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７２℃ ｆｏｒ７ｍｉｎ．ＴｈｅＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅｉｓｏ
ｌａｔｅｄｂｙａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎｄｅｘｔｒａｃｔｅｄ
ｂｙｇｌａｓｓｍｉｌｋ．

Ｔａｂ１． ＯｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｐｒｏｌｉｄａｓｅｃＤＮＡ
Ｐｒｉｍｅｒｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｌｏｃａｔｉｏｎ

Ｐ１（ｓｅｎｓｅ） ５′ＡＡＣＡＴＧＧＣＡＧＣＧＧＣＡ
ＡＣＣＧＧＡＣＣＣＴＣＧＴＴＴＴＧＧ３′

３－３０

Ｐ２（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ） ３′ＣＧＴＴＣＡＡＧＴＧＡＣＧＴＣ
ＴＧＧＴ５′

８８７－９０５

Ｐ３（ｓｅｎｓｅ） ５′ＣＴＣＣＴＴＴＧＡＣＧＧＣＡＴ
ＣＡＧＣ３′

４８３－５０１

Ｐ４（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ） ３′ＧＧＴＴＣＡＴＣＴＣＧＧＴＣＧ
ＧＴＣＴＴＴＡＣＣＴＡＧＧＣＧＣ５′

１４７５－１５０５

Ｔｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｏｆｔｈｅｐｒｏｌｉｄａｓｅｇｅｎｅｗａｓａｍ
ｐｌｉｆｉｅｄｉｎｔｗｏｓｔｅｐｓ．Ａｔｆｉｒｓｔ，ａ０．９ｋｂｆｒａｇｍｅｎｔ
ｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｕｓｉｎｇｐｒｉｍｅｒｓＰ１（ｓｅｎｓｅ）ａｎｄＰ２（ａｎ
ｔｉｓｅｎｓｅ），ａｎｄａ１．０ｋｂｆｒａｇｍｅｎｔｕｓｉｎｇｐｒｉｍｅｒｓＰ３
（ｓｅｎｓｅ）ａｎｄＰ４（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）．Ｔｈｅｎｔｈｅ０．９ａｎｄ

１．０ｋｂｆｒａｇｍｅｎｔｓｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｔｈｅｔｅｍｐｌａｔｅｓｆｏｒ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ１．５ｋｂｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｈｕｍａｎｐｒｏ
ｌｉｄａｓｅｇｅｎｅ．Ｔｈｅｐｒｏｌｉｄａｓｅｇｅｎｅｗａｓｔｈｅｎｃｏｎ
ｓｔｒｕｃｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅＰｉｎＰｉｏｎｔＴＭＸａ１Ｔｖｅｃｔｏｒｆｏｒｉｄｅｎ
ｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｃｔｎｅｓｓｏｆｔｈｅｗｈｏｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ．
２．３ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐｌａｓｍｉｄｏｆｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｐｒｏｌｉｄａｓｅ

ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＰｉｎＰｏｉｎｔＴＭ Ｘａ１ ｐｌａｓｍｉｄ
ｂｅａｒｉｎｇｈｕｍａｎｐｒｏｌｉｄａｓｅｇｅｎｅｗａｓｉｎｓｅｒｔｅｄｉｎｔｏ
ｐｌａｓｍｉｄｐＧＥＭ７ｚｆ（＋）（３．０ｋｂ），ａｎｄｔｈｅｎｉｎｔｏ
ｐＳＶＬｐｌａｓｍｉｄ（４．９ｋｂ）ｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐｌａｓｍｉｄｐＳＶＬＰ（Ｆｉｇ１）．Ｔｈｅｃｏｒｒｅｃｔｎｅｓｓｏｆｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｗａｓｖｅｒｉｆｉｅｄｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｍａｐｐｉｎｇ．

Ｆｉｇ１． ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＳＶＬＰ

２．４ Ｔｒａｎｓｉｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｐｒｏｌｉｄａｓｅｇｅｎｅｉｎＣＯＳ７ｃｅｌｌｓ

ＣＯＳ７ｃｅｌｌｓ（５×１０５）ｇｒｏｗｎｉｎＤＭＥＭ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１０％ ｃａｌｆｓｅｒｕｍ，１００ｋＵ·Ｌ－１ｐｅｎｉ
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ｃｉｌｌｉｎ，１００ｋＵ·Ｌ－１ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎａｔ３７℃ ｉｎ５％
ＣＯ２ｉｎｃｕｂａｔｏｒｗｅｒｅｗａｓｈｅｄｗｉｔｈＤＭＥＭ（ｓｅｒｕｍ
ｆｒｅｅ）．

ＨｕｍａｎｐｒｏｌｉｄａｓｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｐＳＶＬＰ
（８μｇＤＮＡ）ｉｎＤＭＥＭａｎｄｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎｒｅａｇｅｎｔ（２０
μｇ）ｉｎＤＭＥＭｗｅｒｅｍｉｘｅｄ，ａｄｄｅｄｔｏｔｈｅｗａｓｈｅｄ
ＣＯＳ７ｃｅｌｌｓｉｎ２．４ｍＬｏｆＤＭＥＭａｎｄｉｎｃｕｂａｔｅｄ
ｆｏｒ１０ｈ．ＣＯＳ７ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｈｅｎｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｉｎｔｏ
ＤＭＥＭｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１０％ｃａｌｆｓｅｒｕｍａｎｄｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｆｏｒ５４ｈ．Ｆｉｎａｌｌｙ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅ
ｈａｒｖｅｓｔｅｄａｎｄ ｗａｓｈｅｄ ｗｉｔｈ Ｎａ／Ｋ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒ（６７ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ７．２）．ＣＯＳ７ｃｅｌｌｓ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＳＶＬｐｌａｓｍｉｄｗｉｔｈｏｕｔｐｒｏｌｉｄａｓｅ
ｇｅｎｅｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｗａｙ ａｓａ
ｃｏｎｔｒｏｌ．

ＴｈｅｈａｒｖｅｓｔｅｄＣＯＳ７ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏ
ｔｈｒｅｅｃｙｃｌｅｓｏｆｆｒｅｅｚｉｎｇ（ｉｎｌｉｑｕｉｄｎｉｔｒｏｇｅｎ）ａｎｄ
ｔｈａｗｉｎｇ．Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｔｈｅｃｅｌｌｌｙｓａｔｅｗａｓｃｏｌ
ｌｅｃｔｅｄａｎｄｋｅｐｔｆｒｏｚｅｎａｔ－２０℃ｒｅａｄｙｆｏｒｔｈｅｅｎ
ｚｙｍｅａｓｓａｙ．
２．５ ＡｓｓａｙｏｆｐｒｏｌｉｄａｓｅａｎｄＧａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

Ｐｒｏｌｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉ
ｃａｌｌｙ［１０］ｕｓｉｎｇＧｌｙＰｒｏｄｉｐｅｐｔｉｄｅａｓｔｈｅｓｕｂｓｔｒａｔｅ．
Ｐｒｏｌｉｎｅｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅ．Ｔｈｅ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＣＯＳ７ｃｅｌｌｌｙｓａｔｅｗａｓａｄｄｅｄｔｏ１００
ｍＬｏｆＧｌｙＰｒｏｉｎ０．３ｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．８）
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭｎＣｌ２，ｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ３７℃
ｆｏｒ３０ｍｉｎ，ｔｅｒｍｉｎａｔｅｄｗｉｔｈ３００μＬｇｌａｃｉａｌａｃｅｔｉｃ
ａｃｉｄａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｅｄｗｉｔｈ５００μＬ３％ ｎｉｎｈｙｄｒｉｎ
（ｄｉｓｓｏｌｖｅｄｉｎ７０℃ ｈｅａｔｅｄｇｌａｃｉａｌａｃｅｔｉｃａｃｉｄａｎｄ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄ，３∶２，Ｖ／Ｖ）ａｔ１００℃ ｆｏｒ１０
ｍｉｎ．Ｔｈｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅｗａｓｒｅａｄａｔ４９２ｎｍ．Ｔｈｅ
Ｇａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓａｓｓａｙｅｄｂｙｔｈｅｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ
ｍｅｔｈｏｄ［１１］ｕｓｉｎｇｓｏｍａｎａｓｓｕｂｓｔｒａｔｅｉｎｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆ
Ｍｎ２＋ｉｏｎ．

Ｔｈｅｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙａｓｓａｙｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄＳＶＬＰ（６．４ｋｂ）ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｗｅｌｌｉｎＣＯＳ７ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｐｒｏ
ｌｉｄａｓｅｅｘｈｉｂｉｔｅｄｎｏｔｏｎｌｙｐｒｏｌｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｂｕｔａｌｓｏ
Ｇａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｂｏｔｈａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｗｅｒｅｔｗｏｆｏｌｄｓｈｉｇｈ
ｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｉｒｃｏｕｎｔｅｒｐａｒｔｃｏｎｔｒｏｌｓ．Ｔｈｅｒａｔｉｏ
ｏｆｔｈｅｔｗｏｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｎ
ｚｙｍｅａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｗｅｒｅｎｅａｒｌｙｅｑｕａｌ，ａｎｄｔｈｅ
ｅｌｅｖａｔｉｎｇｍｕｌｔｉｐｌｅｏｆｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｖｓｔｈａｔｏｆ
ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｃａｌ（Ｔａｂ２）．Ｉｔｉｍｐｌｉｅｓｔｈａｔ

Ｔａｂ２． Ｇａｓｅａｎｄｐｒｏｌｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒ
ｎａｔａｎｔｏｆＣＯＳ７ｃｅｌｌｌｙｓａｔｅ

Ｓａｍｐｌｅ

Ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ／μｍｏｌ·
ｍｉｎ－１·ｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ

ＰｒｏｌｉｄａｓｅＧａｓｅ

Ｒａｔｉｏｏｆ
Ｇａｓｅａｎｄ
ｐｒｏｌｉｄａｓｅ

Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｃｅｌｌｌｙｓａｔｅ １００８（３） ７２（３） １４

Ｃｏｎｔｒｏｌ ３３２（１） ２６（１） １３

Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｉｎｂｒａｃｋｅｔｓａｒｅｔｈｅｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ．

ｔｈｅｔｗｏｋｉｎｄｓｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｓｅｅｍｉｎｇｌｙ
ｃｏｍｅｆｒｏｍａｓｉｎｇｌｅｅｎｚｙｍｅ．

３ ＤＩＳＣＵＳＳＩＯＮ

Ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｇｒａｄｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓｆｒｏｍ
ｔｗｏｋｉｎｄｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａ，Ａ．ｕｎｄｉｎａ［８］ａｎｄＡ．
ｈａｌｏｐｌａｎｋｔｉｓ［９］，ｈａｖｅｂｅｅｎｄｏｃｕｍｅｎｔｅｄｔｏｍａｎｉ
ｆｅｓｔｐｒｏｌｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｉｎｔｈｉｓｐａｐｅｒ，ｗｅｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｐｒｏｌｉｄａｓｅｅｘｈｉｂｉｔｓ
Ｇａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ．ＴｈｅｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄｏｆｔｈｅｒａｔｉｏｏｆＧａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙｔｏｐｒｏｌｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ，ｔｈｅｅｌｅｖａｔｉｏｎｍｕｌｔｉ
ｐｌｅｏｆｅａｃｈｏｆｔｈｅｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｖｓ
ｎｏｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄＣＯＳ７ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｉｎ
ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ Ｇａｓｅ ａｎｄ ｐｒｏｌｉ
ｄａｓｅ［１，１１－１３］ｓｕｇｇｅｓｔｓｔｈａｔｔｈｅＧａｓｅａｎｄｐｒｏｌｉｄａｓｅ
ａｒｅｏｆｔｈｅｓａｍｅｅｎｚｙｍｅ，ｏｒａｔｌｅａｓｔｂｅｌｏｎｇｔｏ
ｉｓｏｚｙｍｅ．

４ ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ：

［１］ ＷａｎｇＱ，ＳｕｎＭ，ＺｈａｎｇＨ，ＨｕａｎｇＣ．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｓｏｍａｎｈｙｄｒｏｌｙｚｉｎｇｅｎｚｙｍｅｆｒｏｍｈｕｍａｎｌｉｖｅｒ
［Ｊ］．ＪＢｉｏｃｈｅｍＭｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，１９９８，１２（４）：２１３－２１７．

［２］ ＬａｎｄｉｓＷＧ，ＤｅＦｒａｎｋＪＪ．Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｔｏｘｉｃ
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人的基因工程氨酰基脯氨酸二肽酶的多效酶活性

王青定，池木根，李 前，孙曼霁

（军事医学科学院毒物药物研究所，北京 １００８５０）

摘要：目的 研究人氨酰基脯氨酸二肽酶除催化水

解Ｃ端为脯氨酸残基的二肽外，是否还有 Ｇ类有机
磷化合物水解酶（Ｇ酶）活性。方法 用基因工程技

术克隆及表达人的重组氨酰基脯氨酸二肽酶。氨酰

基脯氨酸二肽酶及 Ｇ酶活性用常规方法测定。结
果 ＣＯＳ７细胞表达的人氨酰基脯氨酸二肽酶催化
有机磷化合物梭曼的水解，也水解二肽化合物 Ｇｌｙ
Ｐｒｏ。两种活性比未转染的 ＣＯＳ７细胞高 ２倍。比
较转染了带有氨酰基脯氨酸二肽酶基因的重组载体

的ＣＯＳ７细胞和对照组细胞中的两种酶活性，可以

看到有平行的升高趋势及恒定的酶活性比值。结论

Ｇ酶和氨酰基脯氨酸二肽酶为同一个酶，或至少属
于同工酶。

关键词：水解酶类，有机磷化合物；氨酰基脯氨酸

二肽酶；肝；二肽类；梭曼；人
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