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转胸腺素 a1 基因聚球藻抗氧化作用的研究
“

刘仁海 章 军 周克夫 徐红 徐 慈娟 楼 士林

(厦门大学 生命科学学院 细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室
,

福建 厦门 361005)

摘 要
:
本试验室 已在蓝藻聚球藻中高效表达 了人源胸腺素

。
1(

t
h y m

osi

n 。
1

,

Ta

l ) 基 因
,

为研究转 Ta
l 基因

聚球藻 口 服 后的生物 活性
,

本研究给 小 鼠灌服 转 T al 基 因聚球藻 14d
,

研究 其对小 鼠谷枕甘 肤过氧化物 酶

(G SH
一

P x)

、

过氧化氮酶 (C at )和超氧化物歧化晦(SO D )活 力以及丙二醛 (M D A )含圣 的影响
,

结 果表 明
:
转胸

腺素 a1 基 因聚球藻可 显著提高小 鼠心
、

肝与肾中 G SH
一

P
x

活力 (尸< 0
.
0 1 ) ;明显提高心脏 C at 活性 (尸<

0
.
0 1 ) ;显著降低肝脏中 M D A 的含童(尸< 0

.
0 1 );但对 S O D 活力无明显作用

。

提示转胸腺素a1 墓因聚球藻较

强的杭或化作 用
。

关键词
:
转胸腺素

。
1 基因聚球藻;杭氧化作用 ;谷脱甘肤过氧化物酶 ;过氧化氢酶;超氧化物歧化酶

;丙二醛
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蓝藻属于光合放氧型 的原核生物
,

兼具 P C C 7 942 细胞中
,

使其得到高效表达 (表达

植物和细菌的一些特性[1j
。

多数蓝藻富含蛋 效率为 8 % )
。

动物实验表 明
,

转 T al 基因聚

白质
,

无毒
,

是表达外源目的的基因的独特受 球藻具有免疫生物活性困
。

本文通过测定在

体系统
。

本实验室从鲍氏织线藻 尸le ‘t on
e
m a 臭氧环境下灌服转 T al 基 因聚球藻与野生

bo ry an um 中分离得到一种约 1
.
SK b 的内源 聚球藻 的小 鼠谷耽甘肤过氧化物酶 (G S H

-

小质粒 pPbS
,

构建了蓝藻穿梭质粒 pP R S
一

1 P
x)

、

过氧化 氢酶 (C
at) 和超氧化物歧 化酶

和 穿 梭 质 粒 表 达 载 体 pPK E Z;同 时 根 据 (SO D )的活力 以及丙二醛 (M D A )的含量变

D N A 片段 同源 重组 的性质
,

构 建聚 球 藻 化
,

研究转胸腺素 a1 基因聚球藻的抗氧化作

synec hc oc cu s sP
.
P C C 7 942 的基因整合平 台 用

,

以进一步探讨其 口服后的生物活性
。

系统
。

胸腺素 a1 为一种由 28 个氨基酸组成 的 1 材料与方法

多肤[zJ
,

其主要作用是促使 T 细胞的分化与 1
.
1 材料

成熟[sj
,

临床上胸腺素 a1 已被应用于治疗慢 1
.
1
.
1 动物 4~ 5 周龄昆 明种小 白鼠

,

体

性 乙型肝炎川和丙型肝炎圈
,

取得 了良好 的 重 25
一

3 鲍
,

雌雄兼有
,

由厦 门大学抗癌研究

疗效
。

目前所用的胸腺素 a1 制剂或来 自化学 中心实验动物室提供
。

合成
,

或从猪和小牛胸腺 中提取
,

价格昂贵
; 1

.
1
.
2 试剂 5

,

5’
一

二硫代 双 (2
一

硝基苯 甲

近年来国内外已开始用基因工程方法生产胸 酸 ) [5
,

s
r 一

d i
t
h i

o n
一

b i
s

( 2

一
n ; t r o

b
e n z o

i
e a e

i d )

,

腺素
al ,

但未实现高效表达(如在 E
.Coli中 D T N B 」

,

R
o e

h
e

公 司产 品
;
硫代 巴 比妥酸

表达 )
。

为获得价廉
,

质优
,

疗效好的胸腺 素 (T B A )
、

黄膘吟氧化酶
、

S O D

、

Si g
r

.

a 公司产

al 制剂
,

本实验室利用穿梭质粒和基因整合 品
。

其余试剂均为分析纯
。

平 台系统
,

将人源胸腺素
al (thym osin al

,

一 1
.
3 菌 株 转 T a一基 因 聚 球 藻 PC C

T al)基 因转 入 聚 球 藻 Syn eehoeo eeu s sp
.

7 942 菌株 1(T l)和转 T
a l 基因聚球藻 P CC
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7 94 2 菌株 2 (T Z)
,

由本 实验 室提供 聚球 藻 G S H
一

P
x

的活力
。

活力单位定义
:
每 m g 组织

PC C 7942 野生菌株
,

由青岛海洋大学 惠赠
。

蛋 白质
,

扣 除非酶反应
,

使 G SH 浓 度降低

以上菌株均加生理盐水制备为 10 % 混悬液
。

1 拜m o L 为 1个活力单位
。

1

.

1

.

4 主要 仪 器 D U
一

6
00 分光 光 度计

,

1

.

2

.

3 C at 活力测定采用锢酸钱 比色法因
,

B E C K
M A N 公司出品

。

即 C at 作用于过氧化氢
,

使其分解
,

体系中残

1
.
2 方法 留的过氧化氢再与铝按作用生成稳定的黄色

1
.
2
.
1 将小鼠随机分为 4 组

:
空 白对照组

、

化合物
,

其在 4osnm 处 的 吸光 度取决于

野生藻组
、

转化藻 T l组
、

转化藻 T Z组
,

其中 H ZO :和铝酸钱的浓度
,

从而反映 C at 活性
。

野生藻组
、

转化藻 T l 组
、

转化藻 T Z 组分别 活力单位定义
:
每 g 蛋白每分种分解 1拌m

o L

灌 服 400 m g
·

k g
一 ‘

体重 的野 生 聚球 藻
、

转 过氧化氢的酶量为 1 个和单位
。

T al 基因聚球藻菌株 1 、

2

,

空 白对 照组则灌 1
.
2
.
4 sO D 活力采用黄嗓吟 氧化 酶法川

,

服同量的生理盐水
。

每天 1 次
,

连续 14d
,

自 即藉黄漂吟及黄嚓吟氧化酶反应系统产生

给药 日起小鼠置于臭氧环境中
。

O
乏

,

后者氧化轻胺形成亚 硝酸盐
,

在显色剂

末次给药 8h 后眼球取血
,

分离血清
,

并 作用下呈现紫红色
,

而 SO D 则抑制该反应
,

处死小 鼠
,

快速采取心脏
、

肝脏和 肾脏等组 根据抑制率计算 sO D 的活力
。

活力单位定

织
,

测 定 G SH
一

P
x

、

C at 和 SO D 活 力 以 及 义
:SO D 抑制率达 50 % 时所需 的 SO D 量为

M D A 含量
。

一 个活力单位
。

1

.

2

.

2 G s H

一

P
x 活力测定采用 D T N B 法川

,

1

.

2

.

5
M D A 含量采用硫代巴 比妥酸法[l0 〕

。

即 G S H
一

P
x

催化 以 G s H 为还原剂的过氧化 1
.
2
.
6 用考马斯亮兰 G

一

2
50 染色法测定各

物还原反 应
,

G s H 可 与 D T N B 反应 生成黄 组织匀浆中蛋 白质浓度
。

色的 5
一

硫代
,

2

一

硝基苯甲酸阴离子
,

测得该离 1
.
2
.
7 结果均 以 牙士

:
表示

,

计量资料组间

子 的 浓 度
,

计算 G SH 的 减 少 量
,

并 求得 比较采用 t检验进行处理
。

2 结果

2
.
1 转 T al 基因聚球藻对小 鼠 G S H

一

P
x 活 力的影响 (结果见表 1)

表 1 转 T al 基因聚球藻对小鼠 SG H
一
P x 活力的影响 牙士 ,

组 别
n

心 (u /m g) 肝(u /m g) 肾(u /m g)

空白对照组 10 59
.
84士 1 7

.
8 0 144

.
9士 19

.
84 1 62

.
05 士 11

.
78

野生藻组 10 56
.
02士 7

.
44 142

.
69 士 2 1

.
78 1 72

,

7 8 士 14
.
08

转化藻 T I组 11 59
.
56士 2 1

.
0 5 165

.
8 9 士 1 8

.
13

’

1 9 0

.

7 7 士 4
.
1 1 ’

转化藻 T Z 组 11 76
.
31士 14 05

‘

1 6 2

.

3 3 士 10
.
6 9

’

1 9 1

.

6 9 士 3
.
02

注
:
尸< 0

.
ol

v 、
空白对照组

由表 1 可知
,

两种转 T al 基因聚球藻均

可显著提 高小 鼠肝脏与 肾脏 的 G S H
一

P
x

的

活力(P < 0
.
01 )

,

转 T
al基因 PC C 7 94 2 菌株

2 还可显著提高小鼠心脏 G SH
一

P
x

的活力(尸

< 0
.
0 1 )

,

但转 T
al 基 因 P C C 7942 菌株 l 无

明显作用
;
与空白对照组相 比

,

给予野生聚球

藻 的小鼠各组织中 G SH
一

P
x

的活力则均 无

显著性差异
。

2

.

2 转 T al 基 因聚球藻对小 鼠 C
at 活性的

影响 (结果见表 2)

表 2 转 T al 基因聚球藻对小鼠 C
at活性的影响王士

,

组 别
n 心(U /g ) 肾(U /g)

空白对照组 10 1
.67士1

.
1 0 1

.
1 2士0

.
52

野生藻组 10 1
.
60士 0

.
9 9 1

.
23 士0

.
50

转化藻 T I组 11 6.84士 瓜 8 0
’

1

.

1
9 士0

.
26

转化藻 T Z 组 1 1 7
.05士 4

.
0 5

‘

1

.

1 7 士0
.
74

注 、
p <

。
.
01

v: 空白对照组
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由表 2 可看出
,

两种转 T al 基 因聚球藻 2
.
3 转 T al 基因聚球藻对小 鼠 S O D 活性

均 可显 著提 高小 鼠心脏 Cat 的 活性 (p < 的影响 (结果见表 3)

0
.
01 )

,

但对肾脏 Cat 的作用则无显著性差异 表 3 中结果表明
,

相对于空白对照组
,

给予

与空白对照相 比
,

野生聚球藻对各组 织 C at 野生聚球藻和给予转 T al 基因聚球藻的小鼠肾

的作用亦无显著性差异
。

脏
、

心脏与血清中SO D 的活性均无显著性差异
。

表 3 转 T
ol 基因聚球藻对小鼠 S( )D 活性的影响 牙士 、

组 别
n

心 (U /m g ) 血清(U /m g) 肾(U /m g)

空白对照组 10 125
.
76士25

.
14 6 5

.
3 7士 36

.
36 150

.
47士4 0

.
28

野生藻组 10 129
.
80士 4 3

.
2 6 7 6

.
7 9士 39

.
8 3 150

.
14 士 37

.
65

转化藻 T I组 11 139
.
86士1 5

.
8 5 6 5

.
5 9士 28

.
3 6 153

.
64士 11

.
76

转化藻T Z组 11 126
.
65士 38

.
2 1 6 5

.
88士 27

.
8 1 149

.
28 士 36

.
00

2
.
4 转 T al 基 因聚球藻对 小 鼠 M D A

含量的影响 (结果见表 4)

由表 4 可知
,

两种转 T al 基因聚球藻均

可显著降低小 鼠肝脏 中 M D A 的含量 (P <

。
.
01 )

,

但对肾脏中 M D A 的作用则无显著性

差异
,

与空白对照组 比较
,

野生聚球藻组小鼠

各组织中 M D A 的含量亦无改变
。

表 4 转 T
。
1 墓因聚球藻对小鼠 M D A 含蛋的影响

x 士 s

组 别
n 肝 (nM /m L ) 肾(

nM /m L )

空白对照组 10 50.85士 6
.
1 3 3 6

.
6 0 士5

.
3 6

野生藻组 10 28
.07士7

.
7 6 3 2 7 8 士 5

.
1 6

转化藻 T l 组 11 27.50士 6
.
2 3
.

3 2
.
6 8 士 4

.
9 8

转化藻 T Z 组 11 22
.10士9

.
7 1

‘

3 6

.

4
5 士3

.
8 5

注
: ,

p <
。
.
ol vs 空白对照组

3 讨论

本研究的结果表明
,

转胸腺素 a1 基因聚

球藻可明显提高在臭氧环境下的小鼠心
、

肝
、

肾中的 G S H
一

P
x

的活力和心脏 中 C at 的活

力
,

显著降低肝脏 中M D A 的含量
,

这说明转

胸腺素 a1 基因聚球藻可有效地阻断 由臭氧

激发的体 内自由基连锁反应
,

具有较强的抗

氧化作用
,

但两种藻株之间的作用有差异
。

值得一提的是
,

灌服转胸腺素 吐 基因聚

球藻的小鼠各个组织中 SO D 的活力均无显

著变化
,

这提示转胸腺素
。
1 基因聚球藻主要

是通过提高 G SH
一

P
x 和 C at 的活力来阻断活

性氧自由基的连锁反应的
。

C at 的活力仅在

心脏中有显著提高
,

而在其它组织中则无显

著性差异
,

提示心脏可能对转胸腺素 a1 基因

聚球藻的作用较敏感
;此外

,

肾脏中 M D A 的

含量也无明显改变
,

说明转胸腺素 a1 基因聚

球藻的抗氧化作用有一定的器官差异性
,

其

机制有待进一步研究
。

总之
,

转胸腺素 a1 基因聚球藻口服后具有

免疫活性困和较强的抗氧化作用
,

经深入研究
,

有望成为一种有前途的海洋生物基因工程药物
。
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