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小牛胸腺新胸腺活性因子( TAF2Ⅰ)的纯化和鉴定
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摘要 　以小牛胸腺为原料 ,通过匀浆、冻融、超滤、Sephadex G215 凝胶过滤、DEAE2Sephadex A225 阴

离子交换层析和反相高效液相色谱等步骤 ,分离得到了胸腺活性因子 Ⅰ(thymus activity factor Ⅰ,

TAF2Ⅰ) . 500 g 小牛胸腺组织中纯化得到了 0192 mg 胸腺活性因子 Ⅰ. 经 ESI2MS 质谱鉴定 ,结果显

示其分子量为 61818. 氨基酸组成分析显示它由 Ala、Gly、Glu、Gln、Lys、Ser 6 种氨基酸残基组成. 体

外生物学活性实验证明 ,TAF2Ⅰ能显著促进人外周血淋巴细胞的 E2玫瑰花结的形成率和促进小鼠

脾淋巴细胞的分裂增殖.
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Purif ication and Characterization of Thymus Activity Factor Ⅰfrom Calf Thymus
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Abstract 　A new thymus activity factor Ⅰ(TAF2Ⅰ) was isolated and purified from calf thymus by ultrafiltra2
tion , Sephadex G215 gel filtration , DEAE2Sephadex A225 ion2exchange chromatography and reverse2phase
HPLC. 0192 mg TAF2Ⅰwas obtained from 500g calf thymus tissue. TAF2Ⅰexhibited a molecular mass of
61818 by ESI2MS. Amino acid composition analysis showed that this peptide consisted of alanine , glycine ,
glutamic acid , glutamine , lysine and serine residues. The results of biological activity showed that TAF2Ⅰ
specifically increased E2rosette formation of human peripheral blood lymphocytes and increased the proliferative
respond of the mitogen ConA2induced mice splenocytes.
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　　胸腺是机体的中枢免疫器官 ,它不仅是 T 细胞

发育分化和成熟的场所 ,而且还可以分泌多种胸腺

激素 ,调节机体的免疫功能 ,特别是细胞免疫功能.

1966 年 , Goldestein 等[1 ] 从小牛胸腺中提取了具有生

物学活性的物质 ,命名为胸腺素 (thymosin) . 之后 ,相

继有文献报道了纯化胸腺激素的方法 ,先后分离出

胸腺素α1 ( thymosin alpha 1) [2 ] 、胸腺素β4 ( thymosin

beta 4) [3 ] 、血清胸腺因子 (thymulin) [4 ] 等多种具有免

疫生物学活性的蛋白和多肽因子. 胸腺激素在疾病

诊断和治疗中有重要作用 ,现已广泛应用于治疗乙

肝、丙肝、肿瘤、癌症和免疫缺陷等的研究中[5 ,6 ]
,是

一类免疫增强剂或免疫调节剂. 我们从小牛胸腺中

分离得到了一种新型胸腺多肽活性因子 Ⅰ(thymus

activity factor Ⅰ,TAF2Ⅰ) ,能显著提高人外周血淋巴

细胞的 E2玫瑰花结的形成率和促进小鼠脾淋巴细

胞的分裂增殖.

1 　材料和方法

111 　材料

新鲜小牛胸腺购于北京市屠宰场 , - 20 ℃下冰

冻保存. Sephadex G215 ,Sephadex G210 和 DEAE2Seph2



adex A225 均为 Pharmacia 公司产品 ;色谱纯乙腈为

Fisher 公司产品 :三氟乙酸 ( TFA) 噻唑篮 (MTT) 和刀

豆球蛋白 A(ConA)为 Sigma 公司产品 ;RPMI 1640 培

养基为 GIBCO 公司产品 ;其余试剂皆为国产分析

纯.

高效液相色谱 HPLC600E 系统为 Waters 公司 ;

Esquire2LC 离子阱质谱仪为 Bruker 公司 ;蛋白质氨

基酸组成分析 121MB 系统为 Beckman 公司 ;U22001

紫外分光光度计为 Hitachi 公司 ;Model 550 型酶标仪

为 Bio2Rad 公司.

112 　方法

11211 　TAF2Ⅰ的制备及分离纯化 　取小牛胸腺

500 g ,匀浆后反复冻融 ,离心 ,超滤 ,超滤液依次经

过 Sephadex G215 凝胶层析柱 ,DEAE2Sephadex A225

阴离子交换柱 ,再经 Sephadex G210 柱脱盐浓缩 ,反

相 HPLC层析得到 TAF2Ⅰ.

11212 　蛋白质浓度的测定 　按 Lowry 法[7 ]测定蛋白

质的浓度 ,以牛血清白蛋白为标准蛋白.

11213 　质谱分析 　用 ESI2MS质谱法测定 TAF2Ⅰ分

子量 ,由清华大学化学系开放实验室完成.

11214 　氨基酸组成分析 　将 TAF2Ⅰ纯品溶于 610

molΠL HCl 中 ,真空条件下 110 ℃水解 24 h ,分析水解

产物中氨基酸组成 ,计算氨基酸相对百分含量.

11215 　E2玫瑰花结实验 　参照文献 [ 8 ]并加以改

进. 常规制备人外周血淋巴细胞 ,45 ℃恒温水浴温育

30 min ,连续 2 次 ,用 Hank’s 液调细胞浓度至 510 ×

10
6 个Πml. 将 50μl 不同浓度的样品和 200μl 细胞悬

液混合 ,每组设 3 个复孔 ,设对照组. 37 ℃温育 1 h ,

加入绵羊血红细胞 012 ml ,离心 ,37 ℃条件下放置 4

h ,弃上清 ,加入戊二醛固定 ,染色 ,盖片镜检. 淋巴细

胞周围附着 3 个以上红细胞者为阳性 ,观察 200 个

淋巴细胞 ,算出阳性率.

样品活力 (U) =
样品组阳性率 - 对照组阳性率

对照组阳性率 ×100

11216 　细胞增殖实验 　参照 Russell 的 MTT方法进

行[9 ]
. 无菌条件下取小鼠脾脏 ,用钢筛研磨后用淋巴

细胞分离液分离出单个核细胞 ,37 ℃,5 % CO2 条件

下在细胞培养皿温育 1 h ,收集非粘附细胞 ,悬浮于

含 10 %小牛血清的 1640 培养液中. 向 96 孔细胞培

养板中加入脾细胞 4 ×10
5 细胞Π孔和 0175μgΠml 终

浓度的 ConA ,每组设 3 个复孔 ,并设对照组. 37 ℃,

5 % CO2 温育 24 h ,再加入 50μl 倍比稀释的 TAF2
Ⅰ,起始浓度为 0102 mgΠml ,温育 48 h ,每孔加入 10

μl MTT溶液 ,37 ℃培养 6 h ,加入 100μl 酸性 SDS 溶

液 ,37 ℃过夜 ,570 nm测 A570值.

2 　结果

211 　TAF2Ⅰ的分离纯化

500 g 小牛胸腺经匀浆、反复冻融、离心和超滤

后 ,用 Sephadex G215 凝胶柱 (115 cm ×100 cm) 层析 ,

双蒸去离子水洗脱 ,得到 6 个洗脱峰 ( Fig. 1) . 用 E2
玫瑰花结试验检测各个峰的生物学活性 ,发现第 Ⅱ

峰有较高活性 ,收集第 Ⅱ峰 ,浓缩后通过 DEAE2
Sephadex A225 阴离子交换柱 (115 cm ×10 cm) ,以

0105～015 molΠL NH4Ac2HAc (pH 518) 缓冲液线性洗

脱 ,得到 7 个洗脱峰 (Fig. 2) , 活性峰 6 浓缩后进行

Fig. 1 　Sephadex G215 gel filtration of calf thymic ultrafiltrate

The column was eluted with deionizied water at the flow rate of 12

mlΠh. The peak Ⅱwith E2rosette 2activity was pooled and concen2

trated

Fig. 2 　DEAE2Sephadex A225 ion2exchange chromatography of the

peak Ⅱfrom Sephadex G215 gel filtration

The column was eluted with a linear gradient of 0105 —015 molΠL

NH4Ac2HAc buffer (pH 518) at the flow rate of 30 mlΠh. The peak

6 with E2rosette2activity was pooled ,concentrated and lyophilized
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Sephadex G210 柱脱盐 ,浓缩后通过 HPLC 柱 ( ZORB2
AX Extend2C18 反相柱 ,416 mm ×250 mm) 纯化. 流动

相 :A 相为含 011 %TFA 的水溶液 ;B 相为含 011 %

TFA 的乙腈溶液 ;线性梯度洗脱 ,流速为 016 mlΠmin ,

紫外全波长检测 ( Fig. 3) . 收集活性峰 ,浓缩冻干后

得到 0192 mg 白色粉末 ,即为 TAF2Ⅰ. 纯化总结表见

Table 1.

212 　分子量测定

经 ESI2MS 质谱分析 ( Fig. 4) , TAF2Ⅰ为单一分

子组分 ,MΠZ61918 为 TAF2Ⅰ的单电荷峰 [M + H]
+

,

所以其分子量为 61818.

213 　氨基酸组成分析

TAF2Ⅰ氨基酸组成分析结果表明含有 6 个氨基

酸残基 ,结合质谱分析结果 , TAF2Ⅰ由 Ala、Gly、Glu、

Gln、Lys 和 Ser 组成.

Fig. 3 　Reversed2phase HPLC chromatography after Sephadex G210

gel filtration

The column was eluted with a linear gradient of 0 % —50 % acetoni2

trile in 0106 % trifluoroacetic acid in water. The eluted peak at

10146 min was TAF2Ⅰ

　Table 1 　Purification of TAF2Ⅰfrom calf thymus

Step Total proteinΠmg Total activityΠU Specific activityΠU·mg - 1 Purification factor Yield( %)

Crude extract 61 450 141 335 213 1 100

Ultrasonication 1 950 46 800 24 1014 3311

Sephadex G215 27816 30 646 110 4718 2117

DEAE2Sephadex A225 813 5 17019 623 27019 317

RP2HPLC 0192 1 74918 1 902 827 112

Fig.4 　ESI2MS spectra of TAF2Ⅰ illustrating mΠz 61918 as the

protonated molecule [M + H] + of TAF2Ⅰ

The result displayed that the molecular weight of TAF2Ⅰwas 61818

214 　TAF2Ⅰ对 E2玫瑰花结形成率的促进效应

TAF2Ⅰ与脱受体的人外周血淋巴细胞温育后 ,

用 E2玫瑰花结形成实验检测 ( Table 2) . 结果显示 ,

TAF2Ⅰ能显著提高淋巴细胞的 E2玫瑰花结形成率 ,

具有明显的剂量2效应依赖关系. 与胸腺肽 ( thy2
mopeptidum)相比较 , 2μgΠml 剂量的 TAF2Ⅰ对 E2玫

瑰花结形成率的促进效应比 1 mgΠml (胸腺肽的最适

作用浓度 ,该实验由本室完成. )的胸腺肽强 ,显示了

良好的研究开发价值.

215 　TAF2Ⅰ对淋巴细胞分裂增殖的促进效应

小鼠脾淋巴细胞先与 ConA 37 ℃温育 24 h ,激活

后加入 TAF2Ⅰ,用 MTT方法检测 (Fig 5) . 结果表明 ,

TAF2Ⅰ与对照组相比具有显著性差异 ,与 E2玫瑰花

结实验结果相符合 ,有明显的剂量2效应依赖关系.

　Table 2 　Effect of TAF2Ⅰactivity in E2rosette assay( n = 3)

Concentration

Πmg·ml - 1

ERFC

( %)

Increase

rate
P

Control 2914 ±313 - -

TP 3 (110) 4815 ±117 6510 P < 0101

TAF2Ⅰ(110) 2917 ±213 110 P > 0105

TAF2Ⅰ(014) 3313 ±312 1313 P > 0105

TAF2Ⅰ(012) 3617 ±211 2418 P < 0105

TAF2Ⅰ(0101) 4615 ±413 5812 P < 0101

TAF2Ⅰ(01002) 5517 ±512 8915 P < 0101

TAF2Ⅰ(01001) 3811 ±617 2916 P < 0101

　　3 TP : thymopeptidum
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Fig. 5 　The dose dependent effect of TAF2Ⅰon the proliferation of

ConA2induced mice splenocytes in MTT

Splenocytes were pre2incubated with ConA for 24 hours prior to a 48

hours incubation of varying concentrations of TAF2Ⅰ( 3 P < 0101 ,

n = 3 , D :dilution of TAF2Ⅰsample)

—△—TAF2Ⅰ; —○—Without TAF2Ⅰ

3 　讨论

本文以小牛胸腺为原料 ,通过匀浆、超滤、凝胶

过滤、阴离子交换层析和高效液相色谱等层析方法 ,

得到了胸腺活性因子 I ( TAF2Ⅰ) ,分子量为 61818 ,

能显著提高人外周血淋巴细胞的 E2玫瑰花结的形

成率和促进小鼠脾淋巴细胞的分裂增殖. 从已知的

性质来看 ,TAF2Ⅰ同文献已报道的胸腺活性多肽在

结构上都有一定差别 ,因而认为 TAF2Ⅰ可能是一种

新胸腺活性因子. 目前已从动物胸腺中提取了血清

胸腺因子 (thymulin) 、胸腺体液因子 ( THF2γ) [10 ] 、胸

腺五肽 ( TP5) [11 ] 和我们纯化的胸腺活性因子 Ⅰ

(TAF2Ⅰ)等活性肽 ,它们虽然都具有促 T 淋巴细胞

分化和成熟的功能 ,但其结构却无相似之处. 可能是

由于 T淋巴细胞成熟的复杂性和免疫分型的多样

性 ,在其分化过程中 ,受多种环境因素控制 ,其功能

的成熟涉及多种胸腺因子及其他分子的相互作用 ,

使其分化为不同的功能亚群. 胸腺分泌多种不同的

肽类在 T淋巴细胞成熟和分化的各个阶段起作用 ,

从而诱发和维持免疫功能.

在进行 TAF2Ⅰ活性研究时 ,我们发现 TAF2Ⅰ对

E2玫瑰花结形成率的促进作用和对淋巴细胞分裂增

殖的促进效应都具有明显的剂量2效应依赖关系 ,即

在低浓度时对其活性有促进作用 ,随着浓度的升高

逐渐转变为对活性的抑制作用. Spangelo 等[12 ] 发现

胸腺组分 Ⅴ在低浓度时能诱导神经内分泌肿瘤细胞

的凋亡 ,这一功能随着浓度的升高而降低. Baumann

等[13 ]发现 ,胸腺素α1 抑制氢化可的松引起的鼠胸腺

细胞凋亡实验也有明显的剂量2效应依赖关系. 这一

双向调节作用是胸腺激素本身具有这种效能 ,还是

胸腺激素中同时含有淋巴细胞抑制因子和胸腺细胞

特异生长因子等成分在不同浓度时所占的主导地位

不同而产生的还有待进一步研究. 我们的实验结果

表明 ,TAF2Ⅰ的生物活性具有明显的剂量依赖关系 ,

提示在胸腺激素中可能存在一些多肽因子具有双向

调节的生物学活性. 关于 TAF2Ⅰ与大分子量胸腺多

肽结构和功能上的联系及其免疫调节机制 ,我们正

在进行深入研究.

动物胸腺含有大量高生物活性的多肽因子 ,且

许多因子分子量较小 ,可以人工合成 ,具有极大利用

价值. TAF2Ⅰ是其中生物活性较高的一种 ,与目前临

床应用的胸腺肽制剂相比 ,TAF2Ⅰ极微量的剂量就

能得到相当的促进效应 ,值得进行深入研究和开发

应用.
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治疗单纯性疱疹的新药

众所周知 ,单纯性疱疹病毒 (HSV)可引起间歇性口腔与生殖器溃疡 ,但对其危害性之大人们尚未充分认

识. HSV 对免疫系统虚弱的人 ,如新生儿、老人或艾滋病患者可致盲甚至致死. 20 世纪 70 年代开发了无环鸟

苷 ,作为治疗许多类型的 HSV 的标准药物. 当无环鸟苷进入感染细胞 ,HSV 的一种酶便活化该药物 ,使 HSV

用于拷贝其本身的 DNA 的一种蛋白质受到抑制. 然而用无环鸟苷治疗的感染会复发 ,并且有几个品系的

HSV 对无环鸟苷发生抵抗作用. 研究者于是寻觅抗 HSV 的新药 ,他们试验了 HSV 赖以复制其 DNA 的其他蛋

白质. 在 10 多年以前 ,有研究者发现了能与一种称为解旋酶2引发酶相结合的 3 种 HSV 蛋白质的复合物.

HSV 利用解旋酶2引发酶来解开 DNA 双螺旋结构 ,并履行复制所必需的其他任务. 研究者开发出一种分析方

法 ,可在数千种化合物中筛选出一些抑制 HSV 的解旋酶2引发酶活性的化合物. 用这种方法 ,他们鉴定出几

种化合物 ,其阻碍 HSV 解旋酶2引发酶沿 DNA 链推进而履行复制任务. 他们在四月份的 Nature Medicine 上报

道 ,以上所述的抑制剂在 HSV 感染细胞中阻断 HSV 复制 ,从而使受 HSV 感染的啮齿类得以存活. 在生殖器

感染了 HSV 的小鼠中 ,上述的有一种抑制使小鼠死亡率从 60 %下降到 10 %. 再者 ,这种化合物在小鼠开始感

染 HSV 过 65 小时后仍有效力. 相对照地 ,无环鸟苷仅在首次症状出现后数小时以内发生效力. 另有研究者

也鉴定了一种 HSV 复制的抑制剂. 他们在筛选了 400 000 种化合物后 ,获得了一些干预解旋酶2引发酶的化

合物. 他们甚至报道他们找到了化合物可减少后发病的数目 ———这种后发病是在首次感染后发生的溃疡的

继发症. 研究者都断言解旋酶2引发酶抑制剂的效力比无环鸟苷及其衍生物的效力大. 但是在此刻都无在人

身上开展解旋酶2引发酶抑制剂试验的计划. 遗憾的是 ,这些化合物看上去很令人感兴趣 ,但是药物公司却不

肯立即投资来进行试验 ,因为他们尚未认识到这种药物是有利可图的. 而研究者认为 ,解旋酶引发酶抑制剂

总有一天会投入治疗单纯性疱疹的临床试验.

(李潇 　摘译自 J . Travis : Science News ,Vol . 161 ,April 13 ,2002 ,p227)
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