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摘要　目的　应用生物信息学方法对人胃内因子进行理化性质分析，并对该蛋白进行真核表达与纯化。方法　利用蛋白质
在线分析软件预测胃内因子理化性质并分析其亲水性和疏水性；利用在线工具预测分析人胃内因子信号肽及其亚细胞定位。

构建真核表达重组质粒 ｐｃＤＮＡ３１（＋）ｈｕｍａｎＧＩＦＨｉｓｔａｇ，在 ＨＥＫ２９３Ｆ细胞表达后经镍柱纯化获得胃内因子；采用 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ与间接ＥＬＩＳＡ分别验证纯化的胃内因子纯度及活性。结果　胃内因子含有４１７个氨基酸，是亲水性酸性
稳定蛋白，属于分泌蛋白且具有Ｓｅｃ原始信号肽；成功构建 ｐｃＤＮＡ３１（＋）ｈｕｍａｎＧＩＦＨｉｓｔａｇ重组质粒，并在 ＨＥＫ２９３Ｆ细胞
表达系统中获得可溶性表达。结论　成功制得真核来源的人胃内因子，生物信息学结果显示该蛋白为亲水酸性稳定分泌蛋
白，为后续使用该蛋白作为免疫原及蛋白校准品以构建胃内因子免疫检测方法奠定了基础。

关键词　胃内因子；真核表达；生物信息学；蛋白纯化；活性鉴定；ＥＬＩＳＡ
中图分类号　Ｑ７８６
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００－１４９２（２０２５）０８－１４８５－０６
ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２５．０８．０１７

２０２５－０３－２７接收

基金项目：海南省重大科技计划项目（编号：ＺＤＫＪ２０２１０４０）

作者简介：范成意，女，硕士研究生，主管检验师；

王　波，男，教授，通信作者，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｑｕｇａｎｓ＠１６３．ｃｏｍ

　　维生素 Ｂ１２［钴胺素（ｃｏｂａｌａｍｉｎ，Ｃｂｌ）］是人体
所需的特殊的微量营养元素，是参与细胞代谢的甲

基丙二酰ＣｏＡ异构酶和蛋氨酸合酶两种酶的酶辅
因子［１］，Ｃｂｌ缺乏会阻断四氢叶酸的生成进而影响
ＤＮＡ生物合成，使人体表现为巨幼细胞性贫血，持
续而严重的Ｃｂｌ缺乏会导致周围神经病变、认知障
碍和心理变化［２－３］。胃内因子（ｇａｓｔｒｉｃｉｎｔｒｉｎｓｉｃｆａｃ
ｔｏｒ，ＧＩＦ）是由位于胃体和胃底的壁细胞产生的糖蛋
白，具有两个活性部位，一个活性部位用于结合 Ｃｂｌ
防止其被小肠内水解酶破坏，另一个活性部位用于

回肠末端在上皮细胞膜上的 ｃｕｂａｍ受体介导下促
使ＧＩＦＣｂｌ复合物的摄取［４］。ＧＩＦ一旦减少，将直
接导致人体不能正常吸收 Ｃｂｌ从而引起恶性贫
血［５］，进而影响血液系统甚至全身发育。

　　正常情况下，大部分已合成的ＧＩＦ从胃腔分泌，
少量可能会透过胃黏膜毛细血管进入血液循环［６］，

ＧＩＦ的准确测定对于胃部萎缩性病变程度的评估、
恶性贫血与巨幼细胞性贫血之间的鉴别诊断具有重

要的临床意义［４，６］。检测胃液中的 ＧＩＦ常用放射免
疫法［７］，是以钴的同位素（５７Ｃｏ、５８Ｃｏ、６０Ｃｏ）标记

Ｃｂｌ，通过测定放射性强度评估ＧＩＦ与Ｃｂｌ反应的强
度从而实现ＧＩＦ的定量（或定性）分析，但该检测方
法所需样本量较大，具有放射性，常规实验室开展难

度大，课题组试图寻求一种更简单有效的免疫检测

方法来定量检测人血清中的 ＧＩＦ含量，构建免疫检
测方法需要良好的蛋白抗原作为免疫原及蛋白校准

品作为研究基础，利用真核表达蛋白抗原因增加了

糖基化修饰更接近天然状态，具有更好的免疫原性

和蛋白稳定性［８］。因此，该研究旨在利用生物信息

学方法对ＧＩＦ的特性及功能进行预测和分析，构建
ｐｃＤＮＡ３１（＋）ｈｕｍａｎＧＩＦＨｉｓｔａｇ重组质粒，真核
表达ＧＩＦ蛋白并鉴定免疫活性，旨在为后续构建
ＧＩＦ免疫检测方法奠定研究基础。

１　材料与方法

１．１　材料　ＪＭ１０８感受态购自南京德泰生物公司；
ＨｉｎｄⅢ／ＢａｍＨⅠ限制性内切酶和 Ｔ４连接酶等购
自大连宝生物公司；细胞转染试剂盒购自美国Ｋｙｆｏ
ｒａＢｉｏｂｙＰｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒购
自北京天根生物公司；质粒提取试剂盒购自德国

Ｑｉａｇｅｎ公司；ＨＲＰ标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ二抗购自上
海碧云天生物公司；ＨＥＫ２９３Ｆ细胞、小鼠抗人 Ｈｉｓ
ｔａｇ单克隆抗体、ＳＤＳＰＡＧＥＭａｒｋｅｒ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ｍａｒｋｅｒ、ＳＤＳＰＡＧＥ预制胶、ＳＤＳＰＡＧＥ电泳缓冲液、
ＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲液、ＥＣＬ试剂盒和 ＮｉＩＤＡ琼脂
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糖凝胶均来源于南京德泰公司；ＨＲＰ标记山羊抗兔
ＩｇＧ二抗购自武汉华美生物公司；兔抗人 ＧＩＦ单克
隆抗体购自美国赛默飞公司；牛血清白蛋白购自美

国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。ＰＣＲ仪购自美国 ＡＢＩ公司；
核酸电泳仪购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司；酶标仪购自美
国赛默飞公司。

１．２　方法
１．２．１　ＧＩＦ基本理化特性与亲水性和疏水性分析
　利用蛋白质在线分析软件 ＰｒｏｔＰａｒａｍ和 Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ
分析人ＧＩＦ的理化特性与亲水性和疏水性。
１．２．２　ＧＩＦ的信号肽预测及亚细胞定位分析　通
过ＳｉｇｎａｌＰ６０在线工具预测分析ＧＩＦ信号肽和使用
ＰＳＯＲＴⅡ ｓｅｒｖｅｒ工具对亚细胞定位进行分析。
１．２．３　ｈｕｍａｎＧＩＦ真核表达载体的构建　登陆
ＧｅｎＢａｎｋ获取 ｈｕｍａｎＧＩＦ参考序列 （登录号：
Ｐ２７３５２），利用ＤＮＡ合成仪全基因合成法获得目的
ＤＮＡ。基因合成由南京德泰公司完成。将合成后的
目的基因（含 Ｋｏｚａｋ序列、信号肽序列和 Ｃ端 Ｈｉｓ
ｔａｇ序列）质粒与真核表达载体ｐｃＤＮＡ３１（＋）分别
通过ＨｉｎｄⅢ／ＢａｍＨⅠ进行酶切。酶切体系配置完
成后充分混匀瞬离，３７℃酶切１ｈ。酶切产物进行
１％琼脂糖凝胶电泳，并利用胶回收试剂盒进行目的
片段的回收，在Ｔ４ＤＮＡ连接酶的作用下，将 ｈｕｍａｎ
ＧＩＦ与真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３１（＋）相连，将连接
产物转化于ＪＭ１０８感受态中，选取阳性克隆扩大培
养，小提质粒经双酶切验证同时送测序。

１．２．４　ｈｕｍａｎＧＩＦＨｉｓｔａｇ转染、蛋白表达与纯化　
将测序成功的ｐｃＤＮＡ３１（＋）ｈｕｍａｎＧＩＦＨｉｓｔａｇ质
粒按照ＫｙｆｏｒａＢｉｏｂｙＰｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅｓ公司细胞转染试
剂盒的使用说明转染入 ＨＥＫ２９３Ｆ细胞中。在转染
４～６ｄ后将培养细胞悬液离心并收集上清液，经
０２２μｍ滤器过滤后在４℃下 ｐＨ７４０，１×ＰＢＳ缓
冲液中透析。收集纯化过程中的上样液、流穿液和

不同浓度咪唑（１００ｍｍｏｌ／Ｌ和５００ｍｍｏｌ／Ｌ）下的洗
脱液进行 ＳＤＳＰＡＧＥ，经考马斯亮蓝染液染色后凝
胶成像，以检测蛋白纯化效果。收集浓度和纯度较

高的蛋白，装入截留分子量１０ｋｕ的透析膜于预冷
的１×ＰＢＳ，ｐＨ７４０缓冲液中透析３～４次，每次至
少４ｈ以去除纯化残留的咪唑，透析结束后用０２２
μｍ滤器过滤，使用 ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒测定
蛋白浓度，根据标准曲线计算出目的蛋白浓度。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＧＩＦ的表达　取纯化后
的蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳并电转移至 ＰＶＤＦ膜，
５％（ｗ／ｖ）脱脂奶粉封闭２ｈ后，１∶５０００稀释小鼠

抗Ｈｉｓｔａｇ单克隆抗体后室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ充分洗
涤。１∶１０００稀释 ＨＲＰ标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ二抗
后室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ充分洗涤；再加入１∶１０００
稀释的ＨＲＰ标记山羊抗鼠ＩｇＧ二抗，室温振荡孵育
１ｈ；加入ＥＣＬ显色液避光显色２ｍｉｎ，化学发光显影
检测ＧＩＦ的表达。
１．２．６　间接 ＥＬＩＳＡ检测 ＧＩＦ的免疫活性　用包被
液稀释已纯化的 ＧＩＦ抗原至一定浓度后包被酶标
板，阴性对照组用牛血清白蛋白包被，空白对照组用

ＰＢＳ包被。用３％ ＢＳＡ封闭２ｈ，加入１∶１００００稀
释的兔抗ＧＩＦ单克隆抗体，置于３７℃孵育１ｈ，用
ＰＢＳＴ洗涤５次，３ｍｉｎ／次，末次倒扣酶标板拍干板
孔液体。于板孔中加入１∶２００００稀释的ＨＲＰ标记
山羊抗兔ＩｇＧ二抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ，洗涤拍干后
加入显色液避光显色，酶标仪测定Ａ４５０ｎｍ值。
１．３　统计学处理　用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０软件进行
统计作图和分析，以 珋ｘ±ｓ表示计量资料，采用独立
样本ｔ检验比较两组数据差异，单因素方差分析比
较多组数据差异，以 Ｐ＜００５为差异有统计学意
义。

２　结果

２．１　ＧＩＦ基本理化特性与亲水性和疏水性　预先
分析预测ＧＩＦ的理化性质有助于后续蛋白表达与纯
化鉴定工作的展开。使用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ工具分析 ＧＩＦ
的理化性质。ＧＩＦ由４１７个氨基酸组成，分子式为
Ｃ２０２３Ｈ３２０８Ｎ５２４Ｏ６１９Ｓ２０，分子量为４５ｋｕ，原子总
数为６３９４个，各氨基酸组成见表１，在ＧＩＦ中，亮氨
酸（Ｌｅｕ）和丝氨酸（Ｓｅｒ）的比例最高，而组氨酸
（Ｈｉｓ）的比例最低。ＧＩＦ带有２８个正电荷残基和３２
个负电荷残基，亲水指数 －００３７，脂肪指数９２１６，
不稳定指数３４６０，理论等电点为５８０，估计半衰期
为３０ｈ。当蛋白不稳定指数小于４０、亲水指数小于
０、理论等电点小于７时，初步认为 ＧＩＦ为亲水酸性
稳定蛋白。进一步分析 ＧＩＦ的亲水性和疏水性，在
第２４１位氨基酸处存在最小疏水点为－２５７８，而在
第３４３位氨基酸处存在最大疏水点为２４４４，ＧＩＦ的
亲水性氨基酸残基数量多于疏水性氨基酸，因此认

为ＧＩＦ整体上是亲水性的，见图１。
２．２　ＧＩＦ的信号肽预测及亚细胞定位分析　通过
对ＧＩＦ进行信号肽分析，发现其具有 Ｓｅｃ信号肽
（Ｓｅｃ／ＳＰＩ）且原始信号肽位于１－１７位氨基酸，氨基
酸序列为 ＭＡＷＦＡＬＹＬＬＳＬＬＷＡＴＡＧ，信号肽剪切位
点位于第１７和１８位氨基酸之间，其疏水性较强，能
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表１　ＧＩＦ氨基酸组成情况

Ｔａｂｌｅ１　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｃ

ｉｎｔｒｉｎｓｉｃｆａｃｔｏｒｂｙＰｒｏｔＰａｒａｍ

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｒａｔｉｏ（％）
Ａｌａ（Ａ） ３２ ７．７
Ａｒｇ（Ｒ） ６ １．４
Ａｓｎ（Ｎ） ３１ ７．４
Ａｓｐ（Ｄ） １２ ２．９
Ｃｙｓ（Ｃ） ６ １．４
Ｇｌｎ（Ｑ） ２０ ４．８
Ｇｌｕ（Ｅ） ２０ ４．８
Ｇｌｙ（Ｇ） ２３ ５．５
Ｈｉｓ（Ｈ） ５ １．２
Ｉｌｅ（Ｉ） ２７ ６．５
Ｌｅｕ（Ｌ） ４４ １０．６
Ｌｙｓ（Ｋ） ２２ ５．３
Ｍｅｔ（Ｍ） １４ ３．４
Ｐｈｅ（Ｆ） １２ ２．９
Ｐｒｏ（Ｐ） ２５ ６．０
Ｓｅｒ（Ｓ） ４１ ９．８
Ｔｈｒ（Ｔ） ３２ ７．７
Ｔｒｐ（Ｗ） ６ １．４
Ｔｙｒ（Ｙ） １３ ３．１
Ｖａｌ（Ｖ） ２６ ６．２

图１　ＧＩＦ的亲水性和疏水性分析结果

Ｆｉｇ．１　Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃａｎｄｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆｇａｓｔｒｉｃｉｎｔｒｉｎｓｉｃｆａｃｔｏｒ

促进重组蛋白分泌，见图２。因此，在后续载体构建
过程中保留本段信号肽以增加分泌蛋白的表达量。

使用 ＰＳＯＲＴⅡｓｅｒｖｅｒ工具对亚细胞定位进行分析，
结果显示，ＧＩＦ主要分布于细胞外，概率占比为
６６７％，分布于细胞核与线粒体的概率分别为
２２２％、１１１％。研究表明，ＧＩＦ主要为胞外分泌蛋
白。

２．３　重组质粒 ｐｃＤＮＡ３１（＋）ｈｕｍａｎＧＩＦＨｉｓ
ｔａｇ的鉴定　将 ｈｕｍａｎＧＩＦＨｉｓＤＮＡ片段与载体
ｐｃＤＮＡ３１（＋）利用Ｔ４ＤＮＡ连接酶相连接，转化至

ＪＭ１０８大肠杆菌扩增提取质粒，通过 ＨｉｎｄＩＩＩ／Ｂａｍ
ＨＩ双酶切后经１％琼脂糖凝胶电泳分析结果显示，
在约１２８４ｂｐ和５４１０ｂｐ处分别出现了特异性条
带，条带完整清晰，且大小与预期设计相符，表明实

验成功地扩增出目标片段，其纯度较高且无明显的

非特异性扩增现象，见图３。序列比对结果证实，测
序结果与参考序列一致，表明成功构建了 ｐｃＤ
ＮＡ３１（＋）ｈｕｍａｎＧＩＦＨｉｓｔａｇ重组质粒。

图２　ＧＩＦ的信号肽分析预测结果

Ｆｉｇ．２　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓｆｒｏｍｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｉｎｔｒｉｎｓｉｃｆａｃｔｏｒ

图３　ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｈｕｍａｎＧＩＦＨｉｓｔａｇ

重组质粒及双酶切产物电泳

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

ｐｃＤＮＡ３１（＋）ｈｕｍａｎＧＩＦＨｉｓｔａｇａｎｄ

ｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

　　１：ｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ；２：ｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ；Ｍ：ＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ．

２．４　ＧＩＦ表达与纯化　将重组质粒 ｐｃＤＮＡ３１
（＋）ｈｕｍａｎＧＩＦＨｉｓｔａｇ转染ＨＥＫ２９３Ｆ细胞后培养
５ｄ，收集细胞上清液用０２２μｍ无菌滤器过滤与１
×ＰＢＳ透析后，经过镍柱纯化得到含量为１０９ｍｇ／
ｍＬ的 ＧＩＦ。ＳＤＳＰＡＧＥ分析分子量在 ５０ｋｕ与 ６５
ｋｕ之间有单一清晰的蛋白条带表达，与预测分子量
大小相符。见图４。
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图４　转染后细胞上清液及洗脱产物ＳＤＳＰＡＧＥ

Ｆｉｇ．４　ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌ

ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｎｄｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ

　　１：Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｆｔｅｒｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ；２：Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈｓｏ

ｌｕｔｉｏｎａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｗｉｔｈＮｉＩＤＡ；３－７：１００ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅｅｌｕｔｉｏｎ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ；８－９：５００ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅｅｌｕｔｉｏｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔ；Ｍ：ＳＤＳ

ＰＡＧＥｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ．

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和间接 ＥＬＩＳＡ鉴定 ＧＩＦ　通过
小鼠抗 Ｈｉｓ标签单克隆抗体对纯化的 ＧＩＦ进行
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，在５０～６５ｋｕ之间观察到特异性
条带，见图５，与ＧＩＦ蛋白的预期分子量相符；另外，
利用兔抗人ＧＩＦ单克隆抗体进行间接 ＥＬＩＳＡ，显示
ＧＩＦ组的 Ａ４５０ｎｍ值显著高于阴性对照组（Ｐ＜
００００１），见图６。表明纯化的ＧＩＦ蛋白具有免疫活
性，能够与兔抗人ＧＩＦ单克隆抗体发生特异性结合。
以上两种实验表明，本次纯化的目标蛋白就是 ｈｕ
ｍａｎＧＩＦ。

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定纯化ＧＩＦ

Ｆｉｇ．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｇａｓｔｒｉｃｉｎｔｒｉｎｓｉｃｆａｃｔｏｒ

２：ＧＩＦｐｒｏｔｅｉｎ（０．５６μｇ）；Ｍ２：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｍａｒｋｅｒ

图６　间接ＥＬＩＳＡ检测ＧＩＦ

Ｆｉｇ．６　ＧａｓｔｒｉｃｉｎｔｒｉｎｓｉｃｆａｃｔｏｒｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｎｄｉｒｅｃｔＥＬＩＳＡ
Ｐ＜００００１ｖｓＧＩＦｇｒｏｕｐ．

３　讨论

　　ＧＩＦ在人体健康中发挥着关键作用，膳食摄入
的维生素 Ｂ１２首先在胃部酸性条件下与触角蛋白
结合，随后十二指肠胰蛋白酶降解触角蛋白，通过

ＧＩＦ吸收维生素 Ｂ１２。ＧＩＦ的缺失会导致维生素
Ｂ１２的吸收障碍进而引起恶性贫血，持续而严重的
ＧＩＦ缺乏甚至会引发神经精神系统异常［３－４］。原核

表达产物在人源蛋白方面仍面临诸多挑战。以大肠

杆菌为例，其在发酵过程中往往会生成内毒素，这对

蛋白的纯化和应用构成了限制。原核表达产物不稳

定易降解，缺少翻译后修饰，免疫原性差［９－１０］。真

核表达产物更接近天然状态，翻译后的蛋白增加了

糖基化修饰，免疫原性良好且抗体维持时间长，同时

具有良好的蛋白稳定性。尽管真菌、昆虫和植物细

胞等真核表达系统有糖基化修饰，但其聚糖结构与

人类明显不同［１１］，ＨＥＫ２９３Ｆ细胞因其蛋白表达水
平更高且细胞操作简易而受到越来越多的青

睐［１２－１４］。

　　基于此，课题组成功构建了ｐｃＤＮＡ３１（＋）ｈｕ
ｍａｎＧＩＦＨｉｓｔａｇ重组质粒，并利用ＨＥＫ２９３Ｆ细胞的
真核表达从细胞上清液中纯化获得了毫克级别的人

ＧＩＦ（１０９ｍｇ／ｍＬ）；通过 ＳＤＳＰＡＧＥ分析发现 ＧＩＦ
在ＨＥＫ２９３Ｆ细胞中正确表达且纯化的 ＧＩＦ展现了
较高的纯度，与董贵彬 等［１５］在谷氨酸棒杆菌中表

达出的原核重组 ＧＩＦ（浓度为４７１５μｇ／ｍＬ）相比，
采用 ＨＥＫ２９３Ｆ细胞真核表达系统所得到的 ＧＩＦ在
浓度和纯度上均表现出显著优势，对于后续研究及
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应用具有较大潜力。细胞上清表达纯化的重组 ＧＩＦ
分子量在５０～６５ｋｕ间，高于使用在线蛋白质软件
分析氨基酸序列的分子量４５ｋｕ，推测与 ＨＥＫ２９３Ｆ
真核细胞表达增加了糖基化修饰有关，能更大程度

上接近天然的糖基化修饰。通过间接 ＥＬＩＳＡ方法
鉴定兔抗人ＧＩＦ单克隆抗体与 ＧＩＦ的作用，具有免
疫活性。在后续研究中，课题组将使用该蛋白作为

免疫原及真核重组 ＧＩＦ校准品构建 ＧＩＦ免疫检测
法，为进一步实现与维生素Ｂ１２、抗ＧＩＦ抗体等检测
指标联合应用于临床体检筛查与疾病诊断及鉴别诊

断提供新的思路与策略。
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Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ　ＷａｎｇＢｏ，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｑｕｇａｎｓ＠１６３．ｃｏｍ

本维莫德调控 ＮＲＦ２／ＲＯＳ／ＮＬＲＰ３通路减轻特应性皮炎
陆　芸１，２，董丽萍１，２，黄茂欣１，２，王　宇１，２，邓婷月１，２，肖风丽１，２，３

（１安徽医科大学第一附属医院皮肤科，合肥　２３００３２；２安徽医科大学皮肤病研究所
皮肤病教育部重点实验室，合肥　２３００３２；３炎症免疫疾病安徽省实验室，合肥　２３００３２）

摘要　目的　探讨本维莫德（ＢＶＭ）治疗特应性皮炎（ＡＤ）的作用机制。方法　利用ＴＮＦα和ＩＦＮγ刺激ＨａＣａＴ细胞，将细胞
分为ＣＯＮ组，ＴＮＦα／ＩＦＮγ组，ＴＮＦα／ＩＦＮγ、ＢＶＭ组，ＴＮＦα／ＩＦＮγ、ＢＶＭ、ＭＬ３８５组；ＤＮＣＢ诱导Ｂａｌｂ／ｃ小鼠的ＡＤ模型，动物
分为ＣＯＮ组、ＤＮＣＢ组、ＤＮＣＢ＋ＢＶＭ组、ＤＮＣＢ＋ＴＡＣ组，评估ＢＶＭ效果，及其在抗氧化及焦亡调节中的作用。结果　与对照
组相比，ＢＶＭ抑制了ＴＮＦα和ＩＦＮγ刺激的ＨａＣａＴ细胞炎症反应，改善了ＤＮＣＢ诱导的ＡＤ小鼠模型皮损和炎症；同时，使核
因子Ｅ２相关因子２（ＮＲＦ２）相关抗氧化应激蛋白表达显著增加，细胞活性氧（ＲＯＳ）水平及焦亡蛋白表达显著降低。结论　
ＢＶＭ可通过激活ＮＲＦ２／ＲＯＳ／ＮＬＲＰ３通路抑制焦亡，从而减轻ＡＤ中的炎症反应。
关键词　本维莫德；特应性皮炎；焦亡；ＮＬＲＰ３；ＮＲＦ２；ＲＯＳ
中图分类号　Ｒ７５８．２３
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００－１４９２（２０２５）０８－１４９０－０９
ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２５．０８．０１８

　　特应性皮炎（ａｔｏｐｉｃｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ，ＡＤ）是常见的慢
性炎症性皮肤病，已有研究［１］表明焦亡与 ＡＤ的发
病存在密切关系。焦亡通常由炎症小体 ＮＯＤ样受
体热蛋白结构域相关蛋白 ３（ＮＯＤｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｆａｍｉｌｙ，ｐｙｒｉｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３，ＮＬＲＰ３）触发并由
Ｇａｓｄｅｒｍｉｎ蛋白家族成员执行，导致细胞内容物的释

２０２５－０２－１４接收

基金项目：国家自然基金项目（编号：８２３７３４８１）；安徽省高校自然科

学基金重点项目（编号：２０２３ＡＨ０５３３０２）

作者简介：陆　芸，女，硕士研究生；

肖风丽，女，博士，教授，主任医师，博士生导师，通信作者，

Ｅｍａｉｌ：ｘｉａｏｆｅｎｇｌｉ＠１２６．ｃｏｍ

放［２］。活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）被认为
是ＮＬＲＰ３炎症小体激活的关键介质之一［３］。炎症

小体的激活和随后的焦亡导致促炎细胞因子释放，

放大皮肤中的炎症反应并导致 ＡＤ的发生发展［４］。

本维莫德（ｂｅｎｖｉｔｉｍｏｄ，ＢＶＭ）是一种小分子治疗药
物，可激活核因子Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈ
ｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，ＮＲＦ２）通路，参与ＲＯＳ的细胞
防御［５］。目前尚不清楚 ＢＶＭ是否能通过抑制 ＲＯＳ
的生成干扰焦亡而减轻 ＡＤ。该研究通过细胞和动
物实验探索ＢＶＭ的抗氧化应激及抑制焦亡的作用。
结果表明ＢＶＭ可激活ＮＲＦ２／ＲＯＳ／ＮＬＲＰ３通路抑制
焦亡，从而减轻 ＡＤ中的炎症反应。该研究为治疗
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