
书书书

论著 文章编号!!"""#$%"%"&""’#"&#!%&#"%

内毒素结合蛋白样分子!"# 体内外生物学活性的初步研究
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))摘)要! 目的)以+,-为对照$对比研究 .%’的体内&外生物学功能’ 方法)采用生物传感器&流式细胞分析技术研究
.%’与+-/及+0.01 2的结合力’ 通过体外培养人单核细胞"34(*#和小鼠体内567#!的分泌实验$研究 .%’ 的生物学功能’
采用8+9/2方法初步探索 .%’与+,-是否具有一定相似的空间结构’ 结果).%’ 能促进+-/与-,:;结合$其活性为+,-
的 ’!<’ .%’能与+-/及+0.01 2结合$其亲和常数"=>#分别为 !?$4 @!" AB&!?%’ @!" ABCDEF+’ 体内外实验中 .%’ 均能促
进567#!的分泌$其生物学活性约为+,-的 **<’ 高浓度抗6G#+,-7HI抗体能与 .%’ 特异性结合$.%’ 部分空间结构与
+,-可能有一定的相似性’ 结论).%’具有与+,-相近似的生物学功能$在机体炎症反应中也发挥较重要的作用’
))关键词!内毒素结合蛋白样分子 .%’%生物传感器%流式细胞分析技术%567#!分泌实验
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))脂多糖 "E0.D.DEYUH\\VHZ01R$ +-/#是 KA杆菌的外
膜成分$它作为一种重要的炎症介质$在载体蛋白的介
导下可刺激机体产生炎性细胞因子’ 以往研究表明$
肝细胞在多种刺激因素作用下能够合成分泌脂多糖结
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合蛋白"E0.D.DEYUH\\VHZ01RI0M10MN.ZDWR0M$ +,-#$+,-
能促进多聚脂多糖单体化$并且通过其氨基末端和羧
基末端分别与 +-/ 和外周血单核细胞 " .RZ0.VRZHE
IEDD1 CDMDMP\ERHZ\REEU$ -,:;#&肝枯否细胞"=P.XXRZ
\REE#等细胞膜上的 ;>!% "C;>!% #结合$形成 +-/#
+,-#C;>!% 复合物$经 5+J%#:>#&#:O>’’ 识别复合
物启动效应细胞信号传导通路$再经核因子 ","67#
",#向细胞核内传递信号(!) $从而介导炎性细胞因子
的分泌$促进炎症反应的发生’ 近期部分研究表明
+,-可嵌入单核细胞":6;#的膜上(&) $发挥促进 +-/
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与;>!% 结合的功能$部分学者还发现高浓度的 +,-
可中和+-/$对机体发挥保护作用(() ’ 针对 +,-抗体
等方法只能部分阻断 +-/ 所诱导的炎症反应(%) $分析
原因!一方面$少许 +-/ 不通过 +-/#+,-#C;>!% 复合
物的形成过程$可与-,:;直接结合$导致炎症介质的
释放%另一方面$还可能存在其他的炎症介导途径$因
此寻找新的炎症介导途径和阻断方法$已成为抑制过
度炎症反应发生的重要研究方向’ 5VDCHU等($)在肝

脏枯否细胞的表面发现 .(!&.(% 两种可疑蛋白$初步
发现它们具有与 +,-部分相近似的生物学功能’
&""& 年本课题组从烧伤合并内毒素损伤的兔血清中
分离出了一种新蛋白 .%’(B) $它也能促进 +-/ 与
C;>!% 结合$促进炎性细胞因子的释放’ 在本研究
中$我们以+,-为对照$通过生物传感器&流式细胞分
析&8+9/2等方法$较为详细地研究了 .%’ 的生物学功
能$旨在证明 .%’ 也可能为一种介导 +-/ 炎症反应的
重要蛋白’

89材料与方法

!?!)主要材料及试剂来源
))兔源内毒素结合蛋白样分子 .%’ 及抗6G#+,-7HI抗体由
本课题组制备(B$*) $标准 +,-购自 J>/YUWRCU公司";6’*"#
+-F;7#’ +-/"’()$*!$ "!!!!,% #&795;#+-/"’()$*!$ "$$!,$#&
佛波脂" .VDZIDE!&#CYZ0UWHWR!(#H\RWHWR$-:2#购自 /0NCH公司$
GJ-#羊抗人9NK7HI 单克隆抗体购自 -0RZ\R公司$567#!放免
检测试剂盒购自北京北方生物技术研究所$疏水生物传感器样
品池";3b44(B""#购自 5VRZCD公司$等电点聚焦电泳胶条购
自-VHZC\0H公司’

!?&).%’ 等电点测定
))将等电点聚焦电泳胶条置于电泳槽"9-NVVDZ98730W为
-VHZC\0H,0DWR\V产品#$其中阳性端"酸性端#电泳缓冲液为
! CDEF+磷酸液$阴性端"碱性端#电泳缓冲液为 ! CDEF+6HcG
溶液$设定温度为 &" d$在胶条中央点上不含盐 .%’ 蛋白质液
约 $ #E"含蛋白约 & #N#并进行电泳$此后将胶条用考马斯亮蓝
J#&$""含 "?&$<考马斯亮蓝J#&$"&%$<甲醇&!"<冰醋酸#液
进行固定及染色$经脱色后测定聚合条带距酸性端的距离$计
算该距离占整个胶条长度的比值$与标准 .G曲线比较$获得
.%’ 的等电点’

!?()抗6G#+,-7HI抗体与 .%’ 结合活性研究
))将 .%’ 以包被液""?"$ CDEF+碳酸缓冲液$.G4?B#溶解$
包 4B 孔板"$" #EF孔$含 .%’ "?$ #NF孔#$并将 +,-&兔血清白
蛋白以相同条件包板$分别作为阳性&阴性对照$% d过夜’ 除
去包被液$洗涤后加入 (<,/2F-,/ 液封闭 ! V$以不同浓度
"!" CNF+至 ! #NF+#抗6G#+,-7HI抗体作为一抗$以GJ-#羊
抗人9NK7HI单克隆抗体作为二抗$以5:,"四甲基联苯胺#为
显色底物$按常规方法进行 8+9/2检测’ 鉴定抗 6G#+,-7HI
抗体能否与 .%’ 结合$推定其空间结构有无相似性’

!?%).%’ 体外生物学活性研究
!?%?!)流式细胞分析实验))将人外周抗凝全血以 70\DEE液
"50HMQ0M ,0DEDN0\HE公司#进行密度梯度离心$取外周血单核细
胞层细胞"-,:;#$以 "?"! CDEF+的 -,/ 洗涤并调细胞数至 %
@!"B FCE%795;#+-/"终浓度 &?$ #NF+#与 .%’ "& #N#共孵育
(" C0M 后$再加入 & @!"$ -,:;$(* d孵育 (" C0M$此后以
"?"! CDEF+的 -,/洗涤细胞 & 次$最后用流式细胞仪"美国
8/-8-9;/ 8+958#检测-,:;荧光强度$并以 "?!<兔血清白
蛋白作为阴性对照$以相同浓度 +,-作为阳性对照$鉴定 .%’
是否具有促进795;#+-/与-,:;结合的能力’
!?%?&).%’ 与+-/F+0.01 2亲和力测定
!?%?&?!)+-/及 +0.01 2在生物传感器疏水样品池中的包被
))以异丙醇洗涤传感器表面 $ 次$用-,/F28液"含 "?"&$<
叠氮钠&! CCDEF+8>52$.G*?%#洗涤 * 次$收集基线数据
!" C0M$再以异丙醇洗涤 * 次后$分别于池中加入 &" CNFCE用
异丙醇溶解的+-/ 或 +0.01 2各 &" #E$保留 & C0M 后$以 -,/F
28液洗涤 !" 次&"?! CDEF+G;E液洗涤 $ 次&!" CCDEF+6HcG
液洗涤 $ 次$最后以-,/F28液洗涤 * 次$采集数据$其与基线
数据的差值即为已包被的 +-/ 或 +0.01 2的包被量$并再次使
用,/2"终浓度 !?$ CNFCE#封闭疏水样品池未与 +-/ 或 +0.01
2结合的残余表面’
!?%?&?&).%’ 与+-/及+0.01 2结合亲和力的测定))将 .%’
以不同浓度"&"&!"&$&&?$&!?&$&"?B&$ #CDEF+#稀释$并以不
同浓度的 .%’ 作为流动相$分别与疏水样品池中+-/或+0.01 2
结合$通过 72/5.EDW和 72/5X0W软件$进行作图及亲和力计
算(*) $并以+,-作为阳性对照进行测定’
!?%?()567#!体外分泌实验))34(* 细胞常规培养$并以
-:2!" #NF+诱导分化成熟$以含 !$<新生小牛血清的 J-#
:9!B%" 培养基悬浮并调细胞数为 ! @!"B FCE$&% 孔板内加入 !
@!"B 34(*F孔及+-/"!" #NF+#$再加入 .%’"(?( #NF孔#$并以
+,-&兔血清白蛋白"(?( #NF孔#作为阳性及阴性对照$(* d&
$<;c& 孵育’ 每组取 (" C0M&!&B&!&&&% V$共 $ 个时相点$分
别吸取培养上清$放免法"中国 &B& 厂$LGB"&"#% 探头 $免疫
记数仪#测定 567#!含量’ 观测 .%’ 能否促进 +-/ 诱导的
567#!分泌’
!?$).%’ 体内生物学活性研究
))&’ 只 !" 周龄昆明小鼠$体重约 ($ NF只$购自第三军医大
学实验动物中心$雌雄不限$随机数字表方法分为 % 组"每组 *
只#$空白对照组!腹腔注入兔血清白蛋白"&" #NF!"" N#%对照
组!腹腔注入 +-/"&" #NF!"" N#%阳性对照组!腹腔注入 +-/
"&" #NF!"" N#及 +,-"(" #NF!"" N#%实验组!腹腔注入 +-/
"&" #NF!"" N#及 .%’"(" #NF!"" N#’ 注入 %’ V后$断颈&眼球
取血$测定血液中567#!变化’
!?B)统计学方法
))实验数据以 !+e,表示$对抗 62#+,-7HI 抗体与 .%’ 结合
活性数据$采用 /-// !"?" 统计软件进行%检验’

:9结果

&?!).%’ 等电点测定
))等电点聚焦电泳胶条上可见清晰条带"图 !#$聚合条带距

(%!))



酸性端 !?%& \C$条带总长约 B?B \C$比值为 "?&!$$与标准 .G
曲线比较$测得 .%’ 的等电点为 .9%?*’

酸性端 碱性端

（!）聚合条带 （"）

图 89!"# 等电点聚焦电泳图

&?&)抗6G#+,-7HI抗体与 .%’ 结合活性研究
))当抗 6G#+,-7HI 抗体浓度稀释为 "?! CNF+时$仍能与
+,-显著结合’ 当7HI抗体浓度为 !" CNF+时$可与 .%’ 有效
结合$但当浓度稀释到 ! CNF+时$结合力明显下降"表 !#$说
明抗6G#+,-7HI抗体可与 .%’ 部分结合$但结合力有限’

表 89抗;<=>?@A$’抗体与>?@及!"# 的结合活性""(B)#

不同浓度7HI抗体"CNF+#
抗原

!" ! "?! "?"! "?""!

+,- "?(& e"?"4H "?!4 e"?"$H "?!! e"?"%H "?"$ e"?"( "?"% e"?"&

.%’ "?"4 e"?"%H "?"B e"?"% "?"% e"?"( "?"( e"?"& "?"% e"?"!

白蛋白 "?"( e"?"& "?"% e"?"& "?"( e"?"& "?"% e"?"! "?"( e"?"!

H! -f"?"$$与白蛋白比较

&?()流式细胞仪器分析结果
))对人-,:;进行流式细胞仪检测$可见 .%’ 和+,-均能促
进吸收峰上抬和部分右移"图 &#$其中阴性对照组"白蛋白#的
吸收-\MW值为B?’$实验组!"+,-阳性对照组#的吸收-\MW值为
%&?!$实验组 &".%’实验组#的吸收 -\MW值为 ($?*$.%’ 的生物
学活性为+,-的 ’!<("($?* AB?’#F"%&?! AB?’# g"?’!)’
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2!阴性对照组"白蛋白#% ,! +,-阳性对照组% ;! .%’ 实验组
图 :9ACDE=>@F与人@?GE结合试验结果

&?%).%’ 与+-/及+0.01 2结合亲和力测定
))将+0.01 2及+-/分别于疏水样品池中包被$其包被量分
别约为 &%& 和 !*% HZ\UR\DM1$与郑江(4)所报道的 &$! 和 !’( HZ\
UR\DM1相近$并与厂商所提供的要求比较$证明 +0.01 2及 +-/
与疏水样品池的包被量在理想范围内$+0.01 2及 +-/ 已在疏
水样品池中形成单层脂膜’ 将不同浓度 .%’ 分别与+0.01 2及
+-/结合"图 (#$可见随着 .%’ 浓度的增加$与 +0.01 2及 +-/
结合量也相应增加$经计算获得 .%’ 与 +0.01 2及 +-/ 的亲和
常数分别为 !?%’ @!" AB&!?$4 @!" ABCDEF+’ 按同样实验方法
获得+,-与+0.01 2及 +-/ 的亲和常数"=>#分别为 !h&( @
!" AB&!?(% @!" ABCDEF+’ 相同浓度"!" #CDEF+#下$.%’ 与 +-/
的结合量要低于+,-与+-/的结合量"图 %#$.%’ 与+0.01 2及
+-/的亲和常数均明显 f!" A$CDEF+数量级$证明 .%’ 与 +0.01
2及+-/结合力明确’
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图 "98I !J)*K>浓度的!"# 及>?@与>@F结合曲线

&?$).%’ 体外诱导567#!分泌实验
))在567#!分泌实验中$当不加入 +-/ 时$培养基中 567#!
维持在较低的浓度"!&?’ i!’?% XCDEFCE#’ 当只加入 +-/"!"
#NF+#时$部分+-/ 可直接与 34(* 细胞结合$促进 34(* 细胞
分泌567#!$在分泌第 &% 小时567#!浓度升至 !%!?! XCDEFCE$
.%’ 或+,-组$567#!分泌量增加显著"图 $#$与只加入+-/分
泌组比较$差异有显著意义"-f"h"$#$.%’ 与 +,-加入组比
较$差异不显著"-j"h"$#$但从图形中可看出$+,-活性稍强
于 .%’’
&?B).%’ 体内生物学活性实验
))腹腔注射 &% V后$对照组&阳性对照组&实验组小鼠活动减

%%! )))))))))))))第)三)军)医)大)学)学)报))))))))))))第("卷
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少$注射 %’ V后$阳性对照组&实验组小鼠活动明显减少&进食
减少$但无小鼠死亡’ 损伤%’ V后$取全血并测血清中567#!含
量$可见腹腔注入+-/组(567#!浓度"((?&& e!%?"&#XCDEFCE)
与腹腔血清白蛋白注射组(567#!浓度"4?"’ e(?$*#XCDEFCE)相
差显著"-f"h"$#$证实低浓度+-/在体内即可诱导炎症反应$
促进567#!分泌$但在合并注射了 .%’ (567#!浓度"B4?4$ e
&!?(B#XCDEFCE)或 +,-(567#!浓度"’*?4$ e&’?B!#XCDEFCE)
后$567#!分泌升高更加显著"-f"h"$#$其中 .%’ 的生物学活
性为+,-的 **<("B4?4$ A4?"’#F"’*?4$ A4?"’# g"h**)’

无 !"# 对照组 只加入 !"#分泌组
加入 !"#及 $%& 分泌组 加入 !"# 及 !’" 分泌组())

%))

*))

+))

,))

)
*) -./ , 0 1 0 ,+ 0 +% 0

分泌时相点

23
45
!
浓
度
（
6-

78
9-

8）

图 L9人MNHO 细胞刺激后D;A="分泌实验

H9讨论

))本研究在课题组所制备的内毒素结合蛋白样分子
.%’ 基础上$采用生物传感器&流式细胞分析&体内外
567#!实验等方法$将 .%’ 的生物学功能与 +,-进行
比较研究$初步研究了 .%’ 的生物学功能’
))以往的研究认为只有+,-起介导+-/ 的作用$但
通过阻断+,-$却不能很显著地降低+-/的炎症反应$
+R#JDY等(!")发现 ;>!%&+,-的单抗可以推迟 567#!
的分泌和减少 &% V内的死亡率$但不能改变 &% V以后
的动物死亡率$抗 5+J%F:>#& 单抗也只能部分阻断
+-/介导的9+#B&567#!等细胞因子的释放$这些现象
提示在血清中可能还存在其他的内毒素结合蛋白和其

他信号传导途径’ 近期 5VDCHU等($)在肝脏枯否细胞

的表面发现 .(!&.(% 两种可疑蛋白$初步发现它们具
有与+-/结合的生物学功能$.(!&.(% 能与双磷酰脂
质2"10.VDU.VDZYEE0.01 2#结合$但不能与单磷酰脂质
2"CDMD.VDU.VDZYEE0.01 2#结合$并且其信号途径可能
与;>!%F67#",途径无关$然而在腹腔单核细胞及
-,:;中均未发现上述 .(!&.(% 两种蛋白’
)).%’ 为兔外周血中的一种微量蛋白$流式细胞实
验充分证明 .%’ 能促进 +-/ 与 -,:;结合$其活性为
+,-的 ’!<’ 在生物传感器结合实验中$ .%’ 能与
+-/及 +0.01 2结合$其亲和常数"=>#均小于 !" A$

CDEF+数量级$证明 .%’ 与 +-/ 及 +0.01 2结合力较
强’ .%’ 与+-/及+0.01 2的亲和常数"=>#较+,-与
+-/及 +0.01 2的亲和常数"=>#稍低$证明 .%’ 与
+-/及+0.01 2的结合力较 +,-稍弱’ 本研究结果提
示 .%’ 及+,-与+0.01 2的结合力稍强于与+-/ 的结
合力$这也许是因为+0.01 2为 +-/ 的核心部位$+0.01
2体积更小$暴露更充分$易于与 .%’ 及+,-结合’
)).%’ 在体内外 567#!分泌实验中$均能促进 +-/
介导的炎症反应发生&发展$导致 567#!的大量分泌$
在体内分泌研究中$.%’ 的生物学活性约为 +,-的
**<$证明了 .%’ 具有与+,-相近的生物学功能’
))高浓度抗 6G#+,-7HI 抗体能与 .%’ 特异性结
合$但结合力较低$证明 .%’ 部分空间结构与 6G#+,-
有一定的相似性$但也有明确的差异性$还需进一步研
究 .%’ 的空间结构’
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