
2 8 8
,

2 7 5 ( 1 0 0写 )
,

2 5 7
,

2 3 1
。

晶 l
:

无色针 晶 ( M e O H )
,

m p 2 1 4 C ~

2 1 6 C
,

〔a
工

一

3 9
.

I C ( `
,

0
.

4 7
,

M e O H )
。

分子

式为 C
Z o
H

3;
0

3
( H R E I

一

M S m /
z : 3 2 2

.

2 5 1 4
,

计

算值
: 3 2 2

.

2 5 1 2 )
。

I R礁乳e m
一 ’ : 3 4 0 0 ( O H )

。

E l
一

M S m / z : 3 2 2 [ M ]
十 ,

3 0 4 仁M
一

H
Z
O ]

+

( 1 0 0写 )
,

2 9 1 「M
一

C H Z
O H ]

十 ,

2 7 3 〔M
-

C H
Z
O H

一

H
Z
O 〕

+ ,

2 5 5
。

晶 VI :

无 色针 晶 ( E t O A e )
,

m p 1 6 3 C
-

1 6 4 C
,

〔a
工

一

1 1 2
.

5
0

( 。
,

0
.

4 9
,

C H C 1
3
)

。

分子

式 为 C
2 2
H

3。
O

;
( H R E IM S m / z :

3 6 4
.

2 6 1 3
,

计

算 值
: 3 6 4

.

2 6 1 3
,

计算 值
: 3 6 4

.

2 6 1 2 )
,

I R
v

黑
e m

一 1 : 3 4 2 0 (O H )
,

1 7 2 2
,

1 2 5 0 ( O A e )
。

E l
-

M S m / z : 3 6 4 「M 〕
+ ,

3 4 6 [ M
一

H
Z
O 〕+ ,

3 3 3

[M
一

C H
Z
O H 〕

+ ,

2 8 6 [ 3 4 6
一

C H
3
C O O H ]

+ ,

2 7 3

[ 3 3 3
一

C H
3
C O O H 〕

十 。
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天花粉蛋 白质与苦瓜子蛋 白质改变 D N A 构型的活性△

L D N A 解旋与链结

中国医学 科学院基 础医学研究所

中国协 和 医科大学

香港 中文大学中药研究 中心

医学 生物学国家重点实验室 (北京 1 0 0 0 0 5) 琦祖和
’

杨显荣

蒋效松
’

{李慧云 {

摘 要 为研究 中药有效成分 天 花粉蛋 白质 ( T C S )与苦 瓜子 蛋 白质 ( M M C ) 的生物 学活性
,

以

细胞遗传物质 D N A 为底物
,

经分 子生物学技术分析
,

发现超盘旋双链 D N A 发生解旋和链结
,

单链

D N A 发生断链
,

在合适 条件下
,

已 解旋 和断链的分子还 可重新盘绕
,

再成超盘旋
,

极微量 的蛋 白质

即表现出很强的作 用
。

这一活性与 1 型 D N A 拓扑 异构酶相同
。

关健词 天花粉蛋 白质 苦瓜子蛋 白质 D N A 解旋 链 结

T h e A c t i o n o f T r i e h o s a n t h i n a n d M o m m o r c h a r i n o n D N A C o n f i g u r a t i o n

1
.

D e s P i r a l i z a t i o n a n d C a t e n a t i o n o f D N A

Q i Z
u h e ,

Y
a n g X ia n r o n g

,

J ia n g X i a o s o n g
, e t “ 1

.

( N
a t i

o n a l L a b o r a t o r y o f M
e d i

e a l M o le e u la r
B io lo g y

,

I n s t i t u t e o f aB
s ie M e d ie a l S

e i e n e e s ,

C A M S 乙 P U M C
,

eB iji
n g 2 0 0 0 0 5 )

A bs t r a e t T r ie h
o s a n t h in ( T C S )

a n d m o m m
o r e

h
a r i n ( M M C ) a r e in g r a

d ie n t s o
f T ia n h

u a
f
e n a n

d

K u g u a z i r e s p e e t iv e l y o f C h in e s e t r a
d it io n a

l m e
d ie i n a

l m a t e r ia ls
. `

r C S h
a s

b
e e n u s e

d
e li n ie a ll y fo r in d

u e in g

a
b

o r t i o n
.

R
e e e n t l y t h e i r a n t i t u m o r a n

d
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l
s o r e p o r t e d
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f
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d t h

e e x p e r im e n t a l t r e a t m e n t o f A I D S w i t h T C S h
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h
e
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b l

o e k H IV in f e e t io n
b

o t h i n H IV
e a r r ie r s a n

d A ID S P a t i
e n t s

.

T h e

M M C h
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h

a r a e t e r is t ie s a s T C S
.

T h
e y a

ll b
e
l
o n g t o t h

e r ib
o s o m e i n a e t iv a t i n g P r o t e in s

( R I P ) a n d

P e r
f
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o n u e
l
e o s id

a s e a e t iv i t ie s s im i l
a r t o r i e in

.

W
e

f
o u n d t h

a t t h
e s u P e r e o il

e
d d

o u
b l

e s t r a n
d D N A e o u

l d

A d d r e s s :

Q i Z u h e ,

eD p a r t m e n t o f B io e h e m i s t r y ,

I n s t i t u t e o f aB
s i e M e d i e a l cS i e n e e s ,

C A M S & P U M C
,

N a t i o n a l

L a b o r a t o r y o f M e d ie a l M o l e e u l a r B i o l o g y ,

Be iji n g

琦 祖和
,

女
,

1 9 5 7 年毕业于北京医学院药学系
.

在 中国 医学科 学院基础医学研究 所生物化学与分子生物学室
,

医学分 子
生物学 国家重点实验室工作

,

研究员
。

近年来 以基 因表达调控异常 与疾病的发生 为线索
,

探讨载脂蛋 白 E 异常与心脑 血管病
的关 系

,

建立 了人突变载脂蛋 白 aP
o E 7 与 aP

o E 4 转基因小鼠模型
,

证明 叩
。 E 基因突变使整体发生多系统方面的病理变化

。

二 首钢总 医 院
△国家 自然科学基金资助项 目 附 3 9 4 7 0 2 1 8
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浅
s e

d
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a r t o t y p e 1 D N A t o p o i s o -
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.

K e y w o r d s t r i e h
o s a n t h in m o m m

o r e
h

a r i n d
e s p i r a l i z a t io n e a t e n a t i o n t o p o is o m e r a s e l

天 花粉蛋 白质 ( T C S )与苦 瓜子蛋 白质

( M M C )分别是 中药天花粉与苦瓜子 的有效

成分
。

天 花粉是括楼的块根
,

属葫芦科
,

括楼

属 T r i c h o s a n t h e : k i r i l o w i
;

M a x a m
。

早在秦汉

时代医书就记载有通月水等功用
,

七十年代
,

发现 单 味 天 花 粉 即 可 发 挥 良好 的 引 产作

用 〔 , 〕 。

天 花粉中含有多种蛋白质
,

用丙酮分级

沉淀 法 得 到 的 精 制 蛋 白 质 ( t r ie h o s a n t h i n

T C S )是引产的有效成分
,

已制成结晶
,

其分

子量 2 5
.

68 2 K D
,

由 2 3 4 个氨基 酸残基组成

单一肤链
,

蛋 白质一级结构 已经测定
,

高级结

构也基本排出 〔 2〕 。

近年来又发现除催产外
,

T C S 还有抗肿瘤与抗病毒的功能
,

曾用 H IV

急性或慢性感染体外培养的细胞
,

证明 T C S

可选择性抑制 H I V R N A 的复制 ` 3〕 。

因此试

用于 爱滋病 的治 疗
,

是有希 望的抗 H IV 药

物
。

苦瓜 材 dm m o

dr i c a 。 h a ar n t i a I
J .

与天花粉

统属葫芦科
,

用丙酮分级 沉淀法分离和柱层

析 纯 化
,

自其 种 子 中得 到 的 结 晶 蛋 白质

( m o m m o r e l
l a r i n M M C )是与 T e s 具有相同

性质的药用有效成分
,

也已试用于治疗爱滋

病
。

T C S
,

M M C 与蓖麻毒蛋白均属于核糖体

失 活蛋 白质类 ( R I P )
〔` 〕 ,

它们 的生物学 功能

是医学研究 中的重要课题
,

受到广泛关注
,

自

从发现蓖麻毒蛋 白具有糖昔酶活性后 〔 5〕 ,

相

继证 明 T C S
,

M M C 也具有相 同性质 〔`
·

的 ,

还

有报道 T C S
,

M M C 有胰蛋 白酶 抑制剂的活

性 〔,
,
8 〕 。

自 1 9 8 8 年我们发现 T C S
,

M M C 可使

D N A 解旋 后
,

对 这一新 的现象作 了继续 验

证 〔”
· ` “ 〕 ,

并对其作用机制作 了进一步探讨
。

.

8 0 8
.

1 材料与方法

T C S 自天花 粉用常规方法分离
,

纯 化
,

M M C 自苦瓜 子 中提取
,

分 离纯 化 方 法 与

T C S 相 同
,

按 洗 脱 峰 的 微 小 差 异
,

分 为

a M M C
,

pM M C
。

M ;
3
m p

。
单

,

双链 D N A 按常

规方法分离 〔’ 3〕 。

电泳用琼脂糖凝胶 ( a g a r o s e )

为进 口 分装
,

化学 试剂均 为分析 纯
。

T C S
,

M M C 与 D N A 在反应条件下保温
,

产物用常

规 1 % a g ar o se 电泳分离
,

根据 D N A 条带的

变化判断结 果
,

电泳液 含 4 0 m m ol / L T ir s
.

C I
,

2 0 m m o l / L C H
3
C O O N a ,

1 m m o l / L

E D T A N a : p H S
.

3
,

当测试到最适反应条件

后
,

一律用最佳条件保温与电泳
。

2 结果与讨论

.2 1 T C S 与 M M C 使 D N A 解旋与链结的

作用

2
.

1
.

1 解旋 双链 D N A
:

纯化 的质粒 D N A

按照分 子体积的大小
,

在琼脂糖凝胶 电泳图

见图 1 上可分离出三条带
,

即超盘旋 s( u p e r -

c io le d ) 带
,

分子结构 紧密
,

体积最小
,

泳动速

度最快
。

线性 il( en ar )分子带
,

D N A 双链断裂

成线性
,

与缺 口 (n ic k e d ) 分子带
,

即链上不 同

部位有缺 口
,

但双链未完全断开
,

缺 口使大分

子高级结构松驰
,

因而体积最大
,

泳动速度最

慢
,

如图 一a 中 I
,

I
,

l
。

将 0
.

5一 l 拼9 D N A

与 T C S
, a M M C

,

b M M C 在非最适条件下保

温 1 0 m i n 后
,

经 1 % a g a r o s e 电泳分 离
,

发

现 D N A 超盘旋区 带 1 明显减少并上移
,

如

图 l a l 一 W
,

有时 I 带完全消失
,

说明分

子体积增大
,

这是结构松驰的结果
,

实验证明



这一改变 D N A 结构的作用与限制性 内切酶

与非特异性 降解的 D N a s el
,

以 及外切酶的活

性明显不同
,

当单一 H i n C l l 切点的 M
, 3
m p

s

、

双链 D N A 被降解时
,

在反应过程中
,

也可见

到超盘旋 D N A 量逐渐减少
,

线性 D N A 分子

与缺 口分子增多
,

但随保温时间的延长
,

或酶

量增加
,

超盘旋与缺 口分子最终消失
,

电泳图

上 为一条线性带
,

而 T C S 与 M M C 作用后
,

超盘旋带减少到一定程度后
,

即使再延长保

温时 间或 增大用 量
,

线 性带并 不增 加
,

说 明

T C S 与 M M C 对 D N A 的作 用 与 内切 酶不

同
,

不是切断双链
。

b 1 2 3 4 a 1 2 3 4

v川“VI.

: : : :

. . . . . . . . . . . .

. . . . . . . . . .

一. . . . . .

一. . . . . . . . . . . . . . . . 门 . .

一
. . .

- - - 一
I 一

超螺旋分子 一线性 分子 l 一

缺 口 分 子

w 一

解 旋 分 子 v 一

链 结 分 子 1
一

对 照 2
-

D N A /
a M M C 3一 D N A / b M M C 4 一

)I N A / T C S

圈 1 D N A 的降解与链结电泳圈

为 除外 其 非 特异 性 内切 酶 活性
,

又 将

D N A 用微量的 D N a s e l ( s p g ) 在非最适溶液

中短时间作用
,

也可见 D N A 分子解旋
,

但当

反应物 10 O C 煮沸 3 m in 立即放入冰水 中使

D N A 解 链 后
,

在 l % a g a r o s e 电 泳 图 上
,

D N a s el 的反应管中
,

D N A 分子变成小分子
,

而成为弥散带
,

而 T C S 的反应管与对照相比

无明显变化
,

说明解旋非由断链所致
。

为除 外 外 切 酶 的 活性
,

又将 D N A 用

aB m H I
,

P s t l
,

H i n C l l 降解
,

造成 5 `

末端突

出
,

3’ 末端突出与平齐末端的 D N A 片段
,

再

经 T C S 作用后
,

电泳图上
,

D N A 片段的泳动

速度反而变慢
,

说明片段并未减短反而 长度

增大
,

这 是解 旋 作 用造 成 的
。

另外 也 曾将

D N A 先与 T C S 作用
,

再用内切酶降解
,

发现

D N A 分子更容易被切断
,

这也可用分子松驰

后更易于发生作用来解释
。

又为除外蛋白质非特异结合对 D N A 结

构的影响
,

以大 于 T C S 十倍量的 ( 牛血清 白

蛋白 ) B S A 与 D N A 反应
,

并未出现 D N A 分
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子的解旋
。

上述各 图从略
`

2
.

1
,

2 链 结 作 用
:

当 T C S
.

M M C 与 D N A

的反应物经最适温度处理 s m in 后
,

电泳图

上除分离 出 D N A 松驰分子 的条带外
,

同时

在靠近加样 孔处可见到泳动度极慢 的 D N A

分子聚集的大分子又称链结 (。 a et an it o
n)

。

见

图 1
一 a v

。

已发生链结的分子中
,

在进行电泳

分离之前加人 S D S 至 1 %
,

则可去除链结
,

而恢复分子的超盘旋状 态
,

图 1
一

b 说 明链结

属分子的暂时聚集
。

实验表明
,

在非最适条件

时 以解旋为主
,

在最适条件时
,

链结明显
,

由

于 T C S 与 M M C 有 相同 的表现
,

且 bM M C

作用更强
,

选 T C S 为靶
,

与 D N A 反应
,

电泳

分离后
,

测定了反应的最适条件
。

2
.

2 解旋 D N A 的条件

2
.

2
.

1 p H 与缓 冲液
:

比较磷 酸缓 冲液 ( 1)

与 t ir s 一 C l 缓 冲液 (2 )
,

在不同 p H 与浓度 下

保温
,

可见在 ( 2) 溶液中
,

D N A 分子解旋与链

结比 ( 1) 明显
,

在最适条件时几乎全部分子均

链结成大分子
,

见图 ZA
。

2
.

2
.

2 温度
:

在 2 2 C 至 7 O C间
,

取一定 间

隔反应
,

可见在低温 时解旋 明显
,

随温度增

高
,

链结逐渐增强
,

表现为 I 带逐渐减少
,

v

带逐渐增多
,

在最适温度时
,

D N A 可全部呈

链结状
,

超盘旋分子消失
,

全部解旋变大
,

见

图 ZB
。

lee 一上

蔽扁讥
-

. . . . . . .

- - -
曰 .

. . . . . . . 口 . . . . . . . . . .

逃 ` -

址 _ =

L

1一一日

. . 面面

一 二=
二
一v

二 二

一
l . t

-

—
.

A
一

最 适 p H B
一

最适 温度 C
一

最适时间 D
一

最适浓度

l 一对照 I ~ V 见图 1

圈 2 T C S
,

M M C 使 D N A 分子发 生解旋与链结

的最适条件

2
.

2
.

3 保温时间
:

保温 1 5 m i n 即出现明显

反应
,

随时间延长解旋过程的梯形带也出现
,

见 图 ZC
,

加人保护剂 ( p ) 的明显优于 无保护

剂的反应管
。

.

8 0 9
-



2
.

2
.

4 蛋 白质用量
:

在适宜条件 下
,

少至 2

~ s n g 即可发生解旋与链结作用
,

见图 ZD
。

2
.

3 T C S 与 MM C 使 已解旋 的 D N A 分子

重新 形成超盘 旋
:

为探讨 各 种离子 与 A T P

对这一解旋与链结作用的影 响
,

曾经选低浓

度的一价
,

二价及多价金属 以及 D T T (二硫

苏糖 醇 )
,

E D T A
,

A T P 等 分别 加 到 反应 液

中
,

结果表明
,

A T P 不影响反应
,

高价离子对

解 旋反应不利
,

E D T A N a Z ,

与 D T T ( l ~ 5

m m ol / L ) 为 D N A 反 应中常用试 剂
,

有利于

D N A 结 构 的 稳 定
,

当 微 量 D T T 与 E D
-

T A N a :

加到 反应 液后
,

一保存 时 间较 长的

D N A 样品
,

超盘旋 1 带 已消失并略有降解
,

但经过 T C S
, a M M C

,

bM M C 处理后
,

超盘旋

1 带重新 出现
,

自图 3 可见
,

超盘 旋重形 成

时
,

线性 D N A 带显著减少
,

说 明 T C S
,

M M C

还具有可使断开的分子重新连接的性质
。

T 3 人 T O

1 3 4 6 7 9 1 0 1 2 1 3 1 5

行检测 发现
,

T C S
,

M M C 可切断 s s D N A 与

R N A
,

在 a g ar os e 电泳时
,

可见 R N A 量明显

减少
, s s D N A 成为弥散的带

,

见图 4
。

而在 8

%聚丙烯酞胺凝胶 电泳 ( P A G E ) 时
,

降解 的

片段呈靠近加样孔处的弥散条带
,

说明被降

解但未成碎片仍保留了一定长度 ( 图略 )
。

上 述结 果说 明
,

T C S
,

M M C 可作 用于

D N A
,

使 单链 D N A 发生断裂
,

超盘 旋双链

D N A 分子发生解旋和链结
,

在合适条件下
,

已解旋的分子还可再重新连接并成超盘旋
,

极小量的蛋白质
,

即可表现出很强的活性
。

这 一 改 变 D N A 构 型 的 活性 与 1 型

D N A 拓扑异构酶一致
,

为进一步说明分子构

型的变化
,

又进行了电镜观察
,

另文发表
。
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一

T C S I , 4
,

7 , 10
,

1 3
一

加 E l ) T A

图 3 T C S
,

M M C 使解旋的 D N A 重新 形

成螺旋

D NA TC S b M M C a M M C

1 2 3 4

: :
`

{
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l 一 5 5
D N A Z

一
5 5

D N A / T C S 3一 5 5 D N A /

bM M C 4
一 5 5 D N A /

a M M C

图 4 T C S
,

M M C 降解单链 D N A 电泳图

2
.

4 T C S 与 M M C 降解单链 s s D N A 的作

用
:
以 M

1 3
m p

:

单链 D N A 与 R N A 为底物进

参
.
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