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人 ＤＮａｓｅＩ的表达、纯化及降解 ＮＥＴｓ活性研究

梁艺璇，吴　洁

（中国药科大学生命科学与技术学院酶工程实验室，南京 ２１０００９）

摘　要　为获得纯度较高的人脱氧核糖核酸酶Ⅰ（ＤＮａｓｅＩ）以研究其对中性粒细胞胞外诱捕网（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）的降解作用，构建基因工程表达菌 Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）／ｐＥＴ３２ａＨｉｓＤＮａｓｅＩ，乳糖诱导表达，经镍柱亲和纯化
获得融合蛋白ＨｉｓＤＮａｓｅＩ。提取小鼠中性粒细胞，用佛波酯ＰＭＡ刺激形成 ＮＥＴｓ，ＳｙｔｏｘＧｒｅｅｎ及荧光显微镜检测融合蛋白
对ＮＥＴｓ的降解活性。结果表明，成功构建人ＤＮａｓｅＩ基因克隆并在原核细胞中实现高效表达，纯化的ＨｉｓＤＮａｓｅＩ具备较
高的核酸酶活性。本研究为进一步探究ＤＮａｓｅＩ的临床应用奠定了理论基础。
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　　中性粒细胞在捕获和杀灭病原体过程中发挥
重要作用，是人体免疫防御的第一道防线［１］。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，以ＤＮＡ为骨架包裹各种颗粒蛋白酶
形成纤维网状结构，称为中性粒细胞胞外诱捕网

（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）［２］。ＮＥＴｓ的
诱捕作用能使机体有效地防御病原体感染［３］。尽

管ＮＥＴｓ具有杀菌活性，然而越来越多的证据表
明，过量的ＮＥＴｓ具有促炎特性并导致宿主细胞损
伤［４－６］。因此，ＮＥＴｓ过量形成或清除受阻是许多
疾病的潜在基础，包括系统性红斑狼疮、血管炎、糖

尿病、血栓和肺损伤等［７－１１］。

ＮＥＴｓ只有在自身结构完整的情况下才能维持
其抗原性［１２］，因其主要结构成分是 ＤＮＡ，所以可
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通过破坏 ＮＥＴｓ的 ＤＮＡ骨架降解 ＮＥＴｓ［１３］。人脱
氧核糖核酸酶Ⅰ（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩ，ＤＮａｓｅＩ）是
一种酸性糖蛋白，具有核酸内切酶活性。在 Ｃａ２＋

和 Ｍｇ２＋等二价金属离子存在的条件下，作用于单
链或者双链ＤＮＡ的磷酸二酯键，通过水解生成单
核苷酸或者５′端为磷酸基因，３′端为羟基的寡核
苷酸［１４］。ＤＮａｓｅＩ不仅可以降解外源 ＤＮＡ，还在
细胞凋亡、降解坏死细胞的染色质方面起到很大

作用，并在小鼠乳腺癌、胰腺癌模型［１５－１７］、肺损

伤［１８］和系统性红斑狼疮［１９］中被证实可发挥一定

的功效。

为深入研究 ＤＮａｓｅＩ与 ＮＥＴｓ相关疾病的关
系，本实验成功构建了原核表达质粒 ｐＥＴ３２ａＨｉｓ
ＤＮａｓｅＩ并转化至 ＥｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）中，建立了
纯化ＨｉｓＤＮａｓｅＩ的简要工艺。

!

　材　料

１１　菌种、质粒及实验动物
宿主菌为大肠埃希菌Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３），克隆质粒

ｐＧＥＭＤＮＡＳＥＩ购自北京义翘神州科技有限公司；
表达质粒为ｐＥＴ３２ａ（＋），含氨苄青霉素（Ａｍｐ）抗
型基因，由华安生物技术有限公司提供。ＳＰＦ级
ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠（４～６周龄）自扬州大学购买，
合格证号：ＳＣＸＫ（苏）２０１７０００７，动物实验符合动
物伦理委员会批准。

１２　试　剂
ＮｃｏⅠ、ＸｈｏⅠ限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶

（美国赛默飞世尔公司）；ＮｉＳｅｐｈａｒｏｓｅＨｉｇｈｐｅｒ
ｆｏｒｍａｎｃｅ（美国通用医疗公司）；质粒小量制备试剂
盒（上海生物工程有限公司）；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）；氨苄青霉素（上海源叶生物科

技有限公司）；中性粒细胞提取试剂盒（天津灏洋

生物制品科技有限责任公司）；细胞爬片（上海晶

安生物科技有限公司）；４′，６二脒基２苯基吲哚
（ＤＡＰＩ，南京凯基生物科技发展有限公司）；ＲＰＭＩ
１６４０培养基、胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；佛波酯
（ＰＭＡ，美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；ＢＣＡ试剂盒（上
海碧云天生物技术有限公司）；其他试剂均为国产

分析纯。

'

　方　法

２１　ＨｉｓＤＮａｓｅＩ融合蛋白表达载体的构建
按照人ＤＮａｓｅＩ的氨基酸序列，采用大肠埃希

菌偏爱密码子获得人 ＤＮａｓｅＩ的 ＤＮＡ序列。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′ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＧＣＡＧＣＡＧＣＣＡＴ
ＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＡＣＡＧＣＡＧＣＧＧＣＡＴＧＣＧＴＧＧＴＡＴ
ＧＡＡＡＣ３′，Ｐ２：５′ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＴＴＣＡＧＣＡＴＡ
ＡＣＴＴＣＣＡＣＣ３′。

通过引物设计上游引物 Ｐ１，即在该扩增的
ＤＮａｓｅＩ基因的５′端加入６个组氨酸（Ｈｉｓ）标签，同
时在连接处加入２个连续的丝氨酸作为柔性肽，引
入酶切位点ＮｃｏⅠ，下游引物Ｐ２引入ＸｈｏⅠ酶切位
点。采用ＰＣＲ技术，获得ＨｉｓＤＮａｓｅＩ基因序列。

扩增条件为 ９８℃预变性 ５ｍｉｎ；９８℃变性
１ｍｉｎ，６０℃退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循
环；７２℃延伸５ｍｉｎ。

分别用 ＮｃｏⅠ、ＸｈｏⅠ将 ＰＣＲ产物与 ｐＥＴ３２ａ
载体质粒双酶切，纯化后加Ｔ４ＤＮＡ连接酶４℃连
接过夜，将酶连产物转化至 Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）感受态
细胞。将重组菌的感受态细胞用无抗性的 ＬＢ液
体培养基重悬，于摇床３７℃，５０ｒ／ｍｉｎ培养１小时
后涂布在含氨苄抗性的固体平板中，倒置培养

１２ｈ，次日挑取单克隆于ＬＢ培养基中继续培养，保
存菌种后抽提质粒，ＰＣＲ方法验证，质粒信息由南
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及纯化
将鉴定成功的重组菌接种于 ＬＢ液体培养基

５ｍＬ中（含５０μｇ／ｍＬ的氨苄青霉素），３７℃过夜
活化。次日转接于ＬＢ液体培养基５０ｍＬ中培养，
每１小时取样测定Ａ６００，绘制生长曲线。

根据生长曲线，将重组菌培养３ｈ后，加入乳
糖（终浓度５ｍｍｏｌ／Ｌ）后继续３７℃培养，分别在培
养０，１，２，３，４，５，６ｈ取样，离心收取菌体沉淀，进
行１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ分析，观察目的蛋白的位置及
表达量。按每克湿菌体加入菌体裂解缓冲液

２０ｍＬ的比例重悬菌体，充分混匀，超声破碎后，于
４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，分别收集上清液和
沉淀，用１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳检测分析，确定
融合蛋白的表达形式。

按每克菌体沉淀湿重加入洗涤液Ⅰ（２０ｍｍｏｌ／
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ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液，ｐＨ８０）２０ｍＬ的比例溶解包涵
体，充分混匀后，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，离心２０ｍｉｎ，
弃上清液；沉淀再依次用洗涤液Ⅱ（以２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液溶解的含２ｍｏｌ／Ｌ的尿素溶液）、
洗涤液Ⅲ（以２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液溶解的含
１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的溶液）、洗涤液Ⅰ、蒸馏水按同
样的方法洗涤，弃上清液，留沉淀，取部分沉淀用

１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ检测。
洗涤后的包涵体沉淀，每克湿重加入含８ｍｏｌ／Ｌ

尿素的包涵体溶解液４０ｍＬ，４℃搅拌６ｈ以上，使
沉淀变性溶解。１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，弃沉
淀，收集上清液。

将溶解后的目的蛋白上清液用０４５μｍ滤膜
过滤，过滤后进行镍离子亲和柱纯化，分别用３０和
３００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑进行洗脱，收集各峰的洗脱液，
１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ分析目的蛋白的洗脱峰。收集的
含高纯度目的蛋白的上清液在不断搅拌的情况下

缓慢滴加到分别含６、４、３、２、１、０ｍｏｌ／Ｌ尿素的复
性缓冲液（５％甘油，１％ Ｌ型精氨酸，２％甘氨酸，
尿素，使用１×ＰＢＳ溶解）中进行透析复性。

将复性蛋白溶液 ４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，弃沉淀，收集上清液。上清液用４℃预冷
的蒸馏水透析，每隔４小时换一次液，４℃条件下
透析２４～４８ｈ，用ＡｇＮＯ３溶液检测透析液，直至无
白色沉淀方可确定透析完毕。除盐后的蛋白溶液

冻干保存。

２３　中性粒细胞提取
采用眼眶静脉丛取血法于抗凝管中各采集新

鲜小鼠外周血３ｍＬ，上下颠倒以防凝血。将中性
粒细胞分离液 ３ｍＬ加至干净的离心管，再加入
８０％浓度的细胞分离液 １５ｍＬ，形成梯度界面。
沿离心管壁缓慢地将等体积已加入红细胞沉降液

的抗凝血小心加至分离液的上层。室温条件下，水

平离心机离心，１６９０ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ。离心后
可见不同的分层，小心吸去离心后的上两层（血浆

层和单个核细胞层），并将第３层（含中性粒细胞
的混浊分离层与少量红细胞层）转移至另一干净

的离心管中。于新离心管中加入不含 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋

的ＨＢＳＳ（ＤＨａｎｋ′ｓ）液１０ｍＬ，上下颠倒数次，轻吹
悬浮细胞。１６９０ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃上清液，在
管底加入红细胞裂解液３ｍＬ裂解残余的红细胞，
上下吹打混匀，裂解 １ｍｉｎ，１６９０ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ。直至裂解完全后，加入ＰＢＳ及基础培养基
２ｍＬ，重悬沉淀，１６９０ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ洗涤。离
心后用完全培养基重悬细胞，将提取后的中性粒细

胞瑞氏染色，显微镜下观察并计数不同视野中中性

粒细胞，统计分析其纯度。

２４　佛波酯（ＰＭＡ）诱导ＮＥＴｓ形成
调整分离所得的外周血中性粒细胞浓度至每

毫升１×１０６个细胞。将细胞重悬后转至无菌全黑
９６孔酶标板，每孔２００μＬ。在 ３７℃，５％ ＣＯ２培养
箱中培养０５～１ｈ静置处理细胞，空白组加ＤＭＳＯ
１０μＬ，各实验组加ＰＭＡ（终浓度８０μｍｏｌ／Ｌ）１０μＬ，
３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养３ｈ。
２５　融合蛋白降解ＮＥＴｓ活性

诱导ＮＥＴｓ形成后，将ＤＮａｓｅＩ溶液（终浓度为
５０，１００，２００μｇ／ｍＬ）或ＮａＣｌ溶液（ＤＮａｓｅＩ的溶剂）
加入到ＰＭＡ刺激后的中性粒细胞孔中，ＤＭＳＯ对照
组中加入同等体积的ＮａＣｌ溶液，每个梯度重复３个
复孔。加入ＳｙｔｏｘＧｒｅｅｎ０２μＬ，避光反应１５ｍｉｎ后，
荧光酶标仪检测荧光强度（ＲＦＵ，Ｅｘ：４８５／２０，Ｅｍ：
５２８／２０）。根据荧光强度检测融合蛋白对 ＮＥＴｓ的
降解活性。

同时，提取的中性粒细胞用含１０％胎牛血清
的ＲＰＭＩ１６４０培养基稀释，细胞按每孔５×１０５个
细胞接种至预先置入多聚赖氨酸处理的无菌玻璃

片的２４孔板。加入 ＰＭＡ诱导 ＮＥＴｓ形成，再加入
终浓度为２００μｇ／ｍＬ的融合蛋白，轻微摇动混匀
后置于培养箱中培养２０ｍｉｎ。培养结束后取出细
胞爬片，ＤＡＰＩ避光染色５ｍｉｎ，荧光显微镜观察融
合蛋白降解ＮＥＴｓ情况。
２６　数据分析

采用ＳＰＳＳ１９０软件进行数据分析和统计，采
用单因素方差分析组间差异，Ｐ＜００５时差异具有
统计学意义。

(

　结　果

３１　ＥｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）／ｐＥＴ３２ａＨｉｓＤＮａｓｅＩ的
构建

如图 １所示构建 ｐＥＴ３２ａＨｉｓＤＮａｓｅＩ质粒。
提取ｐＧＥＭ：ＤＮａｓｅＩ质粒后采用 ＰＣＲ方法获得含
有ＮｃｏⅠ及ＸｈｏⅠ双酶切位点的ＨｉｓＤＮａｓｅＩ基因，
将其与 ｐＥＴ３２ａ（＋）用 ＮｃｏⅠ及 ＸｈｏⅠ双酶切，如
图２。Ｔ４ＤＮＡ连接酶过夜连接两片段后转化至

５９
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ＥｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）感受态中，挑选单克隆。将含
有质粒的阳性克隆培养于含氨苄青霉素的 ＬＢ培
养基中，３７℃过夜培养１２ｈ，采用质粒提取试剂
盒提取质粒，经０８％琼脂糖凝胶电泳，于紫外光
下观察电泳结果，与预计大小基本一致。将挑选

的阳性克隆菌的质粒进行双酶切，酶切片段与预

计大小一致，如图３。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，

证实成功构建包含重组质粒 ｐＥＴ３２ａＨｉｓＤＮａｓｅＩ
基因工程菌。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ３２ａＨｉｓＤＮａｓｅＩ

Ｆｉｇｕｒｅ２　０８％ ＡｇａｒｏｓｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｖｅｃｔｏｒｐｌａｓｍｉｄｐＧＥＭ：ＤＮａｓｅＩ（Ａ），ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ（Ｂ）ａｎｄｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆ
ｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ３２ａ（＋）（Ｃ）
（Ａ）Ｌａｎｅ１：ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄｓ；Ｌａｎｅ２：ＰｌａｓｍｉｄｐＧＥＭ：ＤＮａｓｅＩ；（Ｂ）Ｌａｎｅ１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＰ１ａｎｄＰ２
ｐｒｉｍｅｒｓ；Ｌａｎｅ２：ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄｓ；（Ｃ）Ｌａｎｅ１：ＣｏｍｐｌｅｔｅｐｌａｓｍｉｄｏｆｐＥＴ３２ａ（＋）；Ｌａｎｅ２：ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄｓ；Ｌａｎｅ３：
ｐＥＴ３２ａ（＋）ｓｉｎｇｌｅｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＮｃｏＩ；Ｌａｎｅ４：ｐＥＴ３２ａＨｉｓＤＮａｓｅＩｓｉｎｇｌｅｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＸｈｏＩ；Ｌａｎｅ５：ｐＥＴ３２ａ（＋）ｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＮｃｏＩａｎｄＸｈｏＩ
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Ｆｉｇｕｒｅ３　０８％ ＡｇａｒｏｓｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ３２ａ
ＨｉｓＤＮａｓｅＩ
（Ａ）Ｌａｎｅ１：ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄｓ；Ｌａｎｅ２：Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ３２ａＨｉｓＤＮａｓｅＩ；（Ｂ）Ｌａｎｅ１：ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ
ｓｔａｎｄａｒｄｓ；Ｌａｎｅ２：ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ３２ａＨｉｓＤＮａｓｅＩ；Ｌａｎｅ３：
ｐＥＴ３２ａＨｉｓＤＮａｓｅＩｓｉｎｇｌｅｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＮｃｏＩ；Ｌａｎｅ４：ｐＥＴ３２ａＨｉｓ
ＤＮａｓｅＩｓｉｎｇｌｅｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＸｈｏＩ；Ｌａｎｅ５：ｐＥＴ３２ａＨｉｓＤＮａｓｅＩｄｏｕｂｌｅ
ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＮｃｏＩａｎｄＸｈｏＩ

３２　ＨｉｓＤＮａｓｅＩ融合蛋白的表达与纯化
根据测定的 Ａ６００，绘制工程菌的生长曲线（图

４）。乳糖诱导表达融合蛋白，经 １２％ ＳＤＳＰＡＧＥ
分析，目的蛋白条带在５０ｋＤ附近，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５０％（图５Ａ）。诱
导表达后的菌体经超声破碎裂解后，分别取上清液

和沉淀进行１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ分析。结果表明，重
组蛋白ＨｉｓＤＮａｓｅＩ绝大部分是以包涵体形式存在
于沉淀中（图５Ｂ）。将超声破碎后的菌体沉淀用
８ｍｏｌ／Ｌ尿素溶解，经镍柱亲和色谱，对洗脱液进
行分析，结果表明融合蛋白在咪唑浓度为 ３００
ｍｍｏｌ／Ｌ时被洗脱（图５Ｃ）。经复性后，该蛋白于
５０ｋＤ处有明显条带（图５Ｄ）。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＥｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）／ｐＥＴ３２ａＨｉｓＤＮａｓｅＩ

Ｆｉｇｕｒｅ５　１２％ ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎＨｉｓＤＮａｓｅＩ
（Ａ）１２％ ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎＨｉｓＤＮａｓｅＩｉｎｄｕｃｅｄｂｙｌａｃｔｏｓｅｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ；Ｌａｎｅ１７：Ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆ
ＥｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈＨｉｓＤＮａｓｅＩｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈｌａｃｔｏｓｅｆｏｒ０，１，２，３，４，５，６ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｌａｎｅ８：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；（Ｂ）１２％ ＳＤＳ
ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆＨｉｓＤＮａｓｅＩ；Ｌａｎｅ１：ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ２：ＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｔｈｅｌｙｓａｔｅｏｆＥｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈ
ｐＥＴ３２ａＨｉｓＤＮａｓｅＩ；Ｌａｎｅ３：ＰｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｏｆｔｈｅｌｙｓａｔｅｏｆＥｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＥＴ３２ａＨｉｓＤＮａｓｅＩ；（Ｃ）１２％ ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉａｎｔｐｒｏｔｅｉｎＨｉｓＤＮａｓｅＩｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｍｉｄａｚｏｌｅ；Ｌａｎｅ１：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ２３：Ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈｆｒｏｍＮｉＳｅｐｈａｒｏｓｅ；Ｌａｎｅ４５：Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈ３０，３００ｍｍｏｌ／Ｌｏｆｉｍｉｄａｚｏｌｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；（Ｄ）１２％ ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｒｅｎａｔ
ｕｒａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉａｎｔｐｒｏｔｅｉｎＨｉｓＤＮａｓｅＩ；Ｌａｎｅ１：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ２：ＲｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎｒｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉａｎｔｐｒｏｔｅｉｎＨｉｓＤＮａｓｅＩ

３３　ＨｉｓＤＮａｓｅＩ融合蛋白降解ＮＥＴｓ活性
ＮＥＴｓ形成过程中，会释放出大量胞内染色质，

因此可以通过ＤＮＡ荧光强度来检测ＮＥＴｓ水平。
提取小鼠外周血中性粒细胞，分析其纯度为

９０％，经ＰＭＡ刺激形成 ＮＥＴｓ。如图６所示，中性
粒细胞在ＰＭＡ刺激后产生的游离 ＤＮＡ水平显著
高于溶剂 ＤＭＳＯ组，加入不同浓度梯度的 Ｈｉｓ

ＤＮａｓｅＩ，ＤＮＡ荧光强度降低，说明 ＰＭＡ有效诱导
中性粒细胞体外形成 ＮＥＴｓ，ＨｉｓＤＮａｓｅＩ能以浓度
依赖性的方式降解ＮＥＴｓ的ＤＮＡ骨架。

提取的中性粒细胞接种于２４孔板制备细胞爬
片。加入ＰＭＡ诱导ＮＥＴｓ形成，再加入ＨｉｓＤＮａｓｅＩ
融合蛋白，ＤＡＰＩ染色后荧光显微镜观察，可以明显
看到经ＰＭＡ刺激形成的 ＮＥＴｓ网状结构能够有效
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地被ＨｉｓＤＮａｓｅＩ降解（图７）。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＤｅｇｒａｄａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＨｉｓＤＮａｓｅＩｏｎｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕ
ｌａｒｔｒａｐｓ（ＮＥＴｓ）ｉｎｖｉｔｒｏｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＳｙｔｏｘＧｒｅｅｎ
ＰＭＡ：Ｐｈｏｒｂｏｌ１２ｍｙｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ；ＤＭＳＯ：Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＰＭＡ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＤＭＳＯｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＤｅｇｒａｄａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＨｉｓＤＮａｓｅＩｏｎＮＥＴｓｉｎｖｉｔｒｏｄｅｔｅｃ
ｔｅｄｗｉｔｈｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

&

　讨　论

ＮＥＴｓ相关自身免疫性疾病的病理研究表明，
在炎性反应期内，体液中ＮＥＴｓ水平升高［２０］。ＤＮＡ
是ＮＥＴｓ的主要结构成分，且ＮＥＴｓ中的ＤＮＡ能以
游离状态存在于人体外周血中，表现形式为

ｃｆＤＮＡ／ＮＥＴｓ（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｄｅｒｉｖｅｄｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｆｒｅｅ
ＤＮＡ）。在各种炎性病理学中观察到 ＮＥＴｓ与血浆
和血清等体液中 ｃｆＤＮＡ水平具有相关性［２１－２３］。

因此，ｃｆＤＮＡ可用作 ＮＥＴｓ的替代标记物，而 ＤＮＡ
水平的测定可有助于监测疾病活动和评估治疗策

略的有效性。Ｍａｒｇｒａｆ等［２４］建立了血浆 ｃｆＤＮＡ／
ＮＥＴｓ快速定量的检测方法（ＱｕａｎｔｉＴＰｉｃｏＧｒｅｅｎ

ｄｓＤＮＡａｓｓａｙ），能够特异性地检测血浆中来自中性
粒细胞的ｃｆＤＮＡ／ＮＥＴｓ。ＣｆＤＮＡ能通过多种机制
介导炎症反应［２５］，但可被 ＤＮａｓｅ降解［２２］。鉴于

ＮＥＴｓ在多种免疫疾病的发病机制中发挥作用，
ＤＮａｓｅＩ作为 ＮＥＴｓ的负性调节因子，为研究自身
免疫性疾病的病理生理机制、预防或延缓炎性期组

织病理性损伤提供了新思路。

由于天然提取法原料来源的限制以及产品品

质的批间差异较大，因此利用工程菌或工程动植物

细胞高效表达ｈＤＮａｓｅＩ具有很大的优势。大肠埃
希菌表达系统具有成本低、遗传背景清楚、表达量

高和表达产物分离纯化相对简单等优点［２６］。本实

验采用大肠埃希菌表达系统，通过分子生物学方法

设计和构建含有ＤＮａｓｅＩ基因的表达载体ｐＥＴ３２ａ
ＨｉｓＤＮａｓｅＩ，经过乳糖诱导，融合蛋白以包涵体的
形式表达，表达量较高。本次实验通过添加组氨酸

标签进行蛋白的纯化，充分利用了组氨酸标签系统

缩短蛋白分离纯化时间、增强融合蛋白稳定性的优

势，经镍柱亲和色谱纯化后，融合蛋白的纯度也

较高。

生理性的ＤＮａｓｅＩ在降解坏死细胞的染色质方
面起到关键作用［２７］。高浓度ＤＮａｓｅＩ（５ｍｇ／ｍＬ）可
以完全降解 ＮＥＴｓ，但这个浓度远远高于生理性
ＤＮａｓｅＩ浓度（２０ｎｇ／ｍＬ）［２８］。本研究通过分离小
鼠外周血中性粒细胞在体外刺激形成 ＮＥＴｓ，加入
ＤＮａｓｅＩ后检测游离ＤＮＡ水平的方法判断其活性。
结果表明，融合蛋白 ＤＮａｓｅＩ在高于２０μｇ／ｍＬ浓
度时能显著地在体外降解 ＮＥＴｓ的 ＤＮＡ骨架，表
现出较高的酶活性。可见在生理环境下 ＤＮａｓｅＩ
活性不足时通过补充外源性的 ＤＮａｓｅＩ具有一定
可行性。但由于大肠埃希菌表达的蛋白是未糖基

化的，虽然具有降解活性，但是未明确糖基化及活

性之间的关系。此外，有研究表明目的蛋白添加组

氨酸标签可能会影响到其生物活性［２９］，因此后续

的研究将验证此标签对ＤＮａｓｅＩ活性的影响。
本研究为进一步探究ＤＮａｓｅＩ用于ＮＥＴｓ相关

自身免疫疾病的研究奠定了基础。
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