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【摘 要】目的：建立一种以脂代谢靶点蛋白hPPAR-,／一LBD重组蛋白进行抗肿瘤药物筛选的方法。方法：采用pReceiver-BO1 

一 PPARŷ—LBD表达质粒转至 E．coli BL2 (DE )细胞 ，进行表达与纯化得到可溶性靶点蛋白 hPPARŷ—LBD重组蛋白，以罗格列 

酮为 hPPARŷ—LBD的阳性配体，以GW9662作拮抗剂，采用分子排阻色谱 一高效液相色谱法(SEC—HPLC)测定 hPPAR 

一 LBD重组蛋白与配体药物的结合活性。结果：在优化条件(16~C、0．6mmol／LIPTG、诱导 20h)下 ，能可溶性表达 hPPAR-,／一LBD 

重组蛋白；经镍亲和色谱纯化后 ，以每升 LB培养基计可获得 41 mg、纯度为 95％的 hPPARŷ—LBD重组蛋白；该重组蛋白与罗 

格列酮特异性结合率约 65％，K 值为 625 nmol／L；与德氮吡格(Tetrazanbigen，TNBG)特异性结合率约 60％，K 值为 1 000 nmol／L。 

结论：本文基于脂代谢靶点蛋白hPPAR 一LBD建立了抗肿瘤药物体外筛选模型的方法，该方法快速 、稳定 、安全及简便 ，能应 

用于抗肿瘤药物的筛选。 

【关键词】脂代谢；靶点蛋白；hPPAR 一LBD；抗肿瘤药物；药物筛选模型；罗格列酮；德氮吡格 

【中国图书分类法分类号】R965．1 【文献标识码】A 【收稿日期】2009—12—07 

Research of drug screening model based on recombinant hPPAR y-LBD as a 

target protein for lipid metabolism 

DUAN wen，et 

(ChongqingKey Molecular Pharmacology，ChongqingMedical University) 

作者介绍：段 雯(1986一)，女，硕士， 

研究方向：重组蛋白的表达、纯化和功能表征以及药物构效 

关 系。 

通讯作者：余 瑜 ，男，教授 ，E—mail：vuvu3519@163．COB。 

基金项目：国家自然科学基金资助项目(编号：30371632和 30772595)。 

【Abstract]Objective：To establish a method of antitumor drug 

screening model based on recombinant hPPAR 一LBD as a target 

protein for lipid metabolism．Methods：pReceiver-BO1一PPAR 

- LBD expression plasmid was constructed and transferred into 

Escherichia coli BL1(DE3)competent cells．Growth conditions 
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were optimized to induce soluble expression of hPPAR 一LBD recombinant protein．Purification was carried out by Nickel affinity 

chromatography．Ligand binding activity of the recombinant protein was determined by novel size exclusion chromatography and high 

performance liquid chromatography(SEC—HPLC)method with rosiglitazone as reference ligand and GW9662 as antagonist．Results：Under 

optimal condiuons(16％ ，0．6 mmol／L IPTG and induction time 20 h)，the soluble recombinant protein was expressed successfully．After 

one—step purification with Nickel affinity chromatography，41 mg of recombinant protein with more than 95％ purity could be obtained from 

per liter Luria—Bertani(LB)medium．The Kd and percentage of specific binding of rosiglitazone and tetrazanbigen to hPPAR -LBD are 625 

nmol／L，65％ and 1 000 nmol／L，60％ ，respectively．Conclusion：In this study，a fast，stable and simple method could be used successfully to 

screen antitumor drug． 

【Keywords]Lipidmetabolism；Targetprotein；hPPAR -LBD；Antitumourdi'ugs；Drugscreeningmodel；Rosiglitazone；Tetrazanbigen；TNBG 

癌症是人类面临的最难攻克的顽症之一。2000年我国 

新发癌症患病数约 180～200万，死亡 140～150万，癌症已成 

为我国居民死因的首位。目前有许多种抗肿瘤药物用于临 

床，取得一定的疗效，但仍存在毒性大、耐药性等问题，尚需 

开发新作用机制或新结构类型的高效低毒抗肿瘤药物。国内 

外针对抗肿瘤药物的研究正从传统的细胞毒性抗肿瘤药物 

转向针对肿瘤信号转导途径中多环节作用靶点的抗肿瘤药 

物，其中以脂代谢信号传导途径中关键蛋白PPAR (Peroxi— 

some proliferater-activated receptor )亚型作为药物靶点进行 

抗肿瘤药物研究Il_，有望成为肿瘤化疗的一条新途径。 

过氧化物酶体增殖物激活受体 PPARs是一类由英国 

科学家 Issemann和 Green于 1990年首先发现的配体依赖性 

Ⅱ型核激素受体超家族转录因子l引。PPARs包括 3种亚型： 

PPAR 0【、PPARI3／8和 PPAR [31，其中 PPAR 与肿瘤的关系 

已引起人们的高度关注，近年来有文献报道 ，PPAR 激动剂 

配体通过 PPAR-y依赖或非依赖方式抑制肿瘤增殖 、诱导分 

化和凋亡，产生抗肿瘤效应 。 

药物靶点蛋 白PPAR 在体内的作用是 PPAR 亚型 

与视黄醇类 x受体(RXR)形成异二聚体，允许 PPAR 亚型 

的配体结合区域(PPAR 一LBD)与两种蛋白相互作用，再与 

所调节基因启动子上游的一段特定 DNA序列即 PPAR 反 

应元件(PPREs)结合，调控下游靶基因的转录活化，从而发挥 
～ 系列生物活性而产生作用。在体外以PPAR 亚型的配体 

结合区域(PPAR 一LBD)作为配体药物作用靶点可建立药 

物筛选模型，进行抗肿瘤药物筛选研究 ，为此 ，展开对人 

PPAR —LBD(hPPAR 一LBD)的研究，获得纯度高且量大的 

hPPAR 一LBD重组蛋 白是建立 以脂代谢靶 点蛋 白 hP— 

PARŷ—LBD为药物筛选模型的关键。随着基因重组技术的 

发展，大量重组蛋白在各种细菌中被成功表达 ，加之各种融 

合表达亲和标签的应用，不仅改善了融合表达重组蛋白的溶 

解性，而且简化了纯化过程。目前常用的主要融合表达亲和 

标签有谷胱甘肽 s转移酶(Glutathione S-transferase，GST) 、 

麦芽糖结合蛋白(Maltose binding protein，MBP)[al和 6个组氨 

酸(His )等[91，其中 GST和 MBP标签虽然能提高融合产物的 

溶解性，但由于其分子体积大，易干扰蛋白质的功能，进行功 

能性分析时必须先切掉标签，这有可能导致重组蛋白质失 

活；而 His 标签因其分子体积小、对蛋 活性影响较小、无免 

疫源性 、亲和纯化方便等优势而被，一泛用于重组蛋白的融合 

表达。因此，本文拟采用 His 为标签，构建 pReceiver—B01一 

PPAR 一LBD表达载体，通过其表达与纯化制取可溶性靶点 

蛋白hPPAR 一LBD重组蛋白；采用分子排阻色谱 一高效液 

相色谱法(SEC—HPLC)，建立 hPPARŷ—LBD重组蛋白与配 

体药物结合的药物筛选模型，评价药物的抗肿瘤活性。 

1 材料和方法 

1．1 材料及仪器 

表达载体 pReceiver—B01一PPAR —LBD购 自广州复能 

基因有限公司。低分子量蛋白质 Marker、感受态细胞大肠 

杆菌 Escherichin coil B l(DE3)购 自jE京 TianGen。HisLink 

protein purification resin购 自Promega公司。异丙基 一8一D一 

硫代半孚L糖苷(Isopropy!B—D一1一Thiogalactopyranoside，IPTG)、 

HEPES和咪唑(Imidazole)购 白Merck公司。酵母膏、蛋白胨 

购自英国OXOID公司。琼脂、低熔点琼脂糖购自Lvshengyuan 

Biotchnolgoy。所有聚丙烯酰胺凝胶电泳试剂、氨苄青霉素和 

溶菌酶购自Sigma。牛血清白蛋白(Bovine serumalbumin，BSA) 

购自Roche。拮抗剂 GW9662(批号：20090201，自制)，罗格列 

酮(批号 ：20080506)购自北京高盟化工有限公司。德氮吡格 

(Tetrazanbigen，TNBG，批号 ：20090102，为本课题组研制的具 

有分子靶向作用于脂代谢信号转导途径中的 SREBPs、SCAP 

以及 PPAR等靶点的抗肿瘤新药)。其他化学试剂均为分析 

纯。YJ一1450型超净T作台购 自苏州净化设备厂 ，DYY一2C 

蛋 白质 电泳 仪 、Ts一1脱 色摇 床购 自北京 六一仪 器厂 ， 

H一1750R高速低温冷冻离心机购自湖南湘仪公司，RH—Q全 

温摇床购自江苏恒丰仪器制造有限公司，LDZ一30KBS灭菌 

锅购自上海申安医疗器械厂。 

1．2 方法 

1．2．1 表达载体的构建 将编码 PPAR～ 配体结合域的 

eDNA克隆到pReceiver—B01质粒 ，限制性酶切位点为Bstb I 

和 Xho I，T7为启动子，N一端带 6×His，整个核苷酸序列进 

行 DNA序列，鉴定克隆的正确性。质粒的构建由广州复能基 

因有 限公 司协助完成 ，最后的表达载体命名为 ：pReceiv— 

er-B01-PPAR ŷ—LBD。 

1．2．2 hPPAR 一LBD重组蛋白的表达 将 pReceiver～B01 

一 PPAR 一LBD表达质粒转化至 E．coli BL2。(DE )感受态细 
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A．hPPAR 一LBD重组蛋白与配体药物Ros的饱和结合曲线；B．Scatchard分析 

图 3 hPPARy—LBD重组蛋白与配体药物 Ros结合分析图 
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A．hPPAR-y—LBD重组蛋白与配体药物TNBG的饱和结合曲线；B．Scatehard分析 

图4 hPPAR y—LBD重组蛋白与配体药物TNBG结合分析图 

2．4 hPPAR~／一LBD重组蛋白与配体抗肿瘤药物结合分析 

照 1．2．6项方法，利用 SEC—HPLC法测定 hPPAR 一LBD 

重组蛋白的配体药物 TNBG结合活性。特异性结合量用 

Bound表示 ，游离配体药物 TNBG量用 Free表示 。通过 

Scatchard分析计算 值 ，其结果如图4所示。 

由图 4可见 ，hPPAR 一LBD重组蛋 白能与配体药 物 

TNBG特异性结合，其结合率为60％。通过 Scatchard分析，解 

离常数 值为 1 000mmol／L。 

3 讨 论 

细菌表达外源性蛋白质时，重组蛋白经常会形成无生物 

活性的包涵体，需经复性才能恢复重组蛋白质的生物学活 

性。而复性过程不仅繁琐 ，而且有时难以恢复到蛋白质的天 

然构象。因此，通过优化细胞生长条件产生可溶性蛋白变得 

十分重要 。为了实现可溶性 hPPAR 一LBD重组蛋白的表 

达和获得高表达量，本文主要从温度 、IPTG浓度和诱导时间 

等方面优化细胞生长条件。其中温度对表达量有较大影响， 

在 37℃至 16％范围内，随温度降低，可溶性重组蛋白表达量 

逐渐增多。当温度为 l6℃时，可溶性重组蛋白表达量最高。 

这主要是由于低温有利于减弱蛋白质疏水键间的相互作用， 

降低了重组蛋白的表达速度，有利于重组蛋白的正确折叠而 

形成可溶性的蛋白质[13,14】。IPTG浓度对表达量也有显著影 

响，若没有 IPTG是不能表达 hPPAR 一LBD重组蛋白的，在 

0．2～0．8 mmol／L范围内，随IPTG浓度增大，表达量逐渐增大， 

但当 IPTG超过 0．6 mmol／Llt,J"，表达量反而下降，这可能是由 

于高浓度 IPTG对细菌的毒性所致；在温度 16℃和 IPTG浓 

度 0．6 mmol／LEt,~，诱导时间对表达量也有一定的影响，随诱导 

时间的延长 ，表达量提高，当诱导时间达 20h，重组蛋 白表达 

量达最高，再延长诱导时间其表达量并无明显变化，这可能 

是由于细菌处于生长后期，降解增加所致。 

hPPAR-y—LBD重组蛋白带有 His 标签 ，采用镍亲和色 

谱纯化时，离子强度和咪唑浓度是影响重组蛋白回收率和纯 

度的两个重要因素。其中NaC1离子强度对纯化的影响非常 

显著，不加 NaCI时，hPPAR 一LBD重组蛋白纯度低，杂蛋白 

含量高；而加入 300 nmol，L后，hPPAR 一LBD重组蛋白纯度 

明显提高。这表明：加入 NaCI后，可提高缓冲溶液的离子强 

度，降低蛋白的非特异性结合，同时也可抑制溶菌酶结合到 

介质，进而提高了hPPARŷ—LBD重组蛋白的纯度。由于镍 

亲和色谱纯化带 His 标签的重组蛋白是咪唑浓度依赖的，增 

加洗涤液中的咪唑浓度，能大大提高 hPPAR 一LBD重组蛋 

白的纯度，当洗脱液中咪唑浓度为 500nmol／L时，hPPARŷ— 

LBD重组蛋白纯度达到95％；当洗脱液中咪唑浓度为 1 000 

nmol／L时，hPPAR 一LBD重组蛋白的回收率提高了，而纯度 

降低到 85％，这可能是由于高浓度的咪唑将其他杂质全部洗 

脱出来的缘故。为了达到纯度和回收率之间的平衡，故 500 

nmol／L为咪唑的最佳浓度。通过一步亲和纯化，从每升菌液中 

可得到 41 mg、纯度约 95％的hPPAR 一LBD重组蛋白。 

配体药物结合试验，对于以hPPAR 一LBD重组蛋白建 

立药物筛选模型十分重要。在配体药物结合试验中，影响靶 

点蛋白与配体药物结合的主要因素有温度、pH值、孵育时间 
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等，这是由于靶点蛋白一配体药物结合反应是一个动态的平 

衡过程，温度直接影响其结合速度。温度高，正向结合速率快， 

达到平衡时间短，但逆反应解离速率也加快，而且温度高也容 

易引起受体的失活。鉴于此，选用的孵育温度是 4℃；反应缓 

冲体系和流动相统一为 PBS(pH7．2)，与细胞内环境 pH相 

当，有利于保持蛋白的正确构型和稳定性，提高结合率。在靶 

点蛋白一配体药物结合测定中，目前文献常用的是放射配体 

结合分析方法，体外测定TZDs与PPAR 的 值为30～700 

nmol／L~间，该解离常数 值变化很大，这可能是 PPAR 

的配体结合域(LBD)空穴比较大(总体积在 1 300～1 400之 

间，可结合不同体积的配体)所致[15,161。抗糖尿病药T2384采 

用 RBA法测定时，其 K 值为 200 nmo]／L[ 。这些文献中所述 

的蛋白质多为 GST—PPAR 一LBD或 MBP—PPAR 一LBD，并 

非真正的 hPPAR 一LBD，故其测定结果可能存在一定差异。 

本文采用的 SEC—HPLC方法，测定 hPPARŷ—LBD重组蛋 白 

与配体药物 Ros能特异性结合，其解离常数K =625 nmol／L。 

该测定值 比文献放射标记 BRL49653与 GST—PPAR 一LBD 

特异性结合值43 nmol／L ，这可能是由于 SEC—HPLC方法 

的灵敏度较 RBA法的灵敏度低所致，但该方法稳定、安全、简 

便和经济，克服了RBA法中放射标记配体的毒性、环境污染、 

高额费用和严格的场地要求等缺点。 

综上所述，本文所构建可溶性表达 hPPAR 一LBD重组蛋 

白的产量比文献方法[14．1目高2倍，其纯度可达95％以上，为采用 

SEC—HPLC方法用于测定 hPPAR 一LBD重组蛋白与配体药 

物结合活性的药物筛选模型奠定了基础。该模型方法具有稳 

定、安全和简便等优点，能应用于配体抗肿瘤药物的筛选。 
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