱中３７℃培养过夜。选
择 ０１２５μｍｏｌ／ＬＡβ２５３５损伤 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞 ８ｈ
后，给药组加入浓度为１μｍｏｌ／Ｌ的ＴＡＴＦＧＦ２１进
行干预。共孵育４８ｈ后，ＤＣＦＨＤＡ探针法检测各
实验组ＳＨＳＹ５Ｙ细胞内ＲＯＳ水平。具体步骤为：用
不含 血 清 的 ＲＰＭＩ１６４０培 养 基 将 ＤＣＦＨＤＡ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）探针按１∶１０００比例稀释，使终浓度为
１０μｍｏｌ／Ｌ；吸弃６孔板中旧培养基，每孔加入无血
清培养基１ｍＬ，润洗１次；吸弃培养基，每孔加入
稀释好的ＤＣＦＨＤＡ溶液１ｍＬ，３７℃孵育２０ｍｉｎ；
吸弃ＤＣＦＨＤＡ溶液，每孔加入无血清培养基洗涤
细胞１ｍＬ，重复 ３次，以充分去除游离的 ＤＣＦＨ
ＤＡ；荧光显微镜下观察拍照。
２８　ＪＣ１探针法检测 Ａβ２５３５及 ＦＧＦ２１对 ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞线粒体膜电位的影响

细胞铺板及干预具体实验方法同“２７”项。
共孵育 ４８ｈ后，ＪＣ１荧光探针法检测各实验组
ＳＨＳＹ５Ｙ细胞的线粒体膜电位。具体步骤为：取
ＪＣ１（２００×）探针５０μＬ，加入超纯水８ｍＬ，充分溶
解后再加入 ＪＣ１染色缓冲液（５×）２ｍＬ，混合均
匀，配制成ＪＣ１染色工作液；吸弃６孔板中旧培养
基，每孔加入 ＰＢＳ１ｍＬ，润洗１次，每孔再加入无
血清培养基 １ｍＬ；每孔加入 ＪＣ１染色工作液
１ｍＬ，３７℃孵育２０ｍｉｎ；吸弃 ＪＣ１染色工作液，每
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孔加入１×ＪＣ１染色缓冲液洗涤细胞，重复２次，
以充分去除游离的 ＪＣ１；每孔加入无血清培养基
２ｍＬ，荧光显微镜下观察拍照。
２９　统计学分析

实验结果采用 ＧｒａｐｈＰａｄ统计软件进行处理，
各项指标以 珋ｘ±ｓ表示。对两组样本采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ
ｔｔｅｓｔ进行显著性比较，Ｐ＜００５时表明差异有统
计学意义。

#

　结　果

３１　ＴＡＴＦＧＦ２１融合蛋白的构建
将构建的 ｐＥＴ２８ａＴＡＴＦＧＦ２１重组质粒转化

至ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３），通过抗生素筛选获得阳性
菌落，经ＥｃｏＲＶ、ＮｄｅＩ双酶切，琼脂糖凝胶电泳出
现大小约为４６００及１４００ｂｐ的两条条带（图１），
表明质粒大小基本正确。经测序，结果与预期设计

的序列完全一致，表明成功构建了含 ｐＥＴ２８ａＴＡＴ
ＦＧＦ２１的ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）工程菌。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＥＴ２８ａＴＡＴＦＧＦ２１ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
ＬａｎｅＭ：Ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ１：ＵｎｄｉｇｅｓｔｅｄｐＥＴ２８ａＴＡＴＦＧＦ２１；
Ｌａｎｅ２：ｐＥＴ２８ａＴＡＴＦＧＦ２１ｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＥｃｏＲＶａｎｄＮｄｅＩ

３２　ＴＡＴＦＧＦ２１融合蛋白的表达
利用 ＩＰＴＧ诱导 ＴＡＴＦＧＦ２１融合蛋白表达，

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测结果（图２）显示，随着诱导时
间的增加，目的蛋白逐渐表达，在诱导５ｈ后表达
量达到最大值，约为总蛋白的３０％，主要以包涵体
形式表达。ＴＡＴＦＧＦ２１蛋白在 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图
中表现出高于其理论相对分子质量的性质，约为

２８ｋＤ（理论相对分子质量为２２４ｋＤ）。
３３　ＴＡＴＦＧＦ２１融合蛋白的纯化

蛋白经ＮｉＮＴＡ亲和色谱柱纯化后，采用 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ进行鉴定，结果（图３）显示，纯化后的蛋白相
对分子质量约２８ｋＤ，呈单一条带，纯度约为９２％。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴＡＴＦＧＦ２１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ＬａｎｅＭ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ１：Ｐｒｏｉｎｄｕｃｅｄ；Ｌａｎｅ２６：ａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｅｄ
ｆｏｒ１，３，５，７，９ｈ；Ｌａｎｅ７：Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｆｔｅｒｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｂｒｅａｋａｇｅ；Ｌａｎｅ８：
Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｆｔｅｒｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｂｒｅａｋａｇｅ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴＡＴＦＧＦ２１ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ＬａｎｅＭ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ１：ＴＡＴＦＧＦ２１

３４　ＴＡＴＦＧＦ２１对 Ａβ２５３５致 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞损伤
的干预作用

选择０１２５μｍｏｌ／ＬＡβ２５３５作为损伤浓度，损
伤８ｈ后，加入１μｍｏｌ／ＬＴＡＴＦＧＦ２１共孵育４８ｈ，
ＭＴＴ法检测细胞活性。结果（图４）显示，Ａβ２５３５组
ＳＨＳＹ５Ｙ细胞活性显著下降，约为空白组的４０％，
以１μｍｏｌ／ＬＴＡＴＦＧＦ２１进行干预后 ＳＨＳＹ５Ｙ细
胞活力约提高１０％，说明 ＴＡＴＦＧＦ２１对 Ａβ２５３５引
起的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞损伤有一定程度的改善作用。

Ｆｉｇｕｒｅ４　 ＮｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆＴＡＴＦＧＦ２１ａｇａｉｎｓｔＡβ２５３５
ｉｎｄｕｃｅｄｔｏｘｉｃｉｔｙｏｎＳＨＳＹ５ＹｃｅｌｌＥｘｐｏｓｕｒｅｔｏ０１２５μｍｏｌ／ＬＡβ２５３５
ａｎｄ１μｍｏｌ／ＬｏｆＦＧＦ２１ｆｏｒ４８ｈ，ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈＴＡＴＦＧＦ２１ｕｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０００１ｖｓＡβ２５３５ｇｒｏｕｐ
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３５　ＴＡＴＦＧＦ２１对 Ａβ２５３５致 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞内
ＲＯＳ生成增加的干预作用

采用ＤＣＦＨＤＡ荧光探针法检测不同干预条
件下 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞内 ＲＯＳ水平。结果（图 ５）显
示，与空白组相比，模型组出现较强的绿色荧光，说

明Ａβ２５３５能够引起 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞内 ＲＯＳ显著升
高；而给药组与模型组相比，荧光强度明显减弱，表

明ＴＡＴＦＧＦ２１能够降低Ａβ２５３５引起的ＳＨＳＹ５Ｙ细
胞内升高的ＲＯＳ水平。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＴＡＴＦＧＦ２１ｐｒｅｖｅｎｔｓＡβ２５３５ｉｎｄｕｃｅｄＲＯＳｄａｍａｇｅｉｎＳＨ
ＳＹ５ＹｃｅｌｌｓＳＨＳＹ５ＹｃｅｌｌｓｗｅｒｅｅｘｐｏｓｅｄｔｏＤＣＦＨＤＡａｎａｌｙｚｉｎｇＲＯＳ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓＡβ２５３５ｇｒｏｕｐ

３６　ＴＡＴＦＧＦ２１对 Ａβ２５３５致 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞内线
粒体膜电位下降的干预作用

ＪＣ１荧光探针法检测不同干预条件下 ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞线粒体膜电位水平。结果（图６）显示，
与空白组相比，模型组ＪＣ１探针单体较多，出现较
强的绿色荧光，说明 Ａβ２５３５引起 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞线
粒体膜电位降低，细胞出现早期凋亡；给药组 ＪＣ１
探针多形成聚合物，存在于线粒体基质中，出现较

强的红色荧光，说明给药组线粒体膜电位趋于正

常。结果表明，ＴＡＴＦＧＦ２１能够调节Ａβ２５３５引起的
ＳＨＳＹ５Ｙ细胞线粒体膜电位降低水平。

$

　讨　论

阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｄｉｓｅａｓｅ′ｓ，ＡＤ）是神
经退行性疾病中的一种常见类型，以认知障碍为主

要临床表现［１５］。ＡＤ在成人死亡原因之中排第６
位［１６］，给患者、患者家属以及整个社会带来了巨大

的经济压力与精神负担。然而，ＡＤ的预防手段和

治疗药物十分有限。迄今为止，ＦＤＡ与ＳＦＤＡ仅批
准了６种ＡＤ治疗药物，即他克林、多奈哌齐、卡巴
拉汀、加兰他敏、美金刚和石杉碱甲［１７］。然而，这

些药物也只能通过干预治疗在一定程度上缓解

ＡＤ的相关症状，在临床应用中也常常呈现出不同

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＡＴＦＧＦ２１ｏｎＡβ２５３５ｉｎｄｕｃｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｄａｍａｇｅｉｎＳＨＳＹ５ＹｃｅｌｌｓＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｔｃｅｌｌｇｒｏｕｐｓｗａｓｖｉｅｗｅｄｂｙＪＣ１ｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅＴｈｅｈｅａｌｔｈｙｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｅｘｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｏｆＪＣ１ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｗｈｉｌｅａｂｎｏｒｍａｌｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ
ｅｘｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｏｆＪＣ１ｍｏｎｏｍｅｒ
（ｎ＝３）

程度的不良反应［１８］。近期研究显示，ＦＧＦ２１可以
改善肥胖胰岛素抵抗雄性大鼠的突触可塑性、树突

状棘密度、脑线粒体功能和细胞凋亡，从而提高肥

胖大鼠的认知功能［１９］，提示 ＦＧＦ２１可能具有防治
ＡＤ等神经退行性疾病的潜力。为了增加 ＦＧＦ２１
穿过血脑脊液屏障的速率、提高 ＦＧＦ２１的脑内分
布、增加ＦＧＦ２１防治ＡＤ等神经退行性疾病药物的
可行性，本研究构建了ＴＡＴＦＧＦ２１原核表达菌株，
经诱导表达、分离纯化获得了 ＴＡＴＦＧＦ２１融合
蛋白。

目前，ＡＤ的发病机制尚无定论。“β淀粉样
蛋白（βａｍｙｌｏｉｄｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）级联假说”认为Ａβ聚
集是ＡＤ发生过程中的重要环节，Ａβ的寡聚化与
沉积对神经细胞具有异常毒性，可造成突触损伤、

神经元纤维缠结、神经元死亡，从而引起 ＡＤ的发
生［２０］。Ａβ是目前最常用于建立 ＡＤ模型的物质
之一。研究表明，Ａβ对神经的损伤作用与氧化应
激密切相关，Ａβ可以进入线粒体，阻碍能量代谢
过程，诱导大量ＲＯＳ的生成，损伤线粒体的结构与
功能，引起线粒体膜电位下降，最终导致神经细胞

凋亡［２１］。因此，为了进一步探讨 ＴＡＴＦＧＦ２１的神
经保护作用，本研究利用寡聚化的 Ａβ２５３５与 ＳＨ

００５
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ＳＹ５Ｙ细胞共孵育建立神经细胞损伤模型，并以
ＴＡＴＦＧＦ２１进行干预，考察了 ＴＡＴＦＧＦ２１对
Ａβ２５３５致 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞活性下降、ＲＯＳ生成增加、
线粒体膜电位异常下降的干预作用。实验结果表

明，ＴＡＴＦＧＦ２１融合蛋白可以通过缓解氧化损伤
发挥神经保护作用，为ＡＤ等神经退行性疾病药物
的开发提供了新的思路。
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