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摘  要 : 为探讨Ⅱ型抗癌晶体蛋白  (Parasporin-2) 上与抗肝癌作用相关的关键氨基酸，利用 5-BU 对

Parasporin-2 活性区编码 DNA(P2Y) 进行 PCR 诱变，之后在大肠杆菌中表达，产物纯化后经 MTT 法检测其对

肝癌细胞系和正常肝细胞系的作用。获得的 9 个突变体其抗肝癌活性差异极大，其中 P2M1 和 P2M8 对两种肝

癌细胞系 SMMC7721 和 Bel7402 均有较强的细胞毒杀作用而不影响正常肝细胞系 Chang-liver。比较了 P2M1、

P2M8 和 P2Y 的二级结构与三级结构，发现二级结构上的变化如 β 折叠变长或 α 螺旋增加影响着Ⅱ型抗癌晶体

蛋白的抗肝癌活性。基于突变体间氨基酸序列比对、突变体与受体间分子对接以及模拟突变等研究的结果表明，

位点 52、56、58 和 208 上的氨基酸残基特别是芳香族氨基酸在 Parasporin-2 与受体间的互作中可能起着重要

作用。 
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Abstract:  Nine mutants (P2M1–9) were obtained using PCR with 5-BU based on DNA template (P2Y) encoding the active 
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region of Parasporin-2. Mutant proteins were purified after expressing in E. coli BL21 cells, followed by assayed against 
hepatoma cells and normal liver cells by MTT. They showed diverse anti-hepatoma activities, in which two mutant 
proteins, P2M1 and P2M8, exhibited high cytotoxicity against hepatoma cell lines SMMC7721 and Bel7402, meanwhile 
leaving normal liver cells Chang-liver unaffected. Structural comparison among P2Y, P2M1 and P2M8 showed that the 
length of β-sheet or β-fold, and the amount of α helix greatly affected the anti-hepatoma activity of Parasporin-2. Results 
based on amino acid alignment, molecular docking between P2Y, P2M1 or P2M8 and receptor, and mimic mutation 
demonstrated that amino acid residues at the sites of 52, 56, 58 and 208 on P2Y, especially the aromatic amino acids such 
as Trp, Phe, and Tyr were involved in the interactions. 

Keywords:  Parasporin-2, mutations, anti-hepatoma, aromatic amino acids 

苏云金芽胞杆菌 (Bacillus thuringiensis，简

称 Bt) 是一种分布极其广泛的革兰氏阳性菌[1]。

Bt 是目前研究最清楚、应用最广泛的微生物杀虫

剂。自 1901 年发现 Bt 到现在的 100 多年里，已

经发现 Bt 对鳞翅目、双翅目、鞘翅目、膜翅目、

同翅目、直翅目、食毛目等的多种昆虫，以及线

虫、螨类和原生动物等具有特异性毒杀活性[2-3]。

因其具有广泛的杀虫活性，且对人畜安全、对环

境无毒害，苏云金芽胞杆菌是目前世界上应用最

广泛、产量最大的微生物杀虫剂。 

Bt 在其形成芽胞的过程当中，会伴有蛋白晶

体的形成，称伴胞晶体[4]，伴胞晶体是毒杀昆虫

的主要活性物质，并且是在 Bt 芽胞形成期合成

并累积而成。当 Bt 芽胞成熟以后，细胞自溶，

释放出芽胞和伴胞晶体，伴胞晶体在昆虫中肠内

溶解被转化为 δ-内毒素 (也称晶体蛋白，Cry)。

并与特异性受体高亲和性结合，快速而不可逆地

插入细胞质膜，形成细胞穿孔，通过胶体渗透

裂解将细胞膨胀并裂解，最后导致昆虫因败血

症死亡[5-6]。 

近年来研究人员通过深入研究发现自然界

中分布更多的是没有杀虫活性的 Bt 菌株[7]。因

此，一些研究人员对伴胞晶体蛋白的非杀虫活性

进行了研究，Yudina 等[8]发现有些 Bt 菌株的伴

胞晶体蛋白具有抗菌作用。1999 年，日本学者

Mizuki 等[9]首先发现没有杀虫活性的 Bt 菌株

A1190 所含的 81 kDa 伴胞晶体蛋白经蛋白酶处

理激活后对体外培养的人白血病 T 细胞 MOLT-4

以及人子宫颈癌细胞具有杀伤力而表现溶血作

用。此类伴胞晶体蛋白，因其不会产生溶血作用

但可优先杀死癌细胞，统称为 Parasporin (简称

PS) [10]。截止目前，已经分离、鉴定出了 6 种

Parasporin 蛋白  (Parasporin-1、Parasporin-2、

Parasporin-3 、 Parasporin-4 、 Parasporin-5 和

Parasporin-6)，分别从 6 种独立的 Bt 菌株 

(A1190、A1547、A1462、A1470、A1100 和 M019) 

分离纯化而来[11-13]。Kitada 等[14]对 Parasporin-2

抗人体肝癌细胞的机理进行了研究，发现

Parasporin-2 在作用于肿瘤细胞的时候，需要 GPI

锚定蛋白协助才能发挥其抗癌作用。Krishnan

等[15]研究发现 Parasoprin-2 作用于肿瘤细胞时，

肿瘤细胞质膜上的磷酸甘油酸脱氢酶 (GAPDH) 

可能作为 Parasporin-2 的受体。Akiba 等[16]通过

对 Parasporin-2 的结构研究发现，Parasporin-2 的

分子大小约为 37 kDa，经蛋白激酶 K 处理后具

备有抗癌活性，此时 Parasoprin-2 分子从纵轴上
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可以分成 3 个结构域，且发现其第 1 个结构域上

暴露出来的芳香族氨基酸残基很有可能是靶细

胞质膜受体结合的位点，而这些受体可能是细胞

质膜上面的膜蛋白糖链，也可能是细胞质膜上的

脂筏所聚集的磷脂。为探讨Ⅱ型抗癌晶体蛋白的

结构与其抗癌活性之间的内在联系，我们通过对

Parasporin-2 的 人 工 诱 变 ， 产 生 不 同 的

Parasporin-2 的突变体，经表达分离纯化后测得

其各自抗癌活性数据。本实验室之前通过突变体

与其受体分子的对接研究，发现位于第 49、51、

52、55-60、194 和 205-212 上的氨基酸残基特别

是芳香族氨基酸在突变体和受体之间的相互作

用中起着重要作用[17]。本研究在此基础上，通过

人工模拟突变等方法进一步将 Parasporin-2 上与

其抗肝癌活性密切相关的氨基酸定位于位点 52、

56、58 和 208 上，从而为伴胞晶体蛋白抗肝癌活

性的理性改造提供了理论支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株与质粒 

大肠杆菌 JM110 与大肠杆菌 BL21 (DE3) 均

由本实验室保存提供；含有 Parasporin-2 片段的

XL10-gold-Parasporin-2 的大肠杆菌由本实验室

保存提供。大肠杆菌高效表达载体 pET-21b 

(Ampr) 由本实验室保存提供。 

1.1.2  细胞 

本实验所用人肝癌细胞 SMMC721、Bel7402

以及人正常肝细胞 Chang-liver 均由厦门华侨亚

热带植物引种园保存提供。 

1.1.3  培养基与抗生素 

液体 LB 培养基、固体 LB 培养基；

RPMI1640：10％小牛血清，PS 双抗 100 U/mL，

5％ NaHCO3 调节 pH 至 7.2；DMEM：10％小牛

血清，PS 双抗 100 U/mL，5％ NaHCO3 调节 pH

至 7.2；抗生素：氨苄青霉素 100 mg/mL。 

1.1.4  酶与生化试剂 

PCR 扩增剂购自广东东盛生物科技有限公

司；限制性内切酶及 DNA连接酶购自 Invitrogen、

NEB 和 TaKaRa 公司；PCR 产物回收试剂盒购自

北京碧云天生物技术公司；Ni-Agarose His 标签

蛋白纯化试剂盒购自北京康为生物技术公司；牛

血清蛋白购自 Roche 公司；RPMI1640 与 DEME

购自 GIBCO/BRL 公司；MTT购自 Promega公司。 

1.2  方法 
1.2.1  引物设计与合成 

根据 pET-21b 质粒的限制性内切酶图谱和

Parasporin-2 基因序列，利用 Primer5.0 辅助设计

引物，引物由厦门英骏生物技术公司合成：上游：

5′-CGCGGATCCGATGGACGTTATTCG-3′ (下划

线部分为 BamHⅠ位点)；下游：5′-ACGCGTCG 

ACGGATTCCCCCATTTTG-3′ (下划线部分为

SalⅠ位点)。 

1.2.2  PCR 模板制备与扩展 

从 37 ℃培养 12~16 h 的平板上选取 1 个

XL10-gold-Parasporin-2 的单菌落，利用碱裂解法

提取含有 Parasporin-2 基因的质粒 XL10-gold，

琼脂糖凝胶电泳检测。胶回收目标片段，以

XL10-gold 为模板，PCR 大量扩增目标片段。 

1.2.3  Ⅱ型抗癌晶体蛋白基因的突变 

利用 5-BU 诱导 Parasporin-2 基因的随机诱

变 PCR，PCR 体系与正常体系相比，添加了 1％

的 5-BU，以 XL10-gold 作为模板，进行第一轮
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扩增诱变。然后以第一轮扩增诱变产物的混合物

稀释 50 倍作为模板，在含有 5-BU 的 PCR 体系

中重复进行 3 次诱变。 

1.2.4  重组质粒的构建、转化与测序 

将利用 5-BU 诱导的 Parasporin-2 基因的

PCR 诱变得到的 DNA 片段用内切酶 BamHⅠ和

SalⅠ进行双酶切，而后通过 T4 DNA 连接酶在

16 ℃、4 h 条件下将目标 DNA 连接到载体

pET-21b 上，得到 pET21b-P2M 融合重组表达载

体。在适量的 E. coli 感受态细胞中加入适量的连

接产物，通过热击转化法将连接产物转导 E. coli

细胞内。长出单菌落后转接于含 Amp 平板上，

然后进行 PCR 检测筛选阳性克隆；同时提取阳

性转化子的质粒 DNA，并通过酶切及 PCR 鉴定

阳性重组子。将含有阳性重组子质粒的 E. coli 

JM110 送至广州英潍捷基公司测序。 

1.2.5  融合基因在 E. coli BL21(DE3) 中诱导

表达 

挑取新鲜的平板活化的阳性重组子接入

5 mL 含有氨苄青霉素与氯霉素的 LB 培养基中，

同时加入终浓度为 1％葡萄糖，37 ℃、230 r/min

振荡培养至 OD600 为 0.6~0.8，加入诱导物 IPTG，

20 ℃低温诱导 8~12 h。12 000 r/min、4 ℃离心

2 min，收集菌体，超声破碎，12 000 r/min、4 ℃

离心 20 min，分别收集上清与沉淀，进行

SDS-PAGE 检测。 

1.2.6  镍柱分离纯化蛋白 

采用 Ni-Agarose His 标签蛋白纯化试剂盒分

离纯化 Parasporin-2 突变蛋白，实验操作按照试

剂盒说明书进行。 

1.2.7  Parasporin-2 及其突变体的抗癌活性检测 

采取 MTT 法，收集对数期细胞，96 孔板

每孔加入 100 μL，铺板使待测细胞密度调至

5 000 个/孔。5％ CO2、37 ℃培养 24 h 至细胞单

层铺满孔底，加入浓度梯度的药物 (0、6.25、

12.5、25、50、75、100 μg/mL)，每孔 100 μL，

设 4 个复孔，再培养 24 h。培养后在每孔加入

20 μL MTT 溶液，继续培养 4 h，之后弃去每孔

内培养液，加入 150 μL DMSO，摇床低速振荡

20 min。在酶联免疫检测仪在 OD570 处测量各孔吸

光值。同时设置调零孔及对照孔。计算 IC50 值。 

1.3  利用生物信息学分析突变体的氨基酸序

列与其抗癌活性之间的关系 
1.3.1  Ⅱ型抗癌晶体蛋白的同源建模 

利用 Discovery Studio 提供的一整套利用

Homology Modeling 方法自动预测蛋白质的空间

结构。DS 的 Homology Modeling 主要基于

MODELER 程序。目前 MODELER 已经成为学

术上使用最为广泛、预测最为准确的同源建模工

具之一。 

1.3.2  Ⅱ型抗癌晶体蛋白突变氨基酸位点的多

重响应分析 

以 P2M8 氨基酸序列为模板，和其余的 8 个

突变蛋白氨基酸序列进行比对，将有差异的氨基

酸位点定义为一个变量，如果该氨基酸和 P2M8

对应的相同，那么这个变量的值就是 1，否则

变量的值为 0。对Ⅱ型抗癌晶体蛋白突变氨基

酸位点进行多重响应分析。多重相应参数设置

表见表 1 (以检测出的抗肝癌活性大小由高到

低排列)。 

1.3.3  Ⅱ型抗癌晶体蛋白氨基酸能量贡献的因

子分析 

利用 SPSS17.0 软件，将 ODA 预测出的不同

氨基酸的数据进行Ⅱ型抗癌晶体蛋白突变氨基 
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表 1  多重响应参数设置表 
Table 1  Variation setting of multiple responses 

The values of sits 
Protein 

005 032 102 131 148 158 182 184 203 206 215 217 225 242 252

P2M8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

P2M1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 

P2M7 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 

P2M2 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 

P2M5 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 

P2M4 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 1 

P2M6 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 

P2M9 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 

P2M3 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 

 
酸能量贡献因子分析。定义为数值变量，数值大

小为 ODA 值的绝对值。 

1.3.4  Ⅱ型抗癌晶体蛋白和磷酸甘油酸脱氢酶

的 ZDOCK 分子对接 

利用 ZDOCK 软件，对Ⅱ型抗癌晶体蛋白和

磷酸甘油酸脱氢酶进行分子对接分析[17]。 

1.3.5  Ⅱ型抗癌晶体模拟突变蛋白和磷酸甘油

酸脱氢酶的分子对接 

基本操作同前面的 ZDOCK 分子对接，只是

将参数“输入配体蛋白 (Input Ligand Protein)”

设定为“人工模拟突变蛋白：人工模拟突变蛋白”。 

2  结果 

2.1  Ⅱ型抗癌晶体蛋白基因的 PCR 随机诱变 
琼脂糖凝胶电泳结果表明得到一条约

864 bp 的扩增带 (图 1)，即为 Parasporin-2 诱变

后活性区域基因片段，将其命名为 P2M。经测序

后得到 9 条 Parasporin-2 的突变基因，其各自的

突变位点见表 2。 

2.2  pET21b-P2M 融合重组表达载体的构建 
转化连接产物到大肠杆菌 JM110 感受态细

胞中，过夜培养后挑取单克隆，培养提取质粒进

行 PCR 与酶切鉴定，结果表明 Parasporin-2 突变

基因已正确克隆进了表达载体 (图 2)。 

 

图 1  Parasporin-2 基因的 PCR 诱变产物电泳分析 
Fig. 1  Electrophoresis analysis of Parasporin-2 PCR 
mutant product. M: DNA marker; 1: PCR mutant 
product of P2M amplified with PS2F and P2R primers. 
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2.3  突变蛋白的诱导表达及分离纯化 
样品进行超声破碎后，取上清液进行

SDS-PAGE 电泳检测 (图 3)，结果表明，与未被

诱导的对照菌相比，Parasporin-2 突变基因能通

过表达载体 pET21b 在大肠杆菌 BL21(DE3) 中

明显地表达 37 kDa 左右相应的蛋白条带。因

Parasporin-2 突变基因表达的蛋白带有 6 个组氨

酸标签，被镍柱纯化后进行 SDS-PAGE 电泳检测  

 

图 2  重组表达载体 pET21b-P2M 的电泳分析 
Fig. 2  Electrophoresis analysis of recombinant plasmid 
pET21b-P2M. M: DNA marker; 1: pET21b-P2M 
digested with BamHⅠand SalⅠ; 2: PCR product of 
recombinant plasmid. 

 

图 3  pET21b-PS2A 诱导表达产物的电泳分析 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of pET21b-PS2A 
expressed in E. coli BL21(DE3). M: protein marker; 1: 
without IPTG induced protein of pET21b-P2M; 2: IPTG 
induced protein of pET21b-P2M. 

(图 4)，结果得到与目标条带一致的 37 kDa 左右

的条带。 

2.4  突变蛋白的抗癌活性检测 
通过MTT法在体外检测Parasporin-2突变蛋

白的细胞毒杀活性。结果表明不同的突变蛋白对

人肝癌细胞的毒杀活性差异很大 (表 2)，其中

P2M1 和 P2M8 对两种肝癌细胞均存在较强毒杀

作用，而不影响正常的肝细胞 (图 5)。 

2.5  P2M1、P2M8 与 P2Y 二级结构的比较 
以 Kabsch-Sander 分类方法进行分类所得

到 P2M1、P2M8、P2Y 的二级结构如图 6 所示。

图中氨基酸序列从上到下依次是 P2Y、P2M1

和 P2M8，其中红色横条表示 α 螺旋，蓝色箭

头表示 β 折叠，差异氨基酸残基用着色的方框

显示。 

从图中可以看出在某些位置存在着 β 折叠、

β 折叠变长或者是 α 螺旋的增加等这些二级构型

的变化都会影响Ⅱ型抗癌晶体蛋白的理化性质，

最终影响到Ⅱ型抗癌晶体蛋白的抗癌活性。 

 

图 4  镍柱分离纯化 pET21b-PS2A 表达产物的

SDS-PAGE 分析 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of pET21b-P2A purified 
by Ni-NTA-Agarose. 
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图 5  P2M1 和 P2M8 在体外对肝癌细胞增殖的作用 
Fig. 5  Effect of P2M1 and P2M8 on the growth of liver cancer cells in vitro. (A, B) Bel7402 and SMMC7721 cells 
had been treated with different concentrations of P2M1 for 24 h. (C, D) Bel7402 and SMMC7721 cells had been treated 
with different concentrations of P2M8 for 24 h. The cell viability was determined by MTT assay. 

表 2  突变蛋白的碱基、氨基酸突变位点及抗 SMMC7721、Bel7402 肿瘤细胞的 IC50 
Table 2  Mutational sites of bases and amino acids of mutain and their IC50 of anti-SMMC7721 and 
anti-Bel7402 

 Mutational sites of bases Mutational sites of amino acids IC50 of SMMC 
7721 (μg/mL) 

IC50 of Bel 
7402 (μg/mL) 

P2M1 G94A, A673G, T725C Gly32Ser, Thr225Ala, Val242Ala 2.04 14.88 

P2M2 A306G, T392C, A650G Ile102Met, Val131Ala, Asp217Glu 4.97 2.93 

P2M3 G94A, T608C, C644A Gly32Ser, Val203Ala, Ala215Asp 37.29 6.52 

P2M4 G94A Gly32Ser 6.18 2.39 

P2M5 G94A, A261G, A375G, A673G, T725C, 
A755G 

Gly32Ser, Thr225Ala, Val242Ala, 
Gln252Arg 5.95 11.31 

P2M6 G94A, C545G, A673G, T725C Gly32Ser, Ser182Cys, Thr225Ala 12.24 8.16 

P2M7 G94A, A673G, T725C Gly32Ser, Thr225Ala, Val242Ala 3.47 10.33 

P2M8 
G94A,G207A,C234T, A444C, A473T, 
G483A, C545G, G550T, C573T, G617T, 
A673G 

Gly32Ser, Glu148Asp, Lys158Ile, 
Ser182Cys, Asp184Tyr, Gly206Val, 
Thr225Ala 

0.95 3.74 

P2M9 G14T, G94A, A673G, T725C Arg5Leu, Gly32Ser, Thr225Ala, 
Val242Ala 21.23 4.36 
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图 6  P2M1、P2M8 和 P2Y 的二级结构图 
Fig. 6  Secondary structure of P2M1, P2M8 and P2Y. 

 

2.6  Ⅱ型抗癌晶体蛋白突变氨基酸位点的多

重响应分析 
表 3给出了多重响应变量集位点中有效数据

和缺失数据的基本统计情况，在 9 个例子中，没

有缺失数据，数据的有效率是 100％。 

表 4 显示的是多重相应分析的频数表，其中

N 表示的是对应位点与 P2M8 同一位点相比没有

发生突变的个数，响应百分比表示对应位点未突

变数占所有位点未突变数的百分比，个案百分比

表示对应位点未突变数占对应位点个数的百分

比；可以看出位点 148、158、184 和 206 对蛋白 

表 3  多重响应变量频数分析个案摘要表 
Table 3  Case summary of multiple responses 

 Valid data Missing data Data amount

 N Ratio N Ratio N Ratio 

Sitea 9 100.0% 0 0% 9 100.0%
a: dichotomy group tabulated at value 1. 

表 4  多重响应变量分析频数表 
Table 4  Frequencies of multiple responses 

Responses 
 

N Percent (%) 
Data percent 

(%) 

S005 8 10.1 88.9 
S032 7 8.9 77.8 
S102 8 10.1 88.9 
S131 8 10.1 88.9 
S148 1 1.3 11.1 
S158 1 1.3 11.1 
S182 2 2.5 22.5 
S184 1 1.3 11.1 
S203 8 10.1 88.9 
S206 1 1.3 11.1 
S215 8 10.1 88.9 
S217 8 10.1 88.9 
S225 6 7.6 66.7 
S242 4 5.1 44.4 
S252 8 10.1 88.9 

Sitea

Total 79 100.0 877.8 
a: dichotomy group tabulated at value 1. 
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的活性有影响，同时参考变量值设置表，位点

182、203 和 215 对蛋白的活性也有影响。 

2.7  Ⅱ型抗癌晶体蛋白突变氨基酸能量贡献

因子分析 
表 5 显示的是 Kaiser-Meyer-Olkin (KMO)和

Bartlett 的检验结果，其中 KMO 值越接近于 1 越

有适合进行因子分析，实验测得 KMO 值为

0.216，表示比较适合做因子分析；Bartlett 球形

度检验的原假设为相关系数矩阵为单位矩阵，

Sig 值为 0.000 小于显著水平 0.05，因此拒绝原

假设，说明变量之间存在相关关系，适合进行因

子分析。 

表 6 显示的是每个变量的共同度的结果，可

以看出因子分析的变量共同度都非常高，表明变

量中的大部分信息均能够被因子所提取，说明因

子分析的结果是有效的。 

表 5  KMO 和 Bartlett 的检验表 
Table 5  KMO and Bartlett’s test 

 KMO values Bartlett df Sig 

Values 0.216 106.202 21 0.000
 

表 7 显示的是因子贡献结果，该表左侧部分

为初始特征值，中间为取主因子结果，右侧为旋

转后的主因子结果。“Total”是指因子的特征值，

“Percent of variance”是指该因子的特征值占总

特征值的百分比，“Cumulative percent”是指累积

的百分比。从表中可以看出前 3 个因子的特征值

大于 1，并且前 3 个因子的特征值之和占总特征

值的 94.239％，因此提取这 3 个因子作为主因子。 

图 7 是特征值的碎石图，通常碎石图显示的

是大因子的陡峭斜率和剩余因子平缓的尾部，之

间有明显的中断。一般选取主因子在非常陡峭的 

表 6  变量共同度表 
Table 6  Communalities of variations 

Variable Initial Distill 

V 1.000 0.999 

P 1.000 0.976 

G 1.000 0.993 

Y 1.000 0.965 

H 1.000 0.879 

F 1.000 0.971 

W 1.000 0.814 
 

表 7  解释的总方差表 
Table 7  Total variance explained 

Initial eigenvalues Extract sums of squared loading Rotation sums of squared loading 
 

Total Percent of 
variance 

Cumulative 
percent Total Percent of 

variance 
Cumulative 

percent Total Percent of 
variance 

Cumulative 
percent 

1 3.072 43.889  43.889 3.072 43.889 43.889 2.802 40.027 40.027 

2 2.175 31.070  74.959 2.175 31.070 74.959 2.060 29.426 69.453 

3 1.350 19.279  94.239 1.350 19.279 94.239 1.735 24.785 94.239 

4 0.361 5.155  99.393       

5 0.041 0.593  99.986       

6 0.001 0.014 100.000       

7 2.200 E-6 3.142E-5 100.000       
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图 7  碎石图 
Fig. 7  Scree plot. 

斜率上而处在平缓斜率上的因子对变异的解释

非常小。从图中可以看出前 3 个因子都处在非常

陡峭的斜率上，从第 4 个因子开始斜率变得越来

越平缓，因此选择前 3 个因子作为主因子。 

三个主因子包含的具体参数成分如表 8 所

示，可以通过每个参数的系数值来判断分类参数

的贡献。从表中可以看出，在第 1 个因子上，色

氨酸 (W)、组氨酸 (H) 和酪氨酸 (Y) 这 3 类氨

基酸的载荷较大，这些氨基酸的支链含有苯环或

杂环；在第 2 个因子上苯丙氨酸 (F)、缬氨酸 (V) 

和色氨酸 (W) 这 3 类氨基酸的载荷较大，这些

氨基酸的支链含有苯环或甲基；在第 3 个因子上

甘氨酸 (G) 和酪氨酸 (Y) 载荷较大，这些氨基

酸要么没有支链要么支链含有苯环。可以看出这

3 个主因子中涉及到的氨基酸主要为芳香族氨基

酸的色氨酸、苯丙氨酸和酪氨酸。这个结果和利

用 ODA 值的算数权重的结果一致，表明色氨酸、

苯丙氨酸和酪氨酸在蛋白-蛋白识别过程中发挥

了显著的作用，这些芳香族氨基酸可能对

Parasporin-2 的抗肝癌活性有重要的影响。 

表 8  成分得分系数表 
Table 8  Component score coefficient matrix 

Component 
Variable 

1 2 3 

V 0.042 0.496 −0.046 

P −0.345 0.002 −0.021 

G −0.139 −0.075 0.567 

Y 0.126 −0.049 0.514 

H 0.315 −0.024 −0.114 

F 0.080 0.516 −0.095 

W 0.340 0.133 0.020 

 
2.8  人工模拟Ⅱ型抗癌晶体蛋白突变的结果 

通过 ODA 预测蛋白-蛋白结合最佳识别位

点、多重响应分析结果以及因子分析结果，发现

芳香族氨基酸在蛋白相互识别过程中起着重要

作用，同时通过突变体蛋白与 Parasporin-2 的受

体蛋白进行分子对接，还确定在 Parasporin-2 突

变蛋白 P2M8 上具有活性位点的具体位置分布在

位点 56、148、158、182、184、203、206 和 215

附近[17]。为此我们进行了模拟突变实验来验证这

些氨基酸位点及其对应的氨基酸。选择的活性位

点附近 (具体为 53、56、58、208) 用色氨酸 (W)、

苯丙氨酸 (F) 和酪氨酸 (Y) 替代原来的氨基酸

进行模拟突变，得到的结果如图 8 所示。 

1 号是引入的非芳香族氨基酸，对接结果表

明除了 1 号外其他的正向模拟突变都比 P2M8 的

分数好，同时还进行了 ODA 预测，除了 1 号外

其余的模拟突变蛋白的某些氨基酸 ODA 值均比

对应位点的 P2M8 氨基酸 ODA 值更低，表明在

人工引入芳香族氨基酸后模拟突变蛋白更容易 
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图 8  模拟突变蛋白与受体的分子对接结果 
Fig. 8  Docking results between virtual mutants and receptor. 

和受体蛋白结合。通过模拟突变实验可以看出

Parasporin-2 的第 52、56、58 和 208 位的氨基酸

对其抗肝癌活性有很大的影响。 

3  讨论 

本研究构建了 9 个 Parasporin-2 突变体，测

定了其抗肝癌活性，并利用生物信息学软件进行

了较为深入的分析，进而探讨了 Parasporin-2 上

与抗肝癌作用相关的关键氨基酸。 

多重响应分析结果表明 Parasporin-2 活性区

的第 148、158、182、184、203、206 和 215 位

氨基酸对其抗肝癌活性有影响，且这些氨基酸主

要为色氨酸 (W)、苯丙氨酸 (F) 和酪氨酸 (Y)。

ODA 预测结果表明位点 49、51、52、55~60、194

和 205~212 的氨基酸残基和含有苯环和/或者杂

环的氨基酸对 Parasporin-2 与受体的结合中起到

了很大的作用。人工模拟突变结果表明，在位点

52、56、58 和 208 位引入色氨酸 (W)、苯丙氨

酸 (F) 和酪氨酸 (Y) 对 Parasporin-2 的抗肝癌

活性有正面的影响，上述位点及其附近很有可能

是 Parasporin-2 的抗肝癌活性位点，而芳香族氨

基酸色氨酸 (W)、苯丙氨酸 (F) 和酪氨酸 (Y) 

在 Parasporin-2 和受体的结合中起着重要作用。 

本 研 究 结 果 在 一 定 程 度 上 揭 示 了

Parasporin-2 一级结构与其抗肝癌活性之间的关

系，为今后实施改造提供了依据。但这些信息对

揭示 Parasporin-2 的结构与其抗肝癌活性之间的

关系还远远不够。今后将测定若干个代表性突变

体的晶体结构，深入探讨 Parasporin-2 空间结构

上与其抗肝癌活性相关的特征，为将来实施
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Parasporin-2 的全新设计提供指导。 
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抑制胰岛肝脏移植排异反应有新法 

作为重度糖尿病的有效疗法，胰岛肝脏移植目前广受关注，但移植后的排异反应严重影响手术的成功

率。日本研究人员新开发出一种抑制排异反应的方法，有望促进胰岛肝脏移植的成功。 

为调节体内血糖浓度，重度糖尿病患者必须每天接受胰岛素注射。胰岛肝脏移植即从捐献者的胰腺内

提取负责分泌胰岛素的细胞组织——胰岛，再把它植入重度糖尿病患者的肝脏。接受胰岛肝脏移植手术的

患者可摆脱胰岛素注射，这种手术被认为是具有划时代意义的疗法。 

肝脏因其特殊的解剖和生理特点，是胰岛移植的理想部位，但由于排异反应，移植的胰岛约有 60％会

死亡，必须反复移植两三次，才能产生效果。日本福冈大学和理化学研究所的研究人员说，他们发现排异

反应的原因在于一种称为钠钙交换体的蛋白质。这是一种双向离子转运体，负责将钠离子或钙离子运入细

胞，将钙离子或钠离子运出细胞。 

基于此，研究小组开发出了抑制胰岛移植后排异反应的新方法，即先利用药物抑制胰岛中的钠钙交换

体发挥作用，然后再进行移植。利用新方法向患糖尿病的实验鼠移植胰岛后，胰岛细胞没有死亡，顺利在

肝脏扎根。 

研究人员表示，采用新方法一次移植就能完成治疗，将来更多人有望接受胰岛肝脏移植治疗。 

 
(来源：新华社  日期：2013-06-13) 


