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·论　　著·
１２５Ｉ标记重组融合蛋白 ｄＴＭＰＧＨ在小鼠体内分布的实验研究
申明强，陈　默，王　崧，粟永萍，王军平　（第三军医大学预防医学院全军复合伤研究所，创伤、烧伤与复合伤国家重点实验
室，重庆市纳米医药工程技术研究中心，重庆 ４０００３８）

　　［摘　要］　目的　研究重组融合蛋白ｄＴＭＰＧＨ在小鼠体内的分布情况，明确其是否具有靶向分布特点。方法　实验室制备
ｄＴＭＰＧＨ重组融合蛋白；用放射性１２５Ｉ标记融合蛋白ｄＴＭＰＧＨ后，按１００μｇ／ｋｇ的标准小鼠尾静脉注射１２５ＩｄＴＭＰＧＨ，分别于给药
后５ｍｉｎ、１５ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、１ｈ、２ｈ、４ｈ、８ｈ、１２ｈ、２４ｈ取心、肝、脾、肾、股骨、甲状腺等进行放射性计数。结果　制备得到纯度大于
９８％的重组融合蛋白ｄＴＭＰＧＨ；１２５Ｉ标记率为７１．５３％，放化纯度为９６．５３％，比活度为０．２２ＭＢｑ／μｌ；尾静脉注射１２５Ｉ标记的ｄＴＭＰ
ＧＨ后３０ｍｉｎ股骨的放射性计数占到注射总量的１０％，并随时间推移经肝脏和肾脏代谢。结论　融合蛋白 ｄＴＭＰＧＨ经尾静脉注
射后在小鼠体内主要分布于骨髓，具有骨髓组织偏向分布特点。
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ｒｏｗｔｉｓｓｕｅ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：１２５Ｉｌａｂｅｌｅｄ；ｄＴＭＰＧＨ；ｂｌｏｏｄｐｌａｔｅｌｅｔ；ｍｉｃｅ

　　血小板减少症常见于放疗、化疗和骨髓移植患者，
严重的血小板降低直接威胁到人们的生命安全［１］。目

前，临床上治疗血小板减少症的主要方法为直接输注

血小板，但因治疗费用昂贵导致使用受到限制。因此，

寻找高效、廉价的升血小板药物就显得非常迫切和重

要。我室通过基因重组技术成功将血小板生成素模拟

肽（ｔｈｒｏｍｂｏｐｏｉｅｔｉｎｍｉｍｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅ，ＴＭＰ）和人生长激素
（ｈｕｍａｎｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ，ｈＧＨ）进行融合，研制出重组
融合蛋白ｄＴＭＰＧＨ［２３］。在此基础上，我室对该融合

蛋白的发酵和纯化制备工艺进行了细致的研究，现已

能获得纯度大于９８％的重组融合蛋白 ｄＴＭＰＧＨ。作
为一种新型升血小板因子，ｄＴＭＰＧＨ具有显著的刺激
巨核细胞增殖、分化的作用，以达到促进血小板生成的

生物学活性［４］，有望成为治疗造血功能障碍引起的血

小板减少症的一种新方式。为了研究 ｄＴＭＰＧＨ在体
内的分布情况，本研究制备了１２５ＩｄＴＭＰＧＨ，并对其在
小鼠体内的分布进行研究，证实ｄＴＭＰＧＨ融合蛋白具
有骨髓偏向性分布的特点，为进一步探索ｄＴＭＰＧＨ促
血小板生成作用的分子机制奠定了基础。

１　 材料与方法

１．１　材料
　　融合蛋白ｄＴＭＰＧＨ由本室自行制备，Ｎａ１２５Ｉ购自中国原子
能科学研究院同位素研究所，快速薄层层析硅胶纸（ＩＴＬＳＧ）

·１２２·
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购自美国Ｇｅｌｍａｎ公司，Ｓｅｐｄｅｘ７５层析柱购自美国ＧＥ公司，Ｉｏ
ｄｏｇｅｎ（１，３，４，６四氯３，６二苯甘脲）购自美国Ｓｉｇｍａ公司，偶联
剂ＤＯＴＡ购自美国 Ｍａｃｒｏｃｙｃｌｉｃｓ公司，ＴＲＩＳ购自美国 Ａｎｇｕｓ公
司，其他试剂均为国产分析纯。γ免疫计数仪 购自美国 Ｐｅｒｋｉｎ
Ｅｌｍｅｒ，电子天平购自沈阳龙腾电子，蛋白纯化仪 ＡＫＴＡｐｒｉｆｉｅｒ
１０购自美国ＧＥ公司，紫外分光光度计购自 ＢＥＣＫＭＡＮ公司。
Ｂａｌｂ／ｃ小鼠购自第三军医大学实验动物中心。

１．２　方法
１．２．１　ｄＴＭＰＧＨ的制备　　取ｄＴＭＰＧＨ接种于Ａｍｐ＋ＬＢ平
板，在３７℃中培养１８ｈ后挑取单克隆接种于Ａｍｐ＋ＬＢ液体培
养基中培养过夜。将培养的 ｄＴＭＰＧＨ菌液接种到发酵罐中
３２℃扩增培养，５ｈ后变温至４２℃诱导表达，诱导５ｈ后离心
收取菌体。

１．２．２　ｄＴＭＰＧＨ的纯化　　将表达的 ｄＴＭＰＧＨ菌体按
１００ｇ／Ｌ用双蒸水重悬后进行高压匀浆破菌。破菌后，
８０００ｒ／ｍｉｎ离心弃去上清，沉淀用ＢｕｆｆｅｒＡ（Ｔｉｒｓ碱０．０２ｍｏｌ／Ｌ，
尿素８ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．０）溶解。取ｄＴＭＰＧＨ的溶解液过 ＳＰ柱并
收集穿透液，用透析法除去穿透液中的尿素。将透析完毕的

ｄＴＭＰＧＨ上 Ｑ柱，分别用浓度为 ０．０５ｍｏｌ／Ｌ、０．１５ｍｏｌ／Ｌ、
０．５ｍｏｌ／Ｌ和１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ进行洗脱，收集各洗脱组分电泳。
选取电泳中纯度最高的 ｄＴＭＰＧＨ过分子筛 Ｓｅｐｄｅｘ７５，收取目
的蛋白用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定浓度。
１．２．３　１２５ＩｄＴＭＰＧＨ的标记　　利用氯胺Ｔ法对 ｄＴＭＰＧＨ
进行放射性碘标记。标记管中依次加入５０μｌ融合蛋白 ｄＴＭＰ
ＧＨ（１．５ｍｇ／ｍＬ），５μｌＮａ１２５Ｉ（１９．６ＭＢｑ），１０μｌ氯胺Ｔ
（３ｍｇ／ｍＬ，５０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ，ｐＨ７．５），震荡反应 ５ｍｉｎ，加入
２０μｌＮａ２Ｓ２Ｏ３（８ｍｇ／ｍＬ，５０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ，ｐＨ７．５）终止反应。

１．２．４　１２５ＩｄＴＭＰＧＨ的纯化　　采用Ｓｅｐｄｅｘ７５柱除去未结合
的放射性碘。先用含 １％ＢＳＡ的 ＰＢＳ进行柱平衡过夜，再用
ＰＢＳ洗２０个柱体积，加入样品，用 ＰＢＳ洗脱，分管收集，每管
０．５ｍＬ，共收集３０管，分别取２μｌ加入塑料测量管中用免疫计
数仪测量每管放射性计数，并测定每管蛋白含量。将上述测量

管中计数率高并且蛋白浓度大于２０μｇ／ｍＬ的混合，用 ＰＢＳ调
整蛋白浓度至２０μｇ／ｍＬ，放置于４℃备用。
１．２．５　１２５ＩｄＴＭＰＧＨ生物学活性测定　　将 ＭＯ７ｅ细胞培养
至生长旺盛期时采取 ｒｈＧＭＣＳＦ饥饿２４ｈ后按２×１０５／ｍＬ浓
度转接至 ９６孔 Ｕ型板中，每孔 １００μｌ。按照 １０ｎｇ／ｍＬ、
２０ｎｇ／ｍＬ、５０ｎｇ／ｍＬ、１００ｎｇ／ｍＬ、２００ｎｇ／ｍＬ的药品终浓度分别
加入１２５ＩｄＴＭＰＧＨ和 ｄＴＭＰＧＨ每个孔６个复孔再培养４８ｈ。
培养完毕后每孔加入ＣＣＫ８试剂１０μｌ，再培养６ｈ后使用酶标
仪于４９０ｎｍ波长检测细胞光密度值。
１．２．６　１２５ＩｄＴＭＰＧＨ在小鼠体内分布　　将５～７周龄２０ｇ
左右的Ｂａｌｂ／ｃ小鼠随机分为３组，每组９只，腹腔注射０．１ｍＬ
１ｍｇ／ｍＬ的ＫＩ，其目的是抑制１２５Ｉ与甲状腺的结合。３０ｍｉｎ后
按１００μｇ／ｋｇ的１２５ＩｄＴＭＰＧＨ经小鼠尾静脉注射给药。给药后
５ｍｉｎ、１５ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、１ｈ、２ｈ、４ｈ、８ｈ、１２ｈ、２４ｈ断颈处死小
鼠，分别取心、肝、脾、肾、股骨、甲状腺等器官，称重，测量各样

品放射性计数。另取２μｇ的１２５ＩｄＴＭＰＧＨ作为注射总计数。

２　结果

２．１　融合蛋白ｄＴＭＰＧＨ的纯化
　　收集流穿ＳＰ柱的ｄＴＭＰＧＨ包涵体溶液，透析完毕再过 Ｑ
柱，经分子筛Ｓｅｐｄｅｘ７５纯化后可得纯度大于９８％的 ｄＴＭＰＧＨ
（图１）。
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图１　ｄＴＭＰＧＨ的１２％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图

２．２　１２５ＩｄＴＭＰＧＨ的标记效果
　　１２５ＩｄＴＭＰＧＨ标记物经Ｓｅｐｄｅｘ７５柱纯化后（图２），标记率
为７１．５３％，放化纯度为９６．５３％，比活度为０．２２ＭＢｑ／μｌ。

!

"

#

$

%

&

'

! " # $ % & ' ( ) * "! "" "# "$ "% "&

!"#$+,-.

%
&
'
+
/
0
1
.

图２　１２５ＩｄＴＭＰＧＨ经Ｓｅｐｄｅｘ７５柱纯化

２．３　１２５ＩｄＴＭＰＧＨ对ＭＯ７ｅ细胞体外增殖活性
　　将 ｄＴＭＰＧＨ和１２５ＩｄＴＭＰＧＨ同时通过 ＣＣＫ８法检测对
ＭＯ７ｅ细胞体外增殖活性作用（图 ３）。１２５ＩｄＴＭＰＧＨ和 ｄＴＭＰ
ＧＨ在１０ｎｇ／ｍＬ至１００ｎｇ／ｍＬ都呈现出随用药量的增加增殖效
果越好，在１００ｎｇ／ｍＬ至２００ｎｇ／ｍＬ随用药量的增加增殖效果
无明显变化。以１００ｎｇ／ｍＬ点为对比标记后比活性为标记前的
９３％，表明标记对ｄＴＭＰＧＨ活性的影响不会影响实验结果。

!

!"#

!"$

!"%

!"&

!"'

!"(

!")

*+,-./0

#$'

1.*+,-./0

!
"
#
$
&
2
!
3
4
%

5637869 #! $! '! #!! $!!

&#$3:;4<%

图３　不同浓度ｄＴＭＰＧＨ与１２５ＩｄＴＭＰＧＨ对ＭＯ７ｅ细胞
　　　增殖效果的对比
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２．４　１２５ＩｄＴＭＰＧＨ在小鼠体内分布
　　尾静脉注射１２５Ｉ标记的 ｄＴＭＰＧＨ后，分别于各时间点取
材、称重、检测放射性计数，并计算出每克组织含放射性计数

量。如图４所示：小鼠注射１２５ＩｄＴＭＰＧＨ后被迅速吸收和代谢，
在３０ｍｉｎ时股骨中放射性计数达到最高，之后随机体代谢含量
逐渐降低，同时也提示肾脏是ｄＴＭＰＧＨ主要代谢器官。
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图４　１２５ＩｄＴＭＰＧＨ在各组织不同时间分布

３　讨论

　　血小板生成素（ｔｈｒｏｍｂｏｐｏｉｅｔｉｎＴＰＯ），也称为巨核
细胞生长发育因子（ｍｅｇａｋａｒｙｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈａｎｄｄｅｖｅｌｏｐ
ｍｅｎｔｆａｃｔｏｒ，ＭＧＤＦ），是影响巨核细胞增殖、分化和血小
板生成的重要细胞因子［５］，可与巨核细胞的受体ｃＭｐｌ
特异性结合，调节巨核细胞的分化和血小板的生

成［６９］。Ｃｗｉｒｌａ等人［１０］通过噬菌体表面展示技术筛选

得到与天然 ＴＰＯ具有相似生物学活性的蛋白多肽
ＴＭＰ。ＴＭＰ由１４个氨基酸组成与天然 ＴＰＯ无同源序
列，但可以与 ＴＰＯ受体（ｃＭｐｌ）高亲和力结合。已有
实验证实，通过化学合成的 ＴＭＰ能够刺激依赖细胞株
（Ｂａ／Ｆ３／ｃＭｐｌ）的增殖分化，与 ｒｈＴＰＯ有相似生物学
效性［９１２］。但由于ＴＭＰ只有１４个氨基酸组成，自身分
子量太小，用基因工程方法制备难度较大，而进行大量

的化学合成成本非常高。并且 ＴＭＰ是一条线性多肽，
在体内循环过程中极易被降解、半衰期过短，所以ＴＭＰ
单体很难直接成药。本实验室在前期工作中通过基因

重组技术将ＴＭＰ分子与人生长激素进行融合，不仅可
以增大分子量，使其能够进行基因工程制备，并使其体

内半衰期得到延长。现已实现，融合蛋白ｄＴＭＰＧＨ在
成本低廉的大肠杆菌系统中高效表达，并已能获得纯

度大于９８％的ｄＴＭＰＧＨ融合蛋白。本课题前期研究
中已经发现ｄＴＭＰＧＨ能够促进小鼠血小板升高，并对
巨核细胞增殖作用明显［４］。

　　本文通过用放射性１２５Ｉ标记 ｄＴＭＰＧＨ的方法，进
一步研究融合蛋白 ｄＴＭＰＧＨ在小鼠体内主要脏器动
态分布情况。结果表明：被放射性碘标记的 ｄＴＭＰＧＨ
经尾静脉注射入小鼠体内后，ｄＴＭＰＧＨ经血液循环立

即向骨髓聚集，在３０ｍｉｎ时达到最高值（仅股骨的放
射性计数就占到注射总量的１０％），并随着时间推移
逐渐降低。促使 ｄＴＭＰＧＨ具有骨髓偏向分布特性原
因可能来自两个方面：一个方面来自 ｄＴＭＰＧＨ中的
ＴＭＰ，ＴＭＰ是ＴＰＯ的模拟物，要发挥其自身促血小板
生成的生物学活性就必须要结合巨核系祖细胞表面的

ＴＰＯ受体ｃＭｐｌ。巨核系祖细胞是通过造血干细胞分
化而来，而机体中富含造血干细胞最多的地方就是骨

髓腔。另一个方面来自 ｄＴＭＰＧＨ中的 ＧＨ，ＧＨ在临
床主要用于烧伤患者和矮小症患者，它其中一个重要

的生理功能就是能够促进骨骼生长；ＧＨ进入血液后可
以高亲和结合人生长激素结合蛋白（ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＧＨＢＰ）［１３１５］，并通过 ＧＨＢＰ将其运送
至骨髓发挥生理功能。还有文献报道指出，ｒｈＧＨ对多
系造血祖细胞的存活和增殖有直接作用［１６］，并能够促

进辐射损伤小鼠骨髓造血功能重建［１７］，这说明 ＧＨ与
ＴＰＯ有着相似或相关的信号通路。可能是 ＧＨ通过与
其受体（ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＨＲ）的结合激活了
这一生物学活性；该受体与 ｃＭｐｌ为同一类细胞因子，
都是巨核细胞表面受体，所以能够激活相似的信号

通路。

　　血小板的体内生成过程主要有：造血干细胞→髓
系造血祖细胞→巨核系祖细胞→前巨核细胞→成熟巨
核细胞→血小板；体外实验证实，融合蛋白 ｄＴＭＰＧＨ
可以促进巨核细胞生成血小板［４］。产生这一生物学效

应的原因可能是：融合蛋白 ｄＴＭＰＧＨ进入机体后，通
过与ＧＨＢＰ的结合将其运送至骨髓；在骨髓中 ＴＭＰ与
ｃＭｐｌ结合，ＧＨ与ＧＨＲ结合，而ｃＭｐｌ和ＧＨＲ都是巨
核细胞表面受体，二者共同刺激巨核细胞增殖、分化、

产生血小板。本实验结果表明融合蛋白 ｄＴＭＰＧＨ具
有显著的骨髓偏向分布特性，该特性可以提高 ｄＴＭＰ
ＧＨ促巨核细胞增殖分化和血小板生成的生物利用度，
降低使用用量和产生毒副反应危险，从一个侧面证实

了前面提到的融合蛋白ｄＴＭＰＧＨ促巨核细胞增值、产
生血小板这一生物学效应的推测，并为今后深入研究

ｄＴＭＰＧＨ促血小板生成的分子作用机制提供了思路。
同时，在实验中检测到在肾脏中放射性计数也比较高，

肝脏的放射性计数第三，说明ｄＴＭＰＧＨ在体内主要通
过肝脏进行代谢，再由肾脏排出到体外或者部分直接

由肾脏排出。通过本实验可以看出，骨髓是 ｄＴＭＰＧＨ
在体内的重要靶器官之一，在体内时ｄＴＭＰＧＨ通过肝
脏进行主要的代谢，并且肾脏是其重要排泄器官。本

实验为我们今后进一步研究重组融合蛋白 ｄＴＭＰＧＨ
的分子作用机制奠定了基础。

·３２２·
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雌激素对大鼠脑缺血再灌注后血脑屏障作用研究

侯进义，沈　霞，孙菊光　（徐州市中医院神经内科，江苏 徐州 ２２１０００）

　　［摘　要］　目的　观察雌激素对大鼠脑缺血再灌注后血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）的通透性、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达的影响，探
讨雌激素在脑缺血中的作用。方法　随机将去势雌性大鼠分为假手术组、模型组、雌激素预处理组，选取缺血再灌后４ｈ，２４ｈ，３ｄ
３个时间点作为观察点，对各个时间点脑水肿情况、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达、血脑屏障通透性改变进行考察分析，并选取２４ｈ和３ｄ作
ＢＢＢ超微结构电镜观察，脑水肿改变情况采用脑含水量百分数测定；蛋白质表达采用ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法；血脑屏障通透性改变采用伊
文思蓝（ＥＢ）比色法。结果　与假手术组比较，局灶性脑缺血再灌４ｈ模型组大鼠脑组织含水量及ＥＢ含量均增加（Ｐ＜０．０５），随缺
血再灌时间延长，脑组织含水量、脑组织ＥＢ含量持续增加，至２４ｈ，达到高峰（Ｐ＜０．０１），与同时间点模型组比较，各治疗组大鼠脑
组织含水量、ＥＢ含量均有不同程度降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），以２４ｈ组降低最为显著（Ｐ＜０．０１）。电镜观察雌激素预处理组较
模型组同时间点比较ＢＢＢＴＪ开放减轻，星形胶质细胞足突及毛细血管管周水肿较轻，以３ｄ组显著。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋
白表达，发现模型组４ｈ时Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达较假手术组减弱，但无显著性差异（Ｐ＞０．０５），２４ｈ组Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达较假手术组
减弱，有显著性差异（Ｐ＜０．０５），３ｄ组Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达进一步减弱，有明显差异（Ｐ＜０．０１），雌激素组４ｈ时Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达
较同时间点模型组比较无显著性差异（Ｐ＞０．０５），雌激素２４ｈ及３ｄ组Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达较同时间点模型组比较均升高，有显著
性差异（Ｐ＜０．０５）。结论　局灶性脑缺血大鼠动物血脑屏障超微结构可见紧密连接发生断裂，内皮细胞内小泡数量增加及星形胶
质细胞足突肿胀，可能是大鼠局脑缺血时血管源性脑水肿的重要因素。大鼠局灶性脑缺血，随缺血再灌时间延长，紧密连接相关蛋

白ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达明显下降，提示ｏｃｃｌｕｄｉｎ在调节紧密连接通透性变化的过程中有重要作用。雌激素上调紧密连接 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白
的表达，有可能是其维护血脑屏障完整性减轻脑水肿的机制之一。

　ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．１６７２５０４２．２０１４０３００２
　 ［收稿日期］２０１４０３２０　　［修回日期］
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