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大炎肽在胰腺中相互作用蛋白的纯化鉴定
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摘要 为研究大炎肽影响胰腺β细胞的机制,将大炎肽偶联到CNBr活化的Sepharose4B亲和层析介质

上,利用亲和纯化的方法垂钓其在胰腺组织中的相互作用蛋白,并对纯化蛋白进行胰蛋白酶水解,测定水解片段

的分子质量和其中2个片段的氨基酸序列,在 MASCOT数据库中检索,鉴定此蛋白为胱硫醚β-合成酶,结果提

示大炎肽可能通过结合胱硫醚β-合成酶,调节其活性,造成同型半胱氨酸积累。
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  在研究胃肠多肽激素对胰腺细胞分泌胰岛素的

影响时,笔者所在课题组鉴定出一个巨噬细胞因子,
命名为大炎肽[1-2],研究表明大炎肽是巨噬细胞激活

过程中的一个免疫调节器[3];大炎肽对于巨噬细胞

的存活和前炎症(pro-inflammatory)活力至关重

要[4];而抑制大炎肽的表达可减弱动脉粥样硬化刺

激的巨噬细胞的迁移、增生和信号转导[5]。我们前

期的研究显示大炎肽参与了自身免疫性1型糖尿病

的发生发展,并可伤及胰腺β细胞。为了进一步研

究大炎肽影响胰腺β细胞的机制,本研究从胰腺组

织中垂钓其相互作用蛋白并进行纯化、鉴定。

1 材料与方法

1.1 试验材料

10周龄Balb/c小鼠购自湖北省实验动物中

心,CNBr活化的Sepharose4B介质购自Pharmacia
公司,HEPES、蛋白酶抑制剂混合物及其他蛋白提

取试剂均购自Sigma公司,丙烯酰胺、N,N’-亚甲双

丙烯酰胺、SDS、过硫酸胺、TEMED、溴酚兰、考马斯

亮兰、β-巯基乙醇均购自 Bio-Rad公司,NC膜购自

Millipore公司,高速冷冻离心机购自日本日立公

司,蛋白层析仪购自Pharmacia公司。
1.2 配体偶联

配制5mg/mL 大炎肽溶于偶联缓冲液 (pH
8.3、0.1 mol/L NaHCO3 缓 冲 液 含 0.5 mol/L

NaCl)中;1mmol/L的 HCl溶胀 CNBr活化的

Sepharose4B。将含大炎肽的偶联溶液和溶胀的介

质混合120min;pH8.0、1mol/L乙醇胺封闭未结

合介质,装柱。用pH4.5、0.1mol/L乙酸钠、0.5
mol/LNaCl和偶联缓冲液交替洗涤偶联介质3次,
备用。
1.3 胰腺膜蛋白准备

麻醉处死Balb/c小鼠后,取胰腺,在冰浴上剪

碎,加含有蛋白酶混合物的预冷提取液(pH7.6,50
mmol/LHEPES,含1mmol/LDTT)匀浆,4℃、

10000r/min 离心15min,取上清,4℃、20000
r/min离心60min,取沉淀膜碎片。用 含1%的

TritonX-100的提取液溶解膜碎片,4℃、20000
r/min离心60min,取上清,即为膜蛋白溶液,用不含

TritonX-100的HEPES缓冲液稀释4倍后上柱。
1.4 膜结合蛋白的结合、洗脱、收集及透析

将制 备 的 膜 蛋 白 溶 液 上 柱。以 含0.1%的

TritonX-100的提取液洗脱,吸收峰回到基线后,以
含1mol/LNaCl的提取液洗脱;吸收值回到基线

后,改为pH5.0、50mmol/L的乙酸钠缓冲液洗脱。
将洗脱组分透析,冷冻干燥。
1.5 膜结合蛋白的鉴定

将冻 干 组 分 溶 于 电 泳 上 样 缓 冲 液 中,SDS-
PAGE电泳,12%分离胶分离结合蛋白,将考马斯亮

蓝染色后条带挖出,送至军事医学科学院分析测试



 第5期 赵燕英 等:大炎肽在胰腺中相互作用蛋白的纯化鉴定  

中心进行SDS-PAGE电泳,并用胰蛋白酶水解蛋白

胶条,水解后高效液相色谱分离水解片段,MALDI-
TOF-MS(matrixassistedlaserdesorptionioniza-
tion/timeofflightMS,基质辅助激光解析电离化/
飞行时间质谱)鉴定各片段的分子质量,并根据肽指

纹图谱在www.matrixscience.com的 Mascot中搜索

检测结果。如果未找到匹配蛋白,则测定其中1~2
个水解片段氨基酸序列,再次根据片段序列检索。

2 结果与分析

2.1 配体偶联、膜蛋白准备及结合蛋白纯化

在弱碱性缓冲液中,将大炎肽通过氨基偶联到

CNBr活化的Sepharose4B载体上,由于偶联过程

中大炎肽离开溶液主体达到介质表面,而蛋白质在

280nm处有最大光吸收值,通过测定偶联前后的介

质或者偶联溶液在280nm处的光密度变化,判定

配体大炎肽的连接情况。将胰腺组织匀浆,破碎细

胞。通过梯度离心,依次去除不溶性杂质、细胞器,
获得膜碎片。利用表面活性剂TritonX-100,溶解

膜蛋白,制备膜蛋白溶液。将膜蛋白溶液与偶联在

亲和介质上的配体大炎肽充分结合,依次以含高浓

度盐溶液和改变酸碱度的缓冲液洗脱结合在亲和介

质上的膜蛋白,洗脱结果如图1所示,当用提取缓冲

液充分洗涤杂蛋白后(洗脱峰回到基线),选用含

1mol/LNaCl的提取液继续洗脱,此时出现图中横

 图中第1个峰代表提取缓冲液洗脱峰,选取后面横杠所示洗脱

峰进行鉴定 Thepeakindicatedbyabarwasselectedforidentifi-

cation.

图1 胰腺膜蛋白亲和层析图谱

Fig.1 Thebindproteinofdaintaininpancreaspurified

byaffinitychromatography

线标注洗脱峰,最后改为pH5.0、50mmol/L的乙

酸钠 缓 冲 液 洗 脱,未 发 现 明 显 洗 脱 峰。选 取 含

1mol/LNaCl的提取液洗脱峰进行后续检测。
2.2 SDS-PAGE 鉴定纯化蛋白分子质量

图2显示了采用12%分离胶的SDS-PAGE电

泳胰腺亲和层析组分洗脱峰的电泳图谱,从电泳结

果可以看出洗脱组分分子质量为66.0ku左右。

 1:洗脱蛋白条带,箭头所示条带为目的条带,选取目的条带进行

胶内酶切鉴定 Thetargetband,selectedfortypsindigestion;2:蛋

白标准Proteinstandard.

图2 亲和层析洗脱组分电泳图谱

Fig.2 SDS-PAGEfortheelutedprotein
inaffinitychromatograph

2.3 肽指纹图谱及序列测定

经SDS-PAGE分离后,从PAGE胶上切下已

染色的蛋白条带,脱色,然后利用胰蛋白酶水解蛋白

条带,高效液相色谱技术分离水解片段,MALDI-
TOF-MS鉴定各片段分子质量。在 www.matrix-
science.com 的 Mascot中用peptidemassfinger-
print进行搜索。此蛋白的肽指纹图谱见图3,通过

获取的肽指纹图谱在 Mascot中检索,未得到相关

蛋白信息;选取其中2个片段进行氨基酸序列测定,
测定 结 果 分 别 为 SPKILPDILK 和 SNDEEAFA-
FAR,再次利用多肽片段氨基酸序列检索,结果显

示此蛋白为胱硫醚β合成酶 (cyatathionine-beta-
synthase,CBS)。

3 讨 论

本研究将已知配体大炎肽偶联到常用介质CN-
Br活化的Sepharose4B制备亲和层析介质,通过测

定偶联前后的介质或者偶联溶液在280nm处的光

密度变化,判定配体大炎肽的连接情况;并利用梯度

离心的方法依次除去细胞碎片、细胞核,获得膜碎

965



  华 中 农 业 大 学 学 报 第30卷 

图3 洗脱蛋白条带胰酶水解肽指纹图谱

Fig.3 Peptidemassfingerprintoftheelutedproteindigestedbytrypsin

片,以表面活性剂溶解膜碎片,亲和层析技术垂钓大

炎肽在胰腺组织中的受体;SDS-PAGE分离纯化组

分,同时获取作用蛋白的分子质量初步信息;进一步

进行胰酶水解、高效液相色谱分离水解片段,根据肽

指纹图谱和肽段氨基酸序列鉴定纯化蛋白,此方法

是目前蛋白纯化鉴定尤其是受体垂钓经典而有效的

方法。通过这些方法鉴定大炎肽的结合组分为胱硫

醚β-合成酶,胱硫醚β-合成酶主要来源于肝脏和胰

腺,是一个分子质量为63ku的同源四聚体[6],其主

要生理功能为参与同型半胱氨酸代谢:在胱硫醚β-
合成酶的催化下,同型半胱氨酸与丝氨酸发生合成

反应,生成胱硫醚。如果胱硫醚β-合成酶活性丧失

可能引起同型半胱氨酸代谢障碍,从而造成高同型

半胱氨酸血症。
高同型半胱氨酸血症将改变血液系统的凝固状

态和血小板功能[7],促进血管平滑肌细胞的增殖[8],
并进而引发动脉粥样硬化[9]。

基于大炎肽已知的生物学功能可提高血液粘度

(未发表)和促进血管平滑肌细胞的增生[10],大炎肽

与胱硫醚β-合成酶的结合可能部分解释了这些功

能,推断大炎肽与胱硫醚β-合成酶结合后,损伤了胱

硫醚β-合成酶的活性,造成同型半胱氨酸的堆积,进
而引发了血液凝固和血管平滑肌细胞的增生。大炎

肽对胱硫醚β-合成酶的活性影响和后续的生理活性

都有待进一步研究。
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Isolationandcharacterizationofabindingproteinofdaintaininpancreas
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Abstract Daintain,amacrophageinflammatoryfactor,wascharacterized.Toinvestigatetheregula-
torymechanismofdaintainonpancreaticβcells,daintainwascoupledtoCNBr-Sepharose4B,andthe
bindingproteinofdaintaininpancreaswasisolatedbyaffinitychromatography,thenitwascharacterized
ascyatathionine-beta-synthase(CBS)inthedatabaseofmascotaccordingtothepeptidemassfingerprint
andaminoacidsequenceoftwopeptidefragmentswithtrpsindigestion.Theinteractionofdaintainwith
CBSsuggeststhatdaintainmayregulatetheactivityofCBS,resultingintheaccumulationofhomocys-
teine.

Keywords daintain;cyatathionine-beta-synthase(CBS);bindingprotein;homocysteine;pancreas;

trypsin;peptidemassfingerprint
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