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摘要"天青蛋白是含有铜离子配位的蛋白质
(

基于天青蛋白的配位化学特点和生物学特性!将蛋白

质进行改造得到了
K##1M

突变体!使其具有结合外源咪唑和组氨酸的功能
(

该突变体可以用于结

合具有抗癌作用的顺铂的
Z-

#

S%

$前体药物
(

采用紫外可见滴定等方法对蛋白质与咪唑类化合物的

结合作用进行了研究!在此基础上!制备了一种新型的蛋白
0

药物复合物!并初步检验了该复合物对

肿瘤细胞生长的抑制作用
(
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!

引言

天青蛋白#

GC=B8@

$是由假单胞菌分泌的含铜蛋

白!由
#*2

个氨基酸残基和
#

个
H=

离子组成!属于

S

型铜蛋白家族!具有铜蓝蛋白结构与特征!在生物

体内起到氧化还原和电子传递的作用'

#

(

(

晶体结构

研究显示!蛋白质由
#

个
&

螺旋以及
2

个
-

折叠链

组成!形成三明治样三维空间结构'

*

(

!蛋白质中含有

#

个
H=

离子的配位中心!对蛋白质的功能起着核心

的作用'

/

(

(H=

#

#

$与
.

个氨基酸残基的配基配位

#见图
#

$!呈三角双锥状几何构型!其中!

K89##1)

3

!

K89!")

3

!

H

;

9##*W

/

/

个原子构成的平面形成强配

位键!

[>-#*#W

/和
M'

;

!.

酰胺
+

在轴向上形成两

个较弱的配位键
(

此外!该蛋白质的另外两个半胱氨

酸#

H

;

9/

与
H

;

9*"

$形成二硫键'

!

(

(

图
8

!

天青蛋白与顺铂前药

@&

(

A8

!

4F1+&'"'0)&,

3

%".&'

3

+*0+1

(

GC=B8@

本身的功能是与细胞色素
,0..#

作用并

发生电子转移'

.03

(

(

然而在
*$$*

年
R767?7

等'

#$

(发

现
GC=B8@

具有抑制黑色素瘤细胞生长的作用!随后

人们发现天青蛋白在不同的癌细胞中均有类似的作

用!包括乳腺癌'

##

(

)骨肉瘤'

#*

(

)口腔鳞状细胞癌'

#/

(

等
(

机理研究表明!

GC=B8@

可以穿过肿瘤细胞的细

胞膜并促进其凋亡'

#$

(

!并具有稳定抑癌蛋白
Z./

的

功能'

#!

(

(

顺铂是临床上广泛使用的抗癌药物'

#.

(

!但毒副

作用限制了它的应用'

#"

(

!四价铂的前药是目前受到

广泛关注的策略'

#1

(

(Z-

#

S%

$配合物的配位取代反应

较为惰性!因而其毒副作用较
Z-

#

#

$配合物更低
(

在细胞内
Z-

#

S%

$在谷胱甘肽等生物还原剂的作用

下还原为
Z-

#

#

$!同时失去两个配体!由
"

配位结

构转为
!

配位的顺铂'

#1

(

(Z-

#

S%

$配合物中两个可脱

落的额外配体为前药设计提供了方便
(

本文研究了
GC=B8@

突变体与抗肿瘤药物顺铂

前药的相互作用!并根据这一作用设计了基于

GC=B8@

蛋白的药物运输体系
(

我们将
GC=B8@

的
H=

#

#

$结合位点进行点突变!将其中
##1

位组氨酸残

基改变为甘氨酸!得到
GC=B8@K##1M

突变体#以下

简称
GC0K##1M

$!使该蛋白具有结合外源咪唑的功

能
(

我们将顺铂进行改造制备含有组氨酸的前药!使

其具有结合
GC=B8@

突变体的功能!从而形成化学药

物与蛋白药物的复合物
(

这样利用
GC=B8@

的透膜作

用!提高药物对肿瘤细胞的选择性
(

8

!

实验

8A8

!

4F1+&'

突变体的表达与纯化

表达载体
L

WJ0MI#

通过改造商用
L

5J*#7

质

粒!在
L

5J*#7

上
)?>S

和
I76KS

酶切位点间插入

#

K89

$

"

标签)

MI#

助溶标签及
#

段含
W9

L

S

酶切位点

的
QSH

序列
(

用
J!

聚合酶#

J7D7B7

公司$

/1tH

处理

W9

L

S

酶切后的
L

WJ0MI#

!将
GC=B8@

的
,F)G

序列

插入
L

WJ0MI#

原核表达载体中!得到带有
)0

端

#

K89

$

"

标签的
MI#0GC=B8@

融合蛋白的表达质粒
(

然

后通过定点突变将
##1

位的组氨酸突变为甘氨酸!

得到
GC0K##1M

的表达质粒
(

将质粒转入
IQ*#

感

受态细菌中!在含氨苄青霉素#

$a#

A

&

Q

$的
QI

培养

基中
/1c

培养
+F

"$$

b$(2

!加入氯化铜#

*$

$

6&'

&

Q

$和异丙基
0

-

0F0

硫代吡喃半乳糖甘#

SZJM

!

$a*

66&'

&

Q

$中!

*.c

诱导
#$U(

然后
!$$$B

&

68@

离心

*$68@

收菌!重悬#

/$6Q

&

Q

$后细菌超声细胞!在

!c

条件下
#"$$$B

&

68@

离心细菌破碎液
/$68@

!

抽滤将上清液倒入
)80)JG

亲和树脂柱中!

!c

条

件下旋转摇床摇
/$68@

!使#

K89

$

"

0MI#0GC=B8@

融

合蛋白结合到
)80)JG

树脂柱上%弃去穿透液!用

#$6Q

缓冲液洗去杂蛋白%用
*$6Q

洗脱缓冲液洗

脱融合蛋白
(

收集洗脱缓冲液!加入
J5%

酶#含
#66&'

&

Q

FJJ

和
5FJG

$

#"c

酶切
#*U

后!超滤除去洗脱缓

//2

第
#$
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冲液中的咪唑
(

然后将酶切液加入
)80)JG

树脂柱

中!在旋转摇床中
! c

条件下旋转
/$68@

!使

#

K89

$

"

0MI#

标签)融合蛋白及
J5%

酶结合到树脂

上!收集含有
GC=B8@

的流透液
(

加入
FJJ

和

5FJG

!

!c

超滤浓缩后!使用
GhJG

L

=B8<8>B

蛋白

纯化仪通过
K8'&7?#"

&

"$W=

L

>B?>Y1.

色谱柱#

M5

K>7'-U

$纯化后得到天青蛋白
(

8A9

!

4F1+&'

的紫外表征

取
#$$

$

Q

纯化的
7

L

&0GC=B8@K##1M

蛋白质!

用
*$66&'

&

Q

L

K.a$

的
[5W

#含
#$$66&'

&

Q

)7H'

$缓冲液稀释至
.$

$

6&'

&

Q(

取
*$$

$

Q

测其

**$

%

#$$$@6

的紫外吸收光谱!然后用
$a.66&'

&

Q

的
H=H'

*

滴定!检测
H=

离子与蛋白质的结合
(

8A:

!

组氨酸铂配合物的合成

在砂芯柱中加入负载了
#"1 6

A

]6&,0K89

#

JB9

$

0+K

的固相合成树脂!从底部鼓入
)

*

气!加

入适量
F[]

和
31a*6

A

3

!

3

!

3

!

30Z-

#

)K

/

$

*

H'

*

#

+K

$#

++HHK

*

HK

*

H++K

$!

/#6

A

#0

羟基苯并三

唑#

K+IJ

$!

2"6

A

*0

#

10

偶氮苯并三氮唑$

0

四甲基

脲六氟磷酸 酯#

KIJ4

$!

!$

!

Q)

!

)0

二异丙基乙胺

#

FS5G

$!反应
*U

后!用
F[]

)异丙醇 )正己烷各

洗
"

次除去未反应原料和杂质
(

用
*$6Q#d

J]G

&

HK

*

H'

*

溶液将反应产物从树脂上切下!

!$c

旋转蒸发至油状!加入
#$6Q

冰乙醚!弃上清!收集

沉淀并干燥
(

将产物溶于
.6Q3.dJ]G

&

HK

*

H'

*

溶液搅拌

反应
/U

脱去保护基!产物于
!$c

旋转蒸发至油

状!用
#$6Q

冰乙醚沉淀!弃上清并干燥后得到目

标产物组氨酸铂
3

!

3

!

&0

'

Z-

#

)K

/

$

*

H'

*

#

9=,,8@8,

7,8?0U89-8?8@>

$#

+K

$(

(

图
9

!

4FHI88>W

蛋白质的表达纯化的
T+&)&'$HBRBHJ4WN

电泳分析

@&

(

A8

!

BRBJ4WN"'"%

6

,$,*D./$$̀

3

+$,,&*'"'0

3

1+&D&)".&*'*D4FHI88>W

3

+*.$&'

8A;

!

紫外可见光谱滴定

取
#$$

$

Q

负载
H=

的
GC0K##1M

蛋白质!用
*$

66&'

&

Q

L

K.a$

的
[5W

#含
#$$66&'

&

Q)7H'

$缓

冲液稀释至
.$

$

6&'

&

Q

!根据浓度逐渐加入滴定溶

液#咪唑)组氨酸或组氨酸铂$!同时检测
**$

%

#$$$

@6

的紫外吸收光谱!并取最大吸收值做浓度曲线
(

8A<

!

细胞毒性检测

将
#66&'

的负载
H=

的
GC0K##1M

蛋白溶液

中加入
#66&'

组氨酸铂!在水溶液中混合均匀!

*.

c

反应
#U

!得到组氨酸铂配位的结合的天青蛋白

复合物
(

将该复合物加入
[H]01

乳腺癌细胞或

G.!3

肺癌细胞中!在含
#$d

小牛血清的培养基中

于
/1c

!

.dH+

*

培养箱中培养!通过
[JJ

方法检

测细胞生长
(

9

!

结果与讨论

9A8

!

4FHI88>W

突变体的表达与纯化

为提高蛋白质的表达量!我们设计表达了含有

MI#

的融合蛋白
(

将#

K89

$

"

标签和
MI#

助溶标签的

基因序列插入到
)?>S

和
I76KS

酶切位点之间!

蛋白质的
)0

端含有
K89

标签!以便通过亲和层析柱

纯化蛋白质!得到纯度较高的
K890MI#0GC=B8@

融合

蛋白#图
*

#

7

$$

(

由于融合蛋白在
MI#

与目标蛋白之

间含有
#

个
J5%

酶切位点!我们通过
J5%

酶切去

MI#

标签!然后再次通过镍柱纯化!将含有
K89

标

签的
J5%

酶)

MI#

以及没有酶切完全的融合蛋白

负载到树脂上除去!从而在洗脱液中获得较纯的

GC=B8@

蛋白质#图
*

#

T

$$

(

最后!再通过超滤浓缩)凝

胶色谱纯化!得到高纯度的目标蛋白
GC=B8@0

K##1M

#图
*

#

,

$$

(

!/2
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9A9

!

蛋白质结合铜离子

野生型
GC=B8@

中
H=

#

#

$离子与
.

个氨基酸残

基配位!包括
K89!"

!

K89#1

!

H

;

9##*

!

[>-#*#

!

M'

;

!.

#见图
#

$

(

为验证
K89##1

突变后蛋白质的铜结合能

力!我们通过紫外可见光谱分析了蛋白质对
H=

#

#

$

离子的结合
(

图
/

显示!当加入
*

价铜离子后!蛋白

质在
"!.@6

出现一个强吸收峰!这是
GC=B8@

蛋白

的典型吸收!突变体的这一吸收峰较野生型蛋白的

吸收波长稍长
(

这一吸收峰的强度随着铜离子浓度

的增加!在二者物质的量浓度大约
#l#

时吸收峰达

到最高
(

这一结果显示!

K##1M

突变之后!蛋白质仍

具有结合铜离子的功能
(

吸收光谱表明蛋白突变体

仍保持了
S

型铜的配位形式'

#2

(

(

图
:

!

G1G%

9

滴定
"

3

*H4FHI88>W

的
UVHE&,

谱图

@&

(

A:

!

UVHE&,,

3

$).+*,)*

36

*D"

3

*H4FHI88>W

.&.+".$0-&./G1G%

9

9A:

!

咪唑配体与
4FHI88>W

的结合

由于蛋白质中
#

个铜的结合位点
K89##1

被突

变!

GC0K##1M

突变体中的
H=

#

#

$离子缺少
#

个咪

唑的配位!因而应该具有对外源咪唑的结合作用
(

为

验证这一假设!我们采用紫外
0

可见光谱检测了含咪

唑的分子对蛋白质的结合作用
(

在
#$$

$

6&'

&

QH=0

GC0K##1M

蛋白样品中加入不同浓度的咪唑!使咪

唑&蛋白的物质的量浓度比#

S6

&

GC

$逐渐增加#

$

!

$a*.

!

$a1.

!

#

!

*

!

.

!

#$

!

*$

!

/$

$

(

图
!

#

7

$显示!随着咪

唑的加入!蛋白质在
"!.@6

处的吸收增强!同时最

大吸收峰稍有蓝移!由突变体的
"!.@6

向野生型

的
"*.@6

转变
(

这一结果表明
H=

#

#

$的配位方式

逐渐变成与野生型类似的结构
(

图
!

#

T

$显示了最大

吸收峰随
S6

&

GC

的变化
(

这一结果表明外来的咪唑

配体可以在
K##1M

突变体中参与铜的配位!起到

野生型蛋白质中
K89##1

残基的配位功能
(

这一现象

证实了外源性咪唑可以通过铜离子的配位作用结合

到
GC0K##1M

突变体中
(

图
;

!

紫外可见吸收光谱检测咪唑与

G1H4FI88>W

蛋白的结合

@&

(

A;

!

O'.$+").&*'*D&C&0"F*%$-&./G1H4FI88>W

3

+*.$&'0$.$).$0#

6

UVHE&,,

3

$).+*,)*

36

在咪唑实验结果的基础上!我们进一步研究了

外源性组氨酸对
GC0K##1M

突变体的结合作用
(

图

.

的结果显示!组氨酸的加入使得
"!.@6

处的吸收

显著下降!同时!在
/33@6

处有新的峰出现
(

这一

结果显示!与简单的咪唑的作用不同!组氨酸的加入

使得
H=

#

#

$配位有所变化!这一结果可能与组氨酸

的结构相关
(

与蛋白质中组氨酸残基相似!外来的咪

唑分子仅有一种配位方式!即通过咪唑环上的
)

原

子与
H=

配位!因而咪唑的配位对蛋白质的吸收光

谱影响较小!而且在咪唑配位后蛋白质的吸收光谱

与野生型蛋白一致
(

而组氨酸分子中除了具有咪唑

基团外!还具有可能参与
H=

配位的氨基!且由于空

间位阻的原因!氨基配位的可能性较高!因而组氨酸

可能与咪唑和
H=

的配位方式有所不同!使得最大

吸收峰由
"!.@6

移至
/33@6

!这一吸收峰表明蛋

白质仍然属于
S

型
H=

的配位
(

./2
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箭头指示吸收峰强度随
K89

&

GC

物质的量浓度比的变化

图
<

!

紫外可见吸收光谱检测组氨酸与

G1H4FI88>W

蛋白的结合

@&

(

A<

!

O'.$+").&*'*D/&,.&0&'$-&./G1H4FI88>W

3

+*.$&'0$.$).$0#

6

UVHE&,,

3

$).+*,)*

36

在组氨酸实验的基础上!我们进一步检测了组

氨酸铂配合物#

K890Z-

$与
GC0K##1M

蛋白质结合
(

结果显示!加入
K890Z-

使得
"!.@6

的吸收峰增加!

这一现象与咪唑的实验结果相似!这一结果表明组

氨酸铂能够与蛋白质中的铜配位#图
"

$

(

组氨酸铂

与蛋白质的反应现象与咪唑相似而与组氨酸不同!

可能是由于在组氨酸铂结构中组氨酸的氨基与铂的

配体形成酰胺键从而降低了配位能力!并且由于空

间位阻!组氨酸铂只能采用咪唑与铜离子配位
(

这一

结果也间接验证了在组氨酸与蛋白质的结合反应

中!氨基参与了铜离子的配位结合作用
(

为验证铜离子在蛋白质中的配位结合!我们检

测了结合组氨酸铂的天青蛋白#

Z-0GC

$的电子顺磁

共振#

5Z\

$波谱
(

结果显示!蛋白质表现为典型的铜

蛋白特征!其中
7?

b*a$!!.

!

7

/

b*a$!!.

!

7F

b

*a*//

!这些数值与野生型天青蛋白相似#

7?

b

*a$!.

!

7

/

b*a$!.

!

7F

b*a*/2

$

(

铜离子在蛋白质中

具有多个结合位点!包括两个组氨酸)半胱氨酸)蛋

氨酸和甘氨酸
(

虽然
5Z\

的结果不能区分铜在蛋白

质中的结合位点!图
"

#

T

$的结果显示在
Z-0GC

蛋白

复合物中仍保留了
S

型铜蛋白的配位模式
(

9A;

!

J.HI&,

与天青蛋白复合物的细胞毒性

组氨酸铂作为顺铂的
Z-

#

S%

$前药!可以在细胞

内被还原成
Z-

#

#

$!并脱去轴向上的两个配体成为

顺铂
(

因此!我们初步检测了结合组氨酸铂的天青蛋

白#

Z-0GC

$对肿瘤细胞生长的抑制作用
(

我们将
Z-0

GC

与
G[H]01

乳腺癌细胞共孵育!结果显示!复合

物可以有效地抑制肿瘤细胞的生长!随着
Z-0GC

浓

度增加肿瘤细胞的生长抑制更加明显#图
1

$

(

与文

图
=

!

组氨酸铂与
G1H4FI88>W

蛋白结合的表征

@&

(

A=

!

G/"+").$+&F".&*'*D./$#&'0&'

(

*DJ.HI&,

.*G1H4FI88>W

3

+*.$&'

图
>

!

组氨酸铂的天青蛋白#

J.H4F

$对乳腺癌

PG@H>

细胞生长抑制的实验结果

@&

(

A>

!

O'/&#&.&*'*D

3

+*%&D$+".&*'*DPG@H>)$%%,

-&./J.H4F)*C

3

%$̀

献结果相比!其抑制效率虽然不如顺铂!但比其他一

些
Z-

#

S%

$前药效率更高'

#3

(

(

由于取代反应的惰性!

!

价铂前药通常比
*

价的顺铂细胞毒性低!并且相应

"/2

中国科学技术大学学报 第
!"

卷



的毒副作用也降低
(

结合天青蛋白后其抑制效率的

提高可能与蛋白质的作用相关
(

这一研究结果为新

型药物的设计提供了一个新的策略
(

:

!

结论

本文表达了天青蛋白的
K##1M

突变体#

GC0

K##1M

$!通过紫外可见光谱检验了该蛋白与外源

咪唑的结合作用
(

结果显示!咪唑分子)组氨酸以及

组氨酸铂配合物均能够通过与
GC0K##1M

蛋白质

中的铜离子配位结合到蛋白质!其中咪唑和组氨酸

铂与蛋白质中铜离子的配位方式相似!而组氨酸可

能通过自由的氨基与铜离子配位
(

在此基础上!制备

了蛋白质与顺铂前药的复合物!初步检测了该复合

物对肿瘤细胞的作用
(

实验结果显示!蛋白质与顺铂

前药的复合物能够较好地抑制肿瘤细胞的生长
(
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